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1. INTRODUCCION

Existe una reserva limitada del nitrégeno en el suelo
debido a las pocas fuentes existentes y a la utilizacién por
las plantas, lo que hace necesario la aplicacién de
fertilizantes naturales y sintéticos, pero estos solo cubren
una fraccién del total necesario para la agricultura. Las
plantas de la familia de las leguminosas pueden satisfacer
sus necesidades de nitrégeno mediante la adicién de
fertilizantes y a través de la Fijacién Biolégica de Nitrégeno,
que involucra la reduccion del nitrégeno atmosférico a
amonio. Esta fijacién ocurre mediante una simbiosis, en
donde participan dos miembros: la leguminosa y la bacte-
ria del género Rhizobium y el efecto mas importante de la
asociacion es la adquisicion del nitrégeno de la atmésfera.

2. ECOLOGIA DEL Rhizobium:

El Rhizobium, se encuentra en el suelo no solamente en
la rizosfera o zona de raices de las leguminosas sino
alrededor de otras plantas y principalmente agregados a
los coloides del suelos. Generalmente el Rhizobium vive
saprofiticamente en el suelo, utilizando fuentes de energia
y sustancias nitrogenadas del medio.

En el suelo la bacteria ademdas de sobrevivir necesita
multiplicarse, competir con la microflora nativa, colonizar
la rizosfera, poseer habilidad de formar nédulos y
principalmente ser eficiente en la fijacion de nitrégeno.
Teniendo en cuenta los procesos dindmicos que ocurren
en el suelo a cada instante es posible imaginarse los
numerosos factores que influyen en la poblacién nativa de
Rhizobium y 1a poblacién inoculada en esta bacteria en el
medio.

La habilidad de los organismos para fijar nitr6geno en
el campo se ve fuertemente influenciado por las condiciones
ambientales prevalentes. Estos factores pueden ser fisicos
(temperatura y humedad), efectos téxicos (acidos,
aluminio), nutricionales (diferencias de elementos) o
ecolégicos (antagonismo).
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2. FACTORES QUE AFECTAN LA
FIJACION

Una buena nodulacién y una eficiente fijacién de N2
antes que todo dependen de la carga genética de la plantay
del Rhizobium, de una adecuada combinacién entre la
variedad de la planta y la cepa de la bacteria, ademas de
otros factores como una buena capacidad de sobrevivencia
del Rhizobium en el suelo, habilidad competitiva del Rhizo-
bium en relacion a cepas nativas, si éstas existen en el suelo,
y alta capacidad invasora del Rhizobium, alto nimero de
bacterias en la rizosfera, etc.

Sin embargo, aunque las condiciones expuestas fueran
satisfactorias, una buena inoculacién puede resultar en un
fracaso debido a la interferencia de factores ambientales
en la formaci6n de los n6dulos.

2.1 Factores edafoclimaticos

La comprension de los factores climéticos y de suelo
que afectan la simbiosis es indispensable para hacer
posible la introduccién y establecimiento de los
inoculantes.

En los paises de Centro América algunas
leguminosas se cultivan en suelos de baja fertilidad,
con problemas de acidez, toxicidad de algunos
elementos, salinidad, etc; con fuertes pendientes y muy
degradados, esto demuestra que para un mayor €xito
en los estudios de inoculacién se debe trabajar con cepas
y variedades tolerantes a tales condiciones (Alvarado
et.al., 1993).

Estudios realizados en laboratorio e invernadero han
permitido obtener cepas altamente efectivas (Ortizet.al,,
1990), pero cuando son introducidas en el campo no
mantienen sus caracteristicas, muchas investigaciones
han demostrado que este efecto se debe a factores
ambientales a los que se les ha prestado muy poca
atencion.
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La presencia de nitrégeno mineral en el suelo inhibe
el desarrollo de nodulos y también la fijacién de N,
siempre y cuando este se encuentre en dosis elevadds
(mayores de 50 kg/ha). Esto ha sido correlacionado
directamente con la relacién C:N en el tejido de la
planta, donde relaciones altas favorecen y relaciones
bajas inhiben la nodulacién. Sundstrom et al, (1982)
evaluaron el efecto de la compactacién y la fertilizacién
nitrogenada sobre la nodulacién y encontraron una
disminucién de la nodulacién a densidades aparentes
bajas y a dosis de nitrégeno superiores a los 25 kg de
nitrégeno por hectarea.

