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INTRODUCCION

El frijol constituye una de las leguminosas comestibles mas
importantes debido a2 su amplia distribucidn por ser un complemento
nutricional indispensable en la dieta de los pobladores de nuestra
regidn.

Como fuente de prote¥na exige alta disponibilidad de
Nitrogeneo en la planta, sim embargo nuesiros suelos son pobresz en
ese elemento, por lo que limita la produccicon de frijol y los
cultivos asociados. La fertilizacidn nitrogenada es ineficiente y
ademds resulta costoso adquirirlia, pues el cultivo del frijol esta
concentrado - en agricultores de pequefias y medianas extensiones;
una buena opcidn es mejorar la capacidad simbidtica del frijeol con
Rhizobium phaseoli. )

ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

En 1985 con la ayuda de P.N.U.D. se formgd una red de
microbidlogos y agrdnomos para efectuar investigacidn sobre Ia
fijacidn bioldgica de nitrdgeno (F.B.N.2) a nivel centroamericano,

Como preoducto de la creacidn de esta red, actualmente se
cuenta con la siguiente informacidn

a-Aproximadamente 200 cepas de R. phaseclil han sido aisladas en Ilia
region, ia mayoria de dstas 3e encuentran almacenadas en Costia
Rica y Cuba,

b-Se han efectuado 15 ensayos donde se evaluaron grupos de cepas,

tanto nativas como introducidas, en diferentes suelos. Como
resuliado se seleccionaron algunas cepas promiscrias para ciertas
zonas : San Carlos - Costa Rica, Matanzas - Cuba, Santa Ana - EIl
Salvador.

c-A partir de laz cepas promisorias gque fuercon seleccionadas se
han conducido 16 ensayos con variedades comerciales locales para
evaluar el beneficio de la inoculacidn, En la mitad de estos
ensayos se obtuvieron respuestas significativas de nasta un 40% de
incremento en la producciocn.

cd-Faralelamente a 1a seleccidn de cepas se debe evaluar Ila
capacidad de 1los genotipos de la planta de {rijol para fijar
nitrdgeno. Al respecto se han establecido 5 experimentos en losz
cuales se han notade diferencias, tanio en, nodulacidn como en
rendimiento en condiciones de bajo nitrdgeno mineral.
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e-Se han establecido ensayos de inoculacidn en fincas en Santa Ana
- El1 Salvedor, San Isidro del General, San Carlos - Costa Rics,
Matanzas, Ciego de Avila - Cuba. A partir de estos ensayos se
permiticd la comercializacidn en Cuba.

Los resultados hasta shora obtenidos han demostrado que Ila
F.B.N. es un estrategia viable para incrementar la produccion,
ademds es de bajo costo y contribuye a la sostenibilidad de la
produccicon de los cultivos.

Hace falta, sim embargo, afinar las prdcticas de manejo que
optimicen la fijacidn de nitrdgeno en este cultivo para mejorar la
procductividad del beneficino de la inoculacidn. Para lograr esztos
objetivos se debe dar continuidad 2 la investigacidn ya iniciada
en la regidn, para lo cual se cuenta con personal especializado y
valiosa infraestructura f¥sica.

REVISION DE LITERATURA

Los suelosz del trdpico presentan una reserva limitada de
nitrogeno debido a las pocas fuentes existentes y a la utilizacidn

por las planias. For esta situacion es que s3e& hace necesaria la
aplicacicn de fertilizantes nitrogenados para s=satisfacer las
demandas de 1los cultivos, aun as? dstas aplicaciones solo

satisfacen una fracciodn del nitrdgeno, por lo que el recto debe
obtenerse de otras fuentes y de 1la Fijacidn Bioldgica de
Nitrdgeno, situacidn que se presenta con las plantas de la Familia
de las Leguminosas.

Esta fijacion ocurre mediante una simbiosiz entre la
ieguminosa y Rhizobium phaseoli, en donde el efecto mds importante
de la asociacidn es la utilizacidn del nitrdgeno atmosidrico.

