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1. RESUMEN

Se 1levd a cabo un experimento en invernadero, para determinar la so-
brevivencia y competitividad de dos mutantes de Rhizobium phascofi -

resistentes a antibidticos (CPMEX1

) y CPMEX22 ) cuando el -

Stri15s Spe200
hospedero es sometido a condicones restrictas de humedad. Se usaron
tres genotipos de Phaseofus vulgarnis L.: Negro 150 G3, Michoacdn 12A3
y Bayo Durango {(con habitos de crecimiento IV, II y IIiI, respectiva-

mente), siendo catalogados los dos primeros como genotipos resisten-—

tes a sequia.

El sustrato empleado fue suelo de Lomas de Sn. Juan, Texcoco, México,
al cual se le determind el nlmero mds probable (NMP) de rizobias por
gramo de suelo mediante la t@cnica de infeccidn en planta. La siem-
bra se hizo por trasplante siendo inoculada la radicula al mismo tiem
po. Después de suspendido el riego, la sequia se establecid en las

plantas cuando &stas alcanzaron valores de Transpiracidn y Resisten-
1

cia estomatal (:s) de 1 Lg H,0 <:xn"2 seg ' y 30 seg cm_1, respectiva-

mente.

Se hicieron tres muestreos: en el estado vegetativo, en la floracidn
Y en el llenado de vaina.  En el momento del muestreo se determina-
rdn los potenciales de agua (Yw) de la planta y el suelo. De cada
unidad experimental se plagqued el 40% de los nddulos totales de la -
planta sobre cajas de medio ELMARC con la respectiva concentracidn de
antibidtico. Para determinar el nimero de rizobias por gramo de sue-

lo, se hicieron diluciones decimales del suelo de la rizosfera y se
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sembraron sobre placas de medio ELMARC con antibidtico.

Se encontrd que los valores de Resistencia Estomatal y Transpiracidn,
R - -2 - <
iguales o menores a 30 seg cm 1 Yy 1 g H20 cm seg 1, respectivamen-—
te, abatieron dridsticamente los valores de peso seco de follaje, de

raiz, de nédulos y el niimero total de estos.

Se observd que los potenciales de agua (Yw) del suelo menores de -15
barias, redujeron el nimero de mutantes de R. phaseofi viables; pre—
sentandosge siempre una caida drastica durante el estado vegetativo y
una posterior disminucidn pavlatina a lo largo de la floracidn y el
llenado de vaina. En general, el rango de abatimiento de las pobla-
ciones de mutantes introducidos’, fue del orden de 2 a 5 niimeros loga-

ritmicos.

Los porcentajes de nodulacidn bajo sequia dados por las cepas introdu
cidas fueron: alto, medio y bajo en los estados vegetativo, floracidn

¥y llenado de vaina, respectivamente.

Bajo condiciones restrictas de humedad, la actividad nitrogenasa en
el estado wvegetativo fue severamente reducida, inclusc cin detectarse
valores significativos de reduccidn de acetileno (0 pmoles de C Hq);
no asi durante la floracitn, donde a paesar de que fue abatida la acti

vidad nitrogenasa, no se obtuvieron valores de cero.



11. InTRODUCCION

La sequia no necesita ser prolongada para hacer evidentes sus efectos
en la produccidn agricola, Linsley, etf. af. {1959)
y Aspinall,

{citados por Patec
1981} definieron a la sequia come un prolongadc periode -

de tiempo sin lluvia significativa.

A su vez Katz y Glants (1977)
(citados por Palec y Aspinall, 1981} sugieren dos definiciones de se-

quia: meteoroldgica y agricola.

La sequia meteoroldgica, puede ser definida, como un perfodo de tiem-—

po donde la cantidad de precipitacidn es menor al porcentaje designa-

do como media del periodo largo. Por otra parte, la sequia agricola,

puede ser definida en términos del desarrocllo de la vegetacibn esta-

cional. Sin embargo, debe considerarse que en el campo, a una tempo-—

rada seca no se le llama sequia, sino hasta que afecta seriamente la

estabjlidad econdmica de lo que se cultiva.

£n muchas regiones agricolas, las plantas estin continuamente expues-

tas a periodos de sequia. Por otra parte, sabemos que, basicamente

el crecimiento potencial estd dado por la constitucidn gen&tica de la

planta, pero el ambiente puede modificar o limitar dicho crecimiento.

Como respuesta a la tensidn hidrica (estres hidrico), algunas veces
la planta digpone de una marcada adaptacifn, obviamente como un inten

to de disminuir el efecto deletereo de la sequia. Esta adaptacidn,

esencial para que la planta sobreviva, puede deberse a una plastici-
dad fenotipica de los individuos, capacitandolos asi para hacer uso

de las condiciones prevalecientes. Otra posibilidad es la variabili
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dad gen&tica, presente tambi&n en las poblaciones, la cual resulta en

una seleccidn de ecotipos, gen&ticamente mids adaptados a una locali=-

dad dada.

Se sabe gue los cambios ambientales operan mayormente en plantas que
son componentes de un sistema simbidtico (L{e, 798J). En el caso par
ticular de la simbiBsis RA{zob.ium-Phaseofis vulagrnis L., el macrosim-
bionte debe expresar también el efecto que causa la sequia sobre las

propiedades simbifticas de Rh{zoblum,

Asi, existen numerosos trabajos que muestran el efecto de la sequia
sobre algunos procesos fisioldgicos del frijol (Semnane, 1964; Hawii-
son y Walton, 1975; Ochoa, 1977; Gonzdlez, 1981; Larqué-Saavedia, et.
al. 1982; Nava, 1984), y sobre los microoxrganismos del suelo, como
Rhizobium (Sprent, 1971; Sprent, 1972a; Sprent, 1972b; Sprent, 1972c;
Engin y Sprent, 1973; Mahler y Wolfum 11, 1980; Rathore, et. al. 1981;
Osa-Afiana y Alexandenr, 1982). Sin embargo, pricticamente no se tie-
ne conocimiento acerca de la influencia de la tensidn hidrica sobre

la simbidsis Riizobium-Phasecfus vulganis L.

En México, el factor sequia se hace evidente en una considerable par-
te del afio agricola. De los 10 cultivos principales para nuestro
pais, el frijol ocupa el 20. lugar en superficie cosechada. En 1980,
se sembraron en el pais 1,763 347 ha, siendo &sta cantidad 78% mayor
que en 1979. Aunque el frijol es la principal fuente de proteina,
existen otras leguminosas que la contienen en mayor cantidad (V.incent,
et. al., 1976). La mayor superficie de frijol en México se cultiva

bajo condiciones de temporal, casi en un 90% del total, por lo cual,

y
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las precipitaciones son determinantes en los rendimientos {Banco de

México, 1982).

Por las razones antes expuestas, se llevd a cabo un experimento en in-
vernadero, usando tres genotipos de frijol (Phaseofus vulgaris L.)

para estudiar el efecto de la sequia sobre la fijacidn simbidtica del
nitrdgeno, y al mismo tiempo, determinar la sobrevivencia y competiti

vidad en el rizosfera, de cepas introducidas de Rhizobium phaseold,

en tres estados fenoldgicos de la planta.

Esta investigacidn, deberd originar trabajos tendientes a incremen-
tar los estudios sobre Rh{zobfum en la produccidn de frijol, en zonas

donde la disponibilidad de agua para las plantas es una limitante.




1.

I11. Revisién BiBLIOGRAFICA

SEQUIA ¥ ALTERACIONES MORFO-FISIOLOGICAS EN LA PLANTA.

son basicamente dos los factores que afectan la pérdida de agua en
las plantas: los fisicos o ambientales (intensidad de la luz, pre-
sidn de vapor, temperatura del aire y de las hojas, y el suminis-
tro de agua a la raiz) y los morfo-fisioldgicos (la estructura de

la planta y el comportamiento de 1os estcomas).

Se ha observado que cualquier desajuste de los factores ambienta-—
les e intrinsecos de la planta, pero principalmente los fisicos,
conducen a la alteracidn del coeficiente de Transpiracidn y de la

Resistencia Estomatal (r) (Kramer, 1974).

Las hojas de las plantas, se hallan cubiertas a ambos lados, por
una capa de células llamada epid&rmis, cuyas cBlulas se encuentran
estrechamente ajustadas entre si, sin espacios intercelulares. Sin
embargo, la cpidérmis estd perforada por numerosos poros peguefios
llamados estomas, los cuales son mAs abundantes en la cara infe-
rior {(abaxial) de la hoja. Cada poro estomitico estd rodeado por
dos células epidSrmicas especializadas llamadas cé&lulas guarda o
acompafiantes. Cuando el estoma se abre, proporciona una conexidn
directa entre el aire externo y los espacios de aire del tejido

interno (Ray, 1980).

La habilidad de los estomas para abrir o cerrarse permite gque la
Transpiracidn disminuya cuando no se estd efectuando la fotosinte-

sis. Debido a esta, en muchas plantas los estomas estfn abiertos



durante, cuando menos parte del dia, que es cuando la fotosintesis
se puede efectuar eficientemente, pero se cierran durante la noche,
retardando la p&rdida de agua, aungue de cualquier manera se pier-

cde algo de agua por Transpiracidn a través de la cuticula en la su

perficie de la hoja (Salisbury y Parke, 1968).

Dentro de una misma planta, dependiendo del estrato o dosel vede-
tal, se han detectado diferentes valores de Transpiracidn y de Re-
sistencia Bstomatal (r) {Twtner, 1969; Larqué-Saavedra, et. af.,
192). 1Incluso, hay evidencias de que en una misma hoja, el com—
portamiento de los estomas en ambas superficies (abaxial y adaxial}

es muy diferente (Davies, J977).

La "hormona" vegetal ABA (Acido Rbscisico), ha sido involucrada pa
ra explicar procesos intrinsecos de las plantas, tales como: la
dormancia y la abscisifn de las hojas (bajo heladas y sequia, res-
pectivamente}, la caida de los fxutos y la inhibicifn del crecimien
to {(Ray, 1980), Sin embargo, el ABA es una “"hormona” vegetal que
induce el cierre de los estomas cuando la planta se encuentra bajo
condiciones de sequia, siendo esto, la evidencia mds clara del pa-
pel natural que realiza esta "hormona". Los estomas son el control
principal en la p8&rdida de agua, de tal forma que el cierre esto-
matal es un importante mecanismo para hablilitar a la planta a sobre
vivir en ambientes secos. Se ha visto gue la cantidad de ABA en
tejidos de muchas especies vegetales se incrementa r@pidamente cuan
do las plantas son sometidas a déficits de agua, principalmente (Hg:

mison y Walton, 1975; Jones, 1978).



Itai, et. al., {1978) e Ital y Meldner (1978} dan fuertes eviden-
cias del papel del ABA en la fisiologia Estomatal. Usando micro-

autoradiografia del tejido epidérmico, y empleando ABA marcado con
240, encontraron gque la "hormona" puede acumularse en los supues-—

tos sitios de accibn (aparato Hstomatal).

Los cambios en la apertura Estomatal son causados directamente por
alteraciones en el balance entre la presidn interna de las células
guarda y las demds c@lulas cpidérmicas (Wintexr, 1981). Las presio

nes altas necesarias para abrir los estomas, se originan de la ac-

tiva acumulacifn de moléculas osmOticamente activas, especialmente

potasio.

La Transpiracidn estd determinada por la diferencia de gradientes
de vapor de agua, dentro y fuera de la hoja; un aumento en la tem-
peratura de la hoja elevar3 la diferencia de presidn de vapor de
agua de la hoja y la atmdsfera, y como consecuencia, se incremen-
tard la Transpiracibn [Medldner y Shendidd, 1976; citado por lar-
qub-Saavedra, et. al., 1982).

Generalmente, la densidad de estomas es alta en la superficie aba-
xial de la hoja, en contraste con la superficie adaxial, a excep-
cifn de las gramineas, en donde la densidad es m&s o menos igual

en ambas superficies. Se ha observado que los movimientos natura-
les de los estomas de diferentes especies en campo durante el :iia.
y la abertura de estos inducida con luz en el laboratorio, acompa
fados por cambios en la concentracidn de almiddn y potasio en las

células guarda, son substancialmente mds pronunciados en los esto



mas de la regidn abaxial que en los estomas de la regidn adaxial

de las hojas (Pemadasa, 7979).

Las mismas diferencias en comportamiento Estomatal encontradas por
Pemadasa {1979] en ambas superficies de la hoja, fueron encontra-_

das por Ehnler y Van Bavel (1968) para Phasecfus vufgaris L. ¢ Zea
mays.

Las plantas gue crecen en el campe bajo condiciones restrictas de
humedad, poseen significativamente mayor frecuencia Estomatal y me
nor frea foliar, a diferencia de las plantas que crecen bajo condi

ciones normales de humedad {Ciha y Buwn, 1975).

Larnqué-Saavedna, e, al., (1984) han propuesto un paridmetro fisio=-
18gico de sequia relacionado con la produccidn agricola para plan-
tas de tipo mata de frijol (Phaseolfus vulgaris L.}. Proponen que

la sequia comienza en el momento en que el valor de la Transpira-

cibn cae hasta 0.5 - 1.0 Mg H,0 em 2 . seg”!, en lugar de cual--

quier otro parémetro del suelo o del astado hidrico de la planta.

SIMBIOSIS Rhizobium-LEGUMINOSA.

Usualmente, las leguminosas pueden recibir nitrdgeno en dos dife-

rentes formas:
a) Por asimilacidn del nitrSgeno del suelo. La absorcibn de nitra
tos (materia orginica nitrificada o fertilizantes) se da a tra-

vés de las rafces.

Estos nitratos son redueidos por la nitrato reductasa, una en-
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zima esencialmente localizada en las hojas, para producir amo-
nio. El amonio participarid posteriormente en la formacidén de
aminodcidos y proteinas. Todas las leguminosas producen &sta
enzima. -
b) Por la fijacidn de nitrdgeno atmosférico. Este proceso se da
gracias a la asociacidn simbidtica de las leguminosas con bac
terias del género Rhizob.lium. En el suelo, el nitrSgeno at-
mosférico se pone en contacto con los nadulos, que es el nue
vo &rgano resultado de la asociacidn, donde es subsecuente--
mente reducido a amonio por la nitrogenasa, enzima presente -
en los bacterocides de Rhizobium. Posteriormente, este amonio

es incorporado a esqueletos carbonados para producir amino@ci

dos y proteinas (FAQ, 1983),

Batandreau y Knowles (1978), clasificaron a la relacidn Rhizo-
bium-Leguminosa dentro de la categoria de asociacidn simbidtica
obligada, es decir, donde la bacteria necesita al macrosimbion-
te para fijar nitrdgeno. Sin embargo, se ha reportado que --
Rhizobium presenta actividad nitrogenasa (Fijaci®n de Nitrdgeno)
en cultivos puros (Pagan, et. af., 1975; Kurz y La Rue, 1975;
Keisten, 1975; Mec Comb, et. al., 1975). Se ha encontrado que
la fijacidn de nitrdgeno por rizobias de vida libre es estimu-—
lada por el cultivo de cBlulas de leguminosas (Scowcroff y Gib-
son, 1975; De Monanville, et. al., 1981), extracto de raiz

AKurz y La Rue, 1975) y semillas {Anderson y Phileips, 1976).



En la asociacidn simbidtica, el beneficio que recibe la planta de-
pende de diversos factores, tanto intrinsecos de las rizobias y la
pianta, como de las condiciones ambientales (Pate, 1976; Dant, et.

al., 197é6; Lie, 1981).

Las leguminosas han sido clasificadas de varias formas, pero la ma
yoria de trabajos sobre fijacidn de nitrbgeno ponen a &stas dentro
de la familia Leguminosae, dividida a su vez en las subfamilias:
Caesalpinoideae, Mimosideae y Papilionoideae. En la Tabla 1, se
muestra la incidencia de nodulacidn de dicha familia. Se obsexva
que el 48% de los géneros del grupo han side estudiados, y que de
estos el 86% forma nddulos. De los géneros examinados en las sub-
familias Mimosdideae y Papilionoddeae, el 83 y 95% respectivamente,
tuvieron n8dulos; mientras que en la subfamilia Caesalpindoddeae,
s6lamente el 40% de los géneros examinados mostrd nodulacién. A
nivel de especie, el i15% de la familijia ha sido examinado, y de es—
te, el 91% forma nddulos. Entre las subfamilias M{moaideae y Papi-
Lionoideae se registraron 90 y 98% de nodulacidn, respectivamente;
en la subfamilia Caesalpiniodfdeae, solamente el 30% de las especies

fueron reportadas como nodulantes (Affen y AlLen, 12E1}.

El nivel promedio de fijacibn de nitrdgeno en leguminosas es de —-
55-140 Kg de N/ha/afio {Quispel, 1974). Se ha estimado que el fri-
jol £ija 45 Kg de N/ha/afio (Dawson, 1970}, por lo que es de las le
guminosas comestibles menos eficientes en esta actividad, como pue

de observarse en la Tabla 2.
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TABLA 1. INCIDENCIA DE NODULACION EN LAS SUBFAMILIAS DEL GRUPO LEGUMI

NOSAE.
NUMERO NUMERO DE GENE-  NUMERO ES NUMERO DE ESPE-
SUBFAMILIA DE ROS TREPORTADOS TIMADO DE CIES
GENEROS ESPECIES REPORTADAS
-  +4/= =TOTAL ~ 4/~ - TOTAL
M{mos.ideae 66 18 8 5 31 2 900 351 37 388
Caesalpinioideae 177 13 13 39 65 2 800 72 6*180 258
Papilioncideae 505 241 14 14 269 14 000 = 2416 46 2462
Total 748 272 35 58 365 19 700 2839 263 3108

*UNA ESPECIE DE CADA GENERO: Amherstia, Copaifera, Esperva, Hymenaea,
Mora y Saraca.
ALLEN ¥V ALLEN, 1981.

Herndndez X., et. al., (1979}, calculan una antiguedad de 6 000 afios

al cultivo del frijol (Phaseofus vulgarnis L.) en México.

