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Obtencién de aislados rizobiales de Vicia faba L. y determinacion del
tamaiio poblacional de rizobios de parcelas agricolas del Piramo de Gavidia
Estado Mérida (Venezuela)

Casas M. Laudin.

Laboratorio de Fijacion Bioldgica de Nitrogeno, Departamento de Biologia,
Facultad de Ciencias, Universidad de Los Andes.

RESUMEN. La fijacién biologica de nitrégeno representa una alternativa ecologica para la
incorporacién de este elemento en los diversos cultivos, pudiendo sustituir en menor o mayor
grado la utilizacién de fertilizantes nitrogenados que son de alto costo ecolégico y econémico.
Las bacterias fijadoras de nitrégeno estdn presentes en muy diversos ecosistemas, razén por la
cual el presente trabajo propone como objetivo evaluar el tamafio de la poblacién rizobial, la
infectividad y efectividad de aislados rizobiales, obtenidos a partir de nédulos radicales y suelos
agricolas con antecedentes en cultivos de Vicia faba L. en el Paramo de Gavidia, estado Mérida.
La metodologia aplicada para determinar el tamafio poblacional de las bacterias rizobiales, se
realizé a través del método del niimero mas probable (NMP). Ademis se aislaron, purificaron y
autenticaron las bacterias rizobiales tomando como hospedador la planta de Vicia faba L. Estos
aislados rizobiales fueron caracterizados fenotipicamente, también se evalué la infectividad y
efectividad en condiciones de invernadero siguiendo los métodos sefialado por varios manuales
de rizobiologfa. Se logré seleccionar dos aislados rizobiales denominados LG1 y LG2, el primero
crecio entre 14°C y 30°C y toleré las concentraciones salinas comprendidas entre 0.1 y 2.5 %
NaCl, y el segundo aislado soport6 el mismo rango de temperatura que LG1, presentando una
tolerancia nula a los medios salinos ensayados. El titulo de la poblacional rizobial en la parcela
N°1 se registr6 en el orden de 2,65 x 10 2+ 129,32 células / g de suelo, y 1,3 x 10* + 19238,50
células / g de suelo para la parcela N°® 2. Los n6dulos de las plantas de V. faba fueron de color
rosado indicativo de efectividad, solamente en las plantas inoculadas con LG1, y no encontrando
no6dulos en las plantas inoculadas con LG2.

Palabras claves: Paramo de Gavidia, Vicia faba L., rizobio, nodulacién, fijacién biolégica

nitrégeno.



Obtencion de aislados rizobiales de Vicia faba L. y determinacién del
tamaiio poblacional de rizobios de parcelas agricolas del Paramo de Gavidia
Estado Mérida (Venezuela).

Casas M. Laudin.

Laboratorio de Fijacién Bioldgica de Nitrogeno, Departamehto de Biologia,
Facultad de Ciencias, Universidad de Los Andes.

Abstract. Biological nitrogen fixation represents an ecological alternative to the incorporation of
this element in various crops, and can substitute a lesser or greater degree the use of nitrogen
fertilizers that are of high ecological and economic cost. The nitrogen-fixing bacteria are present
in very different ecosystems, which is why this paper proposes the objective of evaluating the
rhizobial population size, infectivity and effectiveness of rhizobial isolates obtained from root
nodules and agricultural soils with a background in crops of Vicia faba L. in the Paramo de
Gavidia, Mérida State. The methodology used to determine the population size of rhizobial
bacteria was performed using the method of NMP. In addition, isolated, purified and
authenticated taking rhizobial bacteria as host plant Vicia faba L. These isolates were
characterized phenotypically rhizobial also evaluated the infectivity and effectiveness in
greenhouse conditions using the methods reported by several rhizobiology manuals. It was
possible to select two rhizobial isolates called LG1 and LG2, the former grew between 14 ° C and
30 °C and allowed the salt concentrations between 0.1 and 2.5% NaCl, and the second isolation
bore the same temperature range LG1, showing zero tolerance to saline tested. The title of the
rhizobial population in plot No. 1 was in the order of 10 ? cells per gram of soil, 10 > and 10°* cells
per gram of soil for plot No. 2. The pink nodules of plants of V. faba were indicative of
effectiveness, only in plants inoculated with LG1, and not finding nodules on plants inoculated
with LG2.

Keywords: Paramo de Gavidia, Vicia faba L., rhizobia, nodulation, biological nitrogen fixation.
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INTRODUCCION

1. Marco Teérico
1.1. Importancia de la fijacion bioldgica de nitrogeno

El nitrégeno (N;) es uno de los elementos mas abundantes en la naturaleza,
encontrandose distribuido en tres principales reservorios: en la atmosfera, donde
representa alrededor del 78 % del nitrogeno total, en el suelo y en la biomasa. Las
complejas relaciones de intercambio entre estos tres reservorios se conocen como el
ciclo del nitrégeno (Azcon-Bieto y Talén, 2000).

La reduccién del nitrégeno molecular (N;) a amonio llevada a cabo por algunas
bacterias y cianobacterias de vida libre o en simbiosis con algunas especies
vegetales, se conoce como Fijacion Biologica de Nitrogeno (FBN) (Azcon-Bieto y
Talon, 2000). Este proceso es altamente consumidor de energia y es catalizada por la
enzima nitrogenasa segun la siguiente ecuacion:

N; + 16ATP + 8¢ + 10H" — 2NH, + H, + 16ADP +16P;

La nitrogenasa, es un complejo enzimatico formado por dos metaloproteinas,
ferroproteina y molibdoferroproteina, estd muy bien conservada en todos los
microorganismos diazotréficos (Gonzalez-Lopez y Lluch, 1992).

Después del agua, se considera el nitrégeno como uno de los nutrientes que mas
influye en la produccion agricola mundial. La capacidad fijadora de nitrogeno
atmosférico, que se manifiesta de manera natural en algunos microorganismos de
vida libre o simbiéticos, puede ser aprovechada como una alternativa viable para
suplir a la planta, directa o indirectamente, de significativas cantidades de nitrogeno,
favoreciendo la produccién de los cultivos (Urquiaga et al., 1998).

En la agricultura a estos microorganismos diazotroficos se le ha encontrado
aplicacion como inoculantes, aprovechando su capacidad de asociarse

simbidticamente con plantas cultivadas, siendo una de la mas importante, las

F’Jﬂ,‘*
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leguminosas, tal es el caso de las altas producciones de soya a nivel mundial
registradas por aplicacion de inoculantes rizobiales (Lodeiro et al., 2003). La
posibilidad de extender este procedimiento a otras especies vegetales de interés
agronémico, con la consiguiente eliminacion parcial de la necesidad de usar
fertilizantes nitrogenados, ha hecho de la FBN un tema de intensa investigacion a lo

largo de los afios (Rosas y Correa, 2003).
1.2. Asociacion simbiotica Rizobio- Leguminosa

Una de las asociaciones simbidticas fijadoras de nitrégeno hasta ahora mejor
estudiada ha sido la asociacion Rizobio — Leguminosa (Hirsch, 1992). Las bacterias
que forman parte integrante de esta asociacion mutualistica, denominadas
comunmente rizobios se caracterizan por ser Gram-negativas, tener forma de bacilo,
con un flagelo polar o sub polar, algunas pueden presentar entre dos a seis flagelos
peritricos, son aerdbicos obligados y poseen una alimentacion quimio- organotréfica
o quimiolitotrofica (Werner, 1992). La clasificacion sistemdtica para estos
microsimbiontes, propuesta en la segunda edicion del Manual de Sistematica
Bacterioldgica de Bergey’s (Madigan et al., 2003) es:

Reino II: Bactéria

Phylum VII: Proteobacteria

Seccion XV a - Proteo bacteria

Clase I: Rhodospirilli

Orden Rhizobiales

Este orden incluye diferentes familias con varios géneros formadores de nédulos
en la raiz o tallo y de agallas tumorales en algunas especies vegetales, citando los

mas conocidos:

V"’M}(
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Familia I: Familia Il Familia VIII FamilialX

Rhizobiaceae Phyllobacteriaceae Hyphomicrobiaceae  Bradyrhizobiacea
Géneros Géneros Género Género
Agrobacterium Mesorhizobium Azorhizobum Bradyrhizobium
Conn.1942. Jarvis et al. 1997 Dreyfus et al.1988 Jordan 1982.
Ensifer Phyllobacterium

Casida. 1982. Knosel

Rhizobium

Frank.1889.

Sinorhizobium

Chen ef al.1988

Algunos autores incluyen ademas el género Allorhizobium Jordan dentro de la
familia Rhizobiaceae (Wang et al., 2001). Pero esta clasificacion estd sujeta a
continuas modificaciones, a medida en que se avanza en los estudios sistematicos.

Algunos géneros o cepas son de crecimiento rapido y otras crecen lentamente y
también existen especies rizobiales con velocidad de crecimiento intermedio entre
estos dos rangos (Marquina, 2006).

Los hospedadores de los microsimbiontes rizobiales que presentan mayor
porcentaje de nodulacién dentro de las leguminosas lo constituye la sub-familia
Papilionoideae o Fabacea (97%) seguida por las Mimosoideae con el (90%) y por
ultimo la Caesalpinoideae (23%) (Werner, 1992). Las Papilionoideae son de gan
importancia econdémica en las areas templadas por su utilidad para el consumo
humano y animal (Allen and Allen, 1981), por ejemplo la caraota (Phaseolus sp.L.),
habas (Vicia faba L.), lenteja (Lens culinaris L.), arveja (Pisum sativum L.), soya
(Glycine max L.) y el mani (Arachis hypogea L.), como plantas forrajeras (Trifolium
L., Medicago L.., Melilotus 1.), para abono, control de erosiéon y como principal
fuente de nitrogeno al ecosistema (Allen and Allen, 1981).

v'iN‘ j
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1.3. Caracteristicas generales del hospedador Vicia faba L.

Vicia faba L se caracteriza por ser una planta herbacea, anual, de tallos
erectos, Su descripcion botanica corresponde a la siguiente: porte recto, robusto y
erguido, con tallos fuertes, hojas compuestas, con 2-6 foliolos de forma oblonga,
eliptica, usualmente de 5-6 cm. de largo y 1-2 cm. de ancho, carece del foliolo
terminal el cual es remplazado por un zarcillo rudimentario. Flores subsésiles, con
pétalos blancos manchados de azul o negro. Los frutos tipo vaina alargada de
longitud variable, con pubescencia corta y consistencia camosa, dentro de la que se
ubican las semillas puestas en fila. Las semillas por lo general siempre aplanadas son

de color verde claro, amarillento o pardo (Macbride, 1948) (Figura N°1).

