
EN LEGUMINOSAS... ~ ~..

1. INTRODUCCION 2. FACTORES QUE AFECTAN LA
FIJACION

Existe una reserva limitada del nitr6geno en el suelo
debido alas pocas fuentes existentes y a la utilizaci6n par Una buena nodulaci6n y una eficiente fijaci6n de N2

las plantas, 10 que hace necesario la aplicaci6n de antes que todo dependen de la carga genetica de la planta y

fertilizantes natllrales y sinteticos, pero estos solo cubren del Rhizobium, de una adecuada combinaci6n entre la

una fracci6n del total necesario para la agricultllra. Las variedad de la planta y la cepa de la bacteria, ademas de

plantas de la familia de las leguminosas pueden satisfacer otros factores como una buena capacidad de sobrevivencia

sus necesidades de nitr6geno mediante la adici6n de del Rhizobium en el suelo, habilidad competitiva del Rhizo-

fertilizantes y a traves de la Fijaci6n Biol6gica de Nitr6geno, bium en relaci6n a cepas nativas, si estas existen en el suelo,

que involucra la reducci6n del nitr6geno atmosferico a yalta capacidad invasora del Rhizobium, alto numero de

amonio. Esta fijaci6n ocurre mediante una simbiosis, en bacterias en la rizosfera, etc.

donde participan dos miembros: la leguminosa y la bacte- S. b I d . .
t fu. . m em argo, aunque as con lClones expues as eran

na del genera Rhizobium y el efecto mas Importante de la satl ' s ~ actorl .a a b . I .6 d It. . . . . . Ii s, un uena mocu aCl n pue e resu ar en un

asoclac16n es la adqulslc16n del mtr6geno de la atrn6sfera. firacaso deb .d a la . t ~ . d ~ t b . t Ilorn erlerencla e lac ores am len a es

2. ECOLOGIA DEL Rhizobium: en la formaci6n de los n6dulos.

2.1 Factores edafoclimaticos
EI Rhizobium, se encuentra en el suelo no solamente en

la rizosfera 0 zona de falces de las leguminosas sino L .6 d I ~ t I . "' t .
d I. . a comprensl n e os lac ores c lIDa lCOS y e sue 0

alrededor de otras plantas y pnnclpalmente agregados a ., ctan I . b '. . d . bl h. que ale a Slm 10SlS es m lspensa e para acer

los cololdes del suelos. Generalmente el Rhizobium vive .bl I . t d .6 t bl . .
t d I. . . pOSl earn ro UCCI n y es a eClmlen 0 e os

saprofincamente en el suelo, unllzando fuentes de energia .
I t. . mocu an es.

y sustanclas nitrogenadas del media.

. En los paises de Centro America algunas
En el suelo la bacterIa ademas de sobrevivir necesita I . It . I d b . ~ rt . I '

d d. . . , . . egummosas se cu Ivan en sue os e aja Ie 1 1 a ,

mulnpllcarse, compenr con la mlcroflora nanva, colomzar C P obI d ' d t . .d d d I, ., on r em as e aCl ez, OXICI a e a gunos

la nzosfera, po seer habilidad de formar n6dulos y I t I ' ' d d t fu rt d '

t. . . , , e emen os, sa ml a , e c; con e es pen len es y muy
prmclpalmente ser eficlente en la fijaC16n de nitr6geno. d dad t d tr "' .

t, . . egra os, es 0 emues a que para un mayor cXl 0

Temendo en cuenta los procesos dmamlCOS que ocurren e los estlld . d . I .6 d b tr b ' . ,., n 10S e mocu aCl n se e e a ajar con cepas

en el suelo a cada ms~ante es poslble Im~gmar~e los y variedades tolerantes a tales condiciones (Alvarado

numerosos factores qu~ m~uyen en la poblac16n nanva de et,al., 1993).