Es factible pensar gue durante este tiempo, tanto la bacteria como el
macrosimbionte han sufrido cambios en su asociciacidn, de tal forma -
gue oo posible chsorwar unz gran cantidad de nddules inefectiwos. Ta
nodulacidn no necesariamente indica fijacidn de nitrdgeno, pues exis-
ten cepés que producen nddulos que fijan poco o nada de nitrBgeno,

las cuales en casos extremos se comportan como pardsitas {Dawson, 1970).

La nodulacidn, normalmente no ocurre en el campo sino hasta que las -
primeras hojas estan abiertas; y la fijacifn de nitrGgeno, generalmen
te no comienza sino hasta que la planta puede aportar una parte de sus
fotosintatos para este fin. EL proceso de fijacidén de nitrSgeno, en-

tonces, requiere sincronia de la planta y del desarrollo de las rizo-



TABLA 2, CANTIDAD DE NITROGENO FIJADO (KG N/HA/ANO) POR VARIAS LEGUMINOSAS COMESTIBLES Y FORRAJERAS.

PLANTA (kl;/::}};?;) PLANTA (kg/ﬁii:g:)
LEGUMINOSAS COMESTIBLES LEGUMINOSAS FORRAJERAS

Frijolillo Calopogoninium mucunoides  370-450  Caulotillo Desmodium Lntontum 897
Haba Vieda faba 45-552  Sesbania Sesbania cannabina 542
Chicharo gandul Cajanus eajan 168-280  Guaje Leucaena Leucocephatn 74-584
Frijol de Castilla Yigna unguieulata 73-354  Centro Centrocema pubescens 126-398
Frijol mungo Vigna mungo 63-342 alfalfa Medicago sativa 229-290
Guar Cyanopys tetragonofoba 41-220  Trébol Taifolium subternaneum 207
Soya Glycine max 60-168  Trébol ladino T. nepens var. gigantea .165-189
Garbanzo Cicer me:tmwn 103 Trébol blanco T. xepens 128
Lenteja Lens esculenta 88-114  Estilo Stytosanthes spp. 34-220
Cacahuate Arachis hyj;)agaea 72-124  Veza veliuda Vicia villosa 110
Chicharo Pisum sativum 52-717 Puero Pugraria phaseoloides 99
Frijol Phaseofus vubganis 40-70

FAO, 1984,



TABLA 2. CANTIDAD DE NITROGENO FIJADO (XG N/HA/ANO) POR VARIAS LEGUMINOSAS COMESTIBLES Y FORRAJERAS.

PLANTA (kg/igggg) PLANTA (k:/:;j:gg)
LEGUMINOSAS COMESTIBLES LEGUMINOSAS FORRAJERAS

Frijolillo Calopogoninium mucunoides 370-450 Caulotillo Desmodium Lntortum 897
Haba Vicia faba 45-552 Sesbania Sesbania cannabina 542
Chicharo gandul Cajanus cajan 168-280 Guaje Leucaena Leucocephata 74-584
frijol de Castilla Vigna unguiculata 73-354 Centro Centrccenma pubescens 126~398
Frijol mungo Vigha mungo 632342 alfalfa Medicago sativa 229-290
Guar Cyanopys tetragonoloba 41-220 . mrébol Traifolium subterraneum 207
Soya Glycine max GO-;lﬁé Trébol ladino T. #repens var. gigantea 165-189
Garbanzo Cicer anietinum 103' Trébol blanco T. hepend 128
Lenteja Lens esculenta 88-114 Estilo Stytosanthes spp. 34-220
Cacahuate Arachis hypogaea 72-124 Veza velluda Vdicia villosa 110
Chicharo Pisum sativum 52-77 Puero Puerarnia phaseoloides 99
Frijol Phaseofus vulgaris 40-70 i

FAO, 1984.
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bias que se refleja en una serie de pasos los cuales se inician en

el suelo (Sprent, 1979). La secuencia de estos eventos aparece re

sumida en la Tabla 3.

Cuando las semillas de las leguminosas germinan en suelos gue con-~
tienen una poblacidn natural de microorganismos, esto puede © no -
tener efecto sobre cualquier rizobia presente.

La mayoria de estu

dios sobre los efectos de las rizobias en la germinaCLQn de las -

plantulas, han sido llevadas a cabo en 1egum1nosas de semallas pe-
quefias, especialmente en especies de Taifofium. Sin embargo, algu
nos estudios donde se usaron leguminosas de semillas grandes, par-
ticularmente de Pisum sativwm, demostraron como el hospedero puede
estimular la poblacidn de rizobias. Igualmente, como en las legu-
minosas de semillas grandes, P. safiviun posee una prominente raiz

primaxia. Se ha observado que esto no favorece la multiplicacidn

de las rizobias y que sus exudados pueden ser inhibitorios (Van

Engenaat, 1975a).

Rodrfguez y Fernrena-Cerrato, (1980) encontraron que durante el --
proceso de germinacién de Phaseofus vulganis L., a los cinco dias
aproximadamente, aumenta la sobrevivencia de R. phaAeaZ&, pero --

posteriormente a los 20 dias, las poblaciones decaen.

Se ha observado que cuando las raices laterales comienzan a emer—
ger, se liberan varios compuestos, incluyendo amino&cidos como la
homoserina, la cual ha sido encontrada en semillas de chicharo,
usualmente en altas cantidades. La homoserina, preferentemente es

timula el crecimiento de R. feguminosaium, lo cual resulta en una



TABLA 3.

INTERACCION HOSPEDERO-RHIZOBIUM EN LA FORMACION DE NODULOS.

ESTADOS DE "“DESARROLLO": .

REQUISITOS GENETICOS/FISIOLOGICOS

COMENTARIOS

Multiplicacidn de Rhizobium en el
suelo.

Enrollamiento y ramificacidn del
pelo radical.

Atraccidn entre células compati-
bles del hospedero y de RiLizobdum.

Entrada de la bacteria

Formacidn de n&dulos.

Formacidn
fectadas.

de cé&lulas maduras in-

Formacidn
rrollo de
bina, etc.

de bacteroides, desa-
Nitrogensa y haemoglo

Mantenimiento del tejido de bac
teroides.

Las secreciones del hospedero pugf'

den estimular-o inhibir.

Hospedero y Rhizobium compatibles.

Grupos combinados de reaccidn cru
zada?
Construccidn de puentes de lecti-
nas?

Disolucidn o Alargamiento de la -
rizobia con el material de la pa-
red celular del hospdero.

Desarrollo combinado de la rizo-
bia con el material de la pared
celular del hospedero.

Balance correcto de factores de
crecimiento de ambos participan-
tes.

Liberacidn de las rizobias de los
hilos. Crecimiento combinado de
las rizobias y las membranas del
hospedero.

Interacciones especificas involu-—
crando a ambos participantes.

Correcto intercambio de materia-
les entre lcs simbiontes.

Grado de especificidad variable.

. Grado: de especificidad variahlé;

Iniciada por alguna cé&lula, por ser al
tamente especifica; otras son menos es
pecificas.

La entrada de Rhizob{um y el desarro-
llo del hilo son afectados por la tem
peratura. Las plantas pueden tener
controladas genéticamente factores an
tinodulantes.

Conocidos mutantes de Rhizobium cau-
san desarrollo para detenerse en cual-—
quier estado. Es esencial la correcta
combinacidn de los genotipos del hos-
pedero y la rizobia.

El hospedero puede actuar proveyendo
un ambiente correcto.

No estd bien entendida. Fuertemente
condicionado por el ambiente.

SPRENT, 1979.



-~ 16 -

cantidad suficiente de bacterias listas para nodular a la planta

en el momento apropiado. Los primeros nddulos, al igual cque en le-

quinosas similares, son formados sobre la raiz primaria. No hay in

formacidén detallada disponible para otras leguminosas, pero es razo
nable suponer que &stas pueden fomentar el crecimiento de rizobias

compatibles, capaces de nodular a ese hospedero en particular {Van
Engenraat, 19750].

Una vez que se tienen suficientes rizobias, estas pueden comenzar

a influir y posiblemente infectar a la planta hospedera. El primexr

sintoma obvio, es la deformacidn de pelos radicales. Han sido des-

critas tres categorias de deformacidn: 1) Ramificacidn, 2) Enrolla-
miento moderade (extremo del pelo enrollado de 90-360°), y 3) Marca

do enrollamiento, con la punta doblada por lo menos 360°). No to-

dos los pelos de una raiz responden, y algunas veces el pelo radi-

cal crece sir virar, alin cuandec se desarrolle entre rizobias

y Vincent, 1949].

(Yao

La naturaleza de los factores responsables del enrollamiento del -~

pelo radical afin no son completamente entendidos, se sugiere que

una auxina (Acido indolac@tico) es un esencial componente, aunque

esto no es apoyado por recientes evidencias discutidas por Yao Y

Vincent, (1976]).

Estos investigadores concluyen que la ramifica-
cidn del pelo radical y el moderado enrollamiento pueden ser causa
das por un producto o productos de la rizobia, los cuales son dia-

lisables y estables al calor. El marcado enrollamiento resulta --

del contacto con la rizobia viable, pero no necesariamente con la



rizobia efectiva. Los pelos radicales muy enrollados pueden refle-
jar una reaccidn altamente localizada, incluyendo esto posiblemente
los primeros estados de infeccidn. Un enrollamiento, podria delimi
tar una drea donde alguna o algunas substancias vitales se acumulan.
Es tambi&n posible que, en los orificios de entrada hechos sobre 1;
curva del enrollamiento, &stas substancias prevengan la entrada de

patdgenos. En general, la incidencia de patogenicidad parece ser -

baja (Yao y Vincent, 1976).

Antes de la entrada, las bacterias pueden ser afectadas, &stas de-
ben estar correctamente alineadas sobre el pelo radical. Durante
este perfodo, las bacterias se ven frecuentemente embebidas en mu—
cilago, ﬁna substancia originada por el hospedero, la cual puede cu
brir las puntas de las raices y los pelos, ayudando esto a unir rai
ces con suelo, y proveer un posible sustrato para el crecimientobac
teriano. Varias sugerencias han sido dadas para explicar la alta
especificidad requerida en la interxaccidn entre bacterias y la su-
perficie de pelos radicales. La miAs reciente visliumbra una atrac-
cidn similar a la que se da entre antigenos y anticuerpos en anima
les. ¢Qué substancia producida por ambos simbiontes puede ser sufi-
cientemente especifica? Las leguminosas son bien conocidas por la
produccidn de proteinas que pueden aglutinar gl8bulos rojos y cau-
sar sintomas de envenenamiento en algunas gentes. Estas proteinas,
antiguamente llamadas Fitohemoglutininas, ahora son usualmente cono
cidas como Lectinas; muchos investigadores creen que estan pueden
contribuir en la especificidad Rhizobium-Leguminosa {Cuwrier y Stno

het, 1976; Fahraeus y Sahlman, 1977; Dazzo, et. af., 1978; Sprent,
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1979; Dazzo y Badll, 1979).

Se piensa que las Lectinas producidas por el hospedero son las res—
ponsables de la unidn de la superficie del pelo radical y la cdpsu-
la de la rizobia compatible (Dazzo, 71980). Los sitios de unidn so-~
bre los dos simbiontes, estructural y antig&nicamente, son polig@-
caridos similares (Ba{LL, 1977). Observaciones al microscopio han
mostrado que la adhesidn de la rizobia al pelo radical y otras su-
perficies es polar. Se ha sugerido que &sta unién inicial, es ce-
mentada por fibrillas de celulosa de origen rizobial {Napoli, et.
al., 1975; Dazzo, el. al., 1982a}.

El NO; (16 mM) © el NH: (1mM) inhiben completamente tanto la infec
cidn como la nodulacidn de pldntulas de tr&bol blanco (Talifolium
repens) inoculado con Rhizobdum Tnifolii. La unién de R. ifolil
con los pelos radicales y los niveles inmunoldgicamente detecta-~
bles de la lectina de la planta, Talfolina {Pazzo, et. ak., 1979},
sobre la superficie del pelo radical presentaron un paraleloc decli
ve conforme las concentraciones de NOS ° NHZ fuerxon incrementando—
se en el medio. La aglutinacidén de R. tnidofil debida a la Lrifo-
Lina de semillas no £ue inhibida por los mencionados nivels de Nog
Y NH:. Estos resultados sugieren que estos iones pueden jugar un
papel importante en la regulacidn de un temprano proceso de reco-
nocimiento en la simbiBsis R. trlfofil-trébol, especialmente en la
acumulacidn de un alto niimero de rizobias infectivas sobre el pelo

radical |(Dazzo y Brill, 1978).

Por otro lado, Dazzo, et. al., (1982b}, encontraron que durante el

desarrollo de plantulas de trBbol blanco, los Spices de pelos radi



cales adyacentes se unieron entre s3, debido a que en &sta regidn se
detectd la mayor acumulacidn de Traflofina A. sSin embargo, también
se presentaron uniones de Apices con regiones no apicales. Estos re
sultados sugieren que la Traifofina A estd involucrada en la forma-
cidn y/o estabilidad de las uniones cé&lula—c&lula, las cuales son
precedidas por el Modelo de Uniones Entrecruzadas de Lectinas (Dazzo
y Hubbel, 1975} para explicar el ataque de los pelos radicales por

rizobias especificas.

Dazzo, et. al., (1984}, observaron gue cuando 107 rizobias encapsu-
ladas o mas son adicionadas a plantulas de trébol blanco, las bacte
rias atacan en pocos minutos el @pice del pelo radical formando
aglutinaciones orientadas completamente al azar. Pero varias horas
después, las bacterias de manera individual, atacan polarmente los
lados del pelo radical. Se crece que el gradiente de Talfolina A
va de mayor a menor del apice a la base del pelo radical. En la in
terfasc entre la unidn polar de la bacteria y la pared de la cé&lula
del pelo radical se demostxd la presencia de Tafiolina A; igualmen-
te se encontraron en dicha interfase, grfnulos densos originados
por el hospedero. La microscopia electrbnica de Scanning reveld
una acumulacibn de microfibrillas extracelulares asociadas con el
ataque de las superficies polar y lateral de la bacterxia, a las 12
horas de incubacibn con raices de plintulas.

Aungue el papel de las Lectinas es una hipftesis atractiva, debe
aclararse que no todos los investigadores han encontrado este re-—
quisito de alto grado de unidn entre las Lectinas y las rizobias

(Law y Strijdom, 1977), aunque es posible que &stos representen -
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s6lo una parte del proceso de reconocimiento (Beiinger, 1978). Una
buena evidencia, por otro lado, que sostiene el papel de las Lecti~-
nas, es el reporte de Sandens, et. al., (1978}, quienes empleando

mutantes de Rhizob.ium carentes de exopolisicarido, observaron que no

formaron nddulos.

El siguiente problema es, saber cBbmo entran las bacterias a las cé-
lular del hospdero. Estrictamente hablando, &stas nunca lo hacen,
porque permanecen encerradas por una membrana del hospdero, deriva-
da de la invaginacidn del plasmalema. Cuando las bacterias compati
bles estin firmemente adheridas al pelo de la rafz, una mancha re-
fractil (o hialina) se wvuelve visible en la pared del pelo radical,
lo cual indica cambios estructurales. Esto puede involucrar una ‘au
xina, la cual se ha encontrado en altas concentraciones tanto en --
rafces infectadas como no infectadas, se sabe ademfs que &sta auxi-
na se halla asociada con la pérdida de la pared celular y el creci-
miento. Una gran actividad metabdlica, en la célula del hospedero,
es indicada pér citoplasma més Spaco, incremento de flujo citoplas-—
mitico y aumento de tamafio {al doble) del nficlec. Solamente una
proporcidn de los pelos radicales es infectado (cexca del 28% en PL
sum sativum], y solamente una proporcidn de &stos {ltimos da origen
a nddulos. Uno de los factores gue afecta &sta (Gltima proporcidnes

la particular combinacidn hospedero-Rhizobium (Sprent, 1979}.

Unas pocas horas despu@s, son visibles las manchas hialinas, los hi
los de infeccidn se vuelven evidentes. E1l crecimiento de estos,

finalmente es un proceso balanceado; esto puede ser considerado como



una competencia entre las bacterias, gue intentan entrar, y el hospe
dero, qgue secreta material de la pared celular alrededor de la bacte
ria para contenerla. Si las bacterias obtienen la victoria, estas
podradn ser vistas nadando libremente dentro del pelo radical. Si la
planta obtiene el triunfo, &sta habri cortado el hilo de infeccidn '
por depositacidn de material de la pared celular, antes de que la --
bacteria haya tenido tiempo de dividirse ampliamente (Dant, 1975;

citado por Sprent, 1979).

Los simbiontes cooperatives, se caracterizan por coordinar la divi-
sidn bacteriana y la depositacidn del material de la pared celular;
de esto xesulta un funcional hilo de infecci®n. Este hilo consiste
de una o mAs hileras de bacterias alineadas dentro de una envoltura
originada de la pared celular que crece hacia abajo del pelo radi-
cal. En las sucesivas infecciones, el nficlec del pelo radical per-
manece inactivo para el final crecimiento del hilo de infeccidn. El
hilo de infecci®n crece entre la célula del pelo radical y a través
de las células de la corteza de la raiz, algunas veces con conside-
rables ramificaciones (Sprent, 1979).

Aunque la infeccibn via pelo radical es mis comlin, &sta no es uni-
versal. En el cacahuate {Arachis hypogaea), los pelos radicales so
lamente son formados hacia los puntos de emergencia de las raices
laterales. Estos pelos son inducidos a enrollarse por rizobias com
patibles, pero la entrada es en la unibn del pelo radical y las cé-
lulas epidérmicas. No se forman hilos de infeccién, en cambio, las

separadas células de la lamina media y los espacios intermedios se

llenan de bacterias. En un determinado momento, una masa de bacte-—
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rias entra a las células corticales de la raiz lateral; finalmente,

las bacterias y las células del hospedero se dividen repetidamente

para formar un nddulo {Chandfer, 197§}.