Vicia faba., Autor:Daniel Feliciano ., Localizacién: Torres Novas (Portugal)

Figura 1. Detalle de la flor de Vicia faba L.

rlay
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La clasificacion segin Cronquist (1981), da su nombre a la familia de las

Fabaceae, de la cual es la especie tipo, su clasificacion taxonémica es la siguiente:

Reino: Plantae
Divisién:  Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Subfamilia: Faboideae
Tribu: Fabeae

Género: ViciaL.

Especie: V. faba

El origen exacto de esta planta no es muy conocido, pero segun (Cole, 1970)
en Cubero, (1974), se presume que fue cultivada en los comienzos del Neolitico
Temprano, siendo l6gico suponer que fue en el cercano Oriente donde se inicié como
especie cultivada y luego se esparcio a través del mundo habitado, no significando
que la planta fuese desconocida en otras regiones especialmente en los paises del
mediterraneos. Segin estudios filolégicos, existen tres raices diferentes (griego,
arabe y hebreo) en una region relativamente pequefia y es posible deducir que la
planta fue conocida por pueblos diferentes.

En nuestros Andes venezolanos se siembra escasamente para el consumo

local, pero merece ciertamente mas atencion (Pittier, 1944).

i
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1.4. Reportes de Vicia faba L. y otras leguminosas en zona de Pdaramo.

La presencia de leguminosas en las zonas de piramo es relativamente escasa
(Marquina, et al 2001-2002). Lupinus L. fue informado por Vareschi (1970) y
Monasterio, (1980). Mufioz (1984) ademas de informar sobre la presencia en el
Municipio Sucre (Estado- Mérida) indica la existencia de nodulos en el sistema
radical. Bricefio et al.,, (1999-2000) estudiaron la anatomia de Lupinus meridanus
Moritz C.P.Sm y Lupinus eromonomus C.P.Sm. que crecen a lo largo de un
gradiente altitudinal. Sayago (1985), informo sobre la presencia de V. faba con
nodulos en el sistema radical para plantas colectadas en el Paramo de los Conejos,
Municipio Campo Elias-M¢érida, esta especie también sefialada para el Paramo de
Gavidia por (Aranguren, 1997).

Bricefio y Morillo, (2002), encontraron para la familia Fabaceae 7 géneros
autdctonos, en el caso de Lupinus L. representado por 17 especies y Vicia L., con la
especie Vicia andicola Kunth, también sefialan la presencia de los géneros
Cologania Kunth, Lathirus L., Phaseolus L., Teramnus P. Browne y Vigna Savi,
todos estos con una sola especie, por lo tanto la variedad de leguminosas para este
ecosistema es baja.

Vicia faba L, es una de las leguminosas que establece simbiosis con
bacterias rizobiales formadoras de nddulos radicales (Allen y Allen, 1981), la cual ha
sido introducida y cultivada en el Paramo de Gavidia. Es objeto de estudio por ser
una planta utilizada por algunos lugarefios o agricultores en el mejoramiento de los
niveles nitrogenados de los suelos cultivables, ademas de emplearse como abono
verde y cultivo trampa contra el diptero Liriomiza sp. que ataca a los cultivos de
papa (Solanum tuberosum 1..). También es empleada en la gastronomia, ya que sus
granos son incluidos en menor medida en la dieta alimenticia bajo la forma de sopa,
como habas tostadas, en la preparacion del buche de 7 granos que le agregan licor o
bien el fororo de 7 granos que no contiene licor, y actualmente se ha planteado la
posibilidad de ser empleada como una alternativa en la recuperacion de suelos
degradados (comunicacién personal con pobladores de la zona).
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1.5. Ubicacion geogrdfica y manejo agricola en el Pdramo de Gavidia

El Paramo de Gavidia dentro del Parque Nacional Sierra Nevada se ubica,
cerca de la poblacion de Mucuchies en el Municipio Rangel del estado Mérida, en un
rango altitudinal entre los 3000-3600 msnm, (Sarmiento y Monasterio, 1993), el cual
estd considerado un ecosistema o agroecosistema fragil y complicado, por
encontrarse en un ambiente de alta montafia tropical y presentar caracteristicas
ambientales de bajas temperaturas, oscilaciones térmicas entre el dia y la noche y
bajas tasas de descomposicion, ademas existe una dinamica cultural dada por la
presencia de los pobladores de la zona (Aranguren, 1997).

Actualmente cuando se habla de agroecosistema, se incluye el uso agricola y
pecuario, surgiendo la preocupacion por el desarrollo sostenible y por el deterioro de
los sistemas naturales particularmente en éareas fragiles (Aranguren, 1997)

La agricultura de la zona se dedica principalmente al cultivo de papa en parcelas
que posteriormente se dejan en descanso durante 5 a mas de 10 afios. El cultivo de
papa se realiza utilizando grandes dosis promedio de fertilizantes mineral (NPK) de
1,8 t / ha (Sarmiento, 1995), pero algunos cultivadores aplican abonos organicos, sin
recurrir a las altas dosis de fertilizantes quimicos, siendo dificil definir un
procedimiento general en la zona, coexistiendo una forma tradicional de manejo
agricola de bajo impacto ecoldgico y otra forma altamente tecnificada con gran
demandad de insumos (Sarmiento y Monasterio, 1993).

Los agricultores o productores de Gavidia también realizan un sistema agricola
de descansos largos, después de dos o tres cultivos consecutivos de un mismo rubro,
por lo general, el cultivo comercial de papa (Solanum tuberosum L.). El descanso se
aplica como una consecuencia de la disminucién por debajo de un nivel critico de los
nutrientes disponibles para las plantas cultivadas. Es al parecer una practica
condicionada por la pobreza en nutrientes que presentan muchos suelos tropicales, se
realiza con la finalidad de restituir la fertilidad del suelo a través de la recuperacion

de la vegetacion natural (Sarmiento y Monasterio, 1993).
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También en la zona de estudio podemos encontrar parcelas bajo un manejo
agrondmico muy particular para el cultivo de papa, conocidas con el nombre
indigena de tinop6, el cual consiste en una estrategia de almacenamiento y
conservacion de papas en el terreno, generalmente en una parcela pequeiia aislada
del centro del cultivo mas intensivo y rodeada de vegetacion natural. La parcela
cultivada se cosecha parcialmente y los tubérculos que quedan en el terreno se van
cosechando posteriormente, en distintos momentos, segun la necesidad. En estas
circunstancias, el tinop6 es el sistema ideal para los cruces o introgesiones del
germoplasma silvestre en el cultivo (Romero y Monasterio, 2005). A su vez el tinopd
cumple la funcién de reservorio de germoplasma de semillas de este rubro y de otros,
tales como el cultivo de habas (Monasterio ef al., 2003). Estas parcelas no ameritan
sembrarlas nuevamente después de la Gltima cosecha, ya que los tubérculos de papa
que no fueron extraidos sirven como semilla, esto implica una distribucion de las
plantas muy irregular y densidad muy variable (Sarmiento y Monasterio, 1993),
donde también se incluye temporalmente cultivos en menor escala de algunas
especies tales como: avena (Avena sativa L.) habas (V. faba) y cebada (Hordeum
vulgare L.). Posteriores manejos de estas parcelas, implican la incorporacion de los
restos de material vegetal como abono verde mediante el sistema de labranza y la
aplicacion de abonos organicos (compost), como preparativos para iniciar otro
periodo de actividad productiva.

La introduccién de leguminosas en diversos terrenos permite la proliferacién de
bacterias rizobiales (Méndez-Natera 2002). El cultivo de la leguminosa V. faba
posibilita la presencia de rizobios en estos suelos parameros y la resiembra de la
misma especie en ellos puede ocasionar un incremento de la poblacién de estos
Mmicroorganismos.

El siguiente trabajo pretende estudiar algunos aspectos de la asociacion
simbidtica establecida entre las bacterias rizobiales y la leguminosa V. faba,
presentes en las dreas seleccionadas del Paramo de Gavidia, con el fin de determinar
el tamafio de la poblacion rizobial en estos suelos, aislar rizobios especificos de Vicia

Jaba L. (haba) a partir de suelos o nédulos radicales y determinar sobre el mismo
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huésped el grado de infectividad (nodulacidn) y eficiencia de los aislados a través de
la cuantificacién del crecimiento de la planta y contenido de nitrégeno total de la

parte aérea del vegetal.

2.- Antecedentes

El género Vicia L. y su estudio nodular han sido ampliamente utilizados. Los
primeros registros de nédulos en Vicia datan de 1542 por Leonhard Fuchsius L. en
“De Historia Stirpium Commentarii Insignes” sin hacer referencia alguna al proceso
de crecimiento y formacién nodular. Malpighi's, en Anatome Plantarum, publicado
en 1679, representd a través de dibujos un sistema radical nodulado, el autor
propuso que las protuberancias eran causadas por gusanos o larvas de insectos.
Eriksson, (1874), publicé un estudio de nédulos en V. faba. Ward (1887) evidencié
que la formacion de nodulos era resultado de un proceso infeccioso. En 1887
Beijerinck confirmd las observaciones de Eriksson dibujando en su libreta de notas
la presencia de bacteroides en células de nédulos. Seis meses mas tarde Beijerinck
anuncié el modelo infectivo formador de nédulos y propuso la denominacién
Bacillus radicicola para el microorganismo formador del nédulo. Beijerinck
contintio con sus trabajos y describié caracteristicas morfolégicas que sirvieron para
la clasificacion taxondémica de estos microorganismos. La génesis del concepto de
inoculacion cruzada nace con Nobbe et al. , 1895, pruebas que realizaron con V.
faba, Vicia sativa y Pisum sativum. En 1937 Mothes y Pietz describen un pigmento
rojo que se encuentra en los noédulos producidos en V. faba, conocido posteriormente
como leghemoglobina (Allen y Allen, 1981).

Crozat et al. (1982) encontraron que cepas de Bradyrhizobium japonicum Jordan.

introducidas en suelos franceses con leguminosas logaron sobrevivir en cantidades

4
de 10 bacterias / g suelo después de 5 afios.
Méndez-Natera (2002), reporté que suelos de sabanas que han sido cultivados

previamente con otras leguminosas 6 suelos que no han sido cultivados poblados de
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leguminosas nativas tipicas, pueden contener cantidades apreciables de rizobios que
nodulan con leguminosas.