Rhizobium y la poblac16n moculada en esta bacteria en el

media. E d . I. d I b ,.
d hstll 10S rea lza os en a oratOrIO e mvema era an

. , ., permitido obtener cepas altamente efectivas (Ortiz et.al.,
La habilldad de los organlsmos para fijar nitr6geno en 1990) pero cu do so . trod .d I" . , , an n m UCI as en e campo no

el campo se ve fuertemente mfluenclado par las condIcIones mantl ' en sus C tefl ' t . h . t . ,
, en arac s lcas, muc as mves 19aclones

amblentales prevalentes. Estos factores pueden ser fisicos ban demo t ad t ~ t d b ~ t. s roque es e elec 0 se e e a lac ores
(temperatura y humedad), efectos t6XICOS (acid os, ambientales a los que se les h t dI " ) ., I (d '" ' d I ) a pres a 0 muy poca
a ummlO , nutrlclona es llerenClas e e ementos 0 atenci6n
ecol6gicos (antagonismo). .
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La presencia de nitr6geno mineral en el suelo inhibe la aplicaci6n de fertilizante y con la aplicaci6n de
el desarrollo de n6dulos y tambien la fijaci6n de N , inoculante. Uribe et al,(1990) en estudios realizados
siempre y cuando este se encuentre en dosis elevadis bajo condiciones de minima labranza observaron que
(mayores de 50 kg/ha). Esto ha sido correlacionado la respuesta a la inoculaci6n vari6 en tres localidades
directamente con la relaci6n C:N en el tejido de la con caracteristicas ambientales diferentes.
planta donde relaciones altas favorecen y relaciones 2 2 F t b ' I , ,. :. 1 d 1 .6 S d I (1982) . ac ores 10 oglcos
baJas inhlben a no u act n. un strom et a ,
evaluaron el efecto de la compactaci6n y la fertilizaci6n Cepas nativas:Muchos de los estudios realizados con
nitrogenada sobre la nodulaci6n y encontraron una la inoculaci6n de cepas en varios cultivos no mostraron
disminuci6n de la nodulaci6n a densidades aparentes los resultados esperados debido a la presencia de cepas
bajas y a dosis de nitr6geno superiores a los 25 kg de nativas, que en algunos casos son mas competitivas y
nitr6geno por hectarea. menDs efectivas que las introducidas. esta situaci6n

obliga a la busqueda de cepas altamente competitivas y
A pesar de esto, a veces es favorable aplicar una ala vez efectivas en la FBN.

pequena cantidad de fertilizante nitrogenado (30 kg! . .
h ) 1 h d 1 . b 1 . I S . dad de PresenCia de otros organlsmos: Danos causados alas

a a a ora e a stem ra, para sup Ir a nece 1 , .

la lanta or este elemento durante los estados iniciales plantas por fitopatogenos e msectos llegan a afec.tar
d PI . ti P .6 .. t d 1 C andoelproceso indirectamente la fijaci6n de nitr6geno al verse reduclda

e am eCCl nycrecllnlen ono u ar, ud fi . .
6 h t bl . d (V t al 1990) su capacldad fotosmtehca. Tamblen algunas larvas de

e IJacl n no se a es a eCI 0 argas e.., . ..

insectos se alimentas dlrectamente del contemdo de los
E . t tr tr . t . gall un papel muy n6dulos. Por otro lado, la presencia de protozoariosen

XIS en 0 os nu len es que Jue .. .. t t 1 fi . .6 d .tr6geno entre estos el suelo, qulenes son los pnnclpales depredadores delmpor an e en a IJacl n em. . , .
d d t 1. P K C B M S Mo Cu Zn las bactenas, tlenden a afectar drashcamente laspo emos es acar e. , , a, , g" , , , . R' 1992

) ECo dondetieneespecialatenci6nelf6sforo,deallique pobl.a:lones (Acu~a ~ ~muez, .. stas
'.( I . d edan desarrollarse condIcIones reduceD slgmficahvamente la capacldad de

se estcn se eCClonan 0 cepas que pu fi . . 6b . . 1 d t 1 t IJar mtr geno.
a aJos mve es e es e e emen o.