A pesar de esto, a veces es favorable aplicar una
pequefia cantidad de fertilizante nitrogenado (30 kg/
ha) a la hora de la siembra, para suplir la necesidad de
la planta por este elemento durante los estados iniciales
de la infecci6n y crecimiento nodular, cuando el proceso
de fijacién no se ha establecido (Vargas et.al., 1990).

Existen otros nutrientes que juegan un papel muy
importante en la fijacién de nitrégeno entre estos
podemos destacar el: P, K, Ca, B, Mg, S, Mo, Cu, Zn,
Co, donde tiene especial atencion el fésforo, de alli que
se estén seleccionando cepas que puedan desarrollarse
a bajos niveles de este elemento.

Algunos estudios sobre el efecto del sombrio y pH
en la nodulacién en frijol demostraron una disminucién
severa en el desarrollo de los nédulos en la sombra al
igual que a pH inferiores a 5,5 o superiores a 6,8
(Vencatasamy et al, 1981). Acufia et al.(1989)
encontraron que en suelos de baja fertilidad y alta acidez
se obtuvo un efecto beneficioso sobre la nodulacién
cuando se fertilizo con fésforo y calcio. Se ha observado
ademas que plantas dependientes de la fijacion biol6gica
de nitrégeno requieren de més fésforo que las que
utilizan nitrégeno mineral. La aplicaci6n de fertilizante
fosférico mejora la nodulacion y la efectividad de la
fijacién (Singleton et al, 1985; Rosas y Bliss, 1986;
Morales, 1987; Vargas y Ramirez, 1989).

Espinoza, et al (1985) estudiaron el efecto de la
sequia sobre la sobrevivencia de Rhizobium en frijol y
encontraron que el nimero de nédulos formados por
las cepas inoculadas fue estadisticamente inferior al
valor obtenido en los tratamientos bajo riego.

Hungtinton (1984) encontr6 en estudios sobre la
influencia de la labranza en la respuesta a la inoculacién
con Rhizobium, que la misma no se vio afectada con el
tipo de labranza evaluada. Galomo et al.(1980)
estudiaron la respuesta a la inoculaciéon y a la
fertilizacién de cuatro variedades de frijol sembradas
en un sistema mecanizado y en otro tradicional y obtuvo
los mayores rendimientos en el sistema tradicional sin

la aplicacion de fertilizante y con la aplicacién de
inoculante. Uribe et al.(1990) en estudios realizados
bajo condiciones de minima labranza observaron que
la respuesta a la inoculacion vari6 en tres localidades
con caracteristicas ambientales diferentes.

2.2 Factores biolégicos

Cepas nativas:Muchos de los estudios realizados con
la inoculacién de cepas en varios cultivos no mostraron
los resultados esperados debido a la presencia de cepas
nativas, que en algunos casos son mas competitivas y
menos efectivas que las introducidas. esta situacién
obliga a la bisqueda de cepas altamente competitivas y
a la vez efectivas en la FBN.

Presencia de otros organismos: Dafios causados a las
plantas por fitopatégenos e insectos llegan a afectar
indirectamente la fijacién de nitr6geno al verse reducida
su capacidad fotosintética. También algunas larvas de
insectos se alimentas directamente del contenido de los
nédulos. Por otro lado, la presencia de protozoarios en
el suelo, quienes son los principales depredadores de
las bacterias, tienden a afectar drasticamente las
poblaciones (Acuila y Ramirez, 1992). Estas
condiciones reducen significativamente la capacidad de
fijar nitrégeno.

Efecto de plaguicidas: La literatura menciona que
algunos plaguicidas, especialmente fungicidas aplicados
a la semilla o al suelo, afectan negativamente las
poblaciones de Rhizobium. Algunos trabajos realizados
en el pais demostraron que fungicidas como el Captan
y Carboxin redujeron las poblaciones de bacterias
inoculadas a la semilla (Acuifia y Ramirez, 1986).

3. SELECCION DE CEPAS

Durante muchos afios se ha realizado investigacion
sobre la seleccion de cepas de Rhizobium en gran cantidad
de leguminosas de importancia agricola. Su importancia
radica en la necesidad de contar con bacterias altamente
efectivas en el proceso de fijacién y capaces de establecerse
en diversos ambientes, sin embargo, los resultados
obtenidos hasta ahora han sido muy variables.