Santana (2007) presentd resultados del nimero mas probable de Rhizobium en
suelo (NMP) para terrenos cultivados con café bajo sombra de arboles de distintas
especies de leguminosas en Puerto Rico, encontrando poblaciones rizobiales en el
orden de 1,16x 10’ células por 100 gramos y 6,2 x 10 células por 100 gramos.

Rodriguez et al (1994), informaron para plantas de Vicia faba L. una
nodulacion del 4% al ser inoculadas semillas con la cepa Rhizobium leguminosarum
bv. viceae CP 108 st 150 con una poblacion aproximada de 3.2 x 10 ’
bacterias/semilla.

Marquina (2006), caracteriz6 fenotipicamente y genotipicamente 12 aislados
provenientes de diversas regiones geograficas de Venezuela, conservados en el
Laboratorio de fijacion Biologica de Nitrogeno de la Facultad de Ciencias de la
universidad de los Andes (Mérida—Venezuela) mostrando una poblacién

heterogénea, pertenecientes a diversas especies rizobiales.

3. Justificacion del proyecto y aplicabilidad de los resultados

La fijacion biologica de nitrogeno contribuye a disminuir la necesidad de
aplicacion de fertilizantes quimicos altamente contaminantes. Representa una
alternativa mas econémica, de bajo impacto ecolégico, permitiendo mantener la
estructura de los suelos, como también el contenido de materia organica (Lodeiro et
al., 2003).

En la zona de estudio el conocimiento con respecto a las asociaciones simbidticas
fijadoras de nitrogeno (rizobio-leguminosa) que pueden mejorar las condiciones
tanto del suelo como la de los cultivos es muy escaso, no se ha informado hasta los
momentos la realizacion de trabajos relacionados con esta linea de investigacion,

ademas la gran mayoria de los pobladores de la zona que cultivan en el sector no
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manejan la informacién alternativa concerniente a los procedimientos
biotecnoldgicos, relacionados principalmente al uso de biofertilizantes, significando
que para la incorporacion de nitrogeno en el suelo utilizan la fertilizacion organica 6
quimica nitrogenada altamente contaminante.

Actualmente en el pais se desarrollan nuevas propuestas con el objetivo de
revertir los dafios ecologicos existentes y asi desarrollar innovaciones tecnoldgicas
para los sistemas productivos agricolas, buscando promover un nuevo modelo de
gestion de uso, manejo eficiente y sostenible de los recursos. Esta propuesta busca
implementar procesos tecnologicos de produccidon de Dbiorremediadores,
biocontroladores y biofertilizantes, (MPP Agricultura y Tierras, 2008), razon por la
cual cabe destacar la importancia del estudio de la fijacion bioldgica de nitrogeno,
dado que es un proceso que ocurre de manera natural en la biosfera, con
posibilidades de potenciarla en los diversos ecosistemas.

Enmarcado en el contexto nacional y debido a la necesidad de implementar
nuevas tecnologias, es importante desarrollar como trabajo preliminar, la evaluacion
y seleccion a nivel de invernadero de cepas de rizobios promisorias en cuanto a su
capacidad fijadora de nitrogeno, que puedan utilizarse posteriormente como
inoculantes. Por lo tanto el presente trabajo pretende estudiar algunos aspectos
fundamentales de la asociacion simbidtica de rizobio con la leguminosa V. faba,
ademas de cuantificar el tamafio poblacional de las bacterias rizobiales que se
encuentran en el suelo y nodulan con este hospedador, asi como purificar, autenticar
y caracterizar los aislados obtenidos, con el objeto de ser estudiados y ensayados en

futuros proyectos en el area de la rizobiologia.

4. Hipétesis
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La ausencia temporal de la leguminosa Vicia faba L. en parcelas agricolas
con rotacion de cultivos, puede originar la disminucién de las poblaciones de
bacterias rizobiales presentes en los suelos.

Los aislados rizobiales obtenidos a partir de muestras de suelos agricolas en
el Paramo de Gavidia pueden variar en cuanto a infectividad y efectividad en el

huésped Vicia faba L.

Para comprobar estas hipétesis se plantea alcanzar los objetivos siguientes.

5. Objetivos
5.1 Objetivo general
Evaluar el tamafio de la poblacién rizobial, la infectividad y efectividad de aislados

rizobiales, obtenidos a partir de nédulos radicales y suelos agricolas cultivados con

Vicia faba L. en el Paramo de Gavidia.

5.2 Objetivos especificos

Aislar y purificar bacterias rizobiales a partir de nédulos y suelos de las parcelas

seleccionadas.

Autenticar y reaislar bacterias rizobiales a partir de nddulos radicales
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. Determinar el tamafio de la poblacion rizobial de los suelos de las parcelas

seleccionadas
° Determinar la infectividad y eficiencia de los aislados rizobiales, a través de la

cuantificacion del crecimiento de la planta y contenido de nitrégeno total de la parte

aérea de la planta.
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MATERIALES Y METODOS
1. Sitio de estudio

Se seleccionaron dos éreas localizadas en el Paramo de Gavidia al noreste de
la Sierra Nevada de Mérida, dentro del Parque Nacional Sierra Nevada (8° 40’ N y
70° 54’ W) a una altura aproximada entre 3000 y 3600 msnm, en el Municipio
Rangel del estado Mérida, Venezuela (Figura 2).

El Paramo de Gavidia registra precipitaciones aproximadas de 1300 mm
distribuidas en forma bimodal, con una época seca entre noviembre y marzo. La
temperatura promedio es de 8,4° C. Segun (Montilla et al., 2002) tomado de
Proyecto Paramo Andino, los suelos son de tipo inseptisol poco profundos. La
vegetacion natural de la zona es un rosetal- arbustal caracteristico de formacion
“Paramo Andino” (Monasterio, 1980), con predominio de Espeletia schultzii Wedd e

Hipericum Juss.
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Area de Estudio

Ubscacion de parcelas de muestréd de suelos
agricolas del Paramo de Ginada
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Figura 2. Mapa de ubicacion del sitio de estudio, localizacion del Paramo de
Gavidia, Municipio Rangel, Mérida- Venezuela.

Fuente: Lic. Jhaydyn Toro (2009)
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Las caracteristicas especificas para las dos parcelas seleccionadas son las siguientes:
La parcela denominada N° 1 (tinop6) se encuentra especificamente en el
sector los Yaques en el Paramo de Gavidia, con una extension de aproximadamente
de 300 m® y una altitud de 3438 msnm. La parcela para el momento del estudio
presentaba una plantacion de papa de la variedad Guadalupe con una altura de
aproximadamente de 22,8 cm. promedio para cada planta, aproximadamente a los 15
dias de haber sido sembradas. Segin informacién suministrada por el duefio Sr.
Bernabet Torres, el cultivo que precedié fue de V. faba (haba), esta especie de
leguminosa tenia 8 meses de ausencia en esta parcela ya que se habia cosechado en
el mes de marzo de 2008. Segin Enmanuel Pdez (comunicacidén personal) la
aplicacion de fertilizantes, fungicidas e insecticidas es la siguiente: paquete del
hongo benéfico Trichoderma de 200-250 g. 2 litros de humus liquido en 100 litros de
agua, 10 Kg. de urea y 25Kg. de fertilizante férmula 12-12-17-2, ademas de
aplicacion de Insecticida-Benzamidas Match en proporciones de 50 cc en 60 litros de
agua, fungicida Dithane el cual combate patologias en el cultivo de papa como el

tizon tardio ( Phytephthora infestans) administrando dosis de 3,5 I/ha cada 7 dias.

Figura 3. Panoramica de la parcela N° 1, Paramo de Gavidia, estado Mérida.
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La parcela N° 2 se encuentra en la carretera de acceso al Paramo de Gavidia a
una altura aproximada de 3200 msnm y una extension aproximada de 400 m’?,
especificamente en la finca del Sr. Jobino Lobo. Segiin informacién suministrada por
el propietario, en ésta se practican un sistema de rotacion de cultivos (habas, papa o
zanahoria), presentando para ¢l momento en que se tomé las muestras de suelo, una
plantacion de papa y el cultivo que lo precedio fue de habas. Justamente, la recolecta
de las muestras de suelo se efectud una semana después de haber cosechado las
habas. Sin embargo se mantuvieron en el terreno algunas plantas de Vicia faba L.
seleccionando la mas vigorosa con el mayor numero de nédulos de color rojizo, para
obtener de alli los aislados rizobiales. A esta parcela se le aplicé un sistema de
fertilizacion que comprende un paquete compuesto por gallinazo y fertilizaciéon
quimica de férmula 12-12-17-2, insecticida de tipo Furadan el cual combate la
polilla de la papa (Phthorimaea operculella) y herbicidas variados. La parcela tiene

un uso continuo y el descanso para ella es bajo.

Figura 4. Panoramica de la parcela N° 2, Paramo de Gavidia, estado Mérida.
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2. Procedimiento de muestreo del suelo y nédulos

Se seleccionaron 5 puntos al azar en cada una de las parcelas para obtener
una muestra de suelo compuesta, colectando entre los 0 y 15 cm de profundidad,
retirando previamente el material vegetal superficial, mezclando luego las
submuestras hasta obtener una muestra de 2 Kg aproximadamente cada una,
almacenandolas en la nevera a 4° C, hasta el dia siguiente que fueron procesadas.

De cada una de las muestras se tomo una fraccién de aproximadamente de 1
Kg para realizar en el laboratorio de suelos del Instituto de Geografia y
Conservacion de los Recursos Naturales de la Universidad de Los Andes, el estudio
analitico del suelo, considerando la granulometria, el pH, bases intercambiables,
materia organica, porcentaje de nitrégeno, relaciéon C/N y fosforo.

Los nddulos radicales que se colectaron en el sitio de muestreo solamente se
obtuvieron en la parcela N° 2, de las raices de V. faba, seleccionando una de las
plantas con mayor cantidad de nédulos de coloracion rojiza, conservandola en bolsas
plasticas, almacenandola en la nevera a 4° C, hasta que se procedi6 al aislamiento de
las bacterias rizobiales.