Efecto de plaguicidas: La literatura menciona que
Algunos estudios sobre el efecto del sombrio y pH algunos plaguicidas, especialmente fungicidas aplicados

en la nodulaci6n en frijol demostraron una disminuci6n a la semilla 0 al suelo, afectan negativamente las
severa en el desarrollo de los n6dulos en la sombra al poblaciones de Rhizobium. Algunos trabajos realizados
igual que a pH inferiores a 5,5 0 superiores a 6,8 en el pais demostraron que fungicidas como el Captan
(Vencatasamy et aI, 1981). Acuna et al. (1989) Y Carboxin redujeron las poblaciones de bacterias
encontraron que en suelos de baja fertilidad yalta acidez inocu1adas a la semilla (Acuna y Ramirez, 1986).
se obtuvo un efecto beneficioso sobre la nodulaci6n
cuandosefertiliz6conf6sforoycalcio. Sehaobservado 3. SELECCION DE CEPAS
ademas que plantas dependientes de la fijaci6n biol6gica
de nitr6geno requieren de mas f6sforo que las que Durante muchos aDOS se ha realizado investigaci6n
utilizan nitr6geno mineral. La aplicaci6n de fertilizante sobre la selecci6n de cepas de Rhizobium en gran cantidad
fosf6rico mejora la nodulaci6n y la efectivi.dad de la de leguminosas de importancia agricola. Su importancia
fijaci6n (Singleton et ai, 1985; Rosas y BlISS, 1986; radica en la necesidad de contar con bacterias altamente

Morales, 1987; Vargas y Ramirez, 1989). efectivas en el proceso de fijaci6n y capaces de establecerse

en divers os ambientes, sin embargo, los resultados
Espinoza, et al (1985) estudiaron el efecto de la obtenidos basta ahora hall sido muy variables.

sequia sobre la sobrevivencia de Rhizobium en frijol y
encontraro.n que el numero de ~6.dulos fo~ado.s por Mediante algunas tecnicas se puede aislar y reproducir
las cepas moculadas rue es~adlshca~e~te mfenor al la bacteria que esta dentro del n6dulo. Esto pennite realizar
valor obtenido en los tratamlentos baJo nego. estudios de la capacidad de fijaci6n y de la ecologia de

. Rhizobium. Dos de los aspectos mas importantes en los
Hungtinton (1984) encontr6 en estudl.oS sobr~ la estudios de fij&ci6n son la infectividad 0 capacidad de una

influencia de la labranza en la respues~ a la moculaCl6n cepa de nodular, un hospedero dado y la efectividad 0
con Rhizobium, que la misma no se VIO afectada con el capacidad relativa de la asociaci6n planta- bacteria, una
tipo de labranza evaluada. G~lomo et. al.( 1980) vez establecida, para asimilar el nitr6geno molecular. Estos
estudiaron la respuesta. a la Inocu~~cI6n y a la estudios permiten obtener cepas de Rhizobium muy
fertilizaci6n de cua~o varledades de f~l~ol sembradas eficiente que pueden ser usadas en la fabricaci6n de
en un sistema mecanlzado y en otro tradlclonal y obtuvo inoculantes.
los mayores rendimientos en el sistema tradicional sin
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Para el cultivo del frijol, desde el afio 1989 se ban pro~uctivi.dad y escaso valo~ ~utri.tivo de las gramin~as
realizado estudios de selecci6n de cepas. Se cuenta con (n~tlvas) Imponen severas llmltac~ones a la producc16n
una colecci6n de aproximadamente 150 cepas, las cuales animal (Le6n et,al., 1986).

ban sido sometidas a pruebas de selecci6n a nivel de campo Tambien se debe considerar la contribuci6n de las
en diferentes lugares del pais. Actualmente se cuenta con leguminosas de cobertura en la mejoria de ciertas
varias cepas muy promisorias para ser utilizadas en caracteristicas fisicas, quimicas y biol6gicas de los
siembras comerciales de frijol en algunas regiones. horizontes superficiales del suelo.

