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RESUMEN

El presente trabajo forma parte del “Programa
de Investigacién Agricola para el incremento de la
produccién de alimentos”, de la Facultad de Cien-
cias Agronémicas, Departamento de Parasit_ologia
Vegetal, Es un proyecto directamente relacionado
con alimentos de origen vegetal, en la actividad de
la produccién de leguminosas mediante la Fersili-
zacién Bioldgica, que busca principalmente bajar
¢l costo de Ia produccién del frijol. El lugar de

estas investigaciones se ubica en €] “Campe Expe-
rimental de la Facultad de Ciencias Agronémicas,
Hacienda la Providencia”, kilémetro 36, de la ca-
rretera al puerto de La Libertad. El proyecto inicia-
do en junio de 1975, tiene programada una dura-
cion de dos a cuatro afios, Aqui se presentan los
antecedentes y resultados de la primera fase de
esta investigacidn.

Ana Paulina Pineda de Olmedo, es Tecnélogo
Médico en Laboratorio Clinico, quien junto con
Thelma R. de del Castillo, forman el equipo res-
ponsable de la investigacién en materia de Fertili-
zacién Biolégica. Ha realizado estudios de Embrio-
logia Comparada, Bioquimica Avanzada y Cultivo
de Tejidos y Células en la Facultad de Medicina,
ademds de servir Instructoria en las especialidades
de Biologia General y Celular e Histologia, asi
como profesor en Citologia, antes de trasladarse a
la Facultad de Ciencias Agronémicas como profe-
sor de Microbiologia.

Tiene dos trabajos de investigacién publicados:
1} Determinacién de Colégena en titero de Coba-
Yos embarazados; normales y escorbiticos, y 2)

Detqrmin.aeién de Hidroxiprolina en higado de ra-
tas mtoxicadas con C Cl4, '

\_
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Thelma Rodriguez de del Castillo es graduady
por la Universidad de El Salvador en la especial;.
f dad de Tecnélogo Médico-Laboratorio Clinico, F,.
- cultad de Medicina. Sirve en la actualidad la c4te.
i dra_de Microbiologia General del Departamento
E de Parasitologia, Facultad de Ciencias Agronémi.
B cas. Ha asistido a varios Congresos Internacionales
® sobre parasitologia y microbiologia. Tiene inédi.

| tos dos trabajos de investigacién, el primero dedi.
§ cado principalmente a Laboratorio Clinico y e}
§ segundo sobre infecciones bacterianas en vegetales,

PRIMERA FASE

1.—Descripcion del problema e importancia. mejoraria el balance nutricional del pueblo salva-

. . . reiio.
El frijol es uno de los alimentos bésicos de nues- do

tra poblacién. Ultimamente este grano ha aumen-
tado su precio debido al costo elevado y a la noto-
ria escasez de los fertilizantes quimicos.

Desde hace algunos afios se ha estado introdu-
ciendo una nueva leguminosa en el pais, Vigna si-
nensis, con la finalidad de sustituir al frijol comin,
por tener mayor rendimiento y mejor rango de
adaptabilidad a distintas zonas ecolégicas. Se adap-
ta desde las zonas costeras hasta alturas de 1.000
mts. Ademds de las cualidades anteriores, posee un
alto contenido de proteinas, lo cual légicamente
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Se cree que con el uso de fertilizantes hiolégicos
de dicha leguminosa, disminuiria el costo de pro-
duccién del frijol, debido a que la inversién seria
mis baja y redundaria en un producto mis econé-
mico para el consumidor. La fertilizacién biolégica
se logra mediante la simbiosis entre las bacterias
del género Rhizobium sp. y las leguminosas (Alex-
ander 1967). Estudios previos han demostrado que
del resultado de ésta interaccién, los aportes de ni-
trégeno al suelo han sido en cantidades que oscilan
entre 55 y 225 kgr./Ha/afio (Clark 1970).



TABLA COMPARATIVA DE LOS VALORES NUTRICIONALES DE LEGUMINOSAS DE
GRANOS COMESTIBLES

COMPOSICION POR 100 Gm. DE PORCION COMESTIBLE

Valor Hidratoes
energético Proteinas  decarbono  Calcio Fésforo Hierro
{calorias) Gm. Gm. Mg. Msg. Mg.
Frijol comin (Phaseolus vulgaris) 337 22.0 60.8 86 247 7.6
Frijol de costa (¥igna sinensis) 341 24.1 60.7 77 420 79
Frijol soya {Glycine max) 398 33.4 355 222 730 11.2
Fiijol de palo (Cajanus cajan} 337 19.1 63.3 137 322 5.0

2. —Antecedentes.