La realizacion de los experimentos se llevé a cabo en el Laboratorio de
Fijacion Biologica de Nitrogeno de la Facultad de Ciencias, Universidad de Los
Andes.

3. Captura de aislados rizobiales a partir de suelos

Se procedié a capturar los rizobios a partir de ambas muestras de suelos
empleando V. faba como cultivo trampa, para este fin se estandarizé el
procedimiento para esterilizar superficialmente las sem illas de V. faba siguiendo los
siguientes pasos:

Protocolo N°1. Lavado y esterilizacion de semillas
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Se lavaron las semillas con solucién jabonosa, agitando frecuentemente
durante 30 minutos, eliminando el jabon e imbibiendo en agua de chorro por 30 min.
Luego se esterilizo superficialmente con hipoclorito de sodio al 3% por 15 min,
efectuando lavados abundantes mas o menos 8 con agua destilada estéril. Las
semillas permanecieron en agua destilada estéril y agitacion toda la noche, después
se elimino el exceso de agua con papel absorbente estéril y se sembraros en suelo
provenientes de las parcelas o bien en medio agarizado TY Berinnger, 1974 citado
en Vincet (1975) para su germinacion y posterior transplante, para los ensayos
posteriores.

Una vez desinfectadas las semillas fueron sembradas en el suelo fresco
colectado en campo, contenido en 5 recipientes de 12 cm de diametro y 13 cm de
profundidad, colocando en cada uno 3 semillas de V. faba esterilizadas
superficialmente (Skwierinski y Marquina, 2006).

Luego de 65 dias, se procedié a cuantificar el nimero y tamafio de noédulos
para cada planta, ademas de la ubicacion de los mismos en el sistema radical,
posteriormente se calculd el promedio y error estindar y mediante una prueba T se

compard el nimero y tamaiio de los nddulos entre parcelas.
4. El aislamiento de las bacterias rizobiales

Los nédulos fueron lavados en agua corriente y luego agua destilada, para
eliminar la tierra y restos de otros materiales del suelo. Durante este tiempo los
nddulos se hidrataron hasta alcanzar la turgencia. Inmediatamente se separaron los
nédulos con una pequeiia porcion de raiz para mantener intacta la estructura nodular.
Se colocaron los nédulos lavados e hidratados en tubos de ensayo de 10 ml estériles
con agua destilada también estéril (un nédulo por tubo). Luego se transfirié cada
nddulo a otro tubo con etanol 95% durante 1 minuto y posteriormente a una solucion
con hipoclorito de sodio al 1,5 % durante 3-4 minutos, se lavaron 5-6 veces con agua

destilada estéril, y se dejé un pequeiio volumen de agua remanente (100- 200 pl).
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Después se macerd el nddulo, hasta que la suspension se observd blanquecina o
lechosa. Sembrando por el método de agotamiento en cajas de Petri con medio YMA
modificado (YMAmrc), (manitol 2,5 g/L, sacarosa 7,5 g/L) con rojo congo (25
pg/ml) original de Vincent (1975), efectuando cultivos sucesivos (Skwierinski y
Marquina, 2006).

5. Determinacion del tamario de la poblacion rizobial en los suelos a través del

método del numero mds probable (NMP)

La infeccidon y formaciéon de nddulos en la raiz de una leguminosa es el
criterio mas confiable para diferenciar los rizobios de otros microorganismos.
Cuando se requiere hacer un recuento de los rizobios presentes en una muestra de
suelo, es necesario contar estas bacterias indirectamente por los ndédulos formados en
plantas estériles de una leguminosa (CIAT, 1988). Para esta investigacion se utilizd
el conteo a través del método del nimero mas probable utilizado por Zapata et al
(2003), método que permite interpretar los resultados en una distribucion de tipo
Poisson, empleando datos tabulados preparados de acuerdo con la presencia o no de
nddulos en plantas indicadoras, utilizando en este caso la leguminosa V. faba, estas
plantas se mantuvieron en ambiente de invernadero en condiciones estériles
siguiendo el protocolo N° 2 para la preparacion de la arena estéril.

La arena fue tamizada con la finalidad de separar y desechar un primer
material de tamafio mayor a 0,5 cm. Pasando de nuevo la fraccion seleccionada por
otro tamiz de tamafio de 2 mm para separar las particulas tipo limo, quedando
seleccionado un material intermedio el cual sirvié de sustrato para hacer crecer las
plantas de V. faba . La arena fue lavada con agua de chorro por 3 o 4 horas
manteniendo el flujo continuo y agitando vigorosamente cada 15 minutos. Luego se
agrego hipoclorito de sodio al 3% y se dejé por un periodo de tiempo de 3 o 4 horas,

agitando vigorosamente cada 15 minutos. Posteriormente se efectuaron sucesivos
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lavados con agua de chorro hasta observar el agua limpia y libre de materiales en
suspension. Después se elimind el agua y se seco en estufa durante 24 h a120° C.

Los recipientes plasticos utilizados cuyas dimensiones eran de 10 cm de
diametro y 16 cm de profundidad fueron rellenos de arena y esterilizados en tres
ocasiones en dias consecutivos, bajo condiciones de 1 atmdsfera de presion durante 1
hora de tiempo y 120° C, utilizando autoclave vertical marca Phoenix modelo AV
plus Luferco.

La preparacion de las plantas de V. faba que fueron transplantadas a los
recipientes estériles se prepararon como se sefiala en la seccion 3, donde se describe
el procedimiento de esterilizacion de semillas y germinacion en medio agarizado TY.

Luego para el conteo, se preparé una serie de 6 diluciones 1/10 de cada una
de las muestras de suelo, estas diluciones se prepararon con agua corriente de chorro,
para inocular 108 plantas de V. faba.

A la primera dilucién preparada se le denomin 107, la cual se obtuvo a partir
de mezclar homogéneamente con un magneto en una plancha de agitacion por un
tiempo aproximado de 5 minutos, 10 g de suelo y 90 ml de agua, tomando 10 ml de
esta solucién y mezclandolo con 90 ml de agua corriente se procedié a prepara la
segunda dilucién llamada 10’ y asi se continué hasta obtener seis diluciones seriadas.
Con cada una de estas diluciones, se inocularon las plantas de V. faba, 12 recipientes
por cada réplica en el caso de la parcela N° 1, el ensayo se prepard por triplicado,
obteniendo un total de 36 recipientes y para la parcela N° 2 se prepard de igual
forma, esta vez aumentado el niimero de plantas a 4, obteniendo un nimero total de
plantas para la parcela N° 2 de 72 plantas. Se inocularon con 5 ml de la suspensién
de suelo cada planta de V. faba , en nuestro caso son 108 recipientes en total.
Después de 56 dias se evalué la nodulacién (presencia o ausencia de nodulos en la
raiz de cada planta), y se utilizé la tabla de Fisher y Yates (1963), para calcular el
NMP de rizobios por gramo de suelo (CIAT, 1988), aplicando la siguiente formula:

m*d

v¥n

NMP =
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Donde: m = Nuamero probable (por ml) en la minima dilucion de las series
considerada (10%).
d = Valor de la primera dilucién considerada.
v = Volumen inoculado (5ml)
n = Peso del suelo inoculante (10 g).
Se calcul6 el promedio de bacterias rizobiales y error estandar para cada una

de las parcelas.
6. Purificacion de los aislados rizobiales

Los rizobios se aislaron en medio YMAmrc, sembrando nuevamente por
agotamiento. Repitiendo el proceso anterior hasta tener la certeza de que las colonias
aisladas provenientes de una sola bacteria estaban libres de contaminantes. Para ello
se tomo una colonia y se diluy6é en agua destilada estéril (500 ul), sembrando por
agotamiento en el mismo medio de cultivo YMAmrc, hasta lograr obtener las
bacterias aisladas. En este trabajo se realizé el seguimiento de dos aislados rizobiales
uno para cada parcela, denominado LG1 de la parcela N° 1 y LG2 de la parcela N° 2.
Con la finalidad de verificar pureza se utilizé la prueba de crecimiento en un medio
de cultivo agarizado con glucosa — peptona y purpura de bromocresol (GPA), el cual
se basa fundamentalmente en un cambio de coloracién del medio agarizado y en el
crecimiento de las colonias, cuando el aislado rizobial ya se encuentra puro el
crecimiento es escaso y el medio no cambia de color (Ferrera et al., 1993).

Para la conservacion de los aislados rizobiales seleccionados se sembraron en
tubos estériles con medio YMAmrc en cuilas y en tacos almacenandolos a 4° C
(Vincent, 1975).
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7. Autenticacion de los rizobios

Una vez obtenidos los rizobios, se procedié a autenticar los mismos,
inoculando plantas de V. faba , para la autenticacion de los aislados seleccionados, se
realizd un ensayo, en envases de plastico de 10 cm de diametro y 16 cm de
profundidad que contenian arena lavada completamente estéril y libre de
microorganismos segun protocolo N° 2, donde se sembraron semillas de V. faba
esterilizadas superficialmente segin procedimiento sefialado en la seccién (3). Las
plantas de V. faba (3) obtenidas bajo condiciones estériles se inocularon con cada
uno de los aislados, para verificar la nodulacién, manteniendo 3 plantas sin inocular
las cuales sirvieron de control.

Cada planta fue inoculada con 5 ml de suspension bacteriana preparada a partir
de un cultivo denso de bacterias aproximadamente 10% células / ml (inéculo), la
preparacion del indéculo se realizd sembrando una alicuota de 300 pl, de la
suspension en tubos de ensayo con 5 ml de medio YM, o 1 ml en fiolas de 125 ml
con 25ml del mismo medio, esterilizados previamente a 121° C y 1 atm de presion
por 20 minutos, permitiendo luego el crecimiento a 30° C en agitacion continua (180
rpm) durante 2-4 dias, de este preindculo se tomé Sul de cada uno de los aislados
(LG1 y LG2) y se sembré en medio YM permitiendo el crecimiento durante 5 dias,
para posteriormente tomar de éste 5 ml e inocular las plantas de V. faba para la
autenticacion. (Skwierinski y Marquina, 2006).

Las plantas fueron crecidas en el invernadero bajo condiciones de luz natural y
temperatura promedio de 30° C, luego de la inoculacion se observoé su infectividad a
los 45 dias aproximadamente, y se procedid al reaislamiento de las bacterias
rizobiales a partir de nédulos radicales (Skwierinski y Marquina, 2006).