Estudios realizados sabre la selecci6n de cepas para Las leguminosas arb6reas contribuyen con producci6n
soya lograron determinar las mejores cepas para ser de biomasa y fuente energetica como carb6n, madera, etc,

utilizadas en la fabricaci6n de inoculantes para dicho cultivo Investigaciones realizadas durante los ultimos afios
(Acufia et.al., 1987). demostraron que con el usa de inoculantes en frijol se logr6

obtener un incremento considerable en la producci6n y con
4. BENEFICIOS DE LA FIJACION laaplicaci6ndemenorcantidaddefertilizantenitrogenado,

BIOLOGICA DEL NITROGENO 10 que asegura una reducci6n en los costas de producci6n.

Los beneficios que se obtienen de la fijaci6n bio16gica El Laboratorio de Microbiologia de Suelos del Centro
del nitr6geno estaran entonces ligados a una buena de Investigaciones Agron6micas (UCR), cuenta con la
nodulaci6n y a la eficiencia de esta en el proceso de fijaci6n. tecnologia de producci6n de inoculantes, bajo el nombre

.' comercial de PROBIOL, que pueden ser utilizados en
~e sabe que las legummo.s~s son (slempre que sean aquellas zonas don de se ha obtenido una favorable

eficlentemente noduladas) nutnclonalmente 2 a 3 veces mas respuesta. A continuaci6n se mencionan algunos aspectos
ficas en proteina que los cereales, ademas de po seer algunas relacionados con la producci6n de inoculantes,
de ellas grandes cantidades de aceite, los cuales se utilizan
como oleaginosas (soya, mani), Par otro lado, siendo el 5 PRODUCCION DE INOCULANTES
consumo de alimentos superior a la producci6n; asi como .

la gran deficiencia proteinica en los raises subdesarrollados; La explotaci6n agricola de cepas de Rhizobium
la obtenci6n de alimentos par este media es de sum a selecionadas que son altamente efectivas en la fijaci6n de
importancia. nitr6geno depende de la disponibilidad de una tecnologia

C. I . . I 1 (GI de inoculaci6nen lacuallacepasecultivaenformamasiva,
lertas egummosas como par ejemp 0 a soya y-. ..

, .. se mcorpora en un matenal que slrve como soporte en el
cine max) es capaz de supllr sus necesldades de mtr6geno b .'.( d d. 'b '6 .

6 10 ., . .. que so reVlVlra urante su lStrl UCI n y estacl n en e
en un 100 Yo a traves de esta asoclac16n slmb16t1ca, par 10 d 1 . . .(' d .

I I 1. . . mecca 0 0 que permltlra mtro UClr as a sue 0 en
que el usa de fertllizantes mtrogenados rasa a un segundo .' ,

I b ..(- d i I .1. .6 d cantldades adecuadas para que nodulen alas legummosas
p ana; 0 Vl(1l1 ose as a uti lzaCl n e estos.

b dsem ra as.
En el cultivo de frijol, durante los ultimos 7 afios, se ha

realizado investigaci6n con la finalidad de obtener un 5.1 Los inoculantes para leguminosas
inoculante de alta efectividad, Algunos resultados
demostraron que es posible lograr incrementos en los Los inoculantes son productos biol6gicos
rendimientos que oscilan entre un 20 y 60% cuando se in- fabricados a base de un material acarreador 0 soporte
ocula con cepas altamente efectivas en el proceso de fijaci6n (en la mayoria de los casas se emplea suelo de turba) y
de N (Uribe et.al., 1990; Acufia y Uribe, 1996). de un caldo de bacterias crecidas en un media de cultivo,

