Efecto de los Protozoarios sobre la Nodulacion en Frijol
(Phaseolus vulgaris)®

ABSTRACT

A study was conducted to determine the effect of a soil
flagellate on survival and multiptication of Rhfzobium lepumino-
sarum blovar. phaseoli and on nodulation of cominon beuns
{(Phaseolus vulgaris) var. Mexico 80 grown [n growth pouches
under greenhouse conditiens, The plant growth selution In the
pouches was noculated with Rhizobium steain CR-409 (CIAT
166} at two densftles T x 10 and I x 10 bacteria ml? with and
without protozoa (1 x 10° and m!™", Each growth pouch had two
plants and each treatment consisted of four growth pouches
{replicates). Bacterial counts were made on yeast extract manni-
tol amended with § ppm of brilfiant green and the protozoa
threugh the mest probable number technigue at days 6, 2, 4, 6
and B after the treatments were applied. Protezoa reduced the
population of bacteria in comparison with the controls with no
protazos at both rates of bacterial Inoculation; there was an
increase in the protozean population only at the high rate of
inocolation. The decrease In the number of bacterla was also
concomlitant with a decrease in nodulation, measured as noduale
dry welght per plant, from 35.5 mp to 19.6 mg at the low rate of
inoculation and from 12.8 mg to I 4 mg at the high rate of
Inoculation. Reasons for the difference between the two ratesare
discussed. The data presented support the view that protozoea
may negafively affect nodulatlon.

INTRODUCCION

a multiplicacidn de bacterias del género
Rhizobium en la rizésfera antecede a la infec
cién y formacién de los ndédulos radicales en
las leguminosas capaces de formar simbiosis (8, 10). En
estas estructuras se dan las condiciones fisioldgicas
adecuadas para que los bacteroides realicen la fijacién
biologica del N, proceso de relevancia ecoldgica y
agrondmica,
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COMPENDIO

Seevalud el efecto de un flagelado (protezoarie), alslado del
suelo, sobre la supervivencia y multiplicaclén de Rhizobium
leguminosarum biovar. phaseoli, y Ia noduizcién en frijol comdn
{(Phaseolus vulgaris) var. México 80, cultivado en bolsas de
crecimlento para plantas, en condiclones de Invernadere. Se
Inoculd 1a solucién nautritiva con 1a cepa de Rhizobium CR-409
{CIAT 166) en dos nlveles finales de fa poblacién, 1x 104y 1x10*
bacterias por milllitre de medie, con y sin protozoarios Inoculs-
dos (I x 10%) por miilliitro. En cada bolss de crecimiente se
sembraron dos pliatulas del frijol; en total se dispuse de coatro
bolsas (repeticlones) por tratamiento. Sereallzaren recuentos de
bacterias en agar, levadura manitol mds verde brillante (5 ppm)
¥ de protozoarios mediante Ia téenlea del ndmero mds probable,
nlos 0,2, 4, 6y B dias despuds de aplicados los tratamlentos. La
presencia de protozoarioes redujo ta poblacién de las bacterins en
relaciGn con los tratamientos sin protozonrios en ambos niveles
delndculo, solo en el case del alto Indeulo bacterial hubo aumento
deia poblacién de protozoaries. La disminucién de la poblacton
bacteriana fue acompaiada de una disminueién en fa nodulaclén
en ambos casos, de 35.5 mg en peso pero seco de nédulos por
planta 3 19.6 mg en el bjo indeulo y de 12.8 mg a 1.4 mg en ef alfo
infcufo bacteriano.

La colonizacion de la rizédsfera del frijol v, tal vez,
de otras leguminosas por Rhizobium, previa a la infec-
cién y formacién de los nédulos, podria determinar en
gran medida el éxito de la inoculacién; pero ha sido
poco estudiada.  Factores fisicoquimicos y bioldgicos
alectan la supervivencia y multiplicacién de las bacte-
rias en el suelo, a saber: pH, T, humedad, presencia de
substratos, parasitismo, competencia y depredacién
(1}. Las interacciones entre estos faciores no se conoce
bien, lo que impide mejorar las préicticas de manejo y
obtener un mayor beneficio de Ia fijacidn biol6gica de
nilrégeno, sobre todo mejorando la nodulacién con
cepas escogidas, aun en compelencia con las nativas,
generalmente mas competitivas (6).