Para tener cierta metodologia preliminar se co-
menzaron a realizar actividades para comprobar si
las técnicas a poner en uso eran operafivas o no en
nuestras condiciones, y adaptarlas o modificarlas
de acuerdo a su funcionamiento,

El presente trabajo se inicié en el Laboratorio
de Parasitologia Vegetal, en julio de 1975, para lo
cual se sembré Vigna sinensis, var. Centa 105 en
el propagador de la Facultad.

La siembra se realizd en 6 macetas, colocando 5
semillas por maceta,

Al suelo empleado no se le aplicé esterilizantes
ni fumigantes,

Se obtuvo una germinacién del 100%, se extra.
jeron pléntulas a los 15, 30, 45, 60, 75 y 90 dias
después de sembradas.

Se correlacioné la fenologia de la planta con la
formacién de nédulos lo cual se detalla en el cua-
dro siguiente:

RELACION ENTRE EL PERIODO DE CRECIMIENTO DE LA PLANTA Y EL PROCESO

DE FORMACION DE NODULOS:
CUADRO N°1
Edad de la planta N? Promedio de
en dias nédulos/planta
15 3
30 24
45 63
60 51
75 41
90 10*

* 10 en proceso de degeneracion.

67



Posteriormente se procedié a escoger nédulos
que presentaban un tamafio de 3-4 mm. de didme-
tro y de forma alargada que se encontraban distri-
buidos en el 4rea de la raiz principal, en cuyo in-
terior presentaban un color rojizo.

Esto se efectué de acuerdo a la revisién de lite-
ratura en la cual se encontré que los nédulos selec-
cionados de acuerdo a esos criterios son los més
efectivos en este proceso de simbiosis (Sinchez
Marroquin 1964).

Luego, los nédulos fueron desinfectados, mace-
rados y con el material extraido se procedio a pre-
parar frotis y a sembiar en medios de cultivos.

Los frotis fueron coloreados con carbol-fucsina
1:10. Al observar dichas preparaciones se encon-
traron bacilos con formas en “X” y “Y”, conocidas

con el nombre de bacteroides (Sdnchez Marroquin
1964).

Las siembras se realizaron en medio de gnltivo
de Wright. Este se preparé siguiendo la técnica
descrita por Girard y Rougieux, excepto que para
fines practicos se modificé la preparacién de uno
de los componentes (agua de levadura) para la
cual se utilizé la técnica descrita en Sénchez Ma.
rroquin,

Los cultivos fueron incubados a temperatura am-
biente (28-29°C) y se observaron cada 24 horas.
Del crecimiento bacteriano obtenido en las placas
de Petri se hizo una seleccién de tres colonias que
presentaban las caiacteristicas tipicas de Rhizo-
bium. (Sdnchez Marroquin 1964). Estas se deta-
llan en los cuadros 2 y 3.

CUADRO N°?2

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS MACRO Y MICROSCOPICAS DE “Rhizobium”

N? de Colonia Pigmentacién y consistencia Forma Tamafo (micras) Qtras observaciones
de las colonias
1 Semitransparentes Bacilo 1x5 Pared celular gruesa
2 Blanca viscosa Bacilo 1x5 Pared celular fina
3 Blanca gomosa Bacilo 1x3 Formas irregulares
(Bacteroides)
CUADRO N°¢3

RESPUESTA A LA COLORACION DE GRAM. DE DIFERENTES COLONIAS DE “Rhizobium”

N? de Colonia Forma: de Iz Bacteria Coloraciin de Gram.
1 Bacilo Negativo
2 Bacilo Negativo
3 Bacilo Negativo




CUADRO N°¢ 4

Rhizobium sp de nédulos de vigna sinensis.

Aumento: 1000 x

Coloracién: carbol fucsina.

RESPUESTA DE LAS BACTERIAS A DIFERENTES REACCIONES BIOQUIMICAS

RESULTADOS OBTENIDOS:
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Tipo de Prueba Segiin Breed Col Col blanca Col blanca
semitransparente viscosa gomosa
Movilidad e — + _
Gelatina — — — —
Nitritos . —_ _ —

Leche tornasolada

*: (—): negativo
{+): positivo
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Ademis de las técnicas de laboratorio anterior-
mente expuestas, también se corrieron las respec-
tivas pruebas bioquimicas, con el objeto de obtener
més certeza en estos resultados preliminares. El
comportamiento enzimético de Rhizobium, se es-
tudié a través de las siguientes pruebas: movilidad,
licuacién de la gelatina, 1educcién de nitratos a
nitritos y reaccién de la leche tornasolada (Breed
1957). Estas se efectuaron haciendo uso de los res-
pectivos medios. El de movilidad se preparé em-
pleando un medio semisélide y como indicador el
2, 3, 5, cloruro de trifeniltetrazolium (Godoy
1972); el de gelatina a base de caldo nutritivo
mas un 15% de gelatina (Filico de Alcaraz
1973); para la reduccién de nitratos a nitritos se
empleé un medio de cultivo a base de nitrato de
potasio (Bailey y Scott 1966); y para la prueba
de la leche tornasolada se siguié la técnica descrita
en Bailey y Scoot, excepto que se usé leche semi-
descremada en vez de leche completamente desna-
tada. Los resultados, Cuadro 4, se comparaion con
los datos reportados en la literatura (Breed 1957).