Asi como en el modo de infeccidn, existen tambi&n variaciones en el
patrdn de desarrollo de los nddulos. De manera general, se recono-
cen dos tipos: 1), aquel en el cual la infeccidn de nuevas cé&lulas
se da por medio del hilo de infeccidn; y 2), aquel donde las bacte-
rias son mayormente esparcidas por la divisién de ci&lulas preinfec-
tadas. La segunda, puede carecer o no de hilos de infeccidn, como
en el cacahuate (Arachis hypogaea), o tener hilos que no se ramifi-~
quen extensamente, como en la soya (G€ycine mas (L.} Merr.}. Gene-
ralmente estos nddulos, sin extensos hilos de infeccidn son mi3s o
menos esféricos carentes de un meristemo persistente (por lo tanto
tienen crecimiento determinado) y con un sistema vascular cerrado.
Los n&dulos con un meristemo de larga vida son indeterminados, gene
ralmente elongados y algunas veces ramificados; &stos necesitan pexr
sistentes hilos de infeccidn para infectar c@lulas nuevamente forma-
das. Este tipo de nddulos indeterminados han sido ampliamente es-—
tudiados, particularmente en chicharo (PdLsum sativum) y trébol (Tnil
golitum App.). Una de las investigaciones mis datalladas, de los es
tados iniciales del desarrollo de nddulos, es el de Libbenga y Hanr-
kes (1973) (citado por Sprent, 1979), quienes usaron P. sativum y
modernas té&cnicas de microscopia de fluorescencia y estudios fisioana

tdmicos.

La fijacidn de nitrbgeno, es la “reduccidn" del nitrbgeno molecular

(NZ) poxr el hidrdgenq,. en amoniaco (NH3)' que es la forma de nitrd-
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geno qgue las plantas y animales pueden usar para la fabricacidn de
sus productos celulares. Bioldgicamente, el amoniaco lo fabrican
las bacterias gque transportan un complejo de genes {(aproximadamente
17) fijadoxes de nitrdgeno. Tres de esos genes codifican la forma-
cidn de proteinas que se combinan formando la Nitrogenasa, que es
la enzima que cataliza en realidad la Reduccidn del NitrSgeno a Amo

niaco (Manx, 1982).

USO DE MUTANTES DE RHIZOBIUM RESISTENTES A ANTIBIOTICOS EN ESTUDIOS
ECOLOGICOS .

Paxa estudiar en oxden las relaciones ecoldgicas entre poblaciones
introducidas y nativas de Rhizobium en el campo, se hacen necesarios
métodos que ayuden a distinguir ambas poblaciones. Las té&cnicas se—
roldgicas (Brockwell, et. al., 1977; Diatlof4, 1977; Gibson, et. al.*™
7974) incluyendo la microscopia de inmunofluorescencia (Bohtook y
Schmidt, 1970} han sido usadas ampliamente para identificacidn de -
cepas de Rhizob{um responsables de 1la formacidn de nddulos en estu-
dios ecolBgicos. Sin embargo, el tiempo que se emplea en este pro-
cedimiento de identificacibn algunas veces limita el nfimero de nddu

los que pueden ser probados (Hafe, 1978).

Ha sido reportado por muchos investigadores el uso de marcadores ge
néticos, como la resistencia a antibibticos, para distinguir cepas
de Rhizobium. Obaton (1971}, citado por Hale {(1978), usd mutantes
resistentes a Estreptomicina de R. tffoli{ para estudiar la compe-
tencia y la sobrevivencia en el suelo; Franco y Uincent (1976} em~

plearon mutantes resistentes a Estreptomicina para distinguir cepas
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de Rhizob{um compitiendo por la colonizacidn y nodulacibn de legu-

minosas tropicales.

Schminghamert y Dudman {1973), sugirieron que en estudios ecoldgi-
cos, los mutantes resistentes a Espectinomicina de varias especies

de Rhi{zob.ium pueden suplantar a los mutantes resistentes a Estrep-

tomicina.

En un eximen critico de la estabilidad de BEstreptomicina y los maxr
cadores antigénicos, Brockwelf, et. af. [(1977), concluyeron que

éstos son igualmente dignos de confianza cuando se usan para la

identificacidn de cepas de Rhizobium t1lf0€il reaisladas del cam-

po.

Los mutantes espontfineos de especies de Rh{zob{lum resistentes a
antibidticos, pueden esta acompafadas por cambios en la habilidad
para formar nddulos (infectividad) o en la habilidad para fijar
nitrdgeno (efectividad). Schuinghamer {1967}, encontrd que la re
sis‘tencia a antibidticos (tales como la Estreptomicina, Espectino
micina y Cloranfenicol), ademS&s de inhibir la sintesis protélca,
estd asociada con poca, pero no con la pérdida total de la efecti
vidad simbidtica; por otro lado, la resistencia a antibidticos,
los cuales no afectan la sintesis ni la permeabilidad de la pared

celular, fue comunmente acompafiada con la pérdida de efectividad.

En contraste, Zefacna-Kowalska (1971), reportd la pérdida de in-
fectividad de R. trnifoflil resistente a Estreptomicina y la depen-

dencia a 100 ug/ml de &ste antibidtico.

GollLobin y Levdn U9Z4) sugieren que no necesariamente una cepa
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resistente a antibidtico va acompafiada del cambio morfoldgico colo
nial (de liso a rugoso), la incapacidad de infectar al hospedexo y
la inefectividad simbidtica para fijar nitrdgeno, ya gue encontra—
ron que de 92 mutantes obtenidos de 2 cepas de R. japonicun, resis
tentes a diferentes concentraciones de Estreptomicina, todés exhi~
bieron, despuds de ser realizadas del hospedero: la misma morfolo-
gfa colonial, no dependencia del antibiético y la misma capacidad

para infectar y fijar nitrdgeno que las cepas parentales. Porotro
lado, determinaron gue hay un limite superior para la resistencia

a antibibticos en dichas cepas, obteniendo solamente 3 mutantes re

sistentes a 10,000 Wg/ml, y uno resistente a 25,000 Ug/ml de Estrep

tomicina.

No es sencillo saber cbmo la mutacidn para la resistencia a Estrep
tomicina podria tener efecto sobre las propiedades simbiBticas de
la c@lula bacteriana. La mutacidn cromosdmica bien caracterizada
para la resistencia a Estreptomicina, resulta en una alteracidn de
una proteina especifica sobre la subunidad ribosomal 308. Otras
baéﬁerias resistentes a Estreptomicina, deben &sta resistencia a
la presencia de un plasmidoc que dirige la alteracidn de la molécu-
la de Estreptomicina por acetilacidn, adenilacidn o fosforilacidn.
Después de que ciexrtos estudios con otras especies de rizobias de-
mostraron que los eventos mutacionales resultaron en una altera-
cifn de la pared celular, o en Gltima instancia, en una alteracidn
de la estructura de la membrana celular y en un decremento general
de la eficacia para la simbidsis, la pared y la membrana celular

han asumido gran importancia para explicar la formacidn de nddulos
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efectivos (Schwinghamer, 1967). Una modificacidn de la pared y de
la estructura de la membrana, ha sido tambi&n reportada en el pro-
ceso de desarrollo del bacteroide en el nddulo efectivo |Joxdan,
1962}, lo cuval sugiere que cualquier mutacidn que altere la perife
ria celula; puede tener un efecto substancial sobre las propieda-

des simbidticas del mutante.

Keeezkowska (1971), encontrd que, al igual que en las colonias de
rizobias resistentes a antibibticos, las resistentes a fagos, pre-
sentaron cambio en la morfologia colonial de liso a rugoso y cam-

bios en la consistencia y transparencia de la mucosidad.

Un efecto secundario, del ya mencionado cambio en la envoltura_ce—
lular, puede ser una sutil alteracidn en la permeabilidad de la qé
lula, de tal forma gue la Estreptomicina es excluida, y la resul-
tante resistencia a Estreptomicina es fenotipicamente indistingui-
ble de la resistencia de una célula a una droga por alteracidn en

la subunidad ribosomal 30§ (GolRobin y Leuvin, 1974).

Ordinariamente, en genética microbiana, se considera que los expe-
rimentos ecoldgicos, en los cuales son usados marcadores genéticos
como trazadores, no son rigidos, a no ser que sean usadas cepas
con doble marcaje. Por ejemplo, si se usa una cepa marcada con ES
treptomicina y Acido Nalidixico, despu&s de reaislada por selec-—
cidn de una sola marca (Estreptomicina, por ejemplo), la presencia
de la marca no seleccionada (Acido Nalidixico) puede ser aceptada

como prueba definitiva de que se trata de la cepa originalmente in

troducida (Postgate, 1979).



-97 -

A pesar de estos conflictivos resultados, la facilidad con la cual
pueden obtenerse mutantes resistentes a Estreptomicina de la mayo-
ria de especies de Rhizobium, 1a estabilidad del caracter y la in-
frecuencia de reportes acerca de la pérdida de la efectividad sim-
bidtica, han hecho de este marcador genético el que con méds fre-

cuencia se use en estudios ecol8gicos. Sin embargo, llevando en
mente la evidencia de Zefasna-Kowalska {1971), es importante che-

car con regularidad la efectividad de las cepas resistentes a anti

bidticos para posteriormente usarlas en estudios ecoldgicos (Hale,

1978).

Cuando se usan cepas resistentes a antibidticos, debe tenerse en
mente gue dicha resistencia puede ser llevada en un pldsmido y que
ésta puede ser transferida a bacterias de otra especie. Es posi-
ble, que en el caso de los animales, esto tenga una implicacidn mé
dica o veterinaria, cuando se usa Estreptomicina o Espectinomicina,
que son antibidticos usados como medicamento. Sin embargo, en el
ambiente suelo, es improbable que é€ste sea una presifn selectiva
para la resistencia a antibi8ticos, por lo que la posibilidad de la

trasferencia de resistencia a otras bacterias es remota (Hale, 1978).

Hale {1978), ha obtenido y usado exitosamente un mutante de R. Zni-
ﬁokii resistente a Estreptomicina en estudios de compet;ncia entre
poklaciones introducidas y nativas en suelos donde la produccidnde
trébol blanco-pasto no ha sido satisfactoria. La cepa de R. trnifo-
£4L usada, fue resistente a 200 Yg/ml de Estreptomicina, efectiva

y no dependiente de la Estreptomicina después de subcultivos y lio-

filizacién.
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Hale {1978}, ha observado que cuando R. taifolii resistente a Es-

treptomicina es mezclada con turba e impregnada en semillas de tré
bel blanco, y sembrada en suelos con altas poblaciones de rizobias
nativas, menos del 30% de los nddulos formados a los 6 semanas pre

sentaron la cepa marcada. Sin embargo, cuando un inoculante ligqui

do de la misma cepa, fue incorporado al suelo antes o al mismo tiem
po de la siembra, hubo un incremento significative en el nimero de

nddulos formados por el mutante, de 80 al 90%.

La estrecha correspondencia entre los resultados obtenidos usando
métodos inmunoldgicos y caracteres de resistencia a antibidticos
(Brochwetl, et. al., 1977}, como la conveniencia del procedimiento
de muestreo de nddulos (Franco y Wincent, 1976}, hacen de &ste, un

método particularmente atractivo para distinguir entre cepas de

Rhizob.ium en estudios ecoldgicos.

EFECTO DE EQUIA (TENSION CA) EN TA SIMBIOSIS. RHIZOBTUM=1E
GUMINOSA .

Existen numerosos estudios gue muestran el efecto de la humedad del
suelo sobre la actividad de los microorganismos y el efecto de la
tensidn hidrica sobre varios procesos fisioldgicos de las plantas.
Sin embargo, se conoce muy poco sobre la influencia de la tensidn

hidrica en la simbidsis Rhi{zob{um-Leguminosa.

Una alteracidn en el metabolismo hidrico del macrosimbionte puede
causar un deterioro en el sistema agua-suelo-planta, y esto tam--
bidn puede conducir al abatimiento de la fijacidn de nitrdgenc (Ra

thone, et. al., 1981).

Tanto los efectos de la tensidn hidrica



(duracidn e intensidad) como el rango de recuperacidn de los nddu-
los despu@s de una sequia parcial, no han sido establecidos para la

relacién Rhizobium-Phaseolus vulgaris L. (Grnaham, 1981).

Rhizobium es un género sensible a condiciones de baja humedad del

suelo (Boonkend y Weaver, 1982). La sobrevivencia de Rhizobium en

suelos mantenidos a baja tensidn hidrica (cercana a la capacidad
de campo) es mucho mas alta gue la sobrevivencia en suelos con alta
tensidn hidrica. Las poblaciones de Rh{zobium van decreciendo con-

forme los potenciales de agua del suelo van acercandose a -15 ba-

rias (MahLer y Woklum T1, 1981),

Debido a la extrema sensibilidad que existe entre los simbiontes

Rhizobiwm y leguminosa, &sta Gltima no tolera la escasés ni el ex-
ceso de agua (tensidn hidrica e inundacidn, respectivamente). En
el campo, es comflin encontrar condiciones de inundacidn, después de
que ha llovido; pero en pocos dlas, el efecto combinado del sol y
el aire pueden producir marchitéz en las plantas. En general, el

sistema simbidtico se recupera después de un corto periodo de expo
sicifn a la tensidn hidrica o a la inundacibn, pero prolongados pe

riodos de tiempo bajo alguna de estas condiciones pueden conducir

al dafio permanente y a la abscisifn de los ndédulos {L{c, 1987},

La infeccidn se encuentra restringida en suelos secos a causa de la

ausencia de pelos radicales normales, dandose en lugar de estos,

pelos radicales cortos y anchos, los cuales son inadecuados para la

infeccidn de Rhizob{um. Bajo condiciones de riego, los pelos radi-

cales anormales pueden recuperar su crecimiento normal, resultando



en una estructurxa delgada, la cual eventualmente puede ser infecta
da. Una vez formados los nddulos, bajo condiciones adecuadas de
agua, estos pueden ser retardados en su crecimiento si son expues-—

tos a condiciones de sequia, dando un desarrollo parcial de estos,

enclavados en la corteza de la raiz (Worrall y Roughley, 1976). .

Rathore, etf. al. [1981), encontraron que la tensidn hidrica (stress
hidrico) en soya (GE€ycine max {L.) Mear.) reduce el niimero de nédu

los, el contenido de Leghemoglobina de los nddulos y la incorpora-—

. cidn de nitrdgeno a la planta. Aungue el nimero de bactercides no

es afectado {Rathore, et. af., 1981; Worrall y Roughfey, 1976}, en
la planta se ven retardados particularmente los estados de flora-

cidn y madurez. El efecto de la tensidn hidrica es especialmente

severa en el estado de floracién temprana, en el cual el crecimien

+o de la planta se reduce en un 50% {Rathore, et. af., 1981}.

La significante reduccién en el contenido de Leghemoglobina y la

baja acwmlacidn de nitrbdgenc en el follaje, pueden ser atribuidos

a un serio deterioro de la asociacidn entre los dos simbiontes, don

de tanto’ carbohidratos como agua fueron limitantes. Si la fotosin
tesis es afectada por la tensidn hidrica, su efecto sobre la fija-
cibén de nitrSgeno, es obvio. Un bajo suministro de carbohidratos,
por lo tanto, puede resultar en un desordenado funcionamiento del

microsimbionte, lo cual conduce a la reduccidn del contenido de Le
ghemoglobina y el subsecuente bajo contenidos de nitrSgeno en el

follaje.

Es bien conocida la corxelacibn entre estos dos par@me-—

tros (Keillin y Smith, 1947).
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Peiia-Cabriales y Alexander (1979), encontraron que a medida que el
suelo pierde agua, la caida de las poblaciones de diferentes espe
cies de Rh.izobium, presenta un comportamiento bifdsico. En la pri
mera fase, el nimero de c¢é@lulas cae rdpidamente, y esto coincide
con la pérdida minima de agua del suelo; en la segunda fase, el qE
mero de cé&lulas cae lentamente, coincidiendo con un estado de alta
sequedad del suelo. Por otro lado, observaron que en 10 dias de
déficit de agua en el suelo, el niimero de células de seis especies
de Rhizobium (R. Leguminosarum, R. trifolil, R. phaseoli, R. meli-
Loti; R. faponicum y R. Lupindi) y de rizobias del grupo cowpea fue
ron reducidas en orden de magnitud de dos nimeros logaritmicos, y

adem@s no se encontraron diferencias de susceptibilidad entre las

rizobias de crecimiento lento y las de crecimiento ripido.

La falta de agua y los subsiguientes humedecimientos del suelo, tie
nen diferente efecto sobre las distintas especies de Rhizobium. Se
ha observado que, un dia despu@s de haber humedecido suelo que per
maneci 21 dias bajo déficit de agua, R. faponicum y Rhi{zobium del
grupo cowpea crecieron considerxablemente, en contraste con el nulo
crecimiento de R. mefiloii, © R. phaseodfi que fue particularmente

sensible a la desecacifn (Pefa-Cabriales y Alexanden, 1983).

La desecacidn del suelo y la alta temperatura tienen un marcade de
trimento sobre la sobrevivencia de Rh{zobium (Mahler y Wollum 11,
1980; Mahler y Wollum, 1981; Marshatll, 1964; Osa-Afiana y Alexan-
den, 1982).

Aunque han sido reportadas las diferencias que existen entre las
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especies de Rh{zob{wm sensibles a la sequia, el grado de variacidn

dentro de una especie no ha sido establecido (Bushby y Marshatlg,
1977a).

Osa-Agiana y Alexander (1982) encontraron que tanto en suelo este-
rilizado como no esterilizado, las cepas de Rhizobium difieren am
pliamente en su resistencia a la desecacidn, presentando en gene-

ral altos porcentajes de sobrevivencia.

Se ha observado que después de un periodo de desecacidn del suelo,
éste no permanece biolSgicamente inactivo, ya que se han obsexvado
ciertas transformaciones en los microorganismos sobrevivientes, es
pecialmente en bacterias Gram-Negativas, en las cuales se ha detec

tado la formacidn de una cubierta de polisfcarido extracelular

(Kitbertus, et. al., 1979).