Investigaciones anteriores han impuesto un papel
importante a los protozoarios del suelo en Ia depreda-
cion de baclerias en general (13) y Rhizobium en parti-
cular (2, 3, 5). Ademds, Ramirez y Alexander (9)
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sugieren que la activa multiplicacidén bacteriana (in-
cluyendo Rhizebium) resultante de la mayor disponibi-
lidad de sustratos de fécil utilizacidén, que proviene del
efecto espermosférico y rizosférico en plantulas de
frijol comdin, causa un aumento drastico en la actividad
de los protozoarios del suelo, seguida de una reduccidn
en el ndmero de los rhizobia cercanos a 1 x 10° gl (5).
Es decir, el influjo de carbono uiilizable causa otra
dindmica entre presa (bacterias} y depredador (proto-
z0arios), lo que harfa pensar en un decrecimiento im-
portante de las poblaciones de Rhizobium, a un punto
gue afectaria 1a nodulacidn.

En esta investigacidn se mejord la nodulacién por
cepas inoculadas, al disminuir la actividad depredadora
de los protozoarios en los suelos mediante inhibidores,
Io cual implica la actividad de los protozoarios; sin
embargo, a evidencia no fue directa.

En el presente trabajo se estudi¢ el efecto de los
protozoarios aislados del suelo sobre 1a supervivencia
de rhizobia y la nodulacién en plintnlas de frijol (P.
vulgaris1..), bajo condiciones controladas, También se
muestran datos experimentales del efecto directo de los
mismos sobre el patrén de nodulacién,

MATERIALES Y METORBOS

Se utilizd la cepa de R. leguminosarum biovar.
phaseoli C.R- 409 (CIAT 166) de la bacterioteca del
Centro de Investigaciones Agrondmicas de la Univer-
sidad de Costa Rica, y Ia variedad de frijol (P. vulgaris
L.) “México 80”. Las bacterias crecieron en frascos
Erlenmeyer de 250 m] con medio extracto de levadura
manitol (14} y se incubaron a temperatora ambiente
(21°C - 26°C) bajo agitacidn constante a 120 rpm,
durante tres dias, hasta alcanzar aproximadamente 1 x
10° ml? bacterias por mililitro. Las bacterias fueron
lavadas dos veces por centrifugacién con solucién
nuiritiva para plantas (12) antes de ajustar la turbiedad
de la supensidn bacteriana con el nefelémetro de Mac-
Farland (7) y las inoculaciones a los valores iniciales
que se indican el Cuadro 1.

Para aislar el protozoario se humedecié a capaci-
dad de campo un suelo por tres dias; luego se tomd una
muestra de ! g y se inoculé en 20 ml de caldo proteosa
peptona-sacarosa (1 y 0.5% respectivamenic), con el
propdsito de promover primero la multiplicacidn bac-
terianay, luego, lade los protozoarios. A los cuatro dias
de incubacidn, se tomd una muestra para hacer el re-

cuento del ndmero méis probable (NMP) de acuerdo con
la metodologia de Singh (11}, pero usando placas de
microtitelo. Se wtilizé Ia misma cepa de R. legumino-
sarwm como luente de alimento (presa) para permitir la
multiplicacién de los protozoarios en los reservorios.
Se aislaron los protozoarios de la mayor dilucidn posi-
liva y se repitié el recucnio del NMP para asegurar su
homogeneidad al reaislar de la mayor dilucidn el proto-
zoario {un flagelado).

Cuadro 1, Supervivencla de Rhizobium leguminosarum blovar.
phaseoli y protozoarios del suele en la seluclén nutrl-
tiva de bolsas de creclmiento con pléntulas de frijol
(Phaseolus vulgaris) y su cfecto sobre la nodulacién.