En Ensayos realizados en Costa Rica en el cultivo del La funci6n de los ~~oculantes es la ~e proveer alas
mani (Arachis hypogea var. Argentina) para evaluar el plantas ~e la f~mlila de las legummos~s un alto
efecto de inoculaci6n se obtuvo resultados estadisticamente porcentaje del mtr6geno que la planta requlere para su
significativos siend~ los resultados de producci6n los desarrollo ~ producci6n, est~ debi~o a la cap~cidad de
siguientes: tratamiento sin nitr6geno y sin inocular con las bact,enas de hacer dlsponlble el nltr6geno
fertilidad de campo 2.800 kg/ha y 6,600 kg/ha el tratamiento atmosfenco,

inoculado mas la fertilidad nativa (Vargas y Ramirez, 1989).
Su usa ha permitido obtener incrementos en

La utilizaci6n de leguminosas forrajeras es una posible producci6n entre un 30 y 60% en algunas leguminosas
soluci6n de bajo costa para el incremento en la producci6n y un aporte de nitr6geno al cultivo que va de 50 a mas
de leche y carne; ya que actualmente la ausencia general de 200 Kg/Ha, reduciendo asi grandemente la
de leguminosas nativas de alto rendimiento, la baja fertilizaci6n nitrogenada.
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5.2 Fabricacion de los inoculantes: 2- Colocar la semilla sobre una lona 0 dentro de un
balde yadicionar 10 ml de la soluci6n adherente

Uno de los primeros pasos para la producci6n de por kg de semilla

inoculantes es obtener cepas de Rhizobium que sean
altamente efectivas cuando se adicionan a la leguminosa 3- Mezclar la semilla basta que quede
especmca, Aquellas bacterias que mostraron alia unifonnemente humedecida.
eficiencia durante las etapas anteriores se puede
multiplicar masivamente en medios de cultivo liquido 4- Adicionar el inoculante sobre la semilla, Aplicar
mediante procesos de fennentaci6n, Comprobada su 50 g por Kg de semillas pequeftas (alfalfa, kudzU,
eficiencia se pone la bacteria a crecer masivamente en etc.) y 109 por Kg de semillas grandes (frijol,
fermentadores bajo condiciones controladas de soya,etc,). Mezclar bien basta que se observe un
esterilidad. Para comprobar su pureza se realiza un buen recubrimiento de la semilla, posterionnente
control del caldo, se pone a secar ala sombra (20 minutos) y luego

se siembra.
Una vez que se tiene maximo crecimiento de la bac-

teria (1010 cel/ml de caldo) esta se adiciona a un mate- 5.5 lnoculacion de material vegetativo
rial acarreador 0 soporte que debe presentar varias
caracteristicas: alto contenido de materia organica, Para la siembra de material vegetativo la cantidad
textura muy filla, alia capacidad de retenci6n de de i~oculante a u~ar estara de acuerdo con la distancia
humedad y bajo pH. dentro de estos materiales el mas de slembra. POT ejemplo, para sembrar una hectarea en
empleado es el suelo de turba, el cual se origina en sitios Arachis pintoi se utiliz~ aproxim.adament~ 150 plan~s
que pennanecen la mayor parte del afto bajo inundaci6n 0 estol?n~s en 100 m lIneales; la moculacl6n se reallza
(Le6n et,al., 1986), Este material debe molerse, de la slgulente fonna:

neutralizarse y esterilizarse,luego de mezclarse realiza 1- Se mezcla 1 kg de inoculante con 600 ml de
el envasado en bolsas plasticas que permitan soluci6n adherente y se agrega suficiente agua
intercambio gaseoso. basta completar 20 Its en un estaft6n 0 balde.