Las cepas de Ri{zobium que se encuentran dentro del grupo de creci
miento lento, han sido consideradas como mis resistentes a la dese

cacidn, a diferencia Ge las rizcbias del grupo de crecimiento xé-

pido (Bushby y Manshall, 1977a).

0sa-Afiana y Alexander (1982), encontraron que &sta relacidn la ve
locidad de crecimiento y la tolerancia a la desecacidn de las cepas
no es muy evidente, ya que cepas de rizobias de crecimiento ri3pido,
fueron tambi&n resistentes a la desecacidn. Encontraron también

que, existe una relacidn entre la sensibilidad a la sequia y la pro
duccidn de polisdcarido extracelular por la cepa. La razén de esta

relacidn no es clara, es posible que el polisicarido sea producido

a expensas del material de reserva intracelular y que sea usado du
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rante periodos de tensidn hidrica.

La reaccidn fluorescente entre los materiales secretados por las
bacterias nodulantes, cuando son sujetas a desecacidn y rehidrata—
cifn y el 1 anilo - B Naftalen Sulfonato (ANS), sugiere que lamuer
te de las bacterias estd asociada con cambios en la permeabilidadA
de la membrana. Las bacterias de crecimiento lento y algunas de
crecimiento r&pido como Rhizob.ium meliloitl, difieren de las bacte-—
rias de crecimiento rdpido del grupo de R. Leguminosanum en que
exhiben poca flurescencia en presencia de ANS. Esto, probablemente

refleja diferencias entre estos grupos de bacterias en la naturale

za polar y no polar de la envoltura externa de las c&lulas (Bushby

y Manshatl, 1977b).

Al estimar la sobrevivencia de R. taifolii y R. japonicum usando
cuatro niveles de humedad (10, 22, 35 y 40%), Osa-Afiana y Alexan-
den (1979), observaron crecimiento en ambas especies bajo los cua-
tro niveles, pero en el nivel mis bajo (10%), detectaron la sobre—
wvivencia m8s alta. En los niveles de humedad superiorxes al 10%,

en el caso de R. nlfofii, se hicieron evidentes dos fases en sus
cuxvas de scbrevivencia; en la primera (a las 2 semanas después de
la inoculacidn), ocurrid una drdstica disminucidn en el nGmero de
rizobias, pero en la siguiente, la calda fue gradual. Los potencia
les de agua de cada nivel de humedad fueron: 8.0, 1.5, 0.1 y 0.02

barias, respectivamente.

El género Rhizobium es capaz de soportar potenciales de agua (¥w)

del suelo mis bajo que su propio hospedero y esto es de gran signi
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cancia ecoldgica, ya que la bacteria tiene que sobrevivir prolonga
dos pericdos de sequia antes de nodular a la leguminosa respectiva

(Singleton y Cuautle-Fabifin, 1982).

El funcionamiento de los nédulos es severamente restringido por la
tensidn hidrica. La pérdida de agua por evaporacidén de la superfi
cie del nddulo y especialmente por la exportacidén de materxial ni-

trogenado de los nddulos hacia el xilema, debe ser compensada, si

el nddulo esti trabajando bién. Parece gue el nddulc incorpora so
lamente el 13% del agua por su superficie, tom@ndola del medio, mi
entras que el resto llega por el floema y por el movimiento lateral
del agua de las rafices adyacentes. Esto puede explicar la presen—
cia de nddulos activos en el estrato superior seco del suelo, debi

do que las raices tienen acceso al agua de las capas profundas del

suelo (L<ie, T1981).

El déficit de agua induce una r8pida inactivacibén de la fijacidn de
nitrdgeno, pero la actividad pucde ser restablecida mediante el rie
go, si la pérdida de humedad no excede del 20% del peso fresco de

los nddulos (Sprent, 1971).

Las plantas, con nGdulos de crecimiento meristem8tico restricto (nd
dulos esféricos), son mis sensibles que las plantas con nddulos
elongados, los cuales pueden reiniciar su crecimiento si se suminis
tra agua, debido a que el tejido meristemitico se encuentra en el

adpice de los n&dulos {Engin y Sprent, 1973).

La tensidn hidrica aplicada tanto a nSdulos sueltos como a raices

noduladas, reduce la fijacidn de nitrbgenc y la respiracidn; la xe
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duccidn se da dentro de ciertos limites, proporcional al grado de

pérdida de agua de los nddulos (Sprent, 19771).

La tensién hidrica reduce la fijacidn de nitxrbgeno en plantas de
soya crecidas en macetas con suelo. Considerando que los nddulos
retienen algo de actividad, la recuperacidn bajo riego se alcanza
normalmente en una hora. Usando agua tritiada (BHOH), se ha con-
firmado gue el agua puede ser retenida por los nddulos EN ROUTE

de la ra¥z al sistema adreo (Sprent, 1972c).

En un ensayo en campo usando V.ieia faba, se observd que existe un
alto grado de correlacibn entre el contenido de agua del suelo y

la fijacifn de nitrbgeno. La mixima fijacidn de nitrdgenc se obtu
vo con valores cercanos al rieqgo a capacidad de campo; los valores
por arriba del riego a capacidad de campo, abatieron la f£ijacidn

de nitrBgeno debido a la inundaciBn. La tensidn hidrica afecta di
rectamente la actividad del n6dulo, pero &ste efecto puede ser agra
vado por la disminucién en el suministro dec fotosintatos de hojas

marchitas (Sprent, 1972c).

purante los periodos de sequia, el dafio osmBticc para la fijacidn
de nitrBgeno puede ocurrir debido a la alta concentracidn de sales

cerca o sobre el nddulo jSpMent, 19726} .

La tensidn hidrica sobre nddulos de soya, abate la reduccidn de

acetileno y la incorporacidn de Oxigeno pero incrementa la evolu-
cidén del co, y el etanol. Resultados similares han sido encontxa
dos en nddulos sujetos a inundaci®dn (Van Staaten y Schmidit, 1974).

El efecto de la tensidn hidrica puede ser vencido parcial o total-
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mente por la incorporacifn de Oxigeno. Tanto la deficiencia como
el exceso de agua pueden abatir la actividad Nitrogenasa (Reduccidn
de acetileno), por restricecidn del suministro de intermediarios de
las rutas aerSbicas. Al mismo tiempo son estimuladas las rutas fer
mentativas y pueden dirigir la inhibicidn de concentraciones de eta
nol ya producidas. Ambos simbiontes poseen sistemas para la produc

cibn de etanol {Sprent y Gallacher, 1976).

Se ha observado que la irrigacidn de las parcelas, después de un pe
riodo de sequfa, incrementa la f£ijaciBbn de nitr8genc mis de 10 ve-

ces (Sprent, 1976).

La tensidn hidrica, reduce en forma severa el crecimiento y desarro
llo de los nSdulos, abatiBndose también la incorporacidn de Oxigeno,

la reduccidén de acetileno (CZHZ) y la evolucidn del H cuando en

27
los n8dulos el potencial de agua (Yw) declina de =6 a ~18 barias

(Jih-Min Sung, 1982}).

Han sido propuestas muchas hipStesis para explicar ésta relacidn in
versa entre la fijacibn de nitrBgeno y la tensién hidrica. Chi-Ying
Huang, et. al., (1975 a y b), concluyeron que la inhibicidn de 1la
fotosintesis centribuye para que decline la fijacidn de nitrBgeno
por el nSdulo. Pankhunst g Sprent (1975) y Sprent (1976) sugiere
que el primer efecto de la tensiBn hidrica sobre el nBdulo fue adis-
ninuir la incorporacidn del 02, lo cual redujo el suministro de me~
tabolitos disponibles (como el ATP), esenciales para la fijacibn de

nitrégeno.

Chi-Ying Huang, et. al., (J975a), no detectaron reduccibn de aceti-



leno en suelos inundados ni en suelos secos con potenciales de agua
de —19.5 barias. Entre estos extremos, la reduccidn de acetileno

mostrd un Sptimo bién definido. Al remover el suelo, eliminaron

los efectos inhibitorios de la inundacidn, sugiriendo &sto que, el
rango de intercambio gaseoso entre los ndduloes y la atmosféra es-—
tuvo restringido a potenciales de agua del suelo menores a -2 ba-
rias. En el caso de los suelos desecados, el abatimiento en la re

duccibén de acetileno estuvo correlacionado con la disminucidn de

la fotosintesis y de la transpiracidn.

La iphibicidn de la reduccibn de acetileno causada por bajos poten
ciales de agua y sus consiguientes efectos, pueden ser reproducidos
privando el feollaje del CO2 atmosférico, aun cuando el suelo perma-
nezca con potenciales de agua que permitirian una r&pida reduccidn
de acetileno. La inhibiciBn de la reduccibn de acetileno a bajos
potenciales de agua, entonces, podria sex parcialmente invertida

por expasicifn del follaje a altas concentraciones de co, {Chi-Y4ing
Huang, et. af., 1275b).

Tsmaili, et, al., (1983], al suspender el riego y asi someter al

siratro (Macroptilium atropurpuwreum) bajo tensibn hidrica, encontra
ron gue cuando los valores de potencial de agua (Yw) del suelo fue-
ron menores a -1.5 MPa, los potenciales de agua de los nBdulos fue-
ron mucho mds negativos que los del follaje. Los valores de poten=-
cial de agua (Yw) del suelo por abajo de -1.5 MPa mermaron el creci

miento de los nédulos y follaje y abatieron los rangos de reduccifn

de acetileno.
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La tensién hidrica, también incrementa el gasto respiratorio de los
nddulos en la soya (GPycine max (L.) Mern.), siendo evidente una
relacidn lineal entre la reduccidn de acetileno y la incorporacidn

de oxigeno (Jin-Min Sung, 1982).

Lo anterior nos llevd a plantear los siguientes obhjetivos e hipd-

tesis.
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Iv. OBJETIVO , HIPOTESIS Y PREMISAS DE TRABAJO

CBUETIVO

Evaluar en invernadero la eficiencia de la relacidn simbidStica entre
Phaseolus vulgaris L. y mutantes de Rhizob.ium phaseofl resistentes a
antibjidticos bajo condiciones restrictas de humedad (sequia), para

lo cual:

1. Se establecid la sequia en los genotipos de Phaseolfus vulganis
L. considerando sus valores de Transpiracidn y Resistencia Esto

matal (rs).

2. Se dermind la sobrevivencia de los mutantes de R. phaseoll en
la rizosfera bajo sequia y riego en tres estados fenoldgicos de

P. vulganis L.: vegetativo, floracibn y llenado de vaina.

3. Se estimd la capacidad competitiva de los mutantes de R. phaseo-
£{ introducidos frente a las cepas nativas bajo condiciones de

sequia y riego en los mismos estados fenoldgicos, y

4. Se estimd la Actividad Nitrogenasa de la simbidsis Rhizobdlum

Phas eoli-Phaseofus vulgarnis L.

HipbTES IS

1. La baja disponibilidad de agua es una limitante para el desarro

llo normal de la simbidsis Rhizob.ium phaseoli-Phaseolus vulga-

nis L.



La tensidn hidrica (estres hidrieo) del suelo abate tanto la so-
brevivencia como la competitividad de las cepas nativas e introdu

cidas.

La tensidn hidrica reduce la Actividad Nitrogenasa del sistema

simbidtico.

PREMISAS DE TRABAJO

Con base en le hdbito de crecimiento del frijol, existe compati-
bilidad entre los tres genotipos de P. vulgaris L. usados y las
dos cepas de R. phaseofi introducidas. La posibilidad que no se

de la nodulacidn, se deberid a otros agentes externos.

El suelo de Lomas de Sn. Juan, utilizado en este experimento, no

tiene problemas de Mo, Co & Fe.

En el suelo de Lomas de Sn, Juan, el f8sforo es un factor limi-

tante, debido a esto, se aplicd una dosis uniforme a todos los

tratamientos.



V. MATERIAL Y METODOS

1. OBTENCION DE MUTANTES DE RHIZOBIUM PHASEQOLI RESISTENTES A ANTIBIO-

TICOS.

a).

b).

c).

4).

e).

£3.

q).

Las cepas de Rh{zobium fueron crecidas en Caldo de Extracto de
Levadura Manitol, CELM (Apéndice I) durante tres dias en agi-

tacidén (120 rpm) a 28°C,

Estos cultivos fueron sembrados sobre placas de Extracto de Le
vadura Manitol Agar Rojo Congo, ELMARC (Apéndice II) con dife-—

rentes concentraciones de antibidtico (25, 50, 75, 100..ug/ml).

Se seleccionaron colonias obtenidas en la concentracidn mis al-
ta de antibidtico y se cultivaron &stas células en CELM sin an-

tibidtico durante tres dias en agitacidn (120 rpm) a 28°C.

Se inoculd 0.1 ml del cultivo anterior en placas de ELMARC con
teniendo una concentracidn de antibidtico igual de donde se

aisld originalmente.

Se aislaron nuevamente colonias tipicas y fueron crecidad en
medio CELM con la misma concentracidn de antibidtico y se deja

rén crecer en aéitacién (120 rpm) a 28°C.
Se repitib el paso d.

Esta cepa, fue nuevamente resembrada para inducirle resistencia

a concentraciones mids altas del mismo antibidtico.



2.

- -

PRUEBA DE ESTABILIDAD DEL MARCAJE GENETICO DE 1OS MUTANTES OBTENI-
DOS.

a). Las cepas marcadas con antibidtico fueron crecidas en CELM sin

antibidtico durante tres dias, en agitacidn (120 rpm) a 28°C.

b). De cada unc de estos cultivos se elaboraron diluciones decimi.

les.

c). De cada una de estas diluciones (desde 103 hasta 109) se inocE
laron con 0.1 ml placas de ELMARC gue contenian la concentra-
cidn de antibiftico con la gque se marcd la cepa en cuestidn y
placas de ELMARC sin antibiStico. Por cada dilucidn se inocu

laron tres placas.

d). Se considerB que la marca guedd estabilizada cuando en placas
con antibiftico y sin antibidtico, de la dilucidn seleccionada,

crecid el mismo nimero de colonias.

CXPERIMENTQO PRELIMINAR PARA EVATUAR EN INVERNADERC LA EFECTIVIDAD

DE LOS MUTANTES DE RH1Z20BIUM PHASEOL] RESISTENTES A ANTIBIOTICOS.

para evaluar la efectividad de los mutantes de R. phaseofi obteni-
dos en el laboratorio, se instald un experimento preliminar en in-—
vernadero.

Se emplearon macetas de plfistico del Nim.8 con capacidad para 2.5
kg de sustrato, a las due se les adaptd un tubo de vidrio con ta-
pén de baquelita por donde se hicieron los riegos con agua estéril
y con Solucién Nutritiva Sadman (Apéndice I1I), alternadamente.
Como sustrato se emplef tezontle estéril.

La siembra se hizo directa usando semillas de frijol (Phaseofus vul



garis L.) que previamente fueron desinfectadas con bicloruro de
mercurio acidificado, Se mantuvieron dos plantas por unidad ex-

perimental.

Diez dfas después de la siembra, las pléntulas fueron inoculadas

(al pie del tallo) con 1 ml de suspensidn bacteriana conteniendo

109 células por ml. Se montarcon tres unidades experimentales por
cada cepa mutada.

La cosecha se realizd cuando el cultivo presentd el 50% de flora-

cidn.

INSTALACION DEL EXPERIMENTO DEL EFECTO DE LA SEQUIA SOBRE LA FIJA-
CION DE NITROGENO.

A. Descripcidn del material biolSgico.

A.1. Genotipos de Phaseofus vulganis L.
Para este experimento fueron empleados tres genotipos de
frijol: Negro 150G3, Bayo Durango.y Michoacan 12A3, siendo
el primero y el iltimo, genotipos resistentes a sequia

(Dr, Lanqué-Saavedra, comun. penson.).

Negro 150G3. Proviene de una seleccidn individual del fri-
jol Hidalgo 48-A-1. Es una variedad con hibito de creci-
nmiento de gufa larga (clasificado como tipo IV, seglin CIAT).

Algunas de sus caracteristicas agronSmicas son:

pias a floracibn . . . . . . . . . . . . 62
Color de la flor . . . .

Dias a madurez . . . . .



Color del grano . . . « .« . « « = « - + negro brillante
Distancia entre surcos . « . « . « « +. 70 cm
Kg de semilla/ha para siembra . . . . . 30-35

Densidad (pl/ha) recomendada . . . . .. 95,000

Bayo Durango. Es una variedad usada ampliamente en la zo
na frijeclera de Zacatecas, Durango y Aguascalientes; con
h3bito de crecimiento IIXI. Algunas de sus caracteristi-

cas agrondmicas son:

pDias a florxacidn . .« .« . . + +« .+ + .« . . 60
Color de la floxr . . = + « . « « « « « « blanca y morada
Dias amadurez . . +« « « « » « « + - . » 100

Coloxr del gxano® . . . . - « « =« « « « .. café claro

Michoacin 12A3. Esta variedad proviene de una colecta og£
ginal que se realizd en el Municipio de Brisefias, Michoa-
can. Es una variedad de tipo guia corta indetexrminado

(Tipo II, segin CIAT). Algunas caracteristicas agrondmi

cas son:

Dias a floracidn . . « o« « 2 = + . . . . 47

Color de la flor . .« « =« « » « - . - . . morada

Dias a madureZ . . « + . . v . . s . . - 97

Color del grano . . . . . « » . » « - .. M@gro Spaco

Distancia entre SUXCOS . « « « - « » o - 65 cm
Plantas/metrxo lineal . . . . . . . . . . 10
Kg de semilla/ha para siembra . . . . .. 50

pDensidad (pl/ha) recomendada . . . . . . 150,000



A.2. Cepas de Rhizob.ium phaseoli.

Las cepas de Rhizobium phaseofl{ CPMEX1 y CPMEX22, con sus
respectivos mutantes, CPMEXIStrISO {Resistente a 150 ug/ml

de Estreptomicina) y CPMEXZZSPezOO {(Resistente a 200 ug/m}
de Espectinomicina) pertenecen a la Coleccidn Microbiana
del Laboratorio de Microbiologia y Bioguimcia de Suelos
del Centro de Edafologia del Colegic de Postgraduados, Cha

pingo, México, (Tabla 4).
B. Descripcién del suelo de Lomas de Sn. Juan, Texcoco, México.

