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A IS L A M IE N T O ,  C U L T IV O  A R T IF IC IA L  E IN O C U L A C IO N  
DE R H IZ O B IU M  L E G U M IN Q S A R U M , P A R A  A U M E N T A R  
LA  P R O D U C C IO N  DE L E G U M IN O S A S  EN LOS TERRENOS 

POBRES EN D IC H A S  B A C TE R IA S

De acuerdo con el A rt.  1Q, inciso c, del Reglamento pa­
ra optar el t í tu lo  de doctor en-Ciencias Agronómicas, que d i­
ce: "Rea lizar un traba jo  experimental agrícola, de carácter 
original, de innegable valor científico, que constituya un 
aporte al progreso agrícola del país, y presentar una obra 
publicada por el aspirante y de notorio valor c ientíf ico", pre­
sento ante el señor Decano, el siguiente traba jo  experimen­
ta l:

A is lam iento, cu lt ivo  a r t i f ic ia l  e inoculación con Rhizo- 
bium Leguminosarum,' para aum entar la producción de le­
guminosas en los terrenos pobres en dichas bacterias.

Por la experiencia que he adquir ido en estos últimos 15 
años en que he sido Profesor de M icrobio logía Agrícola de 
la Escuela Superior de Agronom ía de la Universidad Central 
y en el laboratorio del Banco Nacional de Fomento, como 
Asesor Técnico Agrónom o y Jefe del laboratorio, me he in­
clinado a realizar este trabajo, que considero reúne todas 
las condiciones que prescribe dicho Reglamento.

Hace algunos años, los técnicos americanos de la Es­
tación Agríco la Experimental del Ecuador importaron 
semillas de soya (Glycine m a x ) ,  y como se cultivaba por 
primera vez esta leguminosa en la zona de Tumbaco, el te­
rreno estaba completamente desprovisto de la bacteria es­
pecífica "Bacter ium  Radicicola Soya", por lo que los resul­
tados del cu lt ivo iban seguramente a fa lla r. Uno de los téc­
nicos me solicitó que preparara los cultivos de dicha bacte­
ria para proceder a la inoculación, lo que dió magníficos re­
sultados. Otros agricultores también me han solicitado, en 
repetidas ocasiones, que les provea de esos cultivos a r t i fn
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cales para inoculación de leguminosas, entre ellos el señor 
Reúl de Mesa, de quien presento el respectivo certificado.

Para este trabajo me ha parecido interesante escoger 
una planta muy importante, cuyo cu lt ivo se halla muy exten­
dido en ciertas localidades de la Sierra: la a l fa l fa  (Medica-
go Sativa). ' * •

Antes de indicar el proceso que seguí para el a is lam ien­
to y cultivo de Bacterium Radicicola, quiero hacer una ligera 
descripción de las bacterias que viven en las raíces las legu­
minosas: El mejoramiento del suelo por el cu lt ivo  de las le­
guminosas es bien conocido. Esta propiedad se debe a la 
presencia en sus raíces, de bacterias que agrupadas en una 
sola especie, Bacterium Radicicola (algunos autores la de­
nominan Rhizobium Radicicola o Legum inosarum ) pasa por 
diversas etapas sucesivas. A l p r inc ip io  están libres y son muy 
móviles, luego son atraídas por un jugo azucarado secreta­
do por las raicillas de las leguminosas, penetran en su te j i ­
do, se f i jan  y se m u lt ip l ican  rápidamente. En las raicillas, 
estas células se m u lt ip l ican  rápidamente, fo rm an una nudo­
sidad, en cuyo interior las bacterias se modif ican, se a largan 
y primero se ensanchan para luego volverse irregulares, son 
puestas en libertad por la descomposición de la raíz. Luego 
de la muerte de la p lanta regresan al suelo y dan lugar al na­
cimiento de nuevas bacterias móviles que penetran a otras 
raíces y el ciclo se renueva. La f i jac ión  del n itrógeno se ope­
ra únicamente al interior y bajo la protección de las nudosi­
dades. Se puede decir que existe una verdadera simbiosis 
entre la planta y la bacteria. La bacteria f i ja  el n itrógeno 
que es el a limento indispensable a la p lanta y esta protege 
a la bacteria contra sus enemigos y le suministra el a l im en­
to hidrocarbonado que ella necesita. (Tésis, página 50 ).

