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El género y especie Rhizobium phaseoli es usado como inoculante en la produccién de Phaseolus vulgaris
(frijol), porque en los nédulos de sus raices, establece una simbiosis para fijar el nitrogeno molecular (FBN) y
suplir la demanda de nitrégeno (N) para un crecimiento sano. En el cultivo de P. vulgaris se aplican plaguicidas
en el control de insectos plaga de raiz, que evitan el efecto benéfico de R. phaseoli., por lo que los objetivos de
este trabajo fueron aislar y seleccionar R. phaseoli tolerante a diazinén. Para ello, R. phaseoli se crecié en caldo
extracto levadura manitol con diazinén y selecciono R. phaseoli tolerante al insecticida e inocul6 en P. vulgaris
para determinar la infectividad con base en el nimero de nddulos, mientras que la efectividad para la FBN en la
raiz, de acuerdo al incremento en el peso fresco y seco, en la altura de la planta, y en la capacidad para degradar
el diazindn. Se concluye que el R. phaseoli tolerante a diazin6n fue infectivo y efectivo para el sano crecimiento
de P. vulgaris.
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The genus and species of Rhizobium phaseoli are useful as an inoculant for the production of Phaseolus vulgaris
(beans) in the root nodules symbiotic stage fixes molecular nitrogen (FN) for supplying nitrogen (N) for healthy
growth. In P. vulgaris cropping, pesticides are used to control root insects, which could reduce the beneficial
effect of R. phaseoli. The purpose of this work was to isolate and select R. phaseoli diazinon’s tolerance. In that
sense, R. phaseoli were cultivated in a medium mixed with diazinon in order to select R. phaseoli tolerant to the
pesticide. This mutant of R. phaseoli tolerant to diazinon was inoculated in P. vulgaris the effect was evaluated
45 days later. The response of P. vulgaris was measured by the number of effective nodules at the roots, fresh
and dry weight, and the height of the plant. Results showed that R. phaseoli tolerant to diazinon kept its benefi-
cial activity for the healthy growth of P. vulgaris. It was concluded that R. phaseoli tolerant to diazinon were
infective and effective for the health growth of P. vulgaris.
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Introduccion

La simbiosis entre las leguminosas y Rhizobium, es
fundamental en la agricultura por el impacto positi-
Vo que tiene en el cultivo y consumo de Phaseolus
vulgaris y de otras leguminosas®. El inocular semilla
de P. vulgaris con R. phaseoli evita la hiperfertiliza-
cién nitrogenada al suelo, ademas de que asegura el
sano crecimiento y rendimiento rentable de P. vul-
garis® cuyo grano es considerado como uno de los
principales en México, en principio por el alto con-
sumo y produccion, de ahi la importancia econémi-
ca’,

Uno de los problemas para asegurar un sano creci-
miento de P. vulgaris, es el control de insectos-
plaga que dafan la raiz, con lo que evitan la accion
benéfica de Rhizobium phaseoli®, primero para ejer-
cer la infectividad o formacién de nddulos y la efec-
tividad o la capacidad de R. phaseoli para suplir
adecuadamente la demanda de nitrégeno (N) para
un sano crecimiento. En consecuencia, se aplican
plaguicidas que en lo general inhiben o aniquilan a
R. phaseoli, sin embargo, la informacion al respecto
es contradictoria, pues se reporta que el crecimiento
de R. phaseoli se inhibe con minimas concentracio-
nes de dicloro difenil tricloroetano (DDT) y folidol,
siendo incluso menores a los que se recomiendan en
el campo en el control de insectos-plaga de raices de
P. vulgaris. Mientras que otros sefialan que Rhizo-
bium spp., puede ser tolerantes a plaguicidas sin
perder la capacidad infectiva y efectiva®®. Asf se ha
reportado que la nodulacién en el sistema radical de
P. vulgaris por R. phaseoli se anula o reduce a causa
de la toxicidad de estos plaguicidas®Z, lo que dismi-
nuye la efectividad o efecto positivo para el sano
crecimiento de P. vulgaris, en principio porque
inactivan la nitrogenasa para fijar nitrégeno molecu-
lar (N,) o FBN22, Con base en lo anterior los objeti-
vos de este trabajo fueron seleccionar y analizar R.

phaseoli tolerante a diazindn para el sano creci-
miento de P. vulgaris.