El suelo de Lomas de Sn. Juan, de acuerdo a Moreno Dahme (1970]),
es un migajén arcilloso arenoso, con pH ligeramente &cido, sin
problemas de sales. Presenta baja cantidad de materia organica,
un contenido medianamente bajo de f£dsforo, muy alta concentra-
cidn de potasio aprovechable un contenido medio de calcio, ex-—
tremadamente alto en cuanto a magnesio y muy bajo contenido de

nitrdgeno total (Tabla 5).

Los suelos de Lomas de Sn. Juan, se localizan en la Regidn Orien
tal del Valle de México, aproximadamente entre los 19°22'00'' y
los 19°48'27'' Latitud Norte Y entre los 98°48'27'' y los 98°57'
30'' de Longitud Oeste. EL clima del Valle de México estd@ cla~
sificado como cw {Garcela, 1980); y el clima de la zona de Cha~
pingo (Garcfa, 1968) estd definido como Cwibk(£’). El1 significa
do de ésta clasificacibn es el siguiente: Subhfimedo con lluvias
en verano, con cociente P/T entre 43 y 55, con un porcentaje de

1luvia invernal inferior de 5% del total anual (Cwl); templado
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TABLA 4. LUGAR DE ORIGEN Y CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE LAS CEPAS DE
Rivizobium phaseoli CPMEX1 Y CPMEX22.

DESCRIPCION CPMEX1 CPMEX22
Clave original: EL 63 EL 111
Lugar de origen: Texcaltepec, Hgo. Las Mesas, Tlax.
Tamafio de nddulos
formados: pequeiios medianos
Velocidad de cre-
cimiento: 2-3 dias 3-4 dias

Resistencia Intxin

seca a Antibidticos: Furadantina .
Caxbencilina 50 ug
Sulfametoxasol 25 ug

( 300ug
(
(
Cefalosporina { 30ug
(
(
¢

Furadantina { 300uqg)
Aec. Oxonilico ( 10ug)

Cloranfenicol ( 301g)

Ac. Nalidixico 30yg
Ac. Oxonilico 104g
Cloranfenicol 30ug

-

Produccibn de Acido

o Alcali: Acido Acido

Reaccidn a la Leche Formacién de ligera zona Formacidn de ligera
Tornasolada: de suero. zona de suero.
Tolerancia al NaCl: Negativa. Negativa.

RODRIGUEZ Y FERRERA-CERRATO, 1984; Y COMUN. PERS.

TABLA 5. ANALISIS FISICO-QUIMICO DEL SUELO DE LOMAS DE SN. JUAN, TEXCO-
CO, MEXICO, QUE ES UN MIGAJON ARCILLOSO, UTILIZADO EM EL EXPE-
RIMENTO DE INVERNADERO.

PROPIEDADES DEL SUELO VALORES Y CONCENTRACION

Arena 50%

Textura Limo 23%
Arcilla 27%

Reaccibn pH 6.40

Conductividad eléctrica 0.35 (mohms/cma 25°C)

Materia Orgdnica 1.57 ppm
Fésforo 0.74 ppr
Potasio 196 ppm
Calcio 1706 ppm

Nutrimentos asimilables Magnesio 492 ppm
Sodio 124 ppm
Nitrdgeno total (Nt} 0.06 ppm

ANALISIS REALTIZADO EN 1983, EN LA SECC.DE QUIMICA DE SUELOS, CEDAF-
COLEGIO DE POSIGRADUADOS, CHAPINGO, MEXICO.
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con verano fresco largo, temperatura media anual entre 12°C y
18°C, temperatura media del mes m@s caliente entre 5.5 y 22°C
(b); con poca oscilacidn anual de las temperaturas y precipita-
ciones promedio mensuales registradas en la Estacidn Meteorold-

gica de Chapingo, México, durante un periodo de 10 afios ({’).
Preparacidn de las unidades experimentales.

Se emplearon macetas de plistico del nfimero 12 con capacidad pa
ra 8.5 kg de sustrato. Estas fueron horadadas en su base para
facilitar el drenaje y provistas de un tutor para permitir el
enredamiento de las plantas.

Se determind® el contenido de humedad del suelo, secando diez
muestras de &ste a 105°C durante 24 hrs., y se calculd el riego

a capacidad de campo para 8.5 kg de sustrato.

Determinacidn del nfimero m8s probable (NMP) de rizobias por gra-
mo de suelo de Lomas de Sn. Juan.

Para &sta determinacidn se empled la técnica de infeccidn en
planta (V.incent, 1975). Las bolsas de crecimiento (growth pouch)
fueron substituidas por las Unidades de Crecimiento CP (Ap&ndi-
ce 1V) disefiadas en este Laboratorio de Microbiologia {Guzmén-
Plazola, ct. al., 1983).

Dichas Unidades de Crecimiento estdn constituidas por un frasco
de vidrio transparente de 6 cm de dimetro y 11 cm de altura al
que se le agregd tezontle (con un diadmetro de particula menor

o igual a 2 mm) previamente lavado. Estos recipientes poseen
ademas una tapa de rosca metAlica la cual lleva dos ranuras la-

terales continuas (de 1.5 x 0.5 ecm) por las cuales se introdu-



cen as@pticamente las radiculas de las plantas pregerminadas en
Agar-Agua (10-12 g de Agar en 1000 ml de agua). Por filtimo, 1la
tapa lleva en el centro un tubo, cuya finalidad es permitir el
riego con agua o Solucidn Nutritiva estBriles sin abrir la uni-
dad. Para evitar la contaminacidn, &ste tubo lleva un tapdn de
baquelita forrado con papel aluminio. Antes de trasplantar, las
unjidades completas son esterilizadas a 18 libras durante 2.5
hrs.

Después de trasplantar y de agregar la alicuota de dilucidn de
suelo correspondiente, las ranuras de la tapa fueron cubiertas
con algoddn esté@ril. Se prepararbn diluciones decimales (desde
10" hasta 109) y se agregd 1 ml de cada dilucidn por unidad en
los controles se agregd solamente una alicuota de agua esteril.
Se mantuvo una sola planta por Unidad ‘de Crecimiento, montando-
se tres Unidades por cada dilucidn. Todas las Unidades fueron
crecidas bajo condiciones de invernaderxo, a una temperatura gue
fluctud entre 24 y 29°C, vigilandose la humedad de e5tas para
evitar la desecaciBn de las pléntulas. Después de 21 dias, las
raices de las plantas fueron examinadas para determinar si hubo

o no nodulacifn. Finalmente, se calculd el valor del NMP con la

ayuda de las Tablas correspondientes (Vincent, 1975).
Preparacidn del inoculante.
Cada mutante de Rhizobium phaseoll fue crecido en medio CELM

(Apéndice I), agregando 30 ml de €ste en botellas de dQilucidn.

Las botellas inoculadas fueron incubadas en agitacidn a 28°C
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durante cinco dias. Al final de este periodo, la densidad Sp-
tica de cada cultivo fue medida con la Escala de Mc Farland

(Apéndice V) para obtener una concentraciin de 10° c&lulas/ml.
Fertilizacifn, siembra e inoculacidn.

Como resultado del bajo contenido de f£&sforo del suelo de Lo=-
mas de Sn. Juan, todas las unidades experimentales fueron ferti
lizadas con 60 kg de P/ha. Los controles nitrogenados fueron
fertilizados con 60 kg N/ha. En cada caso, el fertilizante fue
disuelto en 20 ml de agua y aplicado junto con el riego. Como

fertilizante se emplearon: Ca(HZPOS), v (Naq)zsoq, respectiva-

mente.

La siembra se hizo por trasplante. Antes de la siembra, las
unidades experimentales fueron regadas a capacidad de campo.
Las semillas fueron desinfectadas superficialmente poniendolas
en alcohol etflico al 95% durante 20 segundos, despu@s enjuaga—
das con agua eskéril y pasadas a una solucidn de Bibloruro de
Mercurio acidificada (1g chlz; 5 ml HCl; 1 00O HZO) durante un
minuto. Finalmente, fueron enjuagadas cinco veces con agua des
tilada estBril y puestas a germinar sobre placas de Agar-Agua
(10-12 g e Agar en 1 000 ml de agua) durante 3 dias (Somasega-
nan, et. al, 1981).,

La inoculacidn se hizo simult@neamente en el momento del tras-
plante aplicande 1 ml de la suspensidn bacteriana en la radicu-
la de la pléintula. Inmediatamente después de la inoculacidn, la

radicula fue cubierta con el sustrato, evitando asi el efecto de-



letero de la luz sobre las rizobias. Finalmente, se montaron

tambiBn los controles absolutos (no inoculados ni fertilizados).

Aplicacién de la sequia en las plantas.

La sequia fue dada a las plantas suspendiendo el riego. Des~—

pués de aplicado el filtimo riego a capacidad de campo, en los
tratamientos bajo sequia, se registrd periodicamente la Resis-
tencia Estomwatal (rs) ¥ la Transpiracidn empleando un Pordmetro
{STEADY STATE POROMETER MODEL LI-1600) hasta que las plantas
Presentaron valores de re ¥ Transpiracibn correspondientes a

-1 -
sequia: 30 seg cm vy 1 ug H20 cm2 seg 1, respectivamente (Na-

va, 1984).

Simult@neamente fueron medidas la r_ vy la Transpiracidn de los
tratamientos bajo riegc a capacidad de campo, pesando las mace-
tas cada dos o tres dias y aplicando la cantidad de agua faltan
te. Las mediciones de rs vy Transpiracidn se hicieron a las 12:00
hrs., sobre el trifolio central de la filtima hoja completamente
expuesta. La sequia fue aplicada, en cada cultivar, en tres es

tados fenol8gicos (estado vegetativo, floraciBn y llenado de vai

na) .
Tiempo de cosecha y procesamiento del material vegetal.

La cosecha se realizB entre 3 y 5 dias despu@s de que se alcan-
zaron los valores de roy Transpiracibn correspondientes a se-
quia. Cada genotipo fue cosechado en tres estados fenoldgicos
(estado vegetativo, floracidn y llenado de vaina). La Tabla 6,

muestra la edad de las plantas, de cada genotipo, en el momento
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de la cosecha. El material vegetal cosechado (Follaje, Raiz y
N8dulos Totales) fue secado (a 70°C durante 72 hrs.) e inmedia

tamente pesado.

TABLA 6. EDAD DE LAS PLANTAS (DIAS) AL MOMENTO DE LA COSECHA
EN CADA ESTADO FENOLOGICO.

ESTADO FENOLOGICO

ESTADO LLENADO DE
GENOTIPO VEGETATIVO FLORACION VAINA
Negro 150G3 30 B84 112
Bayo Durango 30 61 ag
Michoac8n 12A3 30 61 98

Determinacidn de los potenciales de agua (Y¥w) de la planta y del
suelo.

Para determinar el Potencial de Agua de la planta se empled una
bomba de Presidn (SOIL MOISTURE EQUIPMENT CORPORATION) en la ~—-
cual se colocH, inmediatamente despu€s de cortado, el trifolio
inverttitdo , de tal forma que la parte seccionada quedd
hacia arriba y fuera de la bomba. Por Gltimo, &sta fue cerrada
hermé&ticamente y se aplicd flujo lento de aire a presifn hasta
Que comenzaron a aparecer burbujas en la superificie del pecid-
lo donde se hizo el corte; la presidn ejercida sobre el peciflo
se registyd simult8neamente en un mandmetro. Esta presibn fue
considerada como el Potencial de Agua (Yw) de la planta, es de-
cir, la presidn que impulsd al agua del xilema hacia afuera
{Larqué-Saavedra, 1980). E1 potencial de agua de la planta se

registrxd en barias.
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El potencial de agua fue determinado por el método Psicrométrico
de punto de Rocio (lLarqué-Saavedra, 1980), empleando una Camara
C-52 (WESCOR INC.) la cual va conectada a un Voltimetro de pun-
to de Rocio (HR-33T WESCOR INC.). Dentro de la Camara se colo-
cb la muestra de suelo, en el momento de la cosecha, luego fue
cerrada y se dejo equilibrar la humedad relativa durante 15 mi-
nutos para despufs obtener los valores de Yw en microvolts. Fi-
nalmente, estos valores fueron divididos por ura constante para

convertirlos a barias.

Detexrminacién del nGmero de rizobias por gramo de suelo de la
rizosfera.

En el momento de la cosecha fueron tomadas muestras de suelo
(10g) de la rizosfera de cada genotipo, con las cuales se elabo
raron diluciones decimales (desde 101 hasta 109), sembrandose
una alicuota de 0.1 ml de cada dilucibn en placas de medio
ELMARC (Apéndice II) conteniendo la correspondiente concentra-
cifn de Estreptomicina {i50 jug/ml} o Espcctinomicina (200 pg/ml)
y Actidiona (40 pg/ml) en anmbos casos, para evitar el crecimien

to de hongos.

Las placas fueron incubadas a 28%C de 3 a 5 dfas y finalmente

lefdas en un contador de colonias (DARKFIELD QUEBEK/AMERICARN op

TICAL) .

Estimacidn del porcentaje de competencia de las cepas introduci-
das.

En el momento de la cosecha, las raices noduladas fueron lavadas

perfectamente para eliminar el suelo y la contaminacidn superfi-
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cial gruesa. De cada planta, se tomd al azar el 40% de los nbd-
dulos formados, dejandole a cada nbdulo 0.5 cm de raiz a cada
lado del sitio de unidn, para manipularlos ficilmente con pin-

zas, reduciendo asi el riesgo de dafiarlos.

Los n&dulos fueron sumergidos de 1 a 5 segundos en etanol al
95%, y en seguida, transferidas a una solucidn de Bicloruro de
Mercurio acidificada (1g chlz; 5 ml HCl; 1 000 ml de 1120) du-
rante cuatro minutos. Por {iltimo, se enjuagaron cinco veces

con agua destilada estéril.

Los nddulos esterilizados fueron colocados, cada uno, en cavi-
dades de placas usadas para pruebas hematoldgicas (TEST PLATES.
LINBRO IS-MRC-96-CLEAR) y maceradas en una alicuota de agua des

tilada esté@ril (Feturena-Cernato y Lbpez-Alcocer, 1985).

De cada macerado, se tomd una impronta y se colocd en placas de
medio ELMARC (Apéndice II) sin y con antibdtico (150 ug/ml de

Estreptomicina & 200 Ug/ml de Espectinowmicina) .

Las placas fueron incubadas a 28°C durante 8 & 10 dias, después
de los cuales se leyexon, estableci®&ndose finalmente el % de nd
dulos que fueron formados por los mutantes CPMEX1

striso ¥

CPMEXZZSpezoo.

Determinacidn de la actividad nitrogenasa

La actividad nitrogenasa de los tratamientos bajo riego y sequia
de los tres genotipos, se detexmind por el mdtodo de Reduccidn

de Acetileno (Dilwonth, 1966; Scholhoan y Bwuis, 1967).
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Las raices noduladas se separaron de la parte aérea y se sacu-—
dieron levemente para dejarlas libres de suelo. Estas se depo
sitarén en recipientes de plistico (de 1 200 cc de capacidad)
los cuales fueron cerrados herméticamente. El1 10% de la fase
gaseosa’de los recipientes fue reemplazada con Acetileno (C2H2).
Las raices noduladas fueron incubadas por un periodo de 2 hrs.,
tomandose en seqguida muestras de 2 cc de gas y guardadas en tu-
bos al wvacio (VACUTAINER B-D}. Las muestras fueron corridas

en un CromatSgrafo de Gases Varian Modelo 1440, con Detector de
Ionizacibén de Flama de HidrSgeno y una Columna de acero inoxida
ble de 2 metros de largo y 1/8 de pulgadas de difmetro, empaca-—
da con Porapak N, para determinar la cantidad de Etileno (CZHA)

producido.
Descripcidn de tratamientos y disefio experimental.

Cada uno de los tres genotipos de Phaseofus vulganis L. (Negro
150G3, Bayo Durango y Michoacin 12A3) utilizados, fueron some-

tidos a las siguientes condiciones:

a). Cuatrxo fuentes de Nitrdgeno: Cepa CPHEX]StrlSO

Cepa CPMExzszEZOO
0 Xg N/ha
60 Kg N/ha
b). Dos niveles de Humedad: Riego

Sequia



c). Tres momentos o &pocas de cosecha: Estade vegetativo
Floracidn

Llenado de vaina

El nimerxro de tratamientos fue 72, con 3 repeticiones cada uno,
dando un total de 216 unidades experimentales. El experimento
se realizd en condiciones de invernadero, usando macetas con

suelo procedente de campo donde se ha cultivado maiz y frijol,

bajo un disefio experimental completamente al azar.
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VI. ResuLTADOS Y Discusion

OBTENCION ¥ EVALUACION DE LOS MUTANTES DE RHIZOBIUM PHASEQOLI.

De los mutantes de Rhi{zobium phaseofi resistentes a antibidticos ob
tenidos en el laboratorio, se seleccionaron dos: CPMEX1Str150 b4

cPMEx22sPe200, los cuales al ser evaluados en invernadero, presenta

ron los valores m8s altos en la produccibn de follaje, raiz y nime-
ro de nddulos efectivos (Cuadro 1}, en relacidn a los demis mutan-
tes y cepas parentales (Wild type).

CUADRO 1. EVALUACION EN INVERNADERO DE LOS MUTANTES DE R. phaseoll

RESISTENTES A ANTIBIOTICOS USANDO LA VARIEDAD DE Phaseo-
Lus vulgandis L. NEGRO 150G3.