Dias de Niimero de rhizobia y protozoa (x 10° ml')
incubacion Indeulo bacteria inicial
Bajo Al
Protozoarios Protozoarios
. + - +
& 1 1 100 0G0 100 000
-1 (1}
2 270 420 290 000 2000
{0.4%) (10}
4 8700 900 180 000 2000
{0.49) ]
6 3500 2 000 54000 310
(0 98) an
8 270 160 3000 270
Peso sceo
nédules (mg/
planta} 351 96 128 14

* Ndmero de protozoarios entre paréntesis.

Las semillas de frijol se trataron con solucion de
cloruro de mercurio acidulado al 0.01% (14) por cinco
minutos v se lavaron cinco veces con agua destilada
estéril. La germinacion se realizé en placas de Petri con
agar agua. Las pldntulas con una radicula de 2.5 cm se
trasplantaron a las bolsas de crecimiento estériles, que
contenian 100 ml de solucidn nutritiva para plantas
(12). Una vez gue las raices alcanzaron la solucidn en
el fondo de ta bolsa de policarbonato, las soluciones se
inocularon con las bacterias para obtener dos concen-
traciones, 1 x 107 y 1 x 10% bacterias por mililitro, A la
mitad de las bolsas se le afadid una suspension de
protozoarios purificados (vide ante) a una concentra-
cidn de 1 x 10. Las bolsas de crecimiento fueron
inoculadas en un ndmero relativamente allo de proto-
zoarios (10* mi? con ¢l fin de contar, desde un inicio,
con una presion alta de depredacidn en la solucion.
Durante el experimento, diariamenie, sc reajusté el
conlenido de agua en 100 mililivros. Cada vez se toma-
ban las muestras.  Se usaron dos plantas por bolsa y
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cuatro repeticiones en un disefio de irrestricloal azar. A
los 2, 4, 6 vy 8 dias después de la inoculacion, se
elaboraron recuenios de bacterias y protozoarios. Para
las bacterias se us6 la técnica de dilucidn en placa sobre
medio ALM + 3 ppm de verde brillante y para el
recuento de protozoarios la técnica de NMP. El peso
seco de nddulos se determing a los 20 dias de aplicados
los tratamientos.

RESULTADOS Y DISCUSION

El Cuadro 1 presenia los resultados obtenidos. En
todas las plantas se esperaba nodulacion, pues la solu-
cién-bafio se inoculd con rhizobia compatible y efec-
tiva con la variedad de {rijol empleada. L.as baclerias
inoculadas con un némero bajo fueron estimuladas por
los exudados radicales del frijol, capaces de multipli-
carse en la solucidn que bafiaba las raices y migrar hasta
Tos sitios de infeccién desde os pelos radicales, ya fuera
por arrastre de la solucidn-bario debido a la capilaridad
del papel o por quimiotaxis positiva. Los protozoarios,
cuya iinica fuentc de alimento fueron las bacterias,
estaban tanto en la solucién nutritiva como en las raices
y, en estas condiciones experimentales, se permitig cl
estudio de su efecto directo sobre la nodulacién

Por el método de aislamiento empleado habia cer-
teza de que el flagelado en cuestidn, era capaz de repro-
ducirse aprovechando exclusivamente las bacterias co-
mo fuente de alimento. En este caso el protozoario se
cscogio para probar la hip6tesis de que la depredacidn,
bajo las condiciones experimentales empleadas, era
capaz de allerar el pairdn de nodulacién. De estos
resuliados no se puede inferir que en el suclo, donde se
aisld el mismo, sea el principal agente depredador de las
bacterias si estas fueron inoculadas a las mismas dosis
en suelo sin esterilizar. Tampoco se puede gencralizar
Ia importancia del flagelado en otros suelos, pues las
poblaciones son hastante heterogéneasy, posiblemente,
varias especies de protozoarios sc estimulan al afiadir
una presa coma Rhizobium.

