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RESUMEN

Las leguminosas como el frijol (Phaseolus vulgaris) tiene la capacidad de
asociarse a bacterias del suelo del género Rhizobium. Dicha asociacion, comprende
a la mayoria de las 18,000 especies de leguminosas y resulta en una simbiosis
fijadora de nitrégeno de importancia ecoldgica. El objetivo de este proyecto fue aislar
cepas Rhizobium del cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris) y determinar su efecto al
usarlo como inoculante mediante la medicién de algunos parametros como altura y
peso. A partir de nédulos, de cuatro variedades de frijol colectadas en San Andrés
Tlalamac Estado de México, se logré recuperar igual nUmero de asilamientos en el
medio de cultivo Agar manitol (LMA-RC), las cuales se identificaron como Rhizobium
spp. El aislamiento de nédulos de la variedad de frijol flor de mayo se emple6 para
evaluarse como inoculante entre variedades de frijol, inoculando la semilla
directamente con la cepa de Rhizobium F.M propagada en el caldo manitol. Se
encontré que inoculando Rhizobium en plantas de frijol se obtiene mayor peso fresco
en las variedades de matero y flor de mayo, incrementando el grosor de tallo por la

inoculacion de Rhizobium.

Palabras claves: Phaseolus vulgaris, Rhizobium, caracteristicas morfologicas,

pardmetros, simbiosis.
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INTRODUCCION

El frijol se origind y domesticé en América Latina en dos origenes geograficos
Mesoamerica y los Andes Genéticamente que derivan de un ancestro comun de
100,000 afios de antigiiedad. En México y América del Sur, el frijol se domesticé de
manera independiente hace aproximadamente 8,000 afios. (Bitocchi et al., 2013).
Se tienen registros de semillas cultivadas de (Phaseolus vulgaris) de 3,000 afios de
antigledad (Brown, 2006).

Como todas las leguminosas, el frijol tiene la capacidad de asociarse a
bacterias del suelo llamadas Rhizobios (singular Rhizobium). Dicha asociacién entre
leguminosas y Rhizobium, comprende a la mayoria de las 18,000 especies de
leguminosas y resulta en una simbiosis fijadora de nitrégeno de importancia
ecologica que aporta, anualmente, una cuarta parte del nitrogeno fijado en la
biosfera (Catherine et al., 2009).

En las raices de la planta, la bacteria induce la formacion de un 6rgano
denominado nodulo, dentro del cual se establece de forma intracelular. En estas
condiciones, la bacteria es capaz de convertir el N, atmosférico en amonio NHa+, el
cual constituye la fuente de nitrégeno que permite el crecimiento de la planta. Estas
asociaciones simbidticas entre leguminosas y Rhizobium, fertilizan el suelo y se
calcula que incorporan de 60 a 120 kg de nitrégeno por hectarea. Tradicionalmente
y desde hace cientos de afios, el agricultor mexicano ha sembrado en sus
chinampas y milpas, de forma combinada, frijol y maiz. El tallo del maiz sirve de
sostén a la enredadera del frijol y éste, a su vez, fertiliza el suelo favoreciendo una
mayor produccion del cereal. Este ecosistema (la milpa), en donde tradicionalmente
se siembra maiz, frijol y calabaza, ademas de chile y tomate, constituye un modelo
de agricultura ecoldgica el cual favorece un control biolégico de insectos ademas de
la ya referida fijacion biolégica de nitrégeno. Las caracteristicas nutricionales de
cada uno de estos cultivos, sumados, producen una dieta equilibrada.
(Catherine et al., 2009).



JUSTIFICACION

La fijacion bioldgica de nitrdgeno puede sustituir el uso de fertilizantes quimicos
en la agricultura y prevenir la pérdida de la fertilidad del suelo mejorando los costos
de produccion, asi mismo evitar la contaminacion al medio ambiente. Este proceso
de simbiosis leguminosa-Rhizobium proporcionan crecimiento y desarrollo de la

planta por la fijacion de nitrégeno de la bacteria.

OBJETIVOS

Aislamiento e identificacién de cepas de Rhizobium de cuatro variedades de
frijol (Phaseolus vulgaris L).

Determinar el efecto de Rhizobium en plantas de frijol (Phaseolus vulgaris)

inoculadas bajo condiciones de invernadero.

HIPOTESIS

Una variedad de frijol inoculada con Rhizobium tendra mayores valores

agronomicos que una planta no inoculada.



REVISION DE LITERATURA

Cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris)

Antecedentes

El frijol (Phaseolus vulgaris) se originé y domesticO en América Latina
con dos origenes geograficos (Mesoamerica y los Andes) genéticamente
diferenciables que derivan de un ancestro comun de 100,000 afios de antigliedad.
En México y América del Sur, el frijol se domestic6 de manera independiente hace
aproximadamente 8,000 afos. (Bitocchi et al., 2013). Se tienen registros de semillas

cultivadas de Phaseolus vulgaris de 3,000 afios de antigiedad (Brown, 2006).