CEP A PESO SECO DE PESO SECO DE  NUMERO DE NODU
FOLLAJE RAIZ LOS EFECTIVOS
X x X
CP MEX1 . 2.52 a 0.62 a 200.14 a
CP MBX1g, e 3.02 b 0.66 a 375.36 b
cP MEX2 2.89 a 0.76 a 208.75 a
. .66 b 174.73 b
CP MEX2_ .00 2.56 b 0.66 3
2. .61 b 181.69 b
CP MEX2. 100 2.61 b 0.6 81.69
CP MEX22 1.85 a 0.64 a 144.31 a
. . 106.88 b
CP MEX22_, ..o 1.79 a 0.60 a
= . 0.68 150.50 a
CP MEX22_ 000 2.10 b a

LAS CIFRAS CON LETRAS IDENTICAS SON ESTADISTICAMENTE IGUALES
(Tukey, a = 0.05).

w.t. = Cepa parental o silvestre (Wild type)

it

Str Resistente a Estreptomicina (ug/ml)

Spe = Resistente a Espectinomicina (pg/ml)
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En el cuadro anterior se observa que, contrariamente a lo que han
reportado algunos autores {Zefazna-Kowalaska, 1971; Kleezhowsha,
1971), la Resistencia a antibidticos no necesariamente abatié la
efectividad de las cepas sino que incluso, en algunos casos, la

incrementd.

Sin embargo, es importante revisar con regularidad la efectividad
de los mutantes de Rhfzobium resistentes a antibiBticos antes de

usarlos en alglin experimento.

El hecho de que los dos mutantes de R. phaseol{ seleccionados, ha-
yan sido reaislados con &xitos de nSdulos del hospederxo inoculado,
crecido tanto en medio hidrpfnico como en suelo sugiere que el
uso de trazadores resistentes a antibibticos, puede considerarse

igualmente confiable que el uso de marcadores antigbnicos (Brock-

well, et. al,, 1277).

Poxr otro lado, la presencia de mutantes expontaneos resistentes a
altas concentraciones de antibidtico en el suelo, por transferen—
cia de un plismido, es improbable, ya que el suelo no constituye

una presidn selectiva para gue se de dicha mutacibfn. Esto filtimo,

tambifn ha sido sugerido por Hafe (7978].

COMPORTAMIENTO ESTOMATAL DE LOS TRES GENOTIPOS DE PHASEQLUS VULGA-

RIS L. BAJO RIEGO Y SEQUIA.

A. En estado veéetativo.
En las Figs. 1, 2 y 3 se muestran graficados los valores de Re-

sistencia Estomatal (x)) y Transpiracifn (Ap&ndice VI) de los
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genotipos Negro 150G3, Bayo Durango y Michoac3n 12A3, durante el
estado wvegetativo, respectivamente. Se encontrd que, una vez

suspendido el riego, en los tratamientos bajo sequia, la Trans-—
piracidn comenzd a elevarse, debido posiblemente a una aumento
en la temperatura de la hoja, que alterd los gradientes de va-
por de agua dentro y fuera de esta {Meldner y Sheriff, 1976; ci
tados por Larqué-Saavedra, et, al. 1982), vPosteriormente se
presentd una disminucidn arfstica de la Transpiracifn, debida
al cierre de los estomas como respuesta al déficit de agua en la

planta (Hawison y Walton, 1975; Jones, 1978).

Por otra parte, la r_ de las plantas bajo sequia, despus de
mantenerse en valores por abajo de 3 seg . cm_1, se elevd auto-
miticamente cuando la planta comenzd a transpirar 1 Ug & menos
de 1 yg de HZO cmm2 . seg—1. El déficit de agua en el suelo y
el aire seco del ambiente propiciaron el incremento de la Resis

tencia Estomatal (Schufze, et, al,, 1972).

Los valores de r,y Transpiracién que Nava {1984) considerd co-
mo valores equivalentes a sequia o tensidn hidrieca, trabajando
con Phaseolus vulgarnis L. (30 seg . em! Yy 1 ug H,0 cm 2 seg—1,
respectivamente), fueron cbtenidos a los 11 dias después de sus

pendido el riego, por el genotipo Negro 150G3 y a los 12 dias

por los genotipos Bayo Durango y Michoacdn 12a3.

La r. ¥ la Transpiracidn de los tres genotipos bajo riego a ca-
pacidad de campo, se mantuvieron con ligeras oscilaciones, debi

das a las variaciones de temperatura y humedad relativa {Knamen,
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1974} que se presentaron en el invernadero a lo largo del experi

mento.
En floracifn

En las Figs. 4, 5 y 6 se muestran graficados los valores de Re-=

sistencia Estomatal (rs) y Transpiracidn (Apé&ndice VII), de los
genotipos Negro 150G3, Bayo Durango y Michoacd@n 12A3, durante la

floracidn, respectivamente.

A diferencia del estado vegetativeo, los valores de rs y Transpi-
racidn equivalentes a la sequfa durante la floracibn, fueron al-
canzados por los tres genotipos, en un periodo de tiempo mids cox
to,. 8 dias después de suspendido el riego. Esto se debid, posi-~
blemente, a la plasticidad que presentan las plantas en periodos
de desarrollo temprano, para soportar por mis tiempo la tensidn
bidrica. Villareal y Larqué-Saavedrna {1981), trabajando con
aplicacidn de 1 a 3 tratamientos de segquia a plantulas de frijol
antes del trasplante, encongraron que dos pericdeos drBsticos de
sequia durante &sta etapa de crecimiento, no xepercutieron en la

produccidn final de la planta,

La Transpiracifn de los tres genotipos bajo seguia, no se elevd
una vez gue se suspendib el riego, sino que desde el primer dia,
ésta comenz8 a disminuir. ILa inmediata disminucidn de la Trans-—
piracidn durante la floracién, puede explicarse como una rdpida
respuesta de la planta, que cierra sus estomas para economizar
agua, ya que es precisamente durante este perSodo, donde la plan

ta necesita una fotosintesis eficiente, para la elaboracibn de
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carbohidratos que participar@in en la formacidn y en el llenado
de vaina. Rathonre, et. al. (1981), por otro lado, observaron
que la tensidn hidrica es severa durante este perfodo, ya que
ademas de retardar la floracidn, reddjo el crecimiento de la

planta en un 50%.
C. En Llenado de vaina.

En las Figs. 7, 8 y 9 se muestran graficados los valores de Re-

sistencia Estomatal (rs) y Transpiracidn (Apéndice VIII), de los
genotipos Negro 150G3, Bayo Durango y Michoac&n 12A3, durante .

el llenado de vaina, respectivamente.

Se encontrb que los valeres equivalentes a sequia, fueron alcan
zados a los 7, 8 y 6 dias después de suspendido el riego, en las
variedades Negro 150G3, Bayo Durango y Michoaca@n 12A3, respecti-
vamente. En t8rminos generales, puede observarse que, la sensi

bilidad a la sequia fue menor, media y mayor en los estados vege

tativo, floracidn y lleondo de vaina, respectivamente.

Con la finalidad de estandarizar las lecturas prométricas, la
L ¢ la Transpiracibn fueron medidas siempre a las 12:00 hrs.

sobre el trifolio central de la Gltima hoja.

3. POTENCIALES DE AGUA (Yw) DEL SUELO ¥ LA PLANTA OBTENIDOS AL MOMENTO
DE 1A CQSECHA.

En el Cuadro 2, se muestran los Potenciales de Agua (¥w) del suelo

¥ ‘la planta, de los tres genotipos, en cada uno de los estados feno

18gicos, al momento de la cosecha.
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*
CUADRO 2. POTENCIALES DE AGUA (Yw) DEL SUELO Y DE LA PLANTA BAJO RIE

GO Y SEQUIA EN EL MOMENTO DE LA CQOSECHA.

GENOTIPO ESTADO NIVEL DE Yw {barias)
FENOLOGICO HUMEDAD PLANTA SUELO
RIEGO - 7.8 - 0.33
ESTADO VEGETATIVO -
SEQUIA - 3.5 ~16.0
RIEGO - 3.9 - 0.60
NEGRO 150G3 FLORACION
SEQUIA - 3.2 -20.21
RIEGO - 5.9 - 1.20
LLENADO DE VAINA
SEQUIA - 3.8 -21.66
RIEGO -10.4 - 1.00
ESTADO VEGETATIVO
SEQUIA - 3.0 ~25.82
RIEGO - 5.6 - 0.40
BAYO DURANGO FLORACION
SEQUIA - 3.1 -16.00
RIEGO - 6.8 - 2.00
LLENADO DE VAINA
SEQUIA - 2.4 -21.33
: RIEGO - 9.7 - 1.34
ESTADO VEGETATIVO
SEQUIA - 3.8 ~15.9
RIEGO -10.7 - 1.46
MICHOACAN 12A3 FLORACION
SEQUIA - 4.4 -17.5
RIEGO - 9.4 - 1.37
LLENADO DE VAINA
SEQUIA - 5.2 -26.66

*CADA CIFRA CORRESPONDEN AL PROMEDIC DE 2 UNIDADES EXPERIMENTALES.
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Se observd que, a medida que la planta agot® el agua del suelo,
después de suspendido el riego, el potencial de agua del suelo dis

minuyd en todos los casos, hasta valores por abajo de -15 barias.

Este punto, denominado “punto de marchitez permanente" (PMP), re-
presenta el limite de sequedad del suelo y el potencial de agua mas
alla del cual, el mecanismo de la planta para mantener el equili-
brio de agua, deja de ser efectivo (Sutclieffe, 1968; Ray, 1980;

Winter, 1981).

Se encontrd, por otro lado, gque los potenciales de agua (¥w) de la
planta, bajo tensidn hidrica, permanecieron menos negativos gue los
valores de las plantas bajo reigo; es decir, ninguna planta bajo
sequia, present8 pBrdida total de la turgencia; aunque al momento
de la cosecha se empezaron a ser evidentes los sintomas de maxchi-

tez.

EFECTO DE LAS FUENTES PRINCIPALES : NITROGENC, HUMEDAD, VARIEDAD Y

ESTADO FENOLOGICO.

A. Efecto en la produccibn de peso seco de follaje.

En el Cuadro 3, se presenta el efecto de las fuentes principales
en la produccidn de peso seco de follaje (g). Se encontrS que
la mejor fuente de nitrbgeno, en seguida de la fertilizacibn con

60 kg N/ha, fue la cepa CPMEX1 ; que superb a la cepa
Str150 .

CPMELZZSPGZOO en un B8.9%.

El efecto de la sequia fue estadisticamente significative, redu

ciendo la produccidn de follaje en un 20.5%, en contraste con el



CUADRO 3. EFECTO DE LAS FUENTES PRINCIPALES EN LA PRODUCCION DE PESO
SECO DE FOLLAJE (g) EN EL EXPERIMENTO DEL EFECTO DE LA SE-
QUIA SOBRE LA SIMBIOSIS RHIZOBIUM PHASEOLT - PHASEOLUS VUL

GARIS L.
FUENTE PRINCIPAL x
60 kg N/ha 16.349 a
CP MEX1 13.021 b
NITROGENO §tx150
CP MEX22g. 500 11.859 ¢
C kg N/ha 9.675 4
RIEGO 14.067 a
HUMEDAD
SEQUIA 11.178 b
NEGRC 150G3 18.662 a
VARIEDAD BAYO DURANGO 10.686 b
MICHOACAN 12A3 6.465 ¢
LLENADO DE VAINA 20.428 a
ESTADO FENOLOGICO FLORACION 16.918 b
EDO. VEGETATIVO 3.122 ¢
LAS MEDIDAS CON LETRAS IDENTICAS SON ESTADISTICAMENTE IGUALES (Tukey,

o = 0.05).
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riego. Rathore, et. al.,, {1981], encontrarxon el mismo efecto
trabajando con soya {Glycine max (L.} Mewr.).

La variedad md@s exitosa en la produccidn de follaje fue la Ne~-
gro 1506} (con habito de crecimiento IV), a diferencia de las
variedades Bayo Durango (con habitc de crecimiento III) y Mi-
choacan 12A3 (con habito de crecimiento II), siendo &sta Gltima
la gque presentd la menor produccidn. Las trxes variedades fue-

ron estadisticamente diferentes entre si.

La produceifn mis alta de follaje se obtuvoen el llenado de vai-
na, siguiendo en orden decreciente, la floracidn y el estado ve
‘getativo. Los tres estados fenoldgicos fueron estadisticamente

diferentes entre si.

En el Apéndice IX, se muestra el Andlisis de Varianza de la va-

riable de respuesta peso seco de follaje.
B. Efecto en la produccibn de peso seco de raiz.

En el Cuadro 4, se muestra el efecto de las fuentes principales
en la produccidn de peso seco de raiz (g). Se encontrd que, en
seguida de la fertilizacidn con 60 Kg N/ha, ambas cepas,

CPMEX1str150 v CPMEXZZSPezOO, estadisticamente presentaron el

mismo efecto.

La sequia tuvo un efecto estadisticamente significativo, redu-
ciendo la produccibn de peso seco de rafz en un 20.3%, en con—-

traste con el riego. Winter (J981), encontrd este mismo efecto.

Con la variedad Negro 150G3 se obtuvo la mayor produccién de pe
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CUADRO 4. EFECTC DE LAS FUENTES PRINCIPALES EN LA PRODUCCION DE PESO
SECO DE RAIZ (g) EN EL EXPERIMENTO DEL EFECTO DE LA SEQUIA
SOBRE LA SIMBIOSIS RHIZOBIUM PHASEOLI - PHASEQLUS VULGARIS

FUENTE PRINCIPAL x
60 kg N/ha 1.7069 a
NITROGENO CF MEXl5eris0 1.3378 b
CP MEX22 o050 1.5098 b
0 kg N/ha 1.1293 ¢
RIEGO 1.6285 a
HUMEDAD
SEQUIA 1.2971 b
NEGRO 150G3 1.6275 a
VARIEDAD BAYO DURANGO 1.4187 b
MICHOACAN 12A3 1.3422 ¢
LLENADO DE VAINA 2.4051 a
ESTADO FENOLOGICO FLORACION 1.5772 b

EDO. VEGETATIVO 0.4061 c©

LAS MEDIAS CON LETRAS IDENTICAS SON ESTADISTICAMENTE IGUALES (Tu.key,

o = 0.05).



so seco de railz, coincidiendo esto, con su alta produccidn de -
follaje. En orden decreciente le siguieron las variedades Bayo
Durango y Michoac&n 12A3. Las tres variedades fueron estadisti

camente diferentes entre si.

La produccidn mis alta de raliz, se presentd en el llenado de
vaina, a diferencia de la floracibn y el estado vegetativo, sien
do éste filtimo, en donde se cbtuvo el menor peso seco de raiz.
Los tres estados fenolbgicecs fueron estadisticamente diferentes

entre si.

En el Apéndice X, se muestra el An3dlisis de Varianza de la varia

ble de respuesta peso seco de raiz.
Efecto en la produccibn del nfimero total de nddulos.

En el Cuadro 5, se presenta el efecto de cada una de las fuentes

principales en la produccidén del nimero total de nddulos.

Se encontrd gue ambas cepas, se comportaron estadisticamente
igual en la produccidn de n6dulos. Se encontrd tambi&n que la
fertilizacidn nitrogenada (60 Kg N/ha) abatid en un 29.8% la
produccifn de nbdulos, en relacidn al control absoluto (0 Kg
N/ha), de igual modo como lo reportaron Alcantar {(1978) y Cuau-
tee {1979).

En este caso, se cbservd que la sequia tuvo un efecto drastico
en la produccidn de n8dulos, abatifndola en un 41.3% en relacidn
a la produccién bajo riego. Este mismo efecto fue encontrado

por Engin y Sprent (1973) y Rathore, et. al. (198]). Adems del



-76 -

CUADRO 5. EFECTO DE LAS FUENTES PRINCIPALES EN LA PRODUCCION DEL NUME
RO TOTAL DE NODULOS EN EL EXPERIMENTO DEL EFECTO DE LA SE-—
QUIA SOBRE LA SIMBIOSIS RHIZOBIUM PHASEOLT - PHASEQOLUS vUL-

GARIS L.
FUENTE PRINCIPAL %
cP MExzzspeZOO 253.79629 a
NITROGENG CP MEXT_ . oo 249.62963 a
0 kg N/ha 136.12281 b
60 kg l/ha 95.50981 ¢
RIEGO 232.35 a
HUMEDAD
SEQUIA 136.31 b
NEGRO 150G3 311.54 a
VARIEDAD BAYO DURANGO 130.75 b
MICHOACAN 12A3 110,69 <
FLORACION 401.72 a
ESTADCO FENOLOGICO LLENADO DE VAINA 78.15 b
EDO. VEGETATIVO 73.11 c

LAS MEDIAS CON LETRAS IDENTICAS SON ESTADISTICAMENTE IGUALES (Tukey,

o = 0.05).



abatimiento en el nimero de nBdulos, la sequia indujo la absci-

si8n de estos, efecto que coincide con lo encontrado por Lie

{1981).

La mayor produccifn de nBdulos se presentd en la variedad Negro
150G3, siguiendo en orden decreciente las variedades Bayo Duran
go y Michoac&n 12A3. Las tres variedades fueron estadisticamen

te diferentes entrec si.

Se encontrd que en la floracidn se produjd la mayor cantidad de
nddulos, en contraste con el llenade de vaina y con el estado
vegetativo, en donde el nimero de nddulos disminuy® por la se-
nescencia de los mismos (Martinez, et. al. 1985} y por ser el
periodo temprano en el proceso de infeccidn {Bushby, 1981), res
pectivamente. Los tres estados fenoldgicos fueron estadistica-
mente diferentes entre si. En el Apéndice XI, se muestra el
Andlisis de Varianza de la variable de respuesta namero total

de nodulos.
Efecto en la produccidn de peso seco de nddulos.

En el Cuadro 6, se muestra el efecto de las fuentes principales
en la produccibn de peso seco de nddulos (g). Se encontxd que

la cepa CPMEX1 fue estadisticamente superior a la cepa

Str150

CPMEX22 El hecho de que el efecto de ambas cepas resul-

Spe200”
+t8 estadisticamente igual en la produccidn del nlimero total de
nddulos (Cuadro 5) pero estadisticamente diferente en el peso

seco de los mismos, se explica por la gran heterogeneidad en el

tamafio de los nddulos, siendo generalmente mAs grandes en la ce
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CUADRO 6. EFECTO DE LAS FUENTES PRINCIPALES EN LA PRODUCCION DE PESO SE
CO DE NODULOS (g) EN EL EXPERIMENTO DEL EFECTO DE LA SEQUIA
SOBRE LA SIMBIOSIS RHIZORTUM PHASEOLT-PHASEOLUS VULCARIS L.