Las plantas fueron regadas inicialmente con solucién Hoagland % con la
finalidad de garantizar los nutrientes minimos necesarias para el buen desarrollo de
planta y no suministrar demasiados nutrientes que pudieran inhibir la nodulacion. El
programa de riego se realizé dia por medio, el cual consistié en aplicar £ 100 ml de

agua estéril a cada planta.
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La pureza de dichos cultivos fue verificada mediante siembra por
agotamiento en medio agarizado YMAmrc y medio glucosa- peptona, mas pirpura
de bromocresol (100pg/ml) (GPA) (Ferrera et al., 1993).

8. Caracterizacion fenotipica de los aislados rizobiales
8.1. Caracterizacion macromorfolégica de las colonias de los aislades.

Ademas de su capacidad para formar nédulos con las leguminosas, que sigue
siendo el criterio mas confiable para una cepa, ésta puede ser reconocida como tal
por una peculiar combinacion de un nimero de caracteres. En general las
caracteristicas que se registraron fueron: elevacién de la colonia, borde, color,

aspecto, forma, textura y tiempo de aparicion de la colonia (Marquina, 2006).
8.2. Tolerancia a la temperatura de los aislades rizebiales.

Se determind la tolerancia de los aislados a las temperaturas de 4° C, 14° C,
22° C y 30° C. Este ensayo se realizd por triplicado, partiendo de un cultivo o
preindculo.

Los indculos se prepararon a partir de un cultivo denso de bacterias
aproximadamente 10® células / ml (preinéculo), sembrando una alicuota de 300 pl,
de la misma suspension en tubos de ensayo con 5 ml de medio YM, o 1 ml en fiolas
de 125 ml con 25 ml del mismo medio, esterilizados previamente a 120° C y 1 atm
de presion por 20 minutos, permitiendo luego el crecimiento a 30° C en agitacion
continua (180 rpm) durante 2-4 dias. Luego se tom6 una muestra de cada uno de los
aislados y se sembré por agotamiento en medio YMAmre, permitiendo el
crecimiento durante de 5 dias. (Marquina, 2006).
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8.3. Tolerancia a la salinidad de los aislados rizobiales.

Con la finalidad de establecer la tolerancia de los aislados a distintas
concentraciones de salinidad se consider6 un rango que abarca las siguientes
concentraciones 0.1, 1.0, 1.5, 2.0, y 2.5 % (Wang et al, 1998). Este ensayo se efectiio
por triplicado para cada concentracién de salinidad, partiendo de un cultivo o

preinoculo, preparado como se indic6 en la seccion 8.2 (Marquina, 2006).
9. Determinacion de la infectividad y eficiencia de los aislados rizobiales.

La infectividad se determind, evaluando la nodulacién de las plantas ensayadas
en el invernadero, donde se considera la coloracion, el tamafio nodular, abundancia y
distribucion. Con la finalidad de determinar la eficiencia de los aislados rizobiales, se
cuantifico el crecimiento de la planta y el contenido de nitrégeno total de la parte
aérea (CIAT 1988).

Los parametros evaluados en el crecimiento de la planta corresponden a la
longitud de vastago y raiz, peso fresco de vastago y raiz y peso seco de vastago y
raiz.

Los tratamientos que se aplicaran en el ensayo seran los siguientes:

A) Plantas inoculadas con LGl

B) Plantas inoculadas con LG2

C) Control sin inoculacién (riego con H>O y Hoagland %)
D) Fertilizacidn nitrogenada (Hoagland completo)

Las plantas de V. faba inoculadas fueron obtenidas siguiendo la metodologia
empleada en la seccién N° 3 para la esterilizacion de las semillas y se sembraron en
medio TY ( Beringer, 1974), y la seccion N° 7 para la esterilizacion y preparado de
los recipientes rellenos de arena. Las plantas fueron crecidas en el invernadero bajo
condiciones de luz ambiental y temperatura promedio de 37° C con una distribucion

espacial en bloques aleatorios, el riego aplicado se realizé dia por medio y cada
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semana se fertilizaban los tratamientos C y D con solucién Hoagland (1/4). Todos
los tratamientos inicialmente fueron regados con Hoagland Y4 con la finalidad de
garantizar los nutrientes necesarios para el buen desarrollo de las plantas, el N
contenido en la solucién fertilizante (1/4) es el minimo necesario requerido por la
planta, evitando la dosificacion del N en exceso, para no inhibir la nodulacion, la
preparacion del Hoagland se realizé de acuerdo a lo considerado en el anexo N°1

(Medios de cultivo).

El siguiente esquema (figura 5) muestra la metodologia general usada en el
desarrollo del trabajo, incluye la parte de campo y la de laboratorio ademas indica
cada uno de los objetivos especificos trazados y el orden secuencial utilizado para la

obtencién de resultados.
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Esquema General del Trabajo

Ubicacion y seleccion del sitio de estudio para el muestreo de suelo

/\

Obtencion de aislados Conteo de bacterias rizobiales (NMP)
Suelo
Nédulos «—— | Captura con Vica faba L (laboratorio)
N e
Aislamiento de rizobios
|
Pificacd
1 . — Evaluacion de
— (racterizadn | — Infectividad y
Autenticacion Efectividad

Figura 5. Esquema general de los métodos usados en este Trabajo.
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RESULTADOS

1. Andlisis del suelo muestreado

La tabla N°1 muestra los datos recogidos del analisis de suelo para la parcela
N°1, donde se exponen los valores para las variables mas comunes del suelo,
podemos observar que la textura del suelo se corresponde a la clase Franco Arenosa
(Fa).

Tabla 1. Resultados analiticos obtenidos para la muestra de suelo de la parcela N° 1,

Paramo de Gavidia, estado Mérida.

Granulometria * | CO| MO N P Bases Cambiables
pH | mm C/N meq / 100g
Clase | 1:2 | hos | Porcentajes (%) ppm | Ca | Mg | Na K
arena arcilla | limo | textura
Fa
86% 4% 10% 4,73 1,21 6,19 10,66 0,44 14,07 182 16,0 1,52 | 0,27 497

* Conductividad eléctrica del suelo

La tabla N°2 muestra los datos recogidos del analisis de suelo para la parcela
N2, donde se exponen los valores para las variables mas comunes del suelo, de igual
forma que en la parcela N°1 podemos observar que la textura del suelo se
corresponde a la clase Franco Arenosa (Fa), ademds se aprecia valores altos en la

concentracion de calcio 38,75 meq / 100g.
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Tabla 2. Resultados analiticos obtenidos para la muestra de suelo de la parcela N° 2,

Paramo de Gavidia, estado Mérida.

Granulometria * CO | MO | N C/N P Bases Cambiables
pH | mm meq / 100g
Clase | 1:2 | hos | Porcentajes (%) ppm | Ca | Mg | Na K
arena arcilla | limo | textura
Fa
76% 10% 14% 575 | 083 | 481 829 | 0,35 13,74 182 38,75 | 0,26 | 0,24 449

* Conductividad eléctrica del suelo.

El suelo de la parcela N°1 se caracterizd por poseer una textura franco

arenoso (Fa) con el mayor porcentaje de arena 86%. El pH obtenido para este suelo

es considerado fuertemente acido o muy acido (4,73). El porcentaje de nitrogeno

para este suelo se considera muy alto, al igual que el contenido de carbono, segin lo
considerado por Casanova (1996).

En cuanto a la parcela N° 2 la textura se corresponde a un suelo Franco

arenoso (Fa) con un porcentaje de arena menor que en la parcela anterior (parcela

N°1) 76%. El pH obtenido para esta parcela se registré en 5,75 lo que se considera

segun Casanova (1996) como moderadamente acido. El porcentaje de nitrogeno se

considera alto y el contenido de materia organica también. Casanova (1996).

2. Captura de rizobios a partir de las muestras de suelo de las parcelas en el

Pdramo de Gavidia

Luego de 65 dias se procedio al desmontaje de las plantas cultivadas de V. faba

preparadas para la captura de rizobios, 8 plantas para la parcela N° 1, y 5 para la

parcela N° 2. Los datos que se presentan en tabla N° 3 para la parcela N° 1 fueron
obtenidos de 5 plantas tomadas aleatoriamente de las 8 plantas, encontrando que

solamente 4 plantas nodularon. Para la parcela N° 2 todas las plantas nodularon
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Tabla 3.Numero de nédulos, tamafio y ubicacion, en plantas de V. faba L, obtenidos
a partir de suelos de la parcela N° 1 y parcela N° 2

Nédulos / Planta (Parcela N°1) Nédulos / Planta (Parcela N2)
Planta Ubicacién Nimero Tamafio Ubicacion Namero Tamaiio
(mm) (mm)

1 Basal 20 1 Basal 40 1

2 - 0 0 Basal 30 2

3 Basal 30 1 Basal 40 2

4 Basal 20 1 Basal 50 4

5 Basal 20 1 Basal 50 4,5

Promedio + - 18+10,95 0,75+ 0,44 - 42+8.36 2,25+ 1,25

Error

En cuanto a la presencia de nddulos en las plantas de V. faba se observa, para la
parcela N° 1; la ubicacién se encontro en la base o cuello de la raiz con un promedio
de 18 + 10,95 nédulos por planta, cabe seilalar que no todas las plantas en este
ensayo nodularon. Los nédulos fueron aproximadamente de un tamafio de 0,75 +
0,44 mm. En la parcela N° 2 se observé que todas las plantas nodularon, la ubicacién
fue basal o en el cuello de la raiz, el promedio de nédulos fue de 42 + 8,36 nddulos
por planta, el tamafio fue de aproximadamente 2,25+ 1,25mm. El nimero de n6dulos
entre parcelas presenté diferencias significativas (P <0,05) con un nivel de confianza
del 95 %. (Diferentes).

3. Obtencion de los aislados rizobiales LG1 y LG2

Las bacterias rizobiales cultivadas en medio YMAm, se caracterizaron por
presentar: colonias blanquecinas, generalmente brillantes, con abundante o no muco-
polisacaridos. La mayoria de las cepas no tomaron el rojo congo del medio de
cultivo, en caso de hacerlo se consideraban contaminantes (Skwierinski y Marquina,
2006).
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Al seleccionar los nédulos para el aislamiento se tomé en cuenta el tamafio y
el color rosado. La coloracién interna roja producida por la leghemoglobina,
indicadora de la actividad nitrogenasa y en consecuencia fijacion biolégica de
nitrégeno (Ferrera et al., 1993).