Por su alto contenido proteico (20-25%) es, entre las leguminosas, el tercer
cultivo mas importante en el mundo, después de la soya y el cacahuate (Singh et al.,
1999). Como la mayoria de las Leguminosas, sus proteinas son deficientes en
aminoacidos azufrados como la metionina y la cisteina, sin embargo, una ingesta
regular de frijol favorece en la disminucion de los niveles de colesterol y reduce los
riesgos de padecer cancer. Particularmente en México, el frijol es la Leguminosa de
mayor consumo humano y representa el 36% de la ingesta diaria de proteinas
(Anderson y Gustafson, 1989).

Generalidades del cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris)

Dentro del grupo leguminosas, el frijol comun es una de las méas importantes.
Es una planta anual, herbacea intensamente cultivada desde la zona tropical hasta
las templadas. Es originario de América y se le conoce con diferentes nombres:
poroto, fréjol, hatico, caraota, judia, aluvia, habichuela y otros. El frijol es uno de los

alimentos béasicos en México, (Ulloa y Ramirez, 2007).



Clasificacion botanica del frijol Phaseolus vulgaris (Linneo, 1753)

Reino: Plantae.
Subreino: Franqueahionta.
Division: Espermatophyta.
Subdivision: Magnoliophyta.
Clase: Magnoliatae.
Orden: Fabales.
Familia: Fabaceae.
Género: Phaseolus.

Especie: P vulgaris, L

Descripcion botanica del frijol (Barreiro, 1995).

Planta

Anual, herbacea, arbustiva y bastante abundante en hojas; de estacién célida,
*+ erecta, con ramas que proceden del tallo principal, las que dependen de las
condiciones ambientales, siendo de gran importancia la densidad poblacional, pues

también incide en la altura y dureza del tallo; tiene hojas, tallos y vainas pubescentes.

Raiz

Consta de una raiz pivotante capaz de alcanzar gran profundidad. La
germinacion comienza con el desarrollo de la radicula, que se ramifica
abundantemente y es la encargada, junto con las sustancias de reserva almacenadas
en los cotiledones, de nutrir a la planta durante sus primeros dias de vida. Luego, el

crecimiento de la raiz principal se detiene y se desarrollan muchas raicillas laterales.



Tallo

Las plantas poseen un tallo principal, el cual, dependiendo del cultivar, puede
presentar un habito de crecimiento erecto, semierecto, semipostrado o postrado,
pudiendo alcanzar de 30-90 cm. de longitud, en variedades determinadas. En
variedades indeterminadas, puede alcanzar 2 o mas m. El tallo estd conformado por

nudos y entrenudos; al primer nudo se le denomina cotiledonar luego aparece el

Segundo nudo que es el de las hojas primarias unifoliadas, después de estas,
el tallo contindia con una sucesion de nudos (punto de interseccion de hojas trifoliadas
en el tallo y un grupo de yemas axilares) y entrenudos (espacio entre dos nudos) Los
tallos pueden presentar pelos cortos, pelos largos, una combinacién de pelos cortos
y largos, o ser glabros. Ademas de lo sefialado, siempre existen pequefios pelos en
forma de gancho llamados uncinulados, incluso en los tallos glabros. EI nimero total
de nudos en el tallo principal puede fluctuar entre 6 y mas de 30. Segun su forma y
su habito de crecimiento, los cultivares se agrupan en dos tipos: los de crecimiento
determinado y los de crecimiento indeterminado. Los tipos de crecimiento
determinado se ramifican mas, la altura total de la planta es menor (30-90 cm.) y al
comenzar la floracion cesa el desarrollo de la misma. Los de crecimiento
indeterminado son los trepadores, que tienen la capacidad de seguir desarrollandose
después de la floracién. Debido a esta circunstancia, la altura de sus tallos puede

variar desde los 50 cm hasta los 3 m.

Hojas

El primer par de hojas, que se origina a partir de los cotiledones, es opuesto y
de forma acorazonada. Las hojas definitivas las forman tres foliolos; el central es
ovoide y simétrico y los laterales, asimétricos. El tamafio varia con el cultivar y las

condiciones de cultivo.



Flores

Estan organizadas en racimos, situados en las axilas de las hojas, y su color
varia del blanco al morado. Aunque el frijol produce menos flores que otras
leguminosas, como la soya, cuajan en él en mayor proporcion. Las flores,
hermafroditas y completas, comienzan a desarrollarse por la parte inferior de la
planta. Puesto que suelen auto fecundarse, los cultivares se pueden multiplicar por

semilla sin perder las caracteristicas genéticas de la planta madre a medio plazo.

Fruto o Legumbre

El fruto del frijol es una vaina o legumbre, que varia mucho en forma, tamafio
y numero de semillas. Las semillas, a su vez, también presentan gran diversidad de
formas (cilindricas, elipticas u ovales) y colores (desde el blanco hasta el negro),

pudiendo ser la coloracion uniforme o manchada.

Importancia del cultivo

El frijol es uno de los cultivos de mayor importancia en nuestro pais,
ubicandose en segundo lugar por superficie destinada, la mayor importancia radica
en el papel que juega para la economia campesina y como fuente vital de proteinas

para la poblacibn mexicana (Barreiro, 1995).

Sin embargo, a pesar de ser un producto tan necesario, la produccion de frijol
en nuestro pais es sensible a las condiciones climéticas que se presentan durante

el afio agricola (Barreiro, 1995).