'"FUENTE PRINCIPAL x
cP M‘““xzzspezoo 0.24825 a
NITROGENO CP MEX1gr1s0 0.17465 b
0 kg N/ha 0.12423 ¢
60 kg N/ha 0.07888 4
RIEGO 0.21585 a
HUMEDAD
SEQUIA 0.09841 b
NEGRO 150G3 0.21116 a
VARIEDAD BAYO DURANGO 0.15093 b
MICHOACAN 12A3 0.10931 ¢
FLORACION 0.38362 a
ESTADO FENOLOGICO LLENADO DE VAINA 0.06828 b
EDO. VEGLTATIVO 0.01949 ¢

LAS MEDIAS CON LETRAS IDENTICAS SON ESTADISTICAMENTE IGUALES (Tukey,

a = 0.05).
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pa CPMEX]strJSO que en la cepa CPMEXZ2Spe200'
El efecto de la sequia fue estadisticamente significativo, aba

tiendo en un 54.4% el peso de nddulos secos, en contraste con

el riego.

La variedad Negro 150G3, presentd el valor mids alto de peso se-
~co de n8dulos, y en orden decreciente siguieron las variedades
Bayo Durango y Michoac3n 12A3; coincidiendo este orden con la
produccidén del nimero total de nddulos. Las tres variedades

fueron estadisticamente diferentes entre si.

El valor mds alto de peso seco de nBdulos, se obtuvo en la flo

raciBn, siguiendo el llenado de vaina y finalmente el estado ve
getativo. Los tres estados fenoldgicos fueron estadisticamente
diferentes entre si. En el Apéndice XII, se muestra el Andlisis

de Varianza de la variable de respuesta peso seco de nddulcs.

5. INTERACCIONES ENTRE LAS FUENTES PRINCIPALES: NITROGENO, HUMEDAD, VA -
RIEDAD Y ESTADO FENOLOGICO.

A. Interaccibn entre las fuentes principales en la produccidn de pe
so seco de follaje (Ap&ndice XIII).

A.1. Fuente de nitrdgeno por variedad.

En la Fig. 10, se muestra la interacci®n entre la fuente -
de nitr8geno y la variedad. La mayor produccidn de peso
seco de follaie en las tres variedades, fue dada por el
efecto de fertilizacidn nitrogenada. Se encontrd tambi@n,

que en los tres casos, el efecto de la cepa CPMEX1_, ...
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superd al de la CPMEX2ZSpe20° en la produccidn de follaje.

Fuente de nitrdgeno por estado fenol&gico.

En la Fig. 11, se muestra la interaccidn entre la fuente
de nitrdgeno y el estado fenoldgico. Lbgicamente, se ob-
servd que en el llenado de vaina se presentd la mayor pro
duccidn de follaje, siguiendo en orden decreciente, la
floraci8n y el estado vegetative. Se puede notar con fa-
cilidad, en las Figs. 10 y 171, gque hubo efecto de cepas,
al comparar sus efectos en produccidn, con respecto al va
lor de produccidn de peso seco de follaje en relacidn al

tratamiento con 0 kg N/ha.
Nivel de humedad por estado fenoldgico.

En la Fig. 12, se muestra la interaccidn entre el nivel de
humedad y el estado fenoldgico. Se encontrd que la sequia
abatid la produccidn de peso seco de follaje en los tres

estados fenoldgicos, siendo ms dArAstico el efecto durante

la floracidn, estos datos concuerdan con lo repertado por

Rathore, et. af. (1981),

A.4. Variedad por estado fenoldgico.

En la Fig. 13, se muestra la interaccifn entre la variedad
y el estado fenoldgico. En la variedad Negro 150G3, se en
contrd la mayor produccibn de follaje durante la floracién,
siguiendo en orden decreciente, el llenado de vaina y el

estado vegetativo. No asi, en el caso de la variedad Bayo

Durango donde, la mayor produccidn se presentd en el 1lle-
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nado de vaina, mientras que la minima se presentd en el es
tado vegetativo. En la variedad Michoacin 12A3, no se de-
texrmind el peso seco de follaje durante el llenado de vai-
na, por la defoliacidn precBz, debide al efecto de la se-
quia. Sin embargo, al igual gue en las otras dos varieda

des, la floracidn superd en produccidn al estado vegetati

vO.

B. Interaccidn entre las fuentes principales en la producci@n de
pese seco de raiz (Ap€ndice XIV).

B.1.

Fuente de nitr8geno por estado fenoldgico.

En la Fig. 14, se muestra la interaccitn entre la fuente -
de nitrdgeno y el estado fenoldgico. Al igual que en la
produccidn de follaje, se encontrd que la mayor produccidn
de raiz, se debid al efecto de la fertilizacidn con 60 kg
N/ha, pero solamente en los estados de floracidn y llenado
de vaina, ya que durante el estado vegetativo, la cepa

CPMEX1Str150 superd a la fertilizacidn nitrogenada.

- P -
Se observd también, gue la cepa CPMEX1Str150 superd a la
CPMExzzspeZOD en los estados vegetativo y llenado de vaina,
pero no en la floracidn, donde ambas tuvieron el mismo

efecto.
Nivel de humedad por estado fenolBgico.

En la Fig. 15, se muestra la interaccidn entre el nivel de
humedad y el estado fenoldgico. Se encontrd gque el efecto

de la sequia fue dristico al reducir en los tres estados
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fenolbgicos la produccidn de raiz. Este efecto de la se-
quia coincide con el abatimiento en la produccidn de folla
je. Es decir, a medida que la disponibilidad de agua se
reduce en el suelo, restringiendo el desarrollo normal de
la rafz (winter, 198]), estS no podrd transportar suficien

te agua para el desarrollo Sptimo del follaje.

B.3. Variedad por cstado fenoldgico.

En la Fig. 16, se muestra la interacci®n entre la variedad
y el estado fenoldgico. Se observd que la variedad Negro
150G3, present8 la producceiBn mis alta de raiz, tanto en
el llenado de vaina como en la floracidn, no asl el estado
vegetativo, que fue superior en la variedad Bayo Durango.
La variedad Michoac8n 12A3, presentd el valor mas bajo en
la produccién de raiz durante el llenado de vaina; pero du

rante la floracibn, supero a la variedad Bayo Durango.

C. Interaccifn entre las fuente principales en la produccidn del ni
mero total de nbdulos (Apéndice XV).

C.1. Fuente de nitrdgeno por nivel de humedad.

En la Fig. 17, se muestra la interaccidn entre la fuente de
nitrégeno y el nivel de humedad. Se encontrd gue existe
efecto de cepa al comparar el nimero de nddulos formados
en los tratamientos, en relacidn al nGmero de nddulos for-

mados por el tratamiento con 0 kg N/ha.

Se observb que bajo riego, en los tratamientos inoculados,

los mutantes introducidos formaron aproximadamente el 50%
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de los nSdulos totales, Por otra parte, la fertilizacidn
nitrogenada (60 kg N/ha) abatid la formaci®n de nddulos,
Alcanton (1978), encontrd el mismo efecto.

Se observ6 también, gque la baja disponibilidad de agua en
el suelo (sequia) redujo notablemente el niimero de nddulos.
Esto concuerda por lo reportade por L{e (1981) y Jih-Min
Sun {1982}. Es probable, que esta notable reduccidn en el
nfimero de nddulos, esté& en funcidn de la susceptibilidad
del sistema simbidtico a la sequia. Engin y Sprent {1973),
encontraron gue las plantas que presentan nédulos de creci
miento meristemitico restricto (es decir, nddulos esféri-
cos), como es el caso de Phaseofus vulgarnis L., son mis

sensibles a la sequia gue las plantas que forman nddulos

elongados.

Bajo tensidn hidrica, el nimero de nddulos producidos por

ante s R. ph 24 2
los mutantes & phaseoli CPMEX1, o, vV CRMEX22. o000

fueron reducidos en 45.8 y 40%, respectivamente, en rela-—
cidn a los tratamientos bajo riego. En resGmen, bajo ten
sidn hidrica, la CPMEXzzspezoo formd mis nddulos que 1la
CRME G r350°

Fuente de nitrbgeno por variedad

En la Fig. 18, se muestra la interaccibn entre la fuente
de nitrdgeno y la variedad. En todos los casos, se viB
gue la produccifn mds alta de nddulos se presentd en la

variedad Negro 150G3, siguiendo en orden decreciente las
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variedades Bayo Durango y Michoac@n 12a3.

Sin embargo, el efecto de la cepa CPMExzzspezoo

duccibn de nddulos, fue superior al de la cepa CPMEX1

en la pro-
Str1s0
La afinidad de una cepa por un hospedero especifico, depen-
de del mecanismo de reconocimiento que exista entre ambos.
Se ha propuesto que las Lectinas producidas por el hospede-
ro, son las responsables de la unidn de la superficie del
pelo radical y la cdpsula de la rizobia compatible (Napoll,

et. al., 1975; Brile, 1977; Dazzo, 1980).

El hecho de que la cepa CPMEXZZSpezoo haya superado a la

cepa CPHEX1Str15°, pudo deberse, en primera instancia, al
reconocimiento entre ambos simbiontes; se observd mas afi-
nidad de la cepa CPMEX22SPE2°0 por la variedad Negro 150G3,
gque por cualquiera de las otras dos variedades. Aungue,
no debe descartarse la posibilidad de que, &sta cepa haya
sido mSs competitiva que la cepa CPMEX1Str150' vs. las ce-

pas nativas.
Finalmente, se observd que la fertilizaci®n nitrogenada

abatid notablemente la produccidn de nddulos, al comparar-—
la con el control absoluto (no inoculado ni fertilizado).
Fuente de nitrdgeno por estado fenoldgico.

En la Fig. 19, se muestra la interaccibn entre la fuente de
nitr6geno y el estadeo fenoldgico. Se encontrd que durante

la floracidn se produjo la mayor cantidad de nBdulos. Esto

no concuerda con la mixima produccidn de follaje (Fig. 13),
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salvo en el caso de la variedad Negro 150G3; gurante la flo
racidn, la cepa CPMEX225pe200 produjo la mayor cantidad de
nddulos. Igualmente, Aumenta (1983), trabajando en inverna
dero y Mathieu (1982), trabajando en campo, no encontraron

relacidn entre el nGmero de nddulos y la produccidn de fo-

llaje.

La minima produccidn de nddulos.fue dada por las cepas

CPMEX1Str150 v CPMEX2ZSPe200 durante el llenado de vaina y
el estado vegetativo, respectivamente. Se encontrd que la
fertilizacidn nitrogenada abati® drasticamente la formacién
de nbdulos. Esto puede notarse ficilmente al comparar es-
te tratamiento (60 kg N/ha) con el tratamiento no inocula-

do y con 0 kg N/ha.
Variedad poxr nivel de humedad

En la Fig. 20, se muestra la interaccidn entre la variedad
y el nivel de humedad. La sequia abatid la nodulacidn en
las variedades Negro 150G3, Bayo Durango y Michoacdn 12A3
en 40.7, 41.8 y 42,.8%, respéctivamente. El abatimiento se
debif a la muerte de las rizobias en el suelo, fendmeno
que tambi&n ha sido reportado por 0sa-Afiana y Alexanden
11979); Mahler y Wollum I1 (1980) y Mahfer y Wollum 11
(1281}, y a la desecacidn y abscisibn de los nddulos ya

formados.
Nivel de humedad por estado fenoldgico.

En la Fig. 21, se muestra la interaccidn entre el nivel de
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humedad y el estado fenolBgico, La produccitn de nBdulos
fue alta, media y baja en la floracidn, llenado de vaina y
estado fenolBgico respectivamente, tanto en sequia como en
riego.

La tensidn hidrica redujo la produccidn de nddulos en el qé
tado vegetative, floracidn y llenado de vaina en 51.3, 38.8
y 45%, respectivamente. Esto indica qgue la sequia fue mis
severa, en relacibn a la formacidn de nddulos, en los perio
dos mis tempranos de desarrollo y de madurez de la planta.
La sequia tambi€n indujc la abscisidn de los nddulos en los

tres estados fenoldgicos.
C.6. Variedad por estado fenolBgico.

En la Fig. 22, se muestra la interaccidn entre la variedad
¥y el estado fenolSgico. La variedad Negro 150G3 produjo‘la
mayor cantidad de n8dulos (Fig. 18), perxo fue durante la
Eloracifin, donde sc manifestd la produccidn mads alta. Du-
rante el estado vegetativo Negro 150G3, Bayo Durango y Mi-
choacin 12A3, respectivamente.

Es importante hacer notar gue, en las variedades Bayo Duran
go ¥ Michoacéin 312A3, durante el llenado de vaima, no se en~
contraron nBdulos como tales, sino solamente restos de la

pared nodular,

D. Interaccibn entre las fuentes principales en la produccidn de pe-
so seco de nbdulos (Ap@ndice XVI).
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D.1. Fuente de nitrBgeno por nivel de humedad.
En la Fig. 23, se muestra la interaccidn entre la fuente de
nitr8geno y el nivel de humedad. Se encontrd que bajo ten-—

si6n hidrica, los valores de peso seco de nddulos debidos

al efecto de lascepas CPMEX]str: s0 ¥ CPMEXZZSPezDQ, fueron

reducidos en un 46 y 60.5% respectivamente, en relacidn a
los tratamientos bajo riego.

Se observd que el efecto de la cepa CPMEX22

spez0g’ Superd

al efecto de la cepa CPMExJStx,‘so en lo qgue respecta a la

produccifn de peso seco de nddulos, Esto se halla relacig

nado con la produccibn de nBdulos de cada una de éstas ce-

pas (Fig. 17).
D.2. Fuente de nitrdgeno por variedad.

En la Fig. 24, se muestra la interacci®n entre la fuente de

nitr6genc y variedad. Se encontr® gue jos valores mis altos

de peso seco de nbdulos, de 1os tratamienteos inoculados con

las cepas CPMEX:S‘_I]E.O b2 CPMExzzspezoo, se presentaron en la

variedad Negro 150G3; sin embargo, la cepa CPM.EX1Str1 50 Su-

perd a la cepa cpmx2zspezoo en la produccidn de peso seco

de nddulos.
Los valores mds bajos de peso seco de nBdulos, debidos al

efecto de las cepas CPMEX]StrJ s0 ¥ CPMExzzspezoo, se presen.

taron en las variedades Michoac8n 12A3 y Bayo Durango, res—

pectivamente.

Comparando los valores del nGmero total de nBdulos formados



PESO SECO DE Nopuros (¢)

3 rieco

0.36 SEQUiA

0.34
0.32 -
0.30 ~
0.28 §
0.26

0.24
0.22

0.20

0.18
0.16

0.14
0.12
0.10
0.08

0.06
0.04

0.02

4
7

CPMEX1grp; 50CPMEX225pe000 N O KG/HA N €0 kG/HA
FUENTE DE NITROGENO

FI16.23. INTERACCION DE LA FUENMTE DE NITROGENO Y EL NIVEL DE
HUMEDAD EN LA PRODUCCION DE PESO SECO DE NGDULOS
(p<0,01).
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Yy el peso seco de estos, se puede Observar que no existe
relacidén en el caso de la CPMEX225pezoo, en la variedad Ne
gro 150G3. Esta cepa produjo mayor cantidad de nddulos que
1la cepa CPMEX1str150( sin embargo, presentd menor peso secg
de estos. Lo anterior puede ser explicade por la heteroge-
neidad en el tamaiio de los nddulos: siendo en general mas

rand, e e ME -
grandes en la cepa CPMEXjStxJSO que en la cepa CF“ExzzspeZOO

Fuente de nitrSgeno por estado fenclbgico,

En la Fig. 25, se muestra la interaccidn entre la fuente de

nitrdgeno v el estado fenoldgico, Se encontrd que en la
floracidn sc presentaron los valores mis altos de pesc seco
de nddulos, siguiendo en orden decreciente el llenado de
vaina y el estado vegetativo.

Se observdé que en la floracibn, el valor de peso seco de nd
dulos mis alto estuvo dado por el efecto de la cepa
CPMEX2ZSPe2°0; Bste resultado coincide con la produccidnmés

alta de nBduleos (Fig. 19).
Nivel de humedad por estado fenolBgico.

En la Fig. 26, se muestra la interaccidn entre el nivel de
humedad y el estado fenol8gico, De igual forma come sucedid
en la interaccifn entre la fuente de nitrSgeno y el estado
fenoldgico (Fig. 25), el peso seco de nBdulos mis alto se
obtuvo en la floraciBn, siguiendo en orden decreciente el
llenado de vaina y el estado vegetativo,

La sequia redujo los valores de peso seco de nddulos en -
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2%.4, 57.6 y 41.5% en los estados vegetativo, floracibn y -
llenado de vaina, respectivamente, en relacidn a los trata-

mientos bajo riego.
variedad por estade fenoldgico,

En la Fig. 27, se muestra la interaccidn entre la variedad y
el estado fenolBgico. A diferencia de lo que se encontrd
con la produccidn de nd8dulos, en este caso no se observd que
la variedad Negro 150G3 durante la £loracidn, gque produjo el
nayor niimero de nddulos, tuvo necesariamente que presentar
el valor miximo de peso seco de €stos. Fue la variedad Bayo
Durango, durante la floracidn, la que produjo el valor mixi-
mo de peso seco de nddulos. Esto se debe a que, en la varie
dad Bayo Durango, la cepa CPMEX]Str’SO, que formd nSdulos ge
neralmente mis grandes, produjd mis nddulos que la
cpm:xzzspezoo (Fig. 18).

Por otra parie, sS& ancontrd gque las tres variedades, en el
estado vegetativo, presentaron similares valores de pesc

seco de nédulos.

6. SOBREVIVENCIA DE LOS MUTANTES DE RHIZOBIUM PHASEQLI EN LA RIZOSFE- .

RA DE CADA VARIEDAD PROBADA, BAJO SEQUIA Y RIEGO.