Para el cultivo a rt i f ic ia l del Rhizobium, preparé el si­
guiente medio de cultivo, que siempre me ha dado resulta­
dos satisfactorios:

A gar   10,00 Grs.
M ann ita    10,00 „
K2HP04   0 50
MgSO4.7H20 .........................................  0 20 "n
NaCL ............................................................ OJO
CaC03 ......... , ......................................... 3/00
Extracto de le v a d u ra   100 cc.
Agua d e s t i la d a .......................................  900

N
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En los 900 centímetros cúbicos de agua destilada disol­
ví todos los ingredientes. Dejé media hora en reposo, para 
incorporar el agar y luego calenté la mezcla hasta la ebulli­
ción prolongué el t iempo de ésta cinco minutos más. Dejé 
enfriar e in troduje 10 gramos en cada tubo de ensayo. Una 
vez taponados los tubos con algodón cardado, esterilicé 
el medio por el método in term itente: exposición al vapor du­
rante veinte minutos en cada uno de tres días consecutivos.

El extracto de levadura preparé de la siguiente manera: 
a un litro de agua destilada añadí 100 gramos de levadura 
de cerveza (se puede también emplear levadura seca en 
la proporción de 10 gramos por l i t ro ) .  Mezclé bien y ca­
lenté hasta la ebullic ión. Dejé en fr ia r  y en reposo hasta que 
pude s ifonar el líquido claro.

Teniendo el medio listo para la siembra procedí al ais­
lamiento de la bacteria, para lo cüal seleccioné les plantas 
mejor desarrolladas en un terreno de la hacienda "Las Cua­
dras" (C h iI loga Ilo ), lavé las raíces con abundante agua y 
escogí los nodulos mejor formados. Uno de éstos fué partido 
por la m itad y luego hice un fro tis  en una lám ina ordinaria. 
Una vez seco el fro tis  y f i jado  por dos pases lentos por la lla­
ma de alcohol procedí a la coloración por el método de Gram: 
aplicación de solución de violeta de genciana 30 segundos, 
sacudida de la lám ina para a rro ja r  el exceso de colorante y 
sosteniéndola a ángulo agudo, vertí encima solución de yo- 
ao, para echar enseguida el depósito formado por la ¡nte-- 
n acción del colorante y el yodo. Lavé con la solución de yo­
do dos veces. Decoloré con alcohol absoluto. Lavé o¡en con 
agua y apliqué el colorante de contraste: fuchsina de Z¡-
ehl Neelsen al 10% , durante tre in ta  segundos. (Ver página 
29 de la tés is ) .

Como al examen microscópico tenían los microbios las 
características del Rh izob ium : bastoncitos alargados, móvi­
les, Gram negativos y aún formas irregulares de como y de 
V, procedí a la siembra del medio en estado puro. Para esto 
lavé unos nodulos, a f in  de remover los restos de tierras. Su­
mergí una porción-de la raíz con los nodulos adheridos, en 
sublimado corrosivo al uno por mil, durante 10 minutos pa­
ra destruir todos los microbios que podían encontrarse en la 
parte exterior de ¡os nodulos, luego los lavé con alcohol. De­
jé que se seque y para evaporar las trazas de alcohol los pa­
sé rápidamente por la llama. Coloqué la raíz sobre una lám i­
na flameada y enfriada, y sosteniendo con unas pinzas esté­
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riles, corté uno de los nodulos mejor desarrollados con un 
bistirú estéril. Lo aplasté luego en una gota de agua estéril 
y de la emulsión obtenida de esa manera procedí a la siem­
bra, empleando una gota de la suspensión m icrobiana y pa­
sándola sobre la superfic ie del medio, con precauciones es- 
té r iles. Como la temperatura óptim a de este m icrobio es la 
de 15° centígrados, los cultivos fueron encubados a esa 
temperatura durante 21 días. A l cuarto día se notaban al­
gunas colonias visibles, que eran al p r inc ip io  pequeñas y 
transparentes, con aspecto de gotitas de agua. Hice un exa­
men microscópico de él las, en fresco, y noté que las oacte- 
rias tenían movimiento. Luego hice una coloración por el 
método de Gram y demostraban ser Gram negativas. A l ca­
bo de algunos días las colonias se volvían opacas. La bac­
teria había sido aislada en estado puro y demostraba tener 
todas las características de Bacterium Radic ico la: bastonci- 
tc- pequeño, móvil y Gram negativo.

Para la inoculación de las semillas procedí de !c si­
guiente manera: llené cada tubo hasta cerca de la boca con 
agua limpia y fresca, cerré la boca del tubo y agité vigorosa­
mente. El contenido de cada tubo vacié en un recipiente de 
mayor tamaño. Repetí la misma operación y mezclé bien las 
dos suspensiones. Esta solución la regué sobre diez libras de 
semillas. Luego dejé que se sequen a la som bra  y la siembra 
fué hecha inm ediatam ente después.

Todos estos trabajos los he podido rea liza r ya que po­
seo un laboratorio Bacteriológico que tiene todos los apara­
tos y reactivos necesarios.