Produccién Nacional de Frijol (Phaseolus vulgaris) en México

La produccién nacional de frijol en el afio agricola 2015 se ubic6 en 969.1 miles
de toneladas. Dicho volumen significé una reduccién a la tasa anual de 23.9 por
ciento. La produccién del ciclo Otofio-Invierno se redujo 34.6 por ciento con respecto
al afio agricola previo, derivado de la reduccion anual de 47.8 por ciento en la cosecha
de frijol en Sinaloa y 51.4 por ciento en Nayarit (SAGARPA, 2015).



Consumo nacional

El consumo de frijol (Phaseolus vulgaris) en Mexico durante los ultimos tres
afios se ubicé en un promedio de 1.1 millones de toneladas. Dicho volumen
representa el 88 por ciento de la produccion nacional promedio de frijol entre 2013 y
2015 (SIAP-SAGARPA, 2015).

El consumo de frijol (Phaseolus vulgaris) a nivel regional varia de acuerdo con
el tipo de grano. Asi, por ejemplo, en la region norte de México existe preferencia por
los frijoles pintos, en la zona noroeste por los frijoles azufrados, en la regién centro
por las variedades Flor de mayo y Flor de junio, mientras que en el sur y suroeste se
tiene preferencia por frijol negro (SIAP — SAGARPA, 2015).

Cuadro 1. Consumo nacional

Consumo de frijol en México, 2012-2016.
(Miles de toneladas)

- 1,200

1,000

- 200

20122013 2013/2014 2014/2015 2015/2016"

Fuente: (SIAP - SAGARPA).




El frijol es el cuarto cultivo en importancia por la superficie sembrada en
México, después del maiz grano, pastos y el sorgo grano; por el valor de la produccion
primaria que genera, ocupa la undécima posicion, considerando cultivos ciclicos y
perennes. Por su amplia adaptacion y por el numero de variedades mejoradas
disponibles, el cultivo de esta leguminosa se realiza practicamente en todas las
regiones, condiciones climaticas y tipos de suelos en el pais (SAGARPA, 2015)

Produccion primaria

Durante el afio agricola 2015 se cosecharon 1.56 millones de hectéreas de
frijol en México, lo que significo una disminucion de 7.5 por ciento con respecto a la
superficie cosechada en el 2014. EI 90.1 por ciento de la superficie cosechada fue de
temporal; y el 87.4 por ciento correspondio al ciclo Primavera-Verano (P-V). En 2015,
se cosecho el 92.6 por ciento de las 1.68 millones de hectareas sembradas de frijol
(SAGARPA, 2015).

Fertilizantes comunes

La dosis de fertilizacion recomendada es la 40-60-00; esta férmula se obtiene
mezclando 90 kg de urea con 130 kg de superfosfato de calcio triple o bien 200 kg
sulfato de amonio con 300 kg de superfosfato de calcio simple. La sembradora coloca
el fertilizante entre cada dos hileras de plantas, quedando éste a una distancia de
12.5 cm entre ellas. El fertilizante se aplica todo al momento de la siembra, debido a

que el cultivo de frijol es de ciclo corto (INIFAP, 2017).

Biofertilizantes

Ayudan al proceso de la nutricion biolégica de las plantas, permitiendo asi un
buen aprovechamiento del nitrégeno atmosférico desarrollando un sistema radicular,
ayudando a una mayor solubilidad y conductividad de nutrientes
(Biofertilizantes, 2014).



Rhizobium es una bacteria cuyo hébitat se encuentra en el suelo, que puede
ser capaz de colonizar las raices de leguminosas y fija el nitrdgeno atmosférico
mediante simbiosis. La morfologia y la fisiologia de Rhizobium varian de un estado
de vida libre a la bacteroide de ndédulos. Ellos son el biofertilizante mas eficiente por

la cantidad de nitrégeno que fijan (Biofetilizantes 2014).

Que es la biofertilizacién

Son sustancias que contienen poblaciones microbianas variadas, su alto
contenido en nutrientes le permite reaccionar con la materia organica del suelo y asi

producir sustancias que son benéficas para las plantas (Biofetilizantes 2014).

Beneficios de la biofertilizacion.

e Disminucién de costos de produccion
e Aumento de produccion agricola
¢ Disminucién de costos en la aplicacion de fungicidas y proteccién al agricultor

¢ No degradacion de suelos y contribucion a la reparacion de estos.

Rhizobium en el cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris)

Todas las especies de Rhizobium forman nédulos en las raices o tallos de las
leguminosas y se establecen dentro de estas estructuras en donde proliferan, se
diferencian vy fijan nitrdgeno. Existe especificidad en esta relacién, lo que significa
gue una especie de leguminosa establece simbiosis con un limitado nimero de

especies de Rhizobium (Long, 1989).

Se han identificado diferentes sitios de diversificacion de las leguminosas y
éstos coinciden con los sitios de diversificacion de los rhizobios que son capaces de

establecer simbiosis con las leguminosas en cuestion (Martinez et al., 1996).



En los dltimos afios se ha incrementado el nimero de especies y géneros de
Rhizobium porque se han analizado leguminosas que no se habian estudiado y
porque la metodologia para clasificar bacterias es mas determinante
(Van Berkum y Eardly, 1998).