Las bacterias del género Rhizobium se encuentran en 1z
rizosfera de las plantas, Zon bactierias gram negstivas, bacilos
cortos, pequefios, mdviles por medio de flagelos colocados en el

peritrico. (Brack; Smith, 1987).

Este es un grupo de microorganismos geneticamente diversos,
estian clasificados dentro de "la Familia Rhizobiacea por su
habilidad para formar nddulos en las leguminosas. Las ezpecies de
Rhizobium estdn colocadas en dos grandes grupos bazadoz en sus
caracter¥sticas de crecimiento

-las de crecimiento rapido y productoras de dcido que nodulan
al frijol, trebol, alfalfa, etc.

-las de crecimiento lento productoras de "alcali'" que nodulan
a la soya, caup¥, etc.
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Son bacterias gram negativas due presentan colconias blancas a
lechosas y gomosas. Crecen en un medio agarlievadura, monitol soilo
0 con indicadores como el rojo congo o azul de bromoitimol (Graham;
Parker, 1964)

Ciertas cepas de Rhizobium nodulan solamente leguminosas de
ggnero o especies particulares y enire las cepas que nodulan una
especie o0 geénero se encuentran unas potencialmente mds erfectivas
para fijar nitrdgeno. (Singleton; Stochinger, 1983).

Aquellas Pepac que son altamente efectivas fijan nitrdgeno en
condiciones dptimas sin embargo algunas expresan su potencial de
Fijacidn bajo conol,iones ambientales particulares, mientras gue
otras no lo hacen. (Vincent; Waters, 1953}

Por lo tanto, wuna cepa gque se utilice como inoculante de una
leguminosa en particular deberd ser seleccicnado de wuna samplia
variedad de cepas probadas con la ieguminosa baio las condiciones
de suelo y clima en gque se desarrollard dzta ( Chamber; M, 1380,
internacionales o

Las rcepas pueden obtenerse de colecciones
25 en el pa’ls,

aisladas de nddulos extra¥dos de plantacion

Mediante algunas te€cnicas se puede aislar y reproducir Ila
bacteria que estd dentro del nddulo; esto permite realizar
estudios de 1la capacidad de fijacion y de 1la ecologia de
Rhizopium, que permitiradn obitener cepas de Rhizobium muy
eficientes que pueden ser usadas en la fabricacicdn de inoculantes,
La seleccidn en el campo =Ze realiza mediante pruebas con las cepas
mas efectivas y las leguminosas recomendadas. ( Sylvester-Bradley;
Kipe-Nolt; Harris, 1937)

La inoculacion consiste en poner cepas seleccionadas de
rRnizooium, que son altamente infectivas para leguminosas

especificas y altamente efectivas en la Fijacidn de nitrdgeno, en
el suelo o sobre la superficie de las semillas de la planta
hudsped, Hecha de buena manera, la inoculacidn asegura un buen
rendimiento bajo condiciones limitantes de nitrdgeno sin Ila
necesidad de aplicar fertilizantes nitrogenacios. (Hubbell, 1986).

Los programas de mejoramiento ofrecen una alternativa para

meiorar el rendimiento del frijol, el cual requiere de la
incorporacicn de resistencia a  enfermedadez e insecios mas
importantes, =25¥ como el mejoramiento para tolerancia a factoreszs
de suelo y ambientales que causan estrés vy limitan ios
rendimientos en cultivos comerciales y de susbsistencia, La
fijacion simbicdtica de nitrdgeno (N) provee una fusnte importante
de N. para mejorar 103 rendimientos en dreas con suelos pobres en
N., o donde el fertilizante N, es costoso o dif¥cil de obtener.

( Rosas; Bliss, 1986)
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La necesidad de aumentar la capacidad de fijacidn de NZ en ia
plantz hospedera (P. vulgeris) se basa en

1)-1los rendimientos son bastantes bajos comparados c¢on otros
cultivos,

2)-el frijol y otras leguminosas de grano usan bastante N.,

3)-el fertilizante N. es costoso y frecuentemente dif¥cil de
obtener;

4)-1la inoculacion/inoculantes superiores por sif solos no aumentan
la fijacidn de N2 en gran proporcidn y,

5)-1a planta hospedera constituye un organizmec limitante en la
simbiosis ( Rosas; Bliss, 1986).