Mediante algunas técnicas se puede aislar y reproducir
la bacteria que est4 dentro del nddulo. Esto permite realizar
estudios de la capacidad de fijacién y de la ecologia de
Rhizobium. Dos de los aspectos mas importantes en los
estudios de fijacién son la infectividad o capacidad de una
cepa de nodular, un hospedero dado y la efectividad o
capacidad relativa de la asociacién planta- bacteria, una
vez establecida, para asimilar el nitrégeno molecular. Estos
estudios permiten obtener cepas de Rhizobium muy
eficiente que pueden ser usadas en la fabricacién de
inoculantes.
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Para el cultivo del frijol, desde el afio 1989 se han
realizado estudios de seleccion de cepas. Se cuenta con
una coleccién de aproximadamente 150 cepas, las cuales
han sido sometidas a pruebas de seleccién a nivel de campo
en diferentes lugares del pais. Actualmente se cuenta con
varias cepas muy promisorias para ser utilizadas en
siembras comerciales de frijol en algunas regiones.

Estudios realizados sobre la seleccion de cepas para
soya lograron determinar las mejores cepas para ser
utilizadas en la fabricacién de inoculantes para dicho cultivo
(Acufia et.al., 1987).

4. BENEFICIOS DE LA FIJACION
BIOLOGICA DEL NITROGENO

Los beneficios que se obtienen de la fijacién biologica
del nitrégeno estaran entonces ligados a una buena
nodulacién y a la eficiencia de ésta en el proceso de fijacién.

Se sabe que las leguminosas son (siempre que sean
eficientemente noduladas) nutricionalmente 2 a 3 veces méas
ricas en proteina que los cereales, ademés de poseer algunas
de ellas grandes cantidades de aceite, los cuales se utilizan
como oleaginosas (soya, mani). Por otro lado, siendo el
consumo de alimentos superior a la produccion; asf como
la gran deficiencia proteinica en los paises subdesarrollados;
la obtencién de alimentos por éste medio es de suma
importancia.

Ciertas leguminosas como por ejemplo la soya (Gly-
cine max) es capaz de suplir sus necesidades de nitrégeno
en un 100% a través de esta asociacién simbidtica, por lo
que ¢l uso de fertilizantes nitrogenados pasa a un segundo
plano; obviandose asi la utilizacién de estos.

En el cultivo de frijol, durante los tltimos 7 afios, se ha
realizado investigaciéon con la finalidad de obtener un
inoculante de alta efectividad. Algunos resultados
demostraron que es posible lograr incrementos en los
rendimientos que oscilan entre un 20 y 60% cuando se in-
ocula con cepas altamente efectivas en el proceso de fijacion
de N (Uribe et.al., 1990; Acuiia y Uribe, 1996).

En Ensayos realizados en Costa Rica en el cultivo del
mani (Arachis hypogea var. Argentina) para evaluar el
efecto de inoculacién, se obtuvo resultados estadisticamente
significativos siendo los resultados de produccién los
siguientes: tratamiento sin nitrégeno y sin inocular con
fertilidad de campo 2.800 kg/ha y 6.600 kg/ha el tratamiento
inoculado mas la fertilidad nativa (Vargas y Ramirez, 1989).

La utilizacion de leguminosas forrajeras es una posible
solucién de bajo costo para el incremento en la produccion
de leche y carne; ya que actualmente la ausencia general
de leguminosas nativas de alto rendimiento, la baja

productividad y escaso valor nutritivo de las gramineas
(nativas) imponen severas limitaciones a la produccién
animal (Le6n et.al., 1986).

También se debe considerar la contribucién de las
leguminosas de cobertura en la mejoria de ciertas
caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas de los
horizontes superficiales del suelo.

Las leguminosas arbéreas contribuyen con produccion
de biomasa y fuente energética como carbén, madera, etc.

Investigaciones realizadas durante los ultimos afios
demostraron que con el uso de inoculantes en frijol se logro
obtener un incremento considerable en la produccién y con
la aplicacién de menor cantidad de fertilizante nitrogenado,
lo que asegura una reduccién en los costos de produccion.

El Laboratorio de Microbiologia de Suelos del Centro
de Investigaciones Agronémicas (UCR), cuenta con la
tecnologia de produccién de inoculantes, bajo el nombre
comercial de PROBIOL, que pueden ser utilizados en
aquellas zonas donde se ha obtenido una favorable
respuesta. A continuacion se mencionan algunos aspectos
relacionados con la produccién de inoculantes.