México es uno de los sitios de origen del frijol (Phaseolus vulgaris), y de otras
muchas leguminosas. El aislamiento de las bacterias de estas leguminosas ha
revelado en algunos casos una gran diversidad genética por lo que se han propuesto
nuevas especies de Rhizobium, las cuales son nativas de México. Por ejemplo,
encontramos que las semillas de frijol pueden diseminar a sitios geogréficos

distantes a la especie Rhizobium etli, que portan sobre su testa (Pérez et al., 1998).

La diversidad genética de Rhizobium aislados de ndédulos de frijol
(Phaseolus vulgaris), disminuye considerablemente en algunas variedades
(Phaseolus vulgaris), si se siembran éstas en presencia de fertilizantes nitrogenados
(Caballero y Martinez, 1999).

El nitrégeno fijado afiadido como fertilizante quimico inhibe la formacion de
los nédulos y la fijaciébn de nitrégeno cuando se aflade a plantas noduladas. El
proceso de fijacion de nitrégeno es muy costoso energéticamente y esto tal vez

explique la facil pérdida de los genes de fijacion de nitrégeno (Martinez et al., 1999).

La fijacion biolégica de nitrégeno es la conversion enzimatica de nitrogeno
gaseoso a amonio; es una caracteristica exclusiva de procariontes y se encuentra
distribuida en muchos géneros de bacterias (Young 1992). Ademas de las bacterias
fijadoras de nitrdgeno en vida libre, existen bacterias del suelo que se asocian a
plantas y, en particular, un grupo de éstas (de los géneros Rhizobium y otros
relacionados) se asocian a leguminosas (Martinez y Hernandez, 1999).

Esta capacidad de ser noduladas por una elevada variedad de bacterias se
ha relacionado con el espectro de inductores de genes de nodulacion que secretan,
considerandose Phaseolus vulgaris como una de las leguminosas que libera mayor
cantidad y variedad de flavonoides, exudados tanto por la raiz como por la semilla
(Moron et al., 2006).
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Existen numerosos estudios sobre la diversidad de bacterias que nodulan
algunas de las especies englobadas en el género Phaseolus.
(Garcia et al., 2010). Aunque se ha descrito la nodulacién de algunas especies de
Phaseolus en América por microorganismos del género Bradyrhizobium segun
(Ormenio et al., 2006), los que nodulan P. vulgaris de un modo eficiente se incluyen

dentro de la familia Rhizobiaceae en los géneros Rhizobium y Sinorhizobium.

Figura 1. Nédulos de Rhizobium en raiz de frijol.

En frijol, la experiencia de inoculacién ha tenido resultados muy variables. El
problema principal que existe es la poblacion de Rhizobium etli nativa, altamente
adaptada y competitiva para nodular. En general, las bacterias introducidas como
inoculante forman una proporcién muy pequefa, menor al 5% de los nddulos. El
resto lo forman las cepas nativas. Para resolver este problema, se ha propuesto que
la seleccion de las mejores fijadoras se realice a partir de la poblacion nativa del sitio
donde se piensa trabajar y que se analicen los determinantes genéticos de la

competencia (Martinez y Rosenblueth, 1990).

Caracteristicas del Género Rhizobium.

Son bacilos que miden 0.5-1.0x1.2-3.0 um. Se mueven por medio de 1-6 flagelos que
pueden ser peritricales o subpolares. Las colonias generalmente son blancas o color
beige, circulares, convexas, semitranslicidas u opacas Yy mucilaginosas;
generalmente miden 2-4 mm de diametro a los 3-5 dias de incubacion en YMA.. Son
quimio-organotroficas, utilizando una gran variedad de carbohidratos y &cidos

organicos (Becker y Puhler, 1998)
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Diversidad de Rhizobium

Utilizando enfoques de biologia molecular, se han establecido también las
relaciones filogenéticas de estas bacterias (Van Berkum y Eardly, 1998). En el cuadro

se enlistan las especies y géneros de Rhizobium.

Género
Azorhizobium

Especie
A. caulinodans

Hueéesped
Sesbania rostrata

Bradyrhizobium B. elkanii Glycine max (soya)
B. japonicum Glycine max
B. liaoningense Glycine max
B. yuanmingense Lespedeza
Mesorhizobium M amorphae Amorpha fructicasa
M. ciceri Cicer arietinum (garbanza)
M. huakuii Astragalus
M. foti Lotus
M. mediterraneum  Cicer anietinum
M. plurifarium Acacia, L eucaena
M. tianshanense Glycyrrhiza, Sophora, Glycine y ofras
Rhizobium R etli Phaseolus vulgaris {frijol), Mimosa affinis
R. galegae Galega
R. gallicum Phaseolus vulgaris
R. giardinii Phaseolus vulgaris
R. hainanense Shylosanthes, Centrosema, Desmaodium,
Tephrosia
K. huautlense Sesbania herbacea
R. leguminosarum Vicia (chichara), Trifolium (trébaol)
R. mongolense ledicago ruthenica, Phaseolus vulgaris
R. tropici Phaseolus vulgaris, [ eucaena
R. undicola MNeptunia natans
Sinorhizobium =, arbons Acacia senegal, Prosapis chilensis
. fredii Glycine max
. kostiense Acacia senegal, Prosapis chilensis
5. medicae ledicago spp
S, meliloti ledicago sativa (alfalfa)
=. saheli Sesbania
5. terangae Sesbania, Acacia

S, xinjiangense

Glycine max
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Inoculante de Rhizobium

Existen varias razas de la bacteria Rhizobium, pero se han evaluado para

reproducir las que mejor relacion tienen con el frijol, es decir, las que mayor cantidad

de Nitrégeno atrapan cuando estan en las raices. Al multiplicarse las bacterias en el

laboratorio, se les llama inoculo y estamos seguros que se estan multiplicando

bacterias puras que nos ayudaran en la fertilizacidbn nitrogenada en el frijol
(Anon, 2017).