3.—Reypision de Literature.

El tinico proceso biolégico de fijacion o utiliza-
¢ién directa del nitrégeno atmosiérico gue existe
en la naturaleza, es el 1ealizado por ciettas bacte-
rias que se hayan unas veces libres en el suelo y

Rhizobium sp (de éultivo en medio de Wiight)
Procedencia: nédulos de vigne sinensis
Aumento: 1000 x

Coloracién: Gram
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otras en simbiosis con las raices de algunas plan.
tas, especialmente leguminosas (Sénchez Maio-
quin 1964). Este proceso es un fenémeno natura)
y fue demostrado desde el siglo pasado (Hellrie:-
gel y Wilfarth 1888).

La penetracion de Rhizobium sp. en las raices
de Vigna sinensis, durante el desairollo de la plan:
ta, provoca la formacién de nédulos debido a la
influencia de un producto de la bacteria presumi.
blemente 4cido indol acético, que da lugar a una
deformacién de la raiz de esta leguminosa (Alex-
ander 1967). Esta relacién simbiética es bien gene.
ralizada en los trépicos. En estas condiciones la
mayor parte de leguminosas forman nédulos cuan-
do se les inocula Rhizobium de la llamada “Misce-
linea caupi”, aunque su respuesta a la inoculacién
muestra maicadas diferenc¢ias en la efectividad a
la fijacién de Nitrégeno (Graham 1974).

Consecuentemente, la mera presencia de nédu-
los no es una garantia de que la cosecha de legu.
minosas pueda beneficiaise del niti6geno gaseoso
{Alexander 1967) Sin embaigo, especies como
Vigna nodulan libremente estableciendo por lo ge-
neial simbiosis eficaces aun con la micioflora na-
tiva del suelo (Norris 1972). Para una buena sim-
biosis se necesita una gran poblacién de Rhizo-
bium, ademds, una cepa que peimita la fijacién de
nitrégeno en suficiente propoicién pata suplit ade-
cuadamente las demandas del huésped y ser total-
mente efective (Alexander 1967). Este fenémeno




es dependiente de factores ambientales, los cuales
influyen en la cantidad de nédulos que forme la
leguminosa. Asi, son necesarias temperaturas ade-
cuadas, buena intensidad luminica, dias largos y
altos niveles de COz, que incrementan los carbo-
hidiatos en la planta, y esto tiae como consecuen-
cia, un aumento en el niimero de nédulos (Alexan-
der 1967). También algunos de los minerales del
suelo, pueden afectar positiva o negativamente la
fijacion del nitrégeno. Deficiencias de féstoro y
azufre son factores limitantes para que esta fija-
cién se realice. Esto es debido a un efecto directo
que estos elementos tienen sobre la planta hospe-
dera {Morley 1961). Se ha observado que ninguna
leguminosa presenta deficiencia de molibdeno ex-
cepto en el proceso de fijacién simbigtica. Plantas
con deficiencia de molibdeno desarrollan nédulos
de color gris, en contiaste con los normales, que
presentan un color rosado (Anderson 1956).

Los Rhizobium del grupo caupi, se encuentran
ampliamente difundidos en los suelos, pero debido
a la extrema acidez de éstos, muy pocos pueden for-
mar néduloes. En éstos casos la inoculacién es esen-
cial para una adecuada nodulacién. Ademis, ésta
disminuiré la eficiencia de la simbiosis natural, ya
que Rhizobium nativo compite con la cepa inocu-
lante.

Para que la inoculacién sea eficaz, se debe eli-
minar el Rhizobium inefectivo y otros microorga-
nismos antagénicos o competitivos, Esto se logra,
mediante procesos de fumigacién o esterilizacién
de suelos, en los cuales se desea que este fenémeno
de simbiosis se efectie (Morley 1961).

—Hipdétesis

El presente trabajo busca resolver la siguiente
interrogante:

¢Seri posible que la interaccién Vigna sinensis y
Rhizobium sp. pueda disminuir la utilizacién de
la fertilizacién quimica nitrogenada?

—Objetivos

Para cumplir con los objetivos el trabajo se di-
vidird en tres etapas:
a) Aislar las cepas de Rhizobium que se en-
cuentren en simbiosis con Vigna sinensis.
b) Determinar la efectividad en la formacién
de nédulos y su probable ayuda en la fer-
tilizacién quimica.

¢) Reproducir la o las cepas de Rhizobium que
se encuentran mas efectivas.
Dichos objetivos se continuarin de acuerdo a los
resultados de cada etapa de trabajo,
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