Posterionnente el inocul.ante se almacena po: 1-2 2- La inoculaci6n del material vegetativo puede
semanas a temperatura amblente y luego se reallza el hacerse colocando este dentro de la soluci6n
control de calidad de~ mismo, La poblaci~n mini~a liquida para que quede bien recubierto 0
que debe contener el moculante es de 5xl0 bactenas asperjando sobre el mismo la soluci6n con una
pOT gramo de inoculante. Cuando se tiene esta poblaci6n bomba de fumigar.
se almacena a temperaturas entre 7 y 10°C basta su uso,
el cual de~e s~r basta un maximo de seis meses despues Con esta cantidad se puede asperjar el material
de la fabncacl6n. vegetativo necesario para sembrar una hectarea. Esto

. se realiza inmediatamente antes de la siembra.
5.3 Tecnicas de inoculaclon

5.6 lnoculacion al suelo
La inoculaci6n consiste en la aplicaci6n masiva de

bacterias al suel,o para asegu~ar ,una may.or producci6n Esta se realiza aplicando el inoculante directamente
de n6dulos radlculares y fijacl6n de mtr6geno, Esta en el rondo de surco de siembra

0 sob e I .11d I .
d d'c ~ . I '6 I ra semi a y

pue e rea Izarse e Ilerentes lonnas: mocu aci n a t . t ta L d .
I tI .11 I . I . pos enonnen e se pa. a OSIS a emp ear en es e caso

suelo, a as semi as 0 a materia vegetatlvo. d 4 kg/hes e a.

5.4 lnoculacion de las semillas El tipo de inoculante a usaf de pen de de la

leguminosa que se va a sembrar ya que hay una
El inoculante se puede adicionar a la semilla y su especificidad de esta con la bacteria. Actualmente se

cantidad dependera del tamafto de la misma. Para esta cuenta con inoculantes efectivos para las siguientes
practica se recubre la semilla con el inoculante con leguminosas:
ayuda de una soluci6n adherente.

de grano : soya, frijol, lenteja, mani.
1- Preparar la soluci6n adherente, entre estas las de cobertura y forrajeras: Desmodium, Arachis,

mas usadas son azUcar comercial a115% disuelto Pueraria, Flemingia, Centrosema, alfalfa,
en agua (3 cucharadas de azUcar por litro de Stilosantes, canavalia.
agua), goma arabiga (30%), almid6n de yuca arb6reas: por6, madero negro, cenizaro, guanacaste.
(20%) 0 metil celulosa (5%).
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Ademas se estan realizando investigaciones para d- Competencia y sobrevivencia de cepas
obtener inoculantes efectivos en otras leguminosas de

interes agricola. En los ensayos de campo hay que tomar en cuenta

la capacidad de las cepas en competir con otras
6. RAZONES PARA LA AUSENCIA DE adaptadas al suelo y ademas su sobrevivencia bajo

RESPUEST A A LA INOCULA CION condiciones adversas.

e- Factores limitantes
1. Suelo contiene bacterias fijadoras poco

eficientes. Algunos factores fisicos, quimicos y biol6gicos que
2. Inoculate no viable 0 ineficiente afectan la capacidad de fijaci6n de nitr6geno.
3. Condiciones ambientales no favorables . ,. , .
4. Muerte de bacterias por contacto directo con f- ProductiOn de moculantes y tecnlcas de

fertilizantes 0 sustancias quimicas t6xicas. inoculation

5. ~xi.stencia de otros factores nutricionales Una vez que se cuente con inoculantes de alta calidad
lI~ltantes en el suelo para el hue sped y/o la bac- es necesario realizar estudios para determinar la forma
tena. mas efectiva de su aplicaci6n en los cultivos.

6. Antagonismo microbiano
g- Efecto de plaguicidas

7 TECNICAS EXPERIMENT ALES ADAP- La literatura s.efiala.que varios agr~quimicos pueden
. afectar la sobrevlvencla de las bactenas, de alii que se

TAD AS EN LA TECNOLOGIA Y debeconocerelefectodealgunosproductosutilizados
MANEJO DE Rhizobium: INVERNA- en los cultivos.
DERO Y CAMPO
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