Beneficios importantes del Rhizobium (Paerl, 1998).

v

Se reducen las aplicaciones en mas del 50% de fertilizante nitrogenado
(urea).

Es menor el costo en las aplicaciones (el inoculante es mas barato que la
urea).

Esta tecnologia es mas amigable con el ambiente, no contamina por la
fertilizacion.

Tecnologia compatible con el manejo agroecolégico.

Tecnologia que se puede generar con Rhizobium nativo.

Precauciones en el manejo del Rhizobium (Paerl, 1998).

v

AR NERNEEN

No ponga el inoculante cerca del calor excesivo durante el transporte o en el
campo.

Almacénelo en lugares frescos, secos y limpios, con temperaturas menores
de 25°C

No deje la semilla inoculada puesta al sol.

Cuando siembre cubra la semilla inmediatamente.

Utilice la totalidad del inoculante, no almacenar ningun sobrante.

En épocas de mucho sol y altas temperaturas, realice la inoculacion y
siembra durante las primeras horas de la mafiana o en las Ultimas horas de

la tarde.
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Fijacion bioldgica del nitrogeno

El nitrégeno es uno de los elementos quimicos esenciales para todos los seres
vivos ya que forma parte de los &cidos nucleicos y de las proteinas y, por lo tanto, es
fundamental en la estructura y el metabolismo celular (Paerl, 1998). Las plantas
toman el nitrogeno directamente desde el suelo en forma de nitratos (NOs -) 0 amonio
(NH4 +), algo que no pueden hacer los animales, que precisan tomarlo en forma de
compuestos organicos. Solo algunos procariotas pueden tomar el nitrégeno
directamente desde la atmésfera, via fijacion de nitrégeno, convirtiendo el nitrégeno
molecular en nitrégeno asimilable por otros seres vivos. Teniendo en cuenta que este
elemento es muy abundante en la atmosfera, la obtencion de nitrégeno directamente
desde ésta es una de las vias mas importantes para el mantenimiento del ciclo del
nitrogeno, del que forman parte las bacterias fijadoras de nitrdgeno, junto con otros
grupos de bacterias que llevan a cabo procesos intermedios de transformaciéon de
compuestos nitrogenados y de desnitrificacion, que devuelve finalmente el nitrégeno

a la atmdsfera. (Paerl, 1998).

La fijacidn bioldgica de nitrogeno supone mas del 60% de la fijacidén global del
nitrdgeno en la tierra y los microorganismos que llevan a cabo este proceso se
denominan diazotrofos. La enzima responsable de la fijacion de nitrdgeno se
denomina nitrogenasa y estd compuesta por dos metaloproteinas, una con Fe
(ferroproteina o nitrogenasa reductasa) y otra con Fe y Mo (ferromolibdoproteina o

nitrogenasa propiamente dicha) como grupos activos (Lloret y Martinez, 2005).

Dentro de los diazotrofos hay muchas especies que llevan a cabo la fijacion de
nitrogeno en vida libre, mientras que otras lo hacen a través de asociaciones
simbidticas con plantas. Los fijadores de vida libre estan distribuidos en numerosos
grupos de bacterias que comprenden bacterias anaerobias como Clostridium,
anaerobias facultativas como Klebsiella y aerobias como Azospirillum, Azotobacter o
Beijerinckia (De Felipe, 2006).
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La eficiencia de la fijacion de nitrdgeno es relativamente baja en el caso de los
fijadores libres ya que el nitrégeno fijado es posteriormente metabolizado y eliminado
por desnitrificacion y lavado. La fijacion en vida libre so6lo aporta al suelo unos cientos
de gramos de nitrégeno por hectareay afio que, si bien son suficientes en condiciones
naturales, estdn muy lejos de satisfacer las necesidades de los cultivos
(Olivares, 2004).

Simbiosis Rhizobium-leguminosa.

La asociacién mutualista de Rhizobium y leguminosas ha sido desde siempre
la més estudiada por la importancia agronémica, econdmica y social que tiene el
cultivo de estas plantas a escala mundial. Ambos participes son capaces de vivir
independientemente, sin embargo, los dos se benefician mutuamente de la
interaccidn que se caracteriza por la formacion de nédulos fijadores de nitrégeno que,
en la mayoria de las leguminosas, se forman en la raiz. Los nédulos son érganos
especializados que se desarrollan como resultado de un didlogo molecular por parte
de los Rhizobium y de las plantas (Gibson, 2008).