Materiales y métodos

Origen de las cepas de R. phaseoli. Se recuperaron
de las raices de Phaseolus var Bayo, en agar extrac-
to de levadura manitol rojo Congo (AELMRC) con
la siguiente composicion (g/L): K;HPO,4 0.5, M SO,
0.2, NaCl 0.1, manitol 1.0, extracto de levadura 1.0,
rojo Congo 10.0 mL/L (de una solucion 1:500),
agar-agar 20.0 g, agua destilada 1000.0 mL, pH 7.0
de acuerdo con Vincent?, colectados del campo
agricola experimental del Instituto Nacional de In-
vestigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP), Aldama, Tamaulipas, México, se desig-
naron con las claves: ReD, ReDa y ReD1, hoy son
parte de la coleccién del laboratorio de Microbiolo-
gia Ambiental del Instituto de Investigaciones Qui-
mico Bioldgicas (11QB)-Universidad Michoacana de
San Nicolas de Hidalgo (UMSNH)*.

Seleccion de R. phaseoli tolerante a diazinén. En
este ensayo se probaron plaguicidas de frecuente
aplicacion en Aldama Tamaulipas, México, como:
el diazinén (O,O-dietil O-2-isopropil-6-metilpiri-
midin-4-il fosforotioato) - Servin (1-naphthyl N-
methyl carbamate), c/pesticida se agregd al AEL-
MRC en concentracion de: 250, 300, 500 y 100
ppm, para lo cual en un matraz nefelométrico, se
inoculo 1.0 mL equivalente a 1 x 10° UFC/mL de R.
phaseoli por 100 mL de caldo extracto levadura
manitol (CELM) mas el diazinén o el Servin en
concentracién de: 200, 300, 400 y 1000 ppm, estos
matraces se incubaron por 24 a 36 h en agita-
cidén/200 rpm, para la adaptacion y seleccion de R.
phaseoli a la concentracién creciente de diazinén y
Servin. La adaptacion de R. phaseoli al incremento
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de la concentracion de cada plaguicida se logré al
detectar el crecimiento esperado con ese aumento,
comparado con el crecimiento normal de R. phaseo-
li en el matraz nefelométrico en CELM sin el diazi-
noén o el Servin en las mismas condiciones de incu-
bacion, temperatura y tiempo®.

Prueba de infectividad y efectividad de R. phaseoli
resistente a diazinén en P. vulgaris. Seleccionadas
las cepas de R. phaseoli tolerantes a diazindn, (pues-
to que el Servin inhibi6 el crecimiento de R. phaseo-
li desde la primera concentracion por lo que ya no
se usa).

Figura 1 Jarra de Leonard®
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Elaborado por:JYMR / JCRR

Por lo que entonces las semillas de P. vulgaris var
Bayo (donadas por la Secretaria de Agricultura Ga-
naderia Pesca Desarrollo Rural y Alimentacion del
gobierno de México) se inocularon con el R. pha-
seoli resistente a diazindn en las jarras de Leonard
(figura 1) ahi el suelo se colocé en la parte superior
de la jarra de Leonard y la solucién mineral o el
agua en la parte inferior de la jarra, ambas partes se
conectaron con una tira de algodon de 20 cm de
largo, para movimiento del liquido por capilaridad®,
el suelo donde se le sembr¢ el P. vulgaris tenia las
siguientes propiedades fisicoquimicas: fue un lateri-