El frijol comun ha sido considerado como inferior a otras
leguminosas de grano en su habilidad para sostener una simbiosis
eficiente en la proporcicn del N. total derivado de la atmdsfera y
N2 +total fijado por planta. Sin embargo, esta inferioridad fue
atribuida en parte al hecho de que las evaluaciones 1iniciales
fueron hechas con material varietal, cepas de Rpnizobium Yy
condiciones 1inadecuadas, Las diferencias genotipicas de Ila
cantidad de N2 fijado y los caracteres espec¥ficos de la fijacidn
de N2 son usualmente enmascarades por caracteristicas de la planta
que pueden afectarlos directa ¢ indirectamente. Usualmente, las
plantas que muestran la mds alta fijacidn de N2 son aguellas con
floracidn y madurez tardias, gran follaje, y poseen un hdbito de
crecimiento indeterminado. (Granam y Halliday, 1977;Mc Ferson,
1983; Rosas, 1983).

Msdiante este proyecio esperamos identificar genotipos de
a)

i
frijol rcom incrementos en el potencial de fijaciodn de N2 y a la
vez del rendimiento teotal. Ademds mejorar el uso de inoculantes,
las prdcticas de inoculacidn y producir cepas superiorez de

Rhizobium adaptadas a nuesira regidn.
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OBJETIVOS

General -

Optimizar el beneficio de 1la F.B.N., en 1la productividad del
cultivo de frijol.

Espec¥ficos :
1.-Aislar, purificar y autentificar cepas locales.

2.-Seieccionar cepas por su capacidad de estimular el crecimiento
de la planta en condiciones de suelo.

3. -Evaluar viveros regionales por su capacidad de nodulacidn vy
rendimiento de grano en suelos con bajo nitrdgeno mineral.

4, -Identificar posibles padres para programas de mejoramiento.

5. -Evaluar a nivel de finca lasz mejores combinaciones
cepa-cultivar.

©.-Validar con los agricultores.

7. -Mejorar ia comunicacidn en la red.

Materiales y Métodos :

i.-Aisiar, purificar y autentificar cepas locales.

Cozta Rica va hacer el encargado de ailar, purificar vy

autentificar las cepas regionales, aprovechandoc su capacidad
instalada : infraestructura y personal.

Cada pa¥s enviard de 5-1¢ muestras de nddulos deshidratados
en tubos ocon s¥lica gel. El procedimiento a seguilr sera el
recomendado por el Manual de megtodos : Simbiosis - Leguminosas -
Rizobio, . LCigat -+1988.
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2.-Seleccidn de cepas.

a)-Preseleccion : se efectuard en Costa Rica con basze en laz cepas
anteriormente aisladas y cepas testigo internacionales. Fara esto
se establecerdn por afio 2 enzayos en diferentes localidades con
30-49 cepas y la variedad que mejor capacidad de fijacidn presente
segun los datos de 1989,

Se wutilizarda un disefio experimental de bloques completos al
azar con 5 repeticiones. La parcela dtil la constituird un surco
de 4 metros de largo.

En 1 metiro de la parcela s3e evaluara el pesc seco de 1a parte
adrea de las plantas en lasz etapas Rt y KR8, Ademds de ser poszibie
en RB se evaluard el N. tot=al.

La inoculacien se realizard con inoculante granulado,
aproximadamente 1 gramo/metiro.

Al momenio de la siembra se fertilizarad con 50 Kgr. de P205 y
dependiento del and®lisis de zuelo, con boro y magneszio.

Se 1incluirdn dos testigos: 1-sin nitrdgeno (-N). 2-con
nitrdgeno (+N ; 5@ Kgr. urea a la siembra, 2¢ Kgr. en V4 y R53.