El establecimiento de una simbiosis Rhizobium - leguminosa eficiente conlleva
una serie de etapas que comienzan con un intercambio de sefiales entre ambos
organismos: las raices de la planta liberan a la rhizésfera flavonoides
(Spaink et al., 1998), moléculas de naturaleza fendlica que promueven la expresion
en las bacterias de los genes nod, lo cual origina la sintesis y secrecién de lipo-
oligoquitinas llamadas factores nod (Geurts et al., 2005; Lerouge et al., 1990; Spaink
et al., 1998). Estas son percibidas por la raiz de la planta, la cual experimentara

diversos cambios dependiendo del tipo de leguminosa (Bauer y Mathesius, 2004).
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Infeccion de Rhizobium en leguminosas

En las leguminosas en las que la infeccién se produce a través de pelos
radicales se produce una deformacion de los mismos que origina un cambio en la
direccidon del crecimiento, produciéndose en el extremo apical la morfologia tipica
denominada “cayado de pastor”, de modo que algunas de las bacterias quedan
recluidas en el interior de la curvatura de la misma. Estas bacterias inducen una
degradacion local de la pared celular de la planta (Mateos et al., 2001; Robledo et al.,
2008), la membrana plasmaética se invagina y los Rhizobium entran en su interior. En
otros casos, como ocurre en la nodulacion del cacahuate (Arachis hypogea) por
bacterias del género Bradyrhizobium, la entrada es directa por los espacios
intercelulares que se abren al emerger las raices laterales, lo que se conoce como
crack entry (De Lajudie et al.,, 1998). En el caso de Phaseolus la entrada del
Rhizobium es mixta, por pelos radicales y por crack.

El Rhizobium, una vez invadidas las células de la planta, proliferan y se
diferencian a bacteroides, responsables de la fijaciobn de nitrdgeno, que estan
rodeados por una membrana peribacteroidea de origen vegetal y constituyen un
nuevo organulo denominado simbiosoma. La planta aporta esqueletos carbonados
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 (Lodwig y Poole, 2003).
Para que tenga lugar la reduccion de Nz, el ambiente del simbiosoma debe ser
microaerobio, puesto que la nitrogenasa es muy sensible a la oxidacién por Oz (Zehr
et al., 1993). La proteccién de la nitrogenasa frente al oxigeno la lleva a cabo la
leghemoglobina, una proteina monomérica cuya funcién 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 sélo 10-50 nM. Por
eso, los nodulos efectivos presentan una coloracion rojiza debido a la presencia de

leghemoglobina.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion Del Experimento

El presente trabajo se realizO en el Laboratorio de Microbiologia del
Departamento de Parasitologia y en el campo experimental “El bajio” (invernaderos)

de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro (UAAAN).
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Figura 2. Depto. Parasitologia (UAAAN) Figura 3. Mapa estado de Coahuila.

Obtencién de plantas de frijol

Se recolectaron plantas de cuatro variedades de frijol (Phaseolus vulgaris) en
cultivos situados en la localidad de San Andrés Tlalamac del municipio de Atlautla
Estado de Mexico, para ello con una espatula se marc6é una circunferencia en el
terreno alrededor de la planta con un radio de 15 cm aproximadamente cavandose
en el contorno definido a una profundidad de 20 cm, levantando el bloque y
removiendo la tierra de las raices. Cada muestra se acondiciono y se rotulo, para ser

trasladadas al laboratorio para su posterior procesamiento.
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Figura. 4 Mapa del area de recoleccion de las plantas de frijol en la localidad de San

Andrés Tlalamac estado de Mexico.

Recuperacion de Nodulos

Se separaron los nédulos de cada variedad de frijol de las raices secundarias,
de los cuales se obtuvieron los nédulos més intactos, de forma redonda, coloracion
rojiza y tamafio, preservandolos en frascos de plastico, donde se lavaron siete veces,
posteriormente se maceraron hasta obtener el liquido derivado de los nddulos.

Figura 5 y 6. a) Recuperacion b) lavado de nddulos de raiz de frijol

(Phaseolus vulgaris)

18



Aislamiento de cepa de Rhizobium

El aislamiento se realiz6 a partir del macerado de los nédulos de las diferentes
variedades, las muestras fueron sembradas por estria en cajas Petri conteniendo el
medio de cultivo Agar Manitol Extracto de Levadura - Rojo Congo (LMA-RC), con pH
de 7, se incubaron a 28°C por 3 a 5 dias hasta observar el crecimiento y cambio de

coloracion de las colonias tipicas del género Rhizobium.

Composicion de Medio Selectivo de Aislamiento (LMA-RC)

Extracto Agar Manitol Extracto de Levadura - Rojo Congo (LMA-RC) en las

siguientes concentraciones:

10.0 gr de manitol /1000 ml de agua

4.0 gr de extracto de levadura / 1000 ml de agua
0.5 gr de K:PHO4/ 1000 ml de agua

0.2 gr de MgSOa4/ 1000 ml de agua

0.1 gr de NACL / 1000 ml de agua

15 gr de agar / 1000 ml de agua

Rojo Congo

pH 7

V V. V V V V VYV V

Para propagar los rhizobios se prepar6é el mismo medio de cultivo en matraz
Erlen Meyer, sin el agar ni el colorante rojo congo una vez obtenido el aislado se

sometid a agitacion giratoria a 100 rpm durante 3 dias.
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Figura 7. Ajuste de pH de cultivo

Figura 9. Enfriamiento de medio cultivo.  Figura 10. Medio rojo congo.