5. PRODUCCION DE INOCULANTES

La explotacion agricola de cepas de Rhizobium
selecionadas que son altamente efectivas en la fijacion de
nitrégeno depende de la disponibilidad de una tecnologia
de inoculacién en la cual la cepa se cultiva en forma masiva,
se incorpora en un material que sirve como soporte en el
que sobrevivira durante su distribucion y estacién en el
mercado, lo que permitird introducirlas al suelo en
cantidades adecuadas para que nodulen a las leguminosas
sembradas.

5.1 Los inoculantes para leguminosas

Los inoculantes son productos biolégicos
fabricados a base de un material acarreador o soporte
(en la mayoria de los casos se emplea suelo de turba) y
de un caldo de bacterias crecidas en un medio de cultivo.
La funcién de los inoculantes es la de proveer a las
plantas de la familia de las leguminosas un alto
porcentaje del nitrogeno que la planta requiere para su
desarrollo y produccion, esto debido a la capacidad de
las bacterias de hacer disponible el nitrégeno
atmosférico.

Su uso ha permitido obtener incrementos en
produccién entre un 30 y 60% en algunas leguminosas
y un aporte de nitrégeno al cultivo que va de 50 a més
de 200 Kg/Ha, reduciendo asi grandemente la
fertilizacion nitrogenada.
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5.2 Fabricacién de los inoculantes:

Uno de los primeros pasos para la produccién de
inoculantes es obtener cepas de Rhizobium que sean
altamente efectivas cuando se adicionan a la leguminosa
especifica. Aquellas bacterias que mostraron alta
eficiencia durante las etapas anteriores se puede
multiplicar masivamente en medios de cultivo liquido
mediante procesos de fermentacion. Comprobada su
eficiencia se pone la bacteria a crecer masivamente en
fermentadores bajo condiciones controladas de
esterilidad. Para comprobar su pureza se realiza un
control del caldo.

Una vez que se tiene maximo crecimiento de la bac-
teria (10'° cel/ml de caldo) ésta se adiciona a un mate-
rial acarreador o soporte que debe presentar varias
caracteristicas: alto contenido de materia organica,
textura muy fina, alta capacidad de retencion de
humedad y bajo pH. dentro de estos materiales el mas
empleado es el suelo de turba, el cual se origina en sitios
que permanecen la mayor parte del afio bajo inundacién
(Ledn et.al., 1986). Este material debe molerse,
neutralizarse y esterilizarse,luego de mezclarse realiza
el envasado en bolsas plasticas que permitan
intercambio gaseoso.

Posteriormente el inoculante se almacena por 1-2
semanas a temperatura ambiente y luego se realiza el
control de calidad del mismo. La poblacién minima
que debe contener el inoculante es de 5x10® bacterias
por gramo de inoculante. Cuando se tiene esta poblacién
se almacena a temperaturas entre 7 y 10°C hasta su uso,
el cual debe ser hasta un maximo de seis meses después
de la fabricacién.

5.3 Técnicas de inoculacion

La inoculacién consiste en la aplicacién masiva de
bacterias al suelo para asegurar una mayor produccién
de nédulos radiculares y fijacién de nitrégeno. Esta
puede realizarse de diferentes formas: inoculacién al
suelo, a las semillas o al material vegetativo.

5.4 Inoculacion de las semillas

El inoculante se puede adicionar a la semilla y su
cantidad dependeré del tamafio de la misma. Para esta
practica se recubre la semilla con el inoculante con
ayuda de una soluci6n adherente.

1- Preparar la solucién adherente, entre éstas las
mas usadas son azicar comercial al 15% disuelto
en agua (3 cucharadas de aziicar por litro de

. agua), goma aréabiga (30%), almidon de yuca
(20%) o metil celulosa (5%).

2- Colocar la semilla sobre una lona o dentro de un
balde y adicionar 10 ml de la solucién adherente
por kg de semilla

3- Mezclar la semilla hasta que quede
uniformemente humedecida.

4- Adicionar el inoculante sobre la semilla. Aplicar
50 g por Kg de semillas pequeiias (alfalfa, kudzi,
etc.) y 10 g por Kg de semillas grandes (frijol,
soya,etc.). Mezclar bien hasta que se observe un
buen recubrimiento de la semilla, posteriormente
se pone a secar a la sombra (20 minutos) y luego
se siembra.