La iinica fuente de sustratos para ias bacterias fue-
ron los radicales exudados por las plantulas de frijol, al
ser capaces de multiplicarse en la solucién que baffaba
las rafces. Hecho que fue mis notorio en el tratamienlo
sin protozoarios; a los cuatro dias de incubacion mostré
un 1otal de 8.7 x 10 ml" rhizobia, cerca de un factor 10
mds grande, comparado con el lratamiento con proto-
zoario. A los seis y ocho dias de incubacidn las
proporciones no variaron. El mimero de prolozoarios

{ue constante, logue indica que lamultiplicacidn bacteri-
ana en los exudados fue apenas suficiente para man-
tener la poblacién inoculada al inicio. Por otro lada, Ia
poblacién maxima oblenida sin protozoarios represen-
1arfa el potencial limite de colonizacidn Rhizebium que
resulta del aprovechamiento de los exudados radicales
en las condiciones experimentales empleadas.

La cafda brusca de la poblacidn rhizobia del dia
cuarto al actavo no se pucde explicar con claridad, a
menos que existiera lisis y/o aglutinacion de las bacte-
rias. De toda forma, los protozoarios fueron capaces de
reducir drasticamentie ka nodulacién pues la misma fue
la mitad en relacidn con la inoculacién en el nivel bajo
con Rhizabium (19.6 versus 35.1 mg por planta, peso
seco de nddulos). Estos resuliados evidencian una
correspondencia entre la cantidad de bacterias en la
solucidn y la nodulacion durante el experimento. Cabe
recordar que en el momento de inocular Ia solucién-
bafio con los diferentes tratamicntos, las plantulas de
frijol presentaban ya pelosradicales y, por lo Lanio, eran
susceplibles de ser noduladas.

Los resultados consgguidos en el nivel alio de
inoculacién con Rhizebinm (1(° ml") mostraron un
aumento de la poblacidn bacteriana hasta 2.9 x 10° que
perfectamente se deberia al uso de sustratos y/o Ia
utilizacién de las reservas enddgenas de las bacterias al
inocularse. Detodas maneras, el aumnento relativode la
poblacién bacteriana, en ausencia de protozoarios, fue
mucho menor en cuatro dias; en el caso del nivel bajo de
indculo apenas se duplicd ka poblacidn mientras que en
el iltimo aumentd casi por un factor de 10 000. Esto
indicaria que la cantidad de exudados radicales no fue
suficiente para soportar la multiplicacidn de una pobla-
cidn bacteriana tan alla y/o a la existencia de otros
factores limitantes del crecimiento. El hecho que sea la
primera alternativa estd determinado por los resultados
obtenidos en ¢l nivel bajo de indeulo, donde la coloni-
zacién bacteriana no aleanzd niveles muy alos. En
niveles altos de inéculo hubo una cafda dréstica de la
poblacién bacteriana, situacidn para la que no hay una
explicacién clara. Los protozoarios se reprodujeron en
el nivel aito de indculo bacteriano, por un factor de 10
al cabo de dos dfas, para llegar a un méximo de 1.7 x 10°
en seis dias. Eacl octavo dia a pesar de que el ndmero
sabreviviente de bacterias fue similar al existente en el
nivel bajo de inGcuio sin protozoarios, la nodulacidn
fue apenas perceptible. Aunque se hizo el recuenlo en
la solucién-bafio, no se pudo descartar que parte del
efecto de los protozoarios sobre 1a nodulacion se debia
2 la depredacidn directa de los flagelados en las cerca-
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nias o en los pelos radicales. Ademis, 1a excrecién de
amonio de los protozoarios (13) puede haber inhibido Ia
nodulacién (4).

La nodulacion observada en ausencia de protozoa-
rios fue menor que en el nivel bajo de inoculacidn.
Posiblemente la lisis y/o la saturacién de los sitios de
infeccidn la afectaron,

Laos resultados presentados muestran una eviden-
ciadirecta de que, en un sistema controlado, lapresencia
de protozoarios afecta decididamente la nodulacidn.
Esta informacidn es importanie para entender fos facto-
res ecoldgicos que afectan el proceso en condiciones de
campo y subraya el valor de realizar més estudios para
deterininar el papel de la depredacion en la nodulacion
in situ. Desde el punto de vista prictico los resultados
sugieren que una estrategia valida para aumentar la
colonizacién y la nodulacién es la inhibicién temporal
de los protozoarios del suelo durante el periodo que
antecede a la infeccidn (1, 9).
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