Purificacion de la bacteria

En placas del medio de cultivo Extracto Agar Manitol Extracto de Levadura -
Rojo Congo (LMA-RC) se procedido a realizar las resiembras de las cepas de
Rhizobium en condiciones asépticas para evitar contaminacion, posteriormente se

incubaron a una temperatura de 28°C por 3 a 5 dias.
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Figura 11 . Crecimiento de la bacteria en medio agar manitol.

Identificacion de los Aislamientos

Los rizobios obtenidos de cada planta de frijol una vez purificados en el mismo
medio de aislamiento(LMA-RC) fueron precesados en frotis in vivo, semipermanentes
y teflidos para ser observados al microscopio compuesto para observar la morfologia
de las cepas y la forma de crecimiento colonial caracteristico de borde redondo de

elevacion convexa de un aspecto mucoide.

Pruebas bioquimicas de identificacién

Las pruebas bioquimicas utilizadas para diferenciar el género de los rhizobios
aislados fueron: prueba de tincion Gram, prueba de oxidasa, catalasa y peroxidasa.

Disefio experimental

Para evaluar la capacidad de inoculante de Rhizobium spp F.M se planeo un
experimento completamente al azar con tres tratamientos (variedades de frijol) y un
testigo sin aplicar inoculante bajo un disefio experimental completamente al azar con
10 repeticiones donde cada unidad experimental fue de una planta, los datos fueron
sometidos en un analisis de varianza (ANOVA) y por comparacion de medias, por el

paquete estadistico SAS version 9.1 con nivel de significancia a 0.05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de cepas de Rhizobium.

Se recuperaron cuatro aislamientos de nodulos de plantas de frijol
(Phaseolus vulgaris), procedentes de la localidad de San Andrés Tlalamac, Estado
de México. Cada aislado presento caracteristicas de crecimiento y nodulacion
particulares, siendo la cepa aislada de frijol flor de mayo (Figura 12), la de mayor
nodulacién y la de matero (Figura 13), que tuvo menor nimero de nodulos. En esta

dltima planta los nédulos fueron de mayor tamano.

Figura 12. Nodulacion frijol negro Figura 13. Nodulacion en frijol matero

Caracterizacion morfoldgica

Segun las caracteristicas morfoldgicas los cuatro aislados presentaron forma
bacilar (Figura 14), no esporulados, de colonias circulares, borde liso y de aspecto
mucoide (Cuadro 2). Al crecer sobre el medio de cultivo rojo congo (LMA-RC), las
colonias absorben el colorante transformandose de mucoide transparente a color rojo

caracteristica pertenecientes en el género Rhizobium segun (Aguilar et al., 2004).

Figura 14. Bacilos del genero Rhizobium.
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En la figura 15, se observa la forma caracteristica del desarrollo de Rhizobium
particular del aislamiento de la variedad de flor de mayo obtenido después de 5 dias
en de incubacion en el medio Agar manitol, este crecimiento es tipico del género,
ademas se observo un rapido desarrollo en el mismo medio de cultivo con manitol lo

que permite su diferenciacion de otros fijadores de nitrdgeno que crecen lentamente.

Figura 15. Caracteristica de colonias de Rhizobium.

La forma colonial también fue uniforme y caracteristica descriptiva de
Rhizobium en su aspecto, tamafio y elevacion con bordes lisos y tamafio grande en
los cuatro aislamientos obtenidos fue casi uniforme diferenciando solo por la rapidez
en aparecer las colonias sobre la estria y en la transformacién de su aspecto de

mucoide a rojo intenso en el medio de cultivo.

Cuadro 2. Caracteristicas morfologicas coloniales de Rhizobium.

CEPAS FORMA BORDE ELEVACION | ASPECTO
FM1 Circular Redonda Convexa Mucoide
N 2 Circular Redonda Convexa Mucoide
P.S3 Circular Redonda Planoconvexa Mucoide
M4 Circular Redonda Planoconvexa Mucoide
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Caracterizacion bioquimica

Las pruebas bioquimicas primarias son usadas para determinar el género de

la mayoria de las bacterias donde se destacan la tincion Gram, oxidasa, catalasa y

peroxidasa que se muestra el (Cuadro 3.) Como se observan, las pruebas tanto de

Gram y oxidasa fueron negativas (-) tal y como se reporta para el género Rhizobium,

igualmente para catalasa y peroxidasa cuyo resultado fue positivo (+) para los cuatro

aislados. Estos resultados concuerdan con pruebas bioquimicas donde se reporta

datos similares para el género Rhizobium. Estas caracteristicas se describen en el

Manual de Bergey de Bacteriologia Sistemética (Kuykendall et al., 2005).

Cuadro 3. Pruebas bioquimicas

PRUEBAS CEPAS

F.M1 ] N2 \ P.S3 M 4
TINCION GRAM . - - -
OXIDASA . . . .
CATALASA + + + +
PEROXIDASA + + + +
(KOH)

En la figura 16 se muestran imagenes ilustrativas de las reacciones

bioquimicas del genero Rhizobium identificado.