tico con pH 6.64, textura arcilla 40.56 %, arena 0.76

%, limo 37.8 %, capacidad de campo 30.08 %, hu-
medad materia orgéanica 4.57 %, pobre en nitrégeno
total 0.1 %, capacidad de campo 30.08 %, y capaci-
dad de intercambio catidnico de 4.61 mg/100 g. Este
suelo se tamiz6 con malla de No. 20 se solariz6 48 h
a 70 °C, para evitar plagas y enfermedades, las ja-
rras de Leonard se colocaron en el invernadero bajo
las siguientes condiciones micro climaticas prome-
dio fueron: la temperatura de 23.2 °C, con una lu-
minosidad de 450 pmolem™ss™ y una humedad rela-
tiva de 67 %. P. vulgare con R. phaseoli se aliment6
con una solucién mineral con la siguiente composi-
cién quimica: 1 molar de K,HPO,, KH,PQ,, CaCl,,
MySO,, trazas de FeSO, 1.0 mL de solucion de
elementos menores en 1000 mL de agua destilada
ajustada a pH 7 que se pasteurizé (90 °C/10 min).
Posteriormente 45 dias después se evalud el efecto
de las cepas de R. phaseoli tolerante a diazin6n en
P. wvulgaris mediante las siguientes variables-
respuesta, la altura de la planta (AP), diametro de la
hoja (DH) (cm), asi como el peso seco del follaje
(PSF), nimero de nddulos efectivos en la raiz el
peso seco y el peso seco de la raiz

Evidencia de que R. phaseoli degradé (coometabo-
lismo) el diazinon en medio de cultivo. Las cepas de
R phaseoli tolerantes a diazindn se inocularon en un
matraz nefelométrico, con caldo extracto levadura
manitol rojo Congo (CELMRC) con diazinén, los
matraces se agitaron por 300 rpm hasta la fase esta-
cionaria, mediante una cuenta viable que se alcanzé
a las 30 h de incubacion de acuerdo a la curva de
crecimiento de R. phaseoli, en comparacion con el
mismo R. phaseoli en CELMRC sin diazin6n. Con

este ensayo se evidencio el coometabolismo de R.
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phaseoli para degradar el diazin6n en combinacion Resultados

con el manitol usado como fuente de carbono 4122,

Tabla 1 Efecto de Rhizobium phaseoli tolerante a diazinon en el crecimiento de Phaseolus vulgaris, var Bayo

Cepa ReD ReDa ReD1
No. de nddulo efectivos (rojos)/planta® 19 20° 392
Color de hojas verde intenso verde verde intenso

'n=20 *letras iguales sin diferencia estadistica segiin Tukey (p<0.05).

En la tabla 1 se muestra el efecto de las cepas de R. las hojas de P. vulgaris fueron indicadoras de que
phaseoli tolerantes a diazindn en el crecimiento de las cepas infectaron las raices de P. vulgaris con
P. vulgaris en funcién del nimero de nédulos efec- nodulos de color rojo (efectivos), lo que indica la
tivos que determinan una condicion de salud vegetal presencia de leghemoglobina asociada con la capa-
con 19, 20, 39 generados respectivamente por las cidad de fijar N, y el color verde e intenso en las
cepas de R. phaseoli resistentes a diazindn denomi- hojas?.

nadas ReD, ReDa y ReD1. En relacion al color de

Tabla 2 Comparacion de la infectividad y efectividad de Rhizobium phaseoli silvestre y R. phaseoli tolerante a diazi-
nén en el crecimiento de Phaseolus vulgaris var Bayo

Iparametros de la estabilidad de R. phaseoli silvestre R. phaseoli tolerante a diazinén

infectividad y efectividad ReD ReD1 ReDa ReD ReD1 ReDa
Diametro de la hoja (cm) 3.7 3.9 3.5% 3.2 3.6° 3.1°
Altura de la planta (cm) 23° 29° 22° 19.1° 24.9° 18.0°
Peso seco del follaje (g) 5.0° 3.9° 4.0° 4.9 3.6° 3.9°
Peso seco de nddulos efectivos (mg) 490° 498° 130° 488° 509 100°
Numero de nédulos efectivos (rojos)/planta 25° 29° 22° 21.0° 27.0° 19.0°
Peso seco de la raiz con nodulos (g) 3.2° 3.8° 4.9° 4.0° 35 4.2°

'n=20 *Letras iguales sin diferencia estadistica significativa (0<0.5) seglin Tukey.