Para f ina liza r, debo indicar que todas las bacterias no­
dulares ejercen la misma función, pero no son idénticas en 
la capacidad de producir nodulos en las diferentes especies 
de leguminosas. A lgunas especies producen la fo rm ación de 
nodulos en las raíces de un grupo numeroso de leguminosas, 
mientras que otras tan sólo en una o unas pocas especies. El 
siguiente cuadro (Cortesía del Departamento de A g r ic u l tu ­
ra de los Estados Unidos) indica " la  inoculación cruzada '7 
entre las bacterias de las leguminosas comunes. Las legumi­
nosas que producen nodulos con la misma raza de bacterias 
están reunidas por grupos:
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GRUPO DE LA ALFALFA
4.

Medicago sativa. 
Medicago orbicularis. 
Medicago denticulata. 
Medicago arabica. 
Medicago lupulina. 
Medicago scutellata. 
Medicago tuberculata. 
Medicago m im im a.

Medicago rigidula. 
Medicago falcata.
Melilo tus alba.
M elilo tus alba annua. 
Melilo tus offic inalis. 
M eli lo tus indica.
Trigonella  foenumgraecum.

GRUPO DEL TREBOL

Trifo l ium  hybridum 
T r ifo l ium  incarnatum. 
T r ifo l ium  agrarium . 
T r ifo l ium  dubium. 
T r ifo l ium  arvense. 
T r ifo l ium  pratense. 
T r ifo l ium  repens. 
T r i fo l ium  subterraneum 
T r ifo l ium  frag ife rum . 
T r ifo l ium  a lexandrinum  
T rifo l ium  glomeratum. 
T r ifo l ium  medium.

T r i fo l iu m  nigrescens. 
T r i fo l iu m  willdenovii. 
T r i fo l iu m  lappaceum. 
T r i fo l iu m  michelianum. 
T r i fo l iu m  fucatum. 
T r i fo l iu m  procumbens. 
T r i fo l iu m  resupinatum. 
T r i fo l iu m  carolin ianum. 
T r i fo l iu m  h irtum . 
T r i fo l iu m  reflexum. 
T r i fo l iu m  pannonicum

GRUPO DE

Pisum arvense.
Pisum sativum.
Pisum sativum (var. arven­

se)
Vicia sativa.
Vicia villosa.
Vicia faba.

LAS ARVEJAS

Vic ia  angustifo lia .
V ic ia  atropurpúrea.
V ic ia  art icu la ta .
Lathyrus odoratus.
Lathyrus sylvestris. 
Lathyrus hirsutus.
Lathyrus tingitanus.
Lens culinaris (esculenta).

GRUPO DE LA SOYA 

Todas las variedades de Soya (Glycine M ax)
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GRUPO DEL COWPEA

Vigna sinensis.
V igna sesquipedalis. 
Lespedeza striata. 
Lespedeza stipulacea. 
Lespedaza cuneata. 
Lespedeza virg in ica. 
Crotalaria  mucronata. 
Crotalaria  juncea. 
Crotalaria  sagittalis. 
Fhaseolus aconitifo lius. 
Desmodium tortuosum. 
Desmodium illinoense. 
Desmodium canescens. 
Fueraria thunberg iana. 
Alysicarpus vaginalis.

Erythrina indica.
Cajanus cajan.
Cyamopsis tetragonoloba. 
Canavalia ensiformis. 
A rachis hypogaea. 
S tizo lobium deeringianum. 
Phaseolus lunatus. 
Phaseolus angularis. 
Phaseolus aureus. 
Phaseolus acutifo lius. 
Chamaecrista fasciculata. 
Acacia  l in ifo l ia .
Acacia  armata.
Baptisia t inc tor ia . 
Ind igo fu ra  hirsuta.

\
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GRUPO DEL FREJOL

Phaseolus vulgaris. Phaseolus coccineus.

GRUPO DEL CHOCHO

Lupinus angustifo lius. 
Lupinus luteus. 
Lupinus albus.
Lupinus polyphyllus.

Lupinus perennis. 
Lupinus d iffusus 
Lupinus villosus. 
O rn ithopus sativus.

t •

Además de esos, grupos, las siguientes leguminosas pa­
rece que requieren cepas específicas de bacterias nodulares 
oara inoculación efectiva: - , * í * *k • / ■ i * * * "

GRUPO DE CEPAS ESPECIFICAS

Lotus corniculatus. 
Lotus uliginosus.
Dalea alopecuroides. 
Robinia pseudoacacia. 
Strophostyles helvola. 
Sesbania exaltata.

Onobrychis vulgaris. 
Coronilla  varia. 
Caragana arborescens. 
Cicer a r ie t inum . 
Am orpha canescens.

F I N