Figura 16. Pruebas bioquimicas a) Tincibn Gram b) Oxidasa c) Catalasa d)

Peroxidasa (KOH)

24




El comportamiento que manifestaron los cuatro aislamientos el crecimiento fue
de manera uniforme en medios conteniendo NaCl al 2, 3 y 5% que referencia la
capacidad de este género para identificarse como Rhizobium y crecer en medios
salinos asi como crecer en un amplio rango de pH &cido y alcalinos igualmente en

medios con levadura donde crecen abundantemente.

Cuadro 4. Pruebas bioquimicas en diferentes medios de cultivo.

CEPAS

F.M1 N 2 PS3 M4
Crecimientoen NaCl 2,3 + + + +
Y5%
CrecimientoenpH4,5,7 + + + +
y9
Crecimiento MacConckey + + + +
Crecimiento LMA- ABT + + + +
Crecimiento EAM + + + +

Evaluacion experimental del inoculante

De las variedades de frijol usadas para determinar la capacidad de nodulacién
y fijacién de nitrogeno de la cepa de Rhizobium F.M, se encontré que en todas ellas
existi6 nodulacion e incluso en el testigo, lo cual fue probablemente inducido por
Rhizobium nativo, sin embargo los datos representativos del comportamiento se

muestran a continuacion.
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Diametros de tallo

Se aprecia que no existe diferencia estadisticamente significativa (0.05), entre
los tratamientos inoculados y el testigo sin embargo existe diferencia numérica
facilmente apreciable donde el frijol matero sobresale con el mejor diametro

comparado con el testigo y los demas tratamientos..

Santillana et al., 2005; Etesami et al., 2009 mencionaron que Rizhobium tiene
la capacidad de sintetizar sustancias promotoras de crecimiento vegetal tales como
auxinas, giberelinas, y citocininas. Estas sustancias promueven la division celular asi
como el alargamiento de las células, es decir, que incrementan la extensibilidad de la
pared celular, produciendo un cambio de elongacion en el diametro en los tallos de
las plantas.

Diametro de tallo

A
A
A
I | I
0 I

flor de mayo frijol matero pinto saltillo testigo frijol negro

Diametro (mm)
N w o

[EEN

Tratamientos

Figura 17. Diametro de tallo plantas de frijol inoculado con Rhizobium
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Peso fresco

En la cuantificacién de peso fresco se puedo apreciar diferencia significativa
siendo el tratamiento frijol matero con mayor peso en comparacioén con las demas
variedades de frijol. Las plantas inoculadas con Rhizobium F.M aportaron valores
numericos superiores al testigo siendo la variedad flor de mayo y matero las que se

observo el peso fresco diferente estadisticamente (Cuadro 6.)

Soriano y Gonzalez (2012) reportaron que la inoculacién de Rhizobium etli
incrementa el peso de la materia seca de la parte aérea, peso de la materia seca de
la parte radicular y el peso de la materia seca total de las plantas a los 20 dias
posterior a la inoculacién. Esto debido a que dicha bacteria favorece este desarollo.
En este sentido la inoculacion de Rhizobium se observd mayor vigor en la planta de
frijol inoculada en comparacion al testigo aun y cuando en todas hubo presencia de
nodulos, siendo la variedad matero la que mejores resultados de peso y altura

desarrollo.

Peso fresco

0.06 A
AB
0.05
0.04
B

o
g 0.03 B
Qo

0.02

0.01

0
flor de mayo frijol matero pinto saltillo testigo frijol negro

Tratamientos

Figura 18. Peso fresco de plantas de frijol inoculada con Rhizobium sp
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CONCLUSIONES

Bajo las condiciones experimentales en que se desarrollé esta investigacion

podemos concluir:

» Se identifico cuatro cepas a nivel del genero Rhizobium aislados de igual

namero de plantas de frijol.

» El aislamiento de Rhizobium de planta de frijol flor de mayo genera nédulos en

frijol matero y pinto saltillo incrementando el peso fresco de la planta.

» Lainoculacion de Rhizobium F.M en plantas de frijol es una alternativa

variable para la biofertilizacion del cultivo de frijol.
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ANEXOS

ANOVA: Diametro de Tallo (mm) vs. Tratamientos

Método

Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna Por lo menos una media es diferente
Nivel de significancia a = 0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Anélisis de Varianza

Fuente GL SC MC Valor F Valor p
Tratamientos 3 14.54 4.845 1.54 0.221
Error 36 113.22 3.145

Total 39

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tratamientos N Media Agrupacion
10 5.458 A
10 4.634 A
10 4.306 A
10 3.800 A

Wk AN

ANOVA: Peso Fresco vs. Tratamientos

Método

Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna Por lo menos una media es diferente
Nivel de significancia a = 0.05
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Analisis de Varianza

Fuente GL SC MC Valor F Valor p
Tratamientos 3 0.005636 0.001879 4.68 0.007
Error 36 0.014447 0.000401

Total 39 0.020082

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tratamientos N Media Agrupacion

2 10 0.0567 A

1 10 0.0511 A B
3 10 0.0309 B
4 10 0.0301 B
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