5.5 Inoculacion de material vegetativo

Para la siembra de material vegetativo la cantidad
de inoculante a usar estara de acuerdo con la distancia
de siembra. Por ejemplo, para sembrar una hectarea en
Arachis pintoi se utilizan aproximadamente 150 plantas
o estolones en 100 m lineales; la inoculacién se realiza
de la siguiente forma:

1- Se mezcla 1 kg de inoculante con 600 ml de
solucién adherente y se agrega suficiente agua
hasta completar 20 Its en un estafién o balde.

2- La inoculacién del material vegetativo puede
hacerse colocando éste dentro de la solucién
liquida para que quede bien recubierto o
asperjando sobre el mismo la solucién con una
bomba de fumigar.

Con esta cantidad se puede asperjar el material
vegetativo necesario para sembrar una hectarea. Esto
se realiza inmediatamente antes de la siembra.

5.6 Inoculacién al suelo

Esta se realiza aplicando el inoculante directamente
en el fondo de surco de siembra o sobre la semilla y
posteriormente se tapa. La dosis a emplear en este caso
es de 4 kg/ha.

El tipo de inoculante a usar depende de la
leguminosa que se va a sembrar ya que hay una
especificidad de ésta con la bacteria. Actualmente se
cuenta con inoculantes efectivos para las siguientes
leguminosas:

de grano : soya, frijol, lenteja, mani.

de cobertura y forrajeras: Desmodium, Arachis,
Pueraria, Flemingia, Centrosema, alfalfa,
Stilosantes, canavalia.

arbéreas: pord, madero negro, cenizaro, guanacaste.
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Ademas se estan realizando investigaciones para
obtener inoculantes efectivos en otras leguminosas de
interés agricola. ~

6. RAZONES PARA LA AUSENCIA DE
RESPUESTA A LA INOCULACION

1. Suelo contiene bacterias fijadoras poco
eficientes.

2. Inoculate no viable o ineficiente

3. Condiciones ambientales no favorables

4. Muerte de bacterias por contacto directo con
fertilizantes o sustancias quimicas toxicas.

5. Existencia de otros factores nutricionales
limitantes en el suelo para el huesped y/o la bac-
teria.

6. Antagonismo microbiano

7. TECNICAS EXPERIMENTALES ADAP-
TADAS EN LA TECNOLOGIA Y
MANEJO DE Rhizobium: INVERNA-
DERO Y CAMPO

Las prioridades de investigacién en la simbiosis
Rhizobiu - leguminosa en una regién donde la investigacion
est4 en el inicio es bastante subjetiva; pero se puede
encausar hacia los siguientes puntos:

a-Evaluacion de la necesidad de inoculacion

La seleccion de cepas para la eficiencia en la fijacién
del N puede ser inutil si las especies de leguminosas
forman nodulacién eficiente con las cepas nativas.

Esta situacién es encontrada a menudo entre
leguminosas tropicales como una consecuencia de su
alta promiscuidad, o sea, forman nédulos eficientes con
rizobios adaptados a otras especies de leguminosas.

b- Eficiencia de los inoculantes disponibles

Estos deben responder a las condiciones ambientales
donde van a ser utilizados

¢- Coleccion y seleccion de cepas
Es necesario contar con las facilidades para el

almacenamiento de cepas efectivas que puedan ser
utilizadas para trabajos de seleccion.

d- Competencia y sobrevivencia de cepas

En los ensayos de campo hay que tomar en cuenta
la capacidad de las cepas en competir con otras
adaptadas al suelo y ademas su sobrevivencia bajo
condiciones adversas.

e- Factores limitantes

Algunos factores fisicos, quimicos y biologicos que
afectan la capacidad de fijacién de nitrégeno.

f- Produccion de inoculantes y técnicas de
inoculacion

Una vez que se cuente con inoculantes de alta calidad
es necesario realizar estudios para determinar la forma
mas efectiva de su aplicaci6n en los cultivos.

g- Efecto de plaguicidas

La literatura sefiala que varios agroquimicos pueden
afectar la sobrevivencia de las bacterias, de alli que se
debe conocer el efecto de algunos productos utilizados
en los cultivos.
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