Las mejores «cepas serdn enviadas a todos los paises de la
regicn para ser evaluadas en suelos locales,

es, con ia

b)-Seleccion Local : se realizard en todos los pais
to a nodulacidn

variedad que mejor comportamiento presente en cuan
y fijacicn se refiere.

Se wutilizarda la metodologfa cescrita en preseleccidn, con
aproximadamente 10 cepas y 2 testigos (+N, -N).

Localidadez

GUATEMALA : CHIMALTENANCO, JUTIAPA

El. SALVADOR : SANTA ANA

COSTA RICA : SAN CARLOS

HONDURAS z ESCUELA AGRICOLA PANAMERTCANA
CUBA : PINAR DEL RIO, MATANZA, HOLGUIN
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3. -Evaluacidn de viveros regionales. ,

Los germoplasmas presentes en el Vicar serdn evaluadog. Se
establecerdn 2 Vicar negro en Guatemala (Chimaltenango, Jutiapa)l,
1 Vicar rojo en Honduras (E.A.P.) y otro en Cuba (Habana).

Al momento de 1la siembra se fertilizard con elementos
necesarios, excepto N. Con una mezcla de 3 cepas seleccionadas de
los ensayos realizados en 1989 se procedera a inocular,

divididas

El disefic experimental a utilizar serd en par <]
tituird los

cel
con 2-4 repeticiones. La parcela principal la con
itratamientos de nitrdgeno

a
=]

a)-bajo nitrdgenc + inoculante

bl-fertilizacidn con urea (5@ kgr., N, a2 la siembra, 20 kgr. en V4
y R5). Las sub=parcelas seran los genotipos,

En VA y R5 se evaluard el numeroc de nddulos rojos y el tamafic
de dstos. El rendimiento +total en 6©6-8 plantas por parcela
inoculada.

Se espera estar 1irabajando con el Vidac en el segundo vy
tercer afio del proyecto.
4.-Identificar posibies padres.

Loz resultados obtenidos en los viveros regionales serdn
enviados a los programas de mejoramiento con el objetivo de que sze
tome en cuenta 1as 1l¥neas promisorias de Fijacidn en ia
programacidn de cruzas.

5. -Evaluacidn a nivel finca.

A partir del primer semestre de 1991 se iniciardn los ensayos
en Fincas. Se realizardn 2 experimentos por zona en cada pails.

Localidacdes

Guatemala : Chimaltemango, Jutiapsa.

El Salvador : Santa Ana.

Cuba = Pinar del R¥op, Holpuin:
Costa Rica : Regidn Brunca, San Carlos.
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El disefio experimental a utilizar es un blogques completos al
azar, con 3-4 repeticiones, dos genotipos. La parcela udtil serd
formada por 4 surcos de 4 meiros de largo.

Los tratamientos seran
a)-inoculado

bl)-bajo nitrogeno

c)-solamente nitrdgeno (siembra, V4 y RS53,

Las variables a evaluar serdn : nudmero y tamafio de nddulos
rojos. En R6 peso seco de la parte adrea de 8 plantas y
rendimiento de grano en los 2 surcos centrales.

©.-Yalidar con los agricultores.

En 1991 se procederd a validar en Cubs : Holguin y Pinar cdel
R¥o

Se empleara alrededor de 1 ha/tratamiento. Loz tratamientos
ger¥an

al-tecnologta tradicional
b)-nueva tecnolog¥a (cepa io variedad)

E¥l V4 y Ro se evaluard el ndmero de nddulos rojosz vy su
tamafio. Ademds el rendimiento en grano.

7. -Mejorar comunicacidn.

Se mantendrd un registro de personas invoiucradas en la
investigacidn de F.B.N. en frijol a nivel de cada pais.
Las perscnas relacionadas con F.B.N. en frijol =se encargardgn

cde realizar un informe anual del proyecio y lo dardgn a conocer al
Programa Nacional de Frijol de su pa¥s.