En la tabla 2, donde de acuerdo a la literatura se P. phaseoli silvestre u original no tolerantes al dia-
observo que las cepas de R. phaseoli de ReD, ReDa zinén.

y ReD1 tolerantes a diazindn tuvieron un efecto En la tabla 3 se muestra que las cepas de R. phaseoli
positivo en el DH, la AP de P. vulgaris con 19.1, crecidas en AELMRC con diazin6n generaron un
24.9, 18 cm, asi como en el PSF, estos valores nu- namero de unidades formadoras de colonias (UFC)
méricos fueron, estadisticamente diferentes en com- con un valor numérico estadisticamente diferente
paracion con las cepas de R. phaseoli silvestres u comparado con las cepas de R. phaseoli silvestre
originales incapaces de crecer en presencia del dia- (originales) en AELMRC sin diazindn, lo que indica
zinon. Al igual que las cepas P. phaseoli tolerantes gue las cepas sometidas a la maxima concentracion
a diazindn en el nimero de nddulos efectivos rojos, de diazindn se adaptaron fisiologicamente, al insec-
el peso seco que incluyo el de la raiz completa, sin ticida, aunque hubo una reduccién en el UFC R.
diferencia estadistica comparado con los valores phaseoli, puesto que se trata de una seleccion natu-
numéricos analogos registrados en P. vulgaris con ral lo que causo la muerte de las células de R. pha-

seoli que susceptibles a la toxicidad del diazinon®.
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En la tabla 4 se muestra el crecimiento como UFC,
registrado en las cepas de R. phaseoli tolerantes a
diazindn, la literatura sefiala que puede ser por una
accion de coometabolismo cuando usan el manitol
para la degradacion del diazindn, en esta tabla fue
evidente que cuando R. phaseoli crecid en manitol y
diazinon se registr6 un decremento de la cantidad de
colonias como UFC, porque aunque R. phaseoli lo
degradan fue toxico para una parte de la poblacion
total de R. phaseoli, en comparacién cuando crecié

en el AELMRC sin diazinon, que representa la can-
tidad del crecimiento en UFC esperado, mientras
que al suprimir el manitol como el diazinon, la au-
sencia de ambas causo un dréstico disminucion de la
poblaciéon de R. phaseoli, porque los otros compo-
nente del AELMRC: como el extracto de levadura 'y
rojo Congo fueron insuficientes para que R. phaseo-
li, pudiese reproducirse al nivel que registré cuando
el medio de cultivo contenia el manitol como Unica
fuente de carbono y energia’.

Tabla 3 Comparacion de la estabilidad de la resistencia de mutantes de Rhizobium phaseoli a diazin6n en relacion
con Rhizobium phaseoli silvestre

Aislado *AELMRC con diazindn"*UFCx10? AELMRC sin diazinén UFCx10?
ReD 265** 44°
ReD1 30° 49°
ReDa 40° 61°

Ypromedio de 4 repeticiones en las UFC=Unidades formadoras de colonias x10%/mL
*AELMRC=Agar extracto levadura manitol rojo Congo. **Letras iguales sin diferencia significativa (<0.05) segiin Tukey.

Tabla 4 Coometabolismo de diazinén por cepas de Rhizobium phaseoli tolerantes al insecticida en comparacién con
el crecimiento sin el insecticida

Agar extracto levadura Agar extracto levadura  Agar extracto levadura

Cepas rojo Congo sin diazi- manitol rojo Congo con  rojo Congo sin manitol
nén'UFCx10? diazinén UFCx10° ni diazinén UFCx10?
ReD 39°* 15.¢ 0.1°
ReD1 50° 23° 0.9°
ReDa 60° 31° 0.7

*UFC (Unidades formadoras de colonias/mL). *Letras iguales sin diferencia estadistica significativa (<0.05) Seg(in Tukey.

2AELMRC=agar extracto levadura manitol rojo Congo.
Discusion

En la tabla 1 se muestra que se observo una respues-
ta positiva de P. vulgaris con base en el nimero de
nodulos efectivos, que apoyan que R. phaseoli tole-
rantes a diazin6n conservaron los plasmidos que
contienen la infectividad y efectividad en las raices
de P. vulgaris, para un sano crecimiento, porque en
el suelo habia insuficiente nitrégeno mineral para el
crecimiento de P. vulgarist®®%2,