Los nédulos seleccionados para el aislamiento en la parcela N°1 fueron
cosechados de plantas de V. faba crecidas en condiciones de invernadero, mientras
que los nédulos seleccionados para la obtencién de los aislados en la parcela N° 2
fueron obtenidos directamente en el campo provenientes de raices de V.faba..

Los cultivos bacteriales provenientes de los aislamientos nodulares de cada
parcela presentaron varias colonias, pero para fines practicos se selecciond una
colonia para cada é4rea de estudio, a las que se le denomino LGl y LG2
pertenecientes a la parcela N°1 y N°2 respectivamente y se efectuaron resiembras

sucesivas durante 77 dias hasta verificar su pureza.

4. Purificacion de los aislados rizobiales seleccionados de las parcelas del Pdramo

de Gavidia
Los aislados LG1 y LG2 mostraron su pureza en el medio GPA con puarpura de

bromocresol, al presentar un escaso crecimiento sin virar el color del indicador,

indicando la ausencia de contaminantes tal como lo sefiala Ferrera et al., (1993).

¥ “) ‘
"'" Laboratorio de Fijacién Biolégica de Nitrégeno 39



AISLAD) RHIZOBIAL DE PARCFLA NI
FARAMO DE GAVIIMA
MEDIO Y M (MRO)Y

PO FE BRE WO 0

Figura 6. Aislado rizobial LG1 de la parcela N°1, Paramo de Gavidia, Estado
Meérida.
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Figura 7. Aislado rizobial LG2 de la parcela N°2, Paramo de Gavidia, Estado
Mérida.
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5. Autenticacion de los aislados rizobiales.

Debido a las condiciones fitosanitarias del invernadero, 2 plantas inoculadas
presentaron contaminacion por hongo probablemente por esporas que se encontraban
presentes en el suelo o en el ambiente. Solamente una de las dos plantas
sobrevivientes inoculadas con LG1 present6 nodulacion. Para las plantas inoculadas
con LG2 se evidenci6é que las dos plantas sobrevivientes nodularon. Con respecto a
las tres plantas que conformaban el control en ninguna se observé nodulacién. Los

resultados son mostrados en la tabla 4.

Tabla 4. Autenticacion de los aislados rizobiales LGl y LG2, en su propio
hospedador Vicia faba L.

Tratamiento Planta 1 Planta II Planta III
Parcela 1 (LG1) No noduld + Contaminada con
hongo
Parcela 2 (LG2) + + Contaminada con
hongo
7 Control No nodulé No nodulé No nodulé
+ Planta Nodulada

6. Caracterizacion macromorfoldgica de los aislados rizobiales obtenidos en las

parcelas del Paramo de Gavidia

Se determinaron las siguientes caracteristicas macromorfologicas: elevacion,

borde, color, aspecto, textura, forma y tiempo de aparicion de la colonia.
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Tabla 5. Caracteristicas macromorfologicas de las colonias de los aislados

rizobiales, provenientes del Paramo de Gavidia, estado Mérida.

Tiempo de
Aislado | Elevacién | Borde Color Aspecto | Textura Forma aparicin de la
colonia
LGl Convexa Liso Blanco Opaca Acuosa Circular 18 horas
Crema Brillante
LG2 Convexa Liso Blanco Brillante Gomosa Circular 48 horas
Lechoso

En la tabla 6 y figura 8 se muestra el crecimiento para los aislados rizobiales
LGl y LG2, responden de igual forma a las distintas temperaturas ensayadas
mostrando crecimiento favorable a partir de los 14°C hasta los 30°C.

Tabla 6. Crecimiento a diferentes temperaturas de los aislados rizobiales LG1 y LG2

provenientes del Paramo de Gavidia, estado Mérida.

Aislado 4C 14°C 22°C 30°C
LGl Negativo Positivo Positivo Positivo
LG2 Negativo Positivo Positivo Positivo
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Figura 8. Crecimiento de los aislados rizobiales LGl y L.G2 a diferentes

temperaturas

Los resultados que se presentan en la tabla muestran el comportamiento de

los aislados LG1 y LG2 a distintas concentraciones de salinidad, se observa que LG1

crece a distintas concentraciones salinas.

Tabla 7. Tolerancia a diferentes concentraciones de salinidad de los aislados

rizobiales LG1 y LG2 provenientes del Paramo de Gavidia, estado Mérida.

Aislado Concentracién de NaCl en %
0.1 1.0 1.5 2.0 25
LGI + + + + +
LG2 - - - - R

+ Crecimiento en el medio salino.

- Ausencia de crecimiento.

r 4
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7. Determinacion de la infectividad y eficiencia de los aislados rizobiales.

La infectividad para el aislado LG1 fue positiva para el 25% de las plantas
inoculadas, encontrandose nédulos solo en una de las plantas, se contabilizaron 25
nédulos de coloracion rojiza, los cuales se ubicaron en la parte inferior de la raiz y a
nivel del cuello. Para el aislado LG2 los resultados fueron negativos no encontrando
plantas noduladas.

Los resultados que se exponen en las Figuras 9, 10 y 11 muestran el
comportamiento obtenido de los cuatro tratamientos diferentes (LGI, LG2,
Fertilizada con Hoagland completo y sin inoculaciéon con riego Hoaglan i) en
condiciones de invernadero aplicados a las plantas de V. faba, se considerd tres
parametros utilizados fundamentalmente para evaluar la infectividad y eficiencia de

los aislados rizobiales.

Longitud de vastago y raiz para Vicia faba L.

Longitud (cm)
8828 883

-
o

o

Figura 9. Longitud del vastago y raiz en Vicia faba L. crecidas en el invernadero.
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Peso fresco de vastago y raiz para Vicia faba L.

Tratamientos

Figura 10. Peso fresco de vistago y raiz de plantas de Vicia faba L. crecidas en

el invernadero.

Peso seco de vastago y raiz para Vicia faba L.

16 - —
12 1

0.8
0,6
0,4
0,2

Peso (gr)

LGt LGz Control Fertiizada

Figura 11. Peso seco de vastago y raiz de plantas de Vicia faba L. crecidas en el

invernadero.
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8. Determinacion del tamaho de la poblacion rizobial en los suelos a través del

método numero mds probable (NMP)

El conteo de las células rizobiales contenidas en el suelo de las parcelas se realizo
a través del método del namero mas probable (NMP) aplicando la férmula y la tabla
de Fisher y Yates (1963):
m*d

v¥*p

NMP =

El experimento se realizé por triplicado denominando las replicas con las letras
A, By C esto con la finalidad de cumplir con los requerimientos estadisticos, para

poder convalidar posteriormente los resultados.

La tabla 4 muestra la cantidad de plantas que respondieron a la inoculacion
preparada con suelo de la parcela N° 1.

Tabla 8. Plantas de Vicia faba L. que nodularén al someterse a indculos de distintas
diluciones preparadas con suelo de la parcela N° 1, Paramo de Gavidia, Estado

Mérida.

Repeticion A Repeticion B Repeticion C

Ditucién I II I I I II
10% + + + + + +

10° + + + + + +

10° + + + + + -

10° - - - - - -

10° - - - - N -

10’ - - - - - -

Total de plantas noduladas 6 plantas 6 plantas 5 plantas

+ Plantas noduladas

-Plantas no noduladas.

‘V‘*g(
Laboratorio de Fijocién Biolégica de Nitrégeno 46



El nimero de plantas noduladas para la replica A se correspondié a 6 lo que
corresponde a un valor en la tabla de Fisher y Yates iguala 1.7 x 10%.

_ 1,7x10% *10?
Sml*10gr

NMP = 3,4 x 10 2 Células rizobiales /g suelo.

Limites de confianza (95%) =340 x 6,6 a 340-6,6
2240 a 51,51

*Calculo del Nimero mas Probable para la repeticion B:

_ 1,7x10% *10°

= 3,4 x 10 2 Células rizobiales /g suelo.
5mi*10gr

NMP

Limites de confianza (95%) =340 x 6,6 a 340+6,6
2240 a 51,51

*Calculo del Nimero mas Probable para la repeticion C:

_5,8x10' *10?

= 1,16 x 10 2 Células rizobiales /g suelo.
5mi*10gr

NMP

Limites de confianza (95%)=116x 6,6 a 116+6,6
765,6 a 17,57

Por lo tanto tenemos que para el suelo de la parcela N°1 el NMP promedio es
de 2,65 x 10%+ 129,32 Células r /g. suelo
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De igual forma se procedi6 para la recoleccion de datos en la parcela N° 2, la

Tabla 5 muestra los resultados de las plantas que nodularon en este ensayo.

Tabla 9. Plantas de Vicia faba L que nodularon al someterse a inoculos de distintas
diluciones preparadas con suelo de la parcela N° 2. Paramo de Gavidia, estado
Mérida.

Dilucion Repeticion A Repeticién B Repeticion C
1 11 11 v I 1 m v I I I v
10% + + + + + + + + + + + +
10° - + + + + - + + - + + +
10* + + + + + ¥ + + + + + +
10° + + + + + + + + + + + +
10° - + - - + + + + - - - -
10 - - - - - - - + - - - -
Total de
plantas 16 plantas 20 plantas 15 plantas
noduladas
+ Plantas noduladas
- Plantas no noduladas

Numero mas Probable para la repeticion A:

3 x 2
NMP = L7x10"*107 _ 3,4x10° Células rizobiales /g. suelo
S5mi*10gr

Limites de confianza (95%) = 3400 x 3,8 a 3400+3,8
12920 a 8947

*Calculo del Namero mas Probable para la repeticion B:
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_ 1,8x10" *10°
Smi*10gr

NMP = 3,6x10* Células rizobiales /g suelo.

Limites de confianza (95 %) = 36000 x 3,8 a 36000+3,8
136800 a 9473,6

*Calculo del Namero mas Probable para la repeticion C:

1,0x10° *10?
5mi*10gr

NMP = = 2,0x10° Células rizobiales /g Suelo.

Limites de confianza (95%) = 2000 x 3,8 a 2000=3,8
7600 a 526,3

Por lo tanto tenemos que para el suelo de la parcela N°2 el NMP promedio es
de 1,3 x10* + 19238,50 Células r/g. suelo.

Tabla 10. Resumen del conteo a través del método del Niimero mas Probable (NMP)

de bacterias rizobiales para las parcelas estudiadas, Paramo de Gavidia, Estado
Meérida.