En 1los siguientes P.C.C.M.C. A, se presentardn los traebajos
realizados el afic anterior en F.E.N. en -~ frijol, y ios
representantes de cada pa¥s discutirdn y analizardn los avances y
necesidades del proyecto, esioc en un d¥a adicional.
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RESUL TADUS ESFERADOS:
AR 1990.
1- Aislamiento, purificacidn y autentificacidn de cepas locales.

En este paso se espera obtener unas 50 cepas provenientes de

toda la regién debidamente purificadas vy autenticadas; se
conservardn en Costa Rica:i__»m s e L ST SR

2= Seleccidn de cepas.
a- Preseleccion:

Lon loe trabajos de preseleccidon vupera obtener al menow U
cepas nque muestren una mayor nodulacion v desarrollo  de las
plantas: eastas serdn enviadas a los diferentes paises  para
realirar las pruebas de seleccldn local.

b- Seleccion loucal:

Se realizard esperandou obtener una v dos cepas gque muestren
una mayor eflciencia bajo las condiciones propias de cada ‘pais
donde se evaluen. ¢

3- Evaluacion de viveros regionales.

L.a tinalidad es observar la respuesta de. los inoculantes
producidos c¢nn las cepas anteriormente seleccionadas sobre el
ge?moplasma que conforman los VICARES, tantou negro como rojo.

4- ldentificacidn de posibles padres.

Las lineas de los viveros que muestren una mejor respuesta a
la fijacidn deben ser incluidas en los programas de mejoramiento.

ARo 1991.

tn el transcurso de este periodo se esperan obtener los re
sultados descritos para el afo 1990, pero ademas se incluirdan las
siguientes evaluaciones:

3- Evaluacion a nivel de finca.

Al tener respuesta de las mejores cepas sobre las variedades
comerclales existentes en cada pais, se hardn pruebas de finca
para observar la respuesta de esta melodologia baj)o diterentes
condiciones.

6~ Validar con los agracultores.

Se espera corroborar la eticiencia de las cepas evaluadas en
los pasos anteriores sembrando parcelas de una hectdrea en fineas
de los agracultoras, esto con la finalidad de comparar la técnica
del agricultor con la nueva metodologia. la cual producird mayor es
rendimientos.

7- Mejurar comunicacion,

Al mejorar la comunicacidn se espera gue entre los paises de
la red toda informacidn sea transmitida de un pais a otro sin
ninguna daticultad.

Ao 1992,
Durante este afo se realizardn los puntos comprendidos  entre

el 2 al 7, esperando obtener resultados similares a los descritos
para los aios anteriores.
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1-Aislar, purificar y autentificar cepas locales

2a-Preseleccidn de cepas

2b-Seleccidn local de cepas

3-Evaluacicdn de viveros regionales

A-Evaluacidn a nivel de Fincas

6-Validar con los agricultores

7-Mejorar comunicacidn
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OBJETIVOS

AISLAR, PURIFICAR,
Y AUTENTIFICAR CE-
FAS LOCALES,

SELEC. DE CEPAS

SELEC. LOCAL

EVALUACION DE
VIVEROS REGIG-
NALES

EVALUAR A NIVEL
DE FINCAS

VAL IDAR CON
AGRICULTORES

Gika: Julio

1 tec. Guatemzia
i tec. Honguras

1550 8

7

ACTIVIDADES
MUESTRAS DE NODULOS

ENSAYD EN

CaHEd

EnMDAYD N

CEFAS RESULTANTES DE

FRESEMTACION,
EVALUAR EFECTO DE
CIpAD DE FIdaR DEL

FADRES.

LI EVAR A FINCAS

CapFa CoN

OO

CAPE-
GER -
MOPLASMA, E IDENTIFICAR

LA MEIOR

COMBINMACTI OGN GENOT IFO.

CEFG.

FEEORCOIONAR LA TECNOLG-
105 AGRICULTORES
ASESORA-

6IA A
JUNTO CON EL
MIENTD RESFECTIVO.

9%t. Lider., 1 te
Lug&Y
Cuba

1 Salvador
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