En la tabla 2, se muestra que las cepas de R. phaseo-
li tolerantes a diazindn conservaron los plasmidos
responsables de la nodulacién o infectividad, que

eran de color rojo lo que indico la presencia de le-

ghe-moglobina, proteina relacionada con la capaci-
dad de fijar N, (efectividad), en consecuencia P.
vulgaris sintetizo suficiente clorofila, para el color
verde intenso de las hojas un caracteristica fenold-
gica de un sano crecimiento cuando P. vulgaris esta
simbiosis con cepas de R. phaseoli que sean infecti-
vas y efectivas™%%,

Tabla 3 se presenta la evidencia de que el creci-
miento de R. phaseoli en agar extracto levadura
manitol (AELM) con diazindn con base en las UFC,
fue el resultado de una seleccién natural de la adap-
tacion fisioldgica al diazinén, sin el riesgo de perder
la capacidad de crecer en presencia del diazinén, el
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valor de numérico de las UFC, se redujo en relacion
con la misma variable de UFC, de las cepas silves-
tres de R. phaseoli, pues durante la de seleccidn una
parte de esta poblacion susceptible al diazinén mu-
rio, por el ello el namero de UFC de R. phaseoli
tolerante al diazinon fue menor**%, Al igual que se
ha reportado para otros géneros especies de la fami-
lia Rhizobiaceae como Bradyrhizobium spp, que
también coometabolizan y/o mineralizan otros pla-
guicidas aplicados, en la agricultura convencional
en el control de insectos-plaga que atacan las raices

de leguminosas®*.

La capacidad para degradar
insecticidas similares al diazinén, es una propiedad
bioquimica comuUn en la naturaleza segun los repor-
tado para otros grupos bacterianos distintos a R.
phaseoli como: Pseudomonas, Streptomyces, Mi-
cromonospora, Thermoactinomyces, Nocardia y

Mycobacteri-um*2£

al igual que géneros y espe-
cies de hongos del suelo, y/o de aquellos viven en
asociacion con las raices vegetales del tipo: Asper-
gillus fumigatus, Cunninghamella elegans®’, Penici-
llium citreonigrum®®. Rhizopus nodosus, incluye a
las enterobacterias patégenas humanas: Escherichia
coli, Salmonella bongori que son capaces de mine-
ralizan el diazindn, lo anterior apoya esto se debe a
gue tanto eucariotas con procariotas, tienen esta
propiedad genética de resistencia a diazin6n, porque
tienen relacion con las actividades humanas de ma-
nejo de plantas y aguas que son parte de la agricul-
tural®2,

Tabla 4 se muestra la tolerancia de R. phaseoli al
diazinon fue el resultado de la capacidad de adapta-
cién fisioldgica de este género y especie, que ade-
mas tiene en el genoma codificada la utilizacion de
compuestos de carbono similares al diazindn, por lo
que si existe otra fuente de carbono sencilla que al

oxidarse facilite la degradacién del plaguicida, una
35

accion bioguimica conocida como coometabolismo.
Lo que se demostr6 cuando R. phaseoli tolerante al
diazinon creci6 en el AELM vy el diazindn, en com-
paracion con la inhibicion del crecimiento de R.
phaseoli en AEL sin manitol ni diazinon*2%4, La
seleccion de cepas de R. phaseoli resistentes a pla-
guicidas utiles en la agricultura convencional, se
reporta en cepas Bradyrhizobium japonicum para el
cultivo de Glycine max para evitar el ataque de in-
sectos plaga®?*%, Por ello R. phaseoli se recomien-
da en zonas agricolas donde P. vulgaris tiene pro-
blema con los insectos-plagas que destruyen la raiz
y limitan el sano crecimiento, en especial porque el
diazindn se emplea durante el cultivo de P. vulgaris
en dosis similares a las evaluadas en esta investiga-
cion®, puesto que el diazinon se aplica en las fases
iniciales de crecimiento de P. vulgaris sin evidencia
de que persista en las vainas y/o semillas de P. vul-
garis®®. Con base a lo anterior se concluye que es
posible obtener cepas de R. phaseoli tolerantes a
diazin6n altamente infectivas y efectivas para un
sano crecimiento de P. vulgaris sin riesgo de pérdi-
das provocadas por insectos plaga que atacan el
sistema radical.
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