NMP x g. de suelo para cada replica Promedio + Error
Parcela {"Repeticién A | Repeticion B| Repeticion C |  cstandar de
Células r /g. suelo
3,4x10° 34x 10 1,16 x 10 2,65x 10+
Nt Célulasr/g. | Célulasr/g. | Célulasr/g. 129,32
suelo Suelo Suelo
34x10° 3,6 x10° 2,0 x10° 1,3x10°+
N2 Célulasr/g. | Célulasr/g. Célulasr /g. 19238,50
suelo Suclo Suelo
i "‘4*
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El promedio poblacional en la parcela N°1 es menor en comparacion con lo
obtenido para la parcela N°2, no pudiendo establecer diferencias entre las
poblaciones encontradas a través del NMP debido a que la variacion encontrada para
la parcela N°2 es muy elevada, valor registrado en 1,3X10°£19238,50, el cual se
encuentra dos ordenes de magnitud por encima de las otras medias calculadas para
esta misma parcela, como se aprecia en la tabla anterior (Tabla 10) por lo tanto no se
le puede aplicar una prueba estadistica como la planteada en la metodologia (Prueba
T).
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DISCUSION

Actualmente cuando se habla de agroecosistemas incluyendo la utilizacion
agricola y pecuaria, surge la preocupacion por el desarrollo sostenible y por el
deterioro de los sistemas naturales particularmente fragiles (Aranguren et al., 1997).
En el Paramo de Gavidia, que es una zona agricola por excelencia se han
implementado diversas formas de manejo desde parcelas con descansos largos, con
el fin de recuperar la fertilidad de los suelos, hasta el manejo con aplicaciones
indiscriminadas de agroquimicos en areas respectivamente cultivadas con rotacion
de algunos rubros agricolas como papa, zanahoria y ajo (Proyecto Paramo Andino
2008). Ademas es de nuestro interés, la presencia de cultivos agricolas
pertenecientes a la familia de las leguminosas por sus efectos benéficos en cuanto a
la fijacion bioldgica de nitrogeno a través del proceso simbiético con bacterias
rizobiales, por esta razén esta region Paramera ha sido objeto de este estudio
preliminar relacionado con la rizobiologia.

Tal es el caso del cultivo de V. faba, que en los Gltimos afios ha cobrado auge
entre los pobladores de la zona ya que es apreciado por los productores por diversas
razones: incorporacion al suelo como abono verde, como barrera biologica contra el
diptero Liriomiza sp, valor gastronémico, y como recuperador de suelos, ha sido
promocionado por las redes agroecoldgicas que funcionan en la region y en este
sentido existen alrededor de 12 fincas donde se cultiva actualmente este rubro
(habas) como fuente de semillas (Comunicacion personal Ing Rafael Romero).

Los resultados obtenidos permiten sefialar la presencia de aislados rizobiales en
los suelos del Paramo de Gavidia, ademas los mismos son infectivos ya que se logrd
obtener nddulos, de los cuales se aislo y luego autentico dos cepas rizobiales,
denominadas LG1 y LG2. Estos aislados conseguidos en condiciones de laboratorio,
fueron estudiados y considerados rizobios, ya que las caracteristicas
macromorfologicas de las colonias asi lo sugieren, segan lo referido por el Centro

Internacional de Agricultura Tropical (1988).
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Los dos aislados rizobiales fueron obtenidos a través de dos vias de aislamiento
distintas. Uno, a través de la captura a partir del suelo de la parcela N°1, empleando
un cultivo trampa hospedador (Vicia faba L.) y el segundo fue aislado de nédulos
radicales de Vicia faba L. que se hallaban en la parcela N°2, ambos aislados son
infectivos demostrado mediante la autenticacion en este hospedador.

Los suelos de donde proceden los aislados rizobiales presentaron textura Franco
Arenosa en ambas parcelas, lo que permite la absorcion de agua pero no asi la
retencién de la misma, por lo tanto los nutrientes son arrastrados por lixiviacion
hacia el subsuelo, reflejandose en el andlisis de suelo valores bajos para Sodio (Na) y
Magnesio (Mg). Puesto que las parcelas son de caracter agricola la incorporacion de
fertilizantes es evidente, reflejado en los altos niveles de nitrogeno y fosforo en
ambas parcelas.

Los registros revelan alto contenido de materia organica de ambos suelos
muestreados, ya que las bajas temperaturas de la localidad (8,4° C) dificultad la
degradacion rapida de la misma (Montilla ef al.,, 2002).En cuanto a la concentracion
del i6n Ca ™ el cual favorece notoriamente la capacidad de crecimiento de rizobios a
pH bajos en medios artificiales, como lo reporta (O’ Hara et al. 1989; Reven et
al.1993) en (Del Papa et al, 2003) podemos observar que los registros para la
parcela N°2 fueron mucho mayores que los registrados en la parcela N°1, pudiendo
este factor afectar el nimero de bacterias rizobiales encontradas en ambas parcelas.

Con respecto al pH, se registré un valor de 4,73 para la parcela N° 1 y de 5,75
para la parcela N° 2, que de acuerdo al criterio considerado por Casanova, (1996) se
establece que el suelo de la parcela N° 1 pertenece a un suelo fuertemente acido, y el
de la parcela N° 2 es un suelo moderadamente acido, consecuentemente y segun (Lie,
1969; Lie, 1974) en (Marquina 2006) el estrés acido puede afectar cualquier estado
de la simbiosis Rizobio- leguminosa , por ejemplo la sobrevivencia de los rizobios en
el suelo, la multiplicacion en la rizosfera, la infeccion radical, la formacion del

nodulo, entre otros.
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El método para el aislamiento de rizobios a partir del suelo mas practico, emplea
cultivos trampas de plantas de leguminosas, para luego cosechar los nédulos mas
representativos y obtener de alli bacterias fijadoras de nitrogeno (Vincet 1975),
procedimiento utilizado en este estudio, donde no se registraron diferencias en
cuanto a la ubicacion de los nddulos en el sistema radical de V. faba L., pero si en el
numero de los nédulos y tamafio de los mismos; para la parcela N° 1 se registr6é un
promedio de 18 + 10,95 y 0,75 + 0,44 mm en tamafio y para la parcela N° 2 fue de 42
+ 8,36 nédulos por planta, y el tamafio aproximadamente 2,25+ 1,25mm, mostrando
diferencias significativas (P< 0,05) con un nivel de confianza del 95 %, esto
atribuible probablemente a la presencia del hospedador V. faba en ¢l momento del
muestreo de suelo en la parcela N° 2 y las altas concentraciones del ion Ca™
encontrada en esta parcela.

Los resultados obtenidos de captura, aislamiento y autenticacion muestran que
los aislados obtenidos probablemente sean rizobios, ademds respondieron
apropiadamente al medio YMAmrc.

Cuando se considera el numero de microorganismos del suelo, factores como la
temperatura, pH y humedad, también afectan la actividad y cantidad de la microflora
y microfauna. Las bacterias del suelo son microorganismos unicelulares y
representan una de las formas de vida mas simple y mas pequefias que se conocen.
Al mismo tiempo, superan en nimero a todos los otros organismos del suelo; en un
gramo de suelo pueden estar presentes 10° bacterias, las cuales pueden representar
una superficie de 2 m?/ Kg. de suelo (Casanova, 1996).

La poblacion rizobial mencionada por Azcon y Talon, 2000 se sitha entre los
ordenes de 102y 10> células por gramo de suelo en tierras de barbecho, al igual que
estudios realizados por Santana, (2007) quien presenta resultados de poblaciones
rizobiales calculadas con el método del nimero mas probable (NMP), en suelos con
cultivo de café, bajo sombra de arboles de leguminosas en Puerto Rico, en el orden
de 1,16x 10° células por 100 gramos y 6,2 x 10° células por 100 gramos.

Comparando estos datos con los resultados obtenidos para ambas parcelas se puede
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decir que las poblaciones rizobiales en el Paramo de Gavidia se encuentran entre los
limites registrados por AzcSn y Talén, (2000) y por Santana (2007). En términos
comparativos la poblacidn de bacterias rizobiales encontrada en la parcela N° |
arrojo un promedio de 1,65x10% + 129,32 bacterias / gramo de suelo, menor en
comparacion con el valor registrado para la parcela N°2 con una poblacion promedio
de 1,3 x10 * + 19238,50 células / g de suelo, resultados que estadisticamente no se
pudieron comparar debido al error experimental presente en la replica B del conteo a
traves del NMP para la parcela N°2, el cual super6 al a la media obtenida,
asumiendo que los datos fuesen correctos las poblaciones son distintas. Posiblemente
esto se debe al grado de acidez de estos suelos siendo el pH fuertemente acido (4,73)
en la parcela N°1, sugiriendo una tolerancia tanto de los rizobios como de la planta
hospedadora V. faba a la acidez del suelo. En este sentido Graham ef al (1994) hacen
referencia a la tolerancia de los rizobios a la acidez y comentan que la tolerancia de
rizobios a la acidez es muy wvariada y depende de la especic y aan de la cepa. En
general, se ha considerado que los rizobios de crecimiento rapido son menos
tolerantes a la acidez que los de crecimiento lento, con respecto al pH
moderadamente acido (5,75) en la parcela N° 2, y asi pues, también lo seiiala,
Temprano ef al (2007) argumeentando que el pH influye en algunos géneros de estas
bacterias ya que son poco tolerantes a la acidez. A su vez la presencia de la
leguminosa hospedadora V. faba en el terreno pudo afectar la cantidad de bacterias
rizobiales / g de suelo registradas en este estudio, ya que es sabido que las raices que
permanecen en el suelo brindan un ambiente protector que aprovechan dichas
bacterias (Del Papa et al, 2003). Las diferencias en el titulo poblacional entre ambas
parcelas y el cual fue de 1,3)\:104 células/g de suelo para la parcela N° 2 y en donde
esta leguminosa se encontraba presente al momento de tomar la muestra fue mayor
en comparacién con los resultados obtenidos para la parcela N° 1, donde la
leguminosa tenia tiempo de ausencia y el valor resultante para esta poblacion fue en
promedio 1,65 x10° bacterias/g de suelo, pudiendo esto deberse a que la presencia
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del hospedador Vicia faba en la parcela N° 2 al momento de tomar la muestra
garantizo la presencia en mayor cantidad de los rizobios en el suelo.

Los factores edafoclimaticos pueden modificar fuertemente la viabilidad de
los rizobios, la persistencia ¢ implantacion de la leguminosa, y el proceso de
asociacion simbidtica en si mismo. Algunas leguminosas son especialmente
sensibles a ciertas condiciones de estrés ambiental como: temperatura y pH alejado
del 6ptimo, situaciones en la que se perturba seriamente el proceso de asociacion y
fijacion del nitrégeno. Es claro que el establecimiento de una simbiosis efectiva
requiere de una planta vigorosa, una adecuada colonizacion y supervivencia de los
rizobios en el suelo (Del Papa er al., 2003).Por lo tanto, para los ensayos de
infectividad y efectividad de un aislado rizobial se deben garantizar todos los
sefialamientos mencionados anteriormente, condiciones que no lograron optimizarse
en el invernadero; en consecuencia la autenticacion de los aislados LGl y LG2,
obtuvo resultados muy controversiales ya que muy pocas plantas presentaron
nodulacion, criterio rigido y confiable para determinar la presencia o no de los
rizobios. Estos resultados obedecen probablemente también a la gran especificidad
del hospedador Vicia faba L. al momento de ser infectado por las bacterias rizobiales
como lo sefialan Rodriguez et al., (1994) para V. faba L. quien encontr6 nodulacion
apenas del 4% al ser inoculada con la cepa Rizobium leguminosarum bv. viceae CP
108 st 150, con una poblacién aproximada de 3.2 x 10’ bacterias por semillas.

La caracterizacion realizada para los aislados permite decir que LG1 y LG2
son probablemente cepas de rizobios ya que las caracteristicas macromorfologicas de
las colonias son consistentes con lo conocido para bacterias de estos géneros y
consideradas por (Vicent, 1975, Ferrera et al., 1993, CIAT 1988 y Marquina, 2006);
El tiempo de aparicion de las colonias permitié separarlos en dos categorias para
LGl categoria muy rapida (18 horas) y para LG2 categoria rapida (48 horas). Pero,
no pudiendo llegar a su clasificacion mas rigida ya que no se consideran las
caracteristicas genotipicas. Aunado a esta caracterizacion y desde un punto de vista

fisiologico, se estudié el aspecto de tolerancia a la salinidad y la temperatura,
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encontrandose que el aislado LG1 toleré bastante bien las concentraciones salinas
ensayas (concentraciones de 0,1; 1,0; 1,5; 2,0 y 2,5) mientras que el aislado LG2,
resultd ser no tolerante a ninguna concentracion salina, no permiten una comparacion
precisa con cepas referenciales debido a los pocos estudios realizados en la zona del
Paramo de Gavidia, ademas existe una cepa disponible aislada en el estado Mérida
denominada MEOQ1, la cual no es comparable ya que el sitio de origen es
completamente distinto. Con respecto a la temperatura factor que en condiciones
naturales depende de la cobertura vegetal, tipo de suelo, humedad, radiacion neta, y
otros (Alexander, 1980) los resultados fueron similares para ambos aislados
presentando crecimiento favorable en el rango de 14°C hasta 30°C, como era de
esperarse ya que provienen de ecosistemas con condiciones ambientales muy
similares en cuanto a estos parametros. Cada especie se caracteriza por un rango de
temperatura de crecimiento, lo que ha permitido definir categorias: psicrofilas,
mesofilas y termoéfilas (Alexander, 1980), segin los resultados obtenidos se puede
seiialar que los aislados LG1 y LG2 pertenecen a la categoria de las mesofilas.

Los resultados obtenidos para la evaluacion de infectividad y efectividad son
escasos ya que el aislado LG2 no respondid favorablemente, no encontrando
nodulacion en ninguna de las plantas, probablemente debido a las condiciones
ambientales presentes en el invernadero, las cuales variaron notablemente en el
altimo ensayo, tal es el caso del aumento de la temperatura de 30° C registrados
durante el ensayo de autenticacion a 37° C para el momento de evaluacion de la
infectividad y efectividad; este factor pudo aumentar de un modo no especifico los
procesos metabdlicos de la planta como respiracion, fotosintesis, transporte y
transpiracion. Otro factor importante es la luz ya que afecta la simbiosis a través de
la fotosintesis, controlando la cantidad de carbohidratos para el desarrollo y
funcionamiento del nodulo. También la ausencia o exceso de ciertos elementos
minerales influyen en la nodulacion tal es el caso del molibdeno un constituyente de

la nitrogenasa, asi una deficiencia afecta negativamente la nodulacion.

V‘N‘/
Laboratorio de Fijacién Biolégica de Nitrégeno 56



Como es sefialado por Loreido et al., (2003), la selectividad de las bacterias
rizobiales por las leguminosas es conocida desde hace mucho tiempo. A inicio del
siglo XX ya se habia reconocido la existencia de cierta selectividad en el par rizobio/
leguminosa. Esta preferencia de rizobio por leguminosas especificas pudiese explicar
las incongruencias obtenidas para estos resultados de infectividad y efectividad ya
que es conocida la gran especificidad de Vicia faba L. en el momento de ser
infectada por rizobio. En cuanto al aislado LG1 los resultados de nodulacion fueron
bajos probablemente debido a todo lo sefialado anteriormente.

El aislado LG1 proviene de nodulos capturados en el suelo con el hospedador
V.faba, en donde el promedio de nodulacion por planta fue bajo, y el tamafio de los
nodulos fue pequefio, la densidad poblacional estimada a través del NMP fue inferior
en comparacion con la parcela N° 2, pero la resistencia a concentraciones salinas es
superior al aislado LG2, ademas la respuesta en condiciones de invernadero
presentan resultados aceptables.

El aislado LG2 proviene de nodulos radicales obtenidos en el campo en la
parcela N2, el promedio de nédulos al igual que el tamafio fue mayor en
comparacion con la parcela N° 1, la densidad poblacional fue mucho mayor, con
respecto al tiempo de crecimiento es rapido pero no tan rapido como LGI, la
tolerancia a la salinidad es nula y su respuesta en condiciones de invernadero con el
hospedador V. faba es nula.
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CONCLUSIONES

1. La captura de bacterias rizobiales fue posible tanto para la parcela N° 1 como
para la parcela N° 2, con el hospedador Vicia faba L. funciona mas eficientemente en

los suelos de la parcela N°1.

2. En vista de los resultados obtenidos, se comprueba la hipotesis N° 1, en donde
presencia de la leguminosa Vicia faba L. nodulada, supone la presencia de bacterias

rizobiales simbiéticas en el terreno.

3. Los dos aislados rizobiales seleccionados, denominados LG1 y LG2. difieren en
cuanto a la respuesta de tolerancia a las concentraciones salinas ensayadas, LG1 es
tolerante a todas las concentraciones ensayadas, mientras que LG2 no es tolerante a
ninguna concentracion salina, la nodulacion estuvo presente en condiciones de

invernadero para el aislado LG1 mientras que LG2 no respondié positivamente.

4. Las parcelas seleccionadas presentan poblaciones rizobiales en el orden 2,65 x
10? células r /g. suelo para la parcela N°1, y en el orden del, 3 x10* células r /g suelo
para la par cela N°2.

5. Los aislados obtenidos son infectivos, formadores de nédulos con el hospedador
seleccionado (Vicia faba L.) en niveles distintos de infectividad comprobandose con

estos resultados la hipétesis N° 2.

6. Los aislados seleccionados crecen a un rango de temperatura por encima de los

14°C.
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RECOMENDACIONES

1. Realizar nuevamente el ensayo del conteo poblacion a través del NMP para la

repeticion B de la parcela N° 2.

2. Realizar muestreos de suelos en el Paramo de Gavidia con la finalidad de obtener
y seleccionar nuevos aislados rizobiales promisorios en cuanto a la capacidad de
inactividad y efectividad para compararlos con los aislados LG1 y LG2.

3. Realizar con los aislados obtenidos LG1 y LG2 ensayos tanto de campo como de
laboratorio con la finalidad de medir infectividad y efectividad tanto en Vicia faba
L. como en otras especies de leguminosas para comparar especificidad.

4. Realizar la caracterizacion molecular de los aislados a través de técnicas de PCR.

5. Realizar ensayos de nodulaciéon con los aislados LGl y LG2 para cuantificar

nitrégeno fijado.
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ANEXOS

Anexo 1. Médios de cultivo

Medio YMA modificadlo (YMAm) original de
Vincent, 1975., Ferrera Cerrato et al., 1993.
K,HPO, 0,5g
MgS0,.7H,0O 0,2g

NaCl 0,1g
Manitol 2,5¢
Sacarosa 7,5¢
Extracto de levadura 0,5g

Agar 15g

Rojo congo Iml

Agua destilada 1000 ml

pH 6.5

Piarpura de Bromocresol (GPA) (Ferrera et al. ,
1993)

Glucosa 10g

Peptona de carne 5g

Purpura de bromocresol stock 10ml (0,1%)
Agar 15g

Agua destilada 1000 ml
pH7.0
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Tryptona — Extracto de levadura (TY) (Beringer,
1974)

Bacto-Tryptona 5¢

Extracto de levadura 3g

CaCl,. 2H,0 0,87g

Agar 15g

Agua destilada 1000 ml

pH 7.0

La fertilizacion de los ensayos ocasionalmente se realizé a través del riego

con soluciones Hoagland % de N y Hoagland sin nitrogeno.

Medio Hoagland modificado
Fuente: Epstein 1972 citado por Taiz y Zeiger 1998 en Marquina 2006.

Hoagland 4 de N

CuS04.5H,0 2ml
ZnS0,.7TH;0 2ml
NaMo04.2H,0 Iml
MnCl,.4H,0 Iml
H;.BO3; 2ml
FeS0O4.7TH,O Iml
Na;EDTA.2H,O

KNO:s. 1.5ml
Ca(NOs),.4H,0 1ml
NH4H,PO, 0.5ml
MgS04.7H,O Iml
pH 6,5 -6-8
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Hoagland sin nitrogeno

=

CuS04.5H,;0 2ml
ZnS04.7H,0 2ml
NaMo00,;.2H,0 Iml
MnCl,.4H,0 Iml
H;.BO; 2ml
FeS04.7H,0 Iml
NaEDTA.2H,0

CaCl,.2H,0 10ml
KH,.PO, 5ml
KCl1 2ml
MgS04.7H,0O Iml
Agua destilada 1000 ml
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