A. Variedad Negro 150G3.

En la Fig. 28, aparecen graficados los valores (ApE€ndice XVII)

de la sobrevivencia de los mutantes de Rhizobium phaseoli,

CPMEX1 y CPMEX22

SEr150 £pe200’ en la rizosfera de la variedad
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Negre 150G3 bajo sequia y riego.

El niimero inicial de mutantes en la rizosfera de la plsnﬁula.

para todos los casos, fue del orden de 109 bacterias.

Se encontrd gue durante el estado vegetativo, tanto en los tra-
tamientos bajo sequia como en riego, el nimero de ambos mutan—
tes viables decrecid en orden de 3 a 4 nlmeros logaritmicos.
Bushby (1981) y Robert y Schmidt (183), encontraron igualmente
gue bajo condiciones norﬁales de humedad, las poblaciones de ri
zobias disminuyeron en la rizosfera en los primeros estados de

desarrollo del hospedero.

Esta caida o disminucién en el nfimero de mutantes viables, tie-
ne explicacifn en el hecho de que es precismanete durante este

periodo en el ¢ue se lleva a cabo la infeceidn mas significati-

vaa.

Se obsoxrv8, gue en los estados de desarrollo posteriores (flora
cifn y llenado de vaina), el nfimero de mutantes viables, bajo
riego, presentaron un substancial aumento, a diferencia de las

poblaciones de mutantes bajo sequia que persistieron en el de-

cremento.

No se observaron diferencias en el grado de sobrevivencia entre
uno y otro mutante, bajo riego ni bajo sequia, a lo largo del
desarrollio de la planta. Finalmente, en el llenado de vaina,
la sequia redujo el nfimerc de ambos mutantes viables en orden

de 3 nlimeros logarftmicos.
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variedad Bayo Durango.

En la Fig. 29, aparecen graficados los valores (Ap&ndice XVII)

de la sobrevivencia de los mutantes de R, phaseoli,

P, ;
C MEX1Str150 Y CPMEXZZSPezoo, en la rizosfera de la variedad

Bayo Durango bajo sequia y riego.

De igual forma gue en la variedad Negro 150G3, se encentxd que
durante el estado vegetativeo, tanto en los tratamientos bajo
sequia como en riego, el nfimero de ambos mutantes viables de-

crecidé en orden de 5 nimeros logaritmicos.

Durante la floracifn, bajo riego, se registrd un substancial
incremento en el nimero de mutantes viables, a diferencia de
los tratamientos bajo sequia, donde el abatimiento persisitid.

Se observb que durante el estado vegetativo y la floracidn, la

cepa CPMEXZZSpeZOO fue ligeramente menos sensible a la sequla.

Finalmente, en el llenado de vaina, la seguia redujo el nimexo
de ambos mutantes viables en orden de 2 a 3 niimeros legaritmicos.

Variedad Michocacdn 12A3.

En la Fig.' 30, aparecen graficados los valores (Ap&ndice XVII)
de la sobrevivencia de los mutantes de R. phaseoll,

CPMEX1Str150 Y CPMEXZZspezoo, en la rizosfera de la variedad

Michoac&n 12A3 bajo sequia y riego.

Se encontrd gue durante el estado vegetativo, el abatimiento del
niimero de ambos mutantes viables bajo sequia fue mas drastico

(en oxrden de 5 niimeros logaritmicos) a diferencia de los trata-
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mientos bajoc riego, donde el abatimiento fue del oxden de 3 nii—

mexps logaritmicos.

Se observd que en los estados de desarrollo posteriores (flora-—
cidén y llenado de vaina), el nlimero de mutantes viables, bajo
riego, presentaron un ligero incremento, en contraste con las
poblaciones de mutantes bajo sequia, donde el abatimiento per—
sistid. Finalmente, en el llenado de vaina, la sequia redujec
el nimero de ambos mutantes viables en orden de 3 a 4 nimeros

logaritmicos.

La sobrevivencia de ambgs mutantes, CPMEX1Str150 Y CPDEXZZspemO,
fue abatida cuando los potenciales de agua (¥w) del suelo fue-
ron iguales o menores a —15 barias. Este mismo efecto fue en-

contrado por Manshall {1964}, Chi Ying Huang {1975 a y b). Osa
Agiana y Alexander (1982) y Jin-Min Sung (1982).

Este severo efecto de la sequia en la sobrevivencia de ambos ma
tantes, en cada estado fenol&gico en la rizosfera de cada varie
dad probada, probablemente esti relacionado con: 1) la particu-
lar sensibilidad de R. phaseofi a la desecacidn (Pefia-Cabiriales
y Alexander, J983); 2) su condicibn de rdpido crecimiento (Bush
by y Marnshatg, 1977al y 3) con su inhabilidad de producir sufi-

ciente polisacSrido extracelular (Kilbertus, et. al. 1979).

Por otro lade, aungue se ha reportado que existen cepas de r&-
pido crecimiento que son tolerantes a la sequia (0sa-Afiana y
Alexanden, 19821, el grado de tolerancia a la tensidn hidrica

dentre de una especie, no ha sido establecido.
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En este experimento, no se encontrd que las rizobias hayan pro-
liferado en condiciones de bajo disponibilidad de agua en el

suelo, como lo reporta Peda-Cabaiales y Alexander (1979).

Finalmente, la sobrevivencia de las rizobias bajo tensidn hi-
drica, es de gran significancié ecoldgica, ya que éstas deben
permanecer por largos periodos de tiempo bajo dicha condicidn,
antes de nodular al hospedero {Singleton y Cuautfe-Fab.ifdn, 1982).
El nimero de rizobias nativas en el suelo usado, al momento de
establecerse el experimento, presentf una poblacidn de 5.8 x 10°
bacterias/g suelo; al f£inal de este, la poblaci®n disminuyd has

ta 102 bacterias/g suelo, por efecto de la sequia.

7. CAPACIDAD COMPETITIVA DE LOS MUTANTES DE RHIZOBIUM PHASEOLI BAJO SE -
QUIA ¥ RTEGO.

A. Estado vegetativo.

En las tres vareedades de Phaseofus vulgaris L. probadas, se

encontxd que la cepa CPbEX22spe2°o presentd los porcentajes mas

altos de n6dulacidn, tanto en sequia como en riego.

Se observ6 que la sequia disminuyB la formaci®n de nddulos indu

cida por la cepa CPMEX1 en 59.7, 65.9 y 2B.5% en las va-

stri50

riedades Negro 150G3, Bayo Durango y Micheac@n 12A3, respectiva

mente, en contraste con los tratamientos bajo riego.

Por otro lado se observd que la sequia abati® la nodulacidn in-

ducida por la cepa CPMEX22 en un 59.2%, en la variedad

Spe200
Negro 150G3; 34.51%, en la variedad Bayo Durango y 65.1% en la



variedad Michoaci@n 12A3.

De lo anterior, se puede observar gue en la variedad Negro

50 1 < . ca
150G3, a sequia abatid la nodulacidn de las cepas Cpm:msuﬁo

y CPMEX225P9200, en el mismo grado (59.7 y 59.2%, respectiva-

mente) .

Por otro lado, en la variedad Bayo Durango, el efecto de la se-

quia fue més drSstico en la cepa CPMEX1 abatiendo la no-

Str150°

dulacidn en un 65.9%, que en la CPMEX22 donde la nodula-

Spe200’
cidn fue reducida en un 34.51%.

Finalmente, en la variedad Michoac@n 12A3, el efecto de la se-

quia fue mis severo en la cepa CPMEX22 disminuyendc 1la

SpeZOD'

nodulacion en un 65.1%, a diferencia de la CPMEX1str150‘ dande

la nodulacibén sBlo fue abatida en un 28.5% (Ver Cuadro 7).

Floracibn.

A diferencla del estado vaegetative, durante la floracidn, se

observd que no siempre la cepa CPMEX22 indujd los porcen-

Spe200

tajes mis altos de nodulacidn, tanto en riego como en seqguia.

Se observd, que la sequia redujo la nodulacidn inducida por la

cepa CPMEX] en 64.6%, 65.8 y 47.6% en las variedades Ne-—

Str150
gro 150G3, Bayo Durango y Michoacan 12A3, respectivamente, en

contraste con los tratamientos bajo riego.

Poxr otra parte, la sequia abatid la nodulacidn per la cepa

. 0G3.
CPMExzzspezoo en un 37.4%, en la variedad Nagro 150G3; 76.8%,

en la variedad Bayo Durango y 75.3% en la variedad Michoacin

12a3.
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De lo anterior, se puede observar que en la variedad Negro
150G3, el efecto de la sequia fue miis drastico sobre la cepa
CPMEXIStr150, reduciendo su nodulacidn en un 64.6%, a diferen-
2200 donde la nodulacidn fue abatida en un

cia de la CPMEX22
sp

37.4%.

Por otra parte, en la variedad Bayo Durango, el efecto de la
sequia en la formacidn de nddulos por las cepas CEPMEX1., 1eo ¥

CPMEXZZSPezOO, fue mids o menos igual (65.8 y 76.8%, respectiva-

mente.

Por {iltimo, en la variedad Michoacan 12A3, el efecto de la se-

quia fue mis severo en la cepa CPMEX225p disminuyendo la

e200°

nodulacifén en un 76.8%, con contraste con la cepa CPMEK!Str150,

donde la nodulaciBn fue abatida en un 47.6% (Ver Cuadro 8).

Llenado de vaina.

En esta caso, solamente se encontro nodulacidn en la variedad
Negro 150G3. Se observd que igual como en el estado vegetativo,
la cepa CPHEX2ZSPe200 presentd los porcentajes mis altos de no-

dulacifn, tanto en riego como en sequla.

La sequfa redujo en un 61.2 y 55.9% 1la nodulacidn por las cepas

CPMEX] y CPMEX22

Stri50 respectivamente. La sequia fue

spe200’
menos severa en la cepa CPMEXZZsPezoo.
Como ya se menciond antes, el hecho de gue una cepa tanga mas

afinidad por un hospedero particular, estd en funcidn del meca-

nismo de reconocimiento entre ambas simbiontes (Napofi, et. al.,
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]975; Cunrien y Strobel, 1976; Fahraeus y Sahlran, 1977; Brill
1977; Sprent, 1979; Dazzo, 1980).

Sin embargo, cuando ambos simbiontes fueron sometidos a tensidn
hidrica, el mecanIsmo de reconocimiento fue modificado. De he=
cho, el abatimiento de la nodulacidn, se explica por las alte-
raciones que la sequia provocd en el mecanismo de reconocimiento
entre ambos simbiontes: a) Ausencia de pelos radicales adecua-
dos para la infeccifn; b) Disminucidn en la produccidn y/o dese
cacifn de los exudados de la rafz; c) Abatimiento en la prolife
raciBn de las rizobias en el suelo, y d) Incapacidad de las bac

terias para alinearse en el pelo radical,

Estas alteraciones, se presentaron en diferente grado, depen-—
diendo esto, del estado fenolBgico del hospedero, de la misma
capacidad competitiva de cada mutante con relacidn a las cepas
nativas y de los potenciales de agua (Yw) del suelo. En térmi-
nos generales, se encontrf gque la formaci®n de nddulos por la
cepa CPMEXlStrjso fue ligeramente mis sensible a la sequia guc

la foxmacidn de nfdulos por la cepa CPMExzzsPezoo.

El porcentaje de nodulacifn mf&s alto, bajo riego (42.42%), estu

vo dadeo por la cepa CPMEX22 en el estado vegetativo; mien

Spe200

tras que el porcentaje de nodulacifn mas alto, bajo sequia

(23.11%), estudo dado por la cepa CPMEX1 en el estado ve-

Stri150
getative (Ver el Cuadro 7). El efecto de la sequia en el proce
so infectivo de las cepas introducidas se manifestd en dos nive

les; 1) destruyendo los nddulos formados antes de someter a las



CUADRO 7. PORCENTAJE DE COMPETENCIA* DE LOS MUTANTES DE RHIZOBIUM PHASEOLT cP MEX1

BAJO CONDICIONES DE RIEGO Y SEQUIA EN DIFERENTES ESTADOS FENOLOGICOS DE
VARIEDADES DE PHASEOLUS VULGARIS L. usaDas.

Stx150

¥ CP MEX22
1as TReEs SPe200

TRATAMIETNTO

VARIEDAD

% COMPETENCTIRA

{ CEPA ~ NIVEL DE HUMEDAD)

ESTADO VEGETATIVO FLORACION

LLENADO DE VAINA

cp
cp
NERGO 150G3 cp

Cp

cp
cp
BAYO DURANGO cp

CcP

cp

Cp
MICHOACAN 12A3
cp

cp

MEX1Stz1SD
ME

x‘lStx':'IS()
n
MEX“zspeZOO

)2
KEXZZSPE 200

MEX1S\::‘150
MEX]Str1SO
MEX22¢5be200
ME)uzspemm

MEX1Str150
MEX1scr1so
MEX22spe200
MExzzSpeZOO

EN

EN
EN

EN
EN
EN
ED

=z

EN
EN
EN
EN

RIEGO
SEQUIA
RIEGO
SEQUIA

RIEGO
SEQUIA
RIEGO
SEQUIA

RIEGO
SEQUIA
RIEGO
SEQUIA

33.37 30.12
13.46 10.66

37.40

23.41

9.08
26.28
11.60

*SE PLAQUEO EL 40% DE LOS NODULOS TOTALES DE CADA PLANTA.
CADA CIFRA ES EL PROMEDIO DE TRES REPETICIONES.

; SII -



Plantas bajo sequia, y 2) restringiendo la infeccidn una vez

que la planta fue sometida a tensidn hidrica.

8. ACTIVIDAD NITROGENASA DEL SISTEMA SIMBIOTICO BAJO SEQUIA Y RIEGO.

A. Estado vegetativo.

En las tres variedades se observd gue la sequia abatid severa-
mente la actividad nitrogenasa. En los tratamientos inoculados
con la CPMEX1Str150' la actividad nitrogenasa fue reducida en

99.5, 88.3 y 78.8% en las variedades Negro 150G3, Bayo Durango,

y Michoacdn 12A3, respectivamente.

Por otra parte, cuando se inoculé con la cepa CPMEX22 la

Spe200”
actividad nitrogenasa fue disminuida en 99.5, en la variedad
Negro 150G3, 83,8%, en la variedad Bayo Durango y 98.3% en la

variedad Michoac8n 12R3.

Se encontrB, que en las variedades Negro 15063 .y Michoacdn 12A3,
bajo sequfa, no se detectd reduccibn de acetileno ( O umoles
de etileno). Chi-Y.ing Huag, et, af, (1275a), igualmente, no de
tectaron reduccifn de acetileno en suelos con potenciales de

agua de =~19.5 barias.

En las tres variedades, la sequfa abatif por igual la actividad

nitrogenasa con ambas cepas (Ver Cuadro 8).
Floracién,

Durante la floraciSn, bajo riego, se obtuvieron los valores mis

altos de reduccibn de acetileno. Sin embargo, al igual que en



CUADRO 8. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD NITROGENASA* EN LOS TRATAMIENTOS BAJO RIEGO Y SEQUIA DE LAS TRES
VARIEDADES DE PHASEOLUS VULGARIS L. USADAS.

TRATAMIENTO wior, CoHy PROD. / PLANTA - H_

VARIEDAD { CEPA - NIVEL DE HUMEDAD) ESTADO VEGETATIVO FLORACION
cp MEX1Str150 EN RIEGO 56.971 158.440
NEGRO 150G3 cp MEX1Str150 EN SEQUIA 0.274 39.333
cp mxzzSpeZOO EN RIEGO 60.524 200.165
cp HExzzS}?EZOO FN SEQUIA 0.289 12.804
cp MEx.lStx:‘l 50 EN RIEGO 42.606 117.513
BAYO DURANGO cp MEX‘lstr,‘SO EN SEQUIA 4.9?2 6.878
cp MEXZZSP&ZOO EN RIEGO 55.855 210.265
Cp MEXZZSpeZDD EN SEQUIA 9.043 34.163
cp MEX1Str1SO EN RIEGO 12.843 32.656
MICHORCAN 12A3. CP W;X1Str150 EN SEQUIA 0.160 2.823
cp MExzzSpeZOO EN RIEGO 18.889 30.050
cp MEX22$P&200 EN SEQUIA . 0.320 18.690

*POR EL METODO DE REDUCCION DE ACETILENO.



el estado vegetativo, la sequia redujo severamente la actividad

nitregenasa.

N los tratamient. i -
E: os tratamientos inoculados con la cepa CPMEXIStr150, la ac

tividad nitrogenasa fue abatida en 75.2, 94.1 ¥ 91.4% en las varieda-

des Negro 150G3, Bayo Durango y Michoacan 12A3, respectivamente.

Por otro lado, cuand 1
. ndo se inoculd con la cepa CPMEX225P8200, la
actividad nitrogenasa fue reducida en 293.€% en la variedad Ne-

gro 150G3; 83.8%, en la variedad Bayo Durangc y 37.8% en la va

riedad Michoac8n 12A3.

En la variedad Negro 3150G3, el abatimiento de la actividad ni~-
trogenasa por efecto de la sequia, fue mis severo en los trata-
mientos inoculados con la cepa CPMExzzsPezoo; a diferencia de lo
gue se observB en las variedades Bayo Durango y Michoacin 12A3,
donde en los tratamientos inoculados con la cepa CPMEX1Str150

se registraron los valores mds altos de inactivacidn de la ni-

trogenasa.

En general, los valores mis altos de inactivacidn de la nitroge-
nasa, por efecto de la sequia, se presentaron en los tratamien-

tos inoculados con la cepa CPMEX15tz150 {(Ver Cuadro 8).

Se encontxf que el déficit de agua en el suele, indujo un répido
abatimiento de la fijaci®n de nitrdgeno; Lie, (1981); Sprent,
(19711; Sprent, (1972 a y b) e Ismaili, et. ak. (1983) encontxa

ron este mismo efecto.

Se ha reportado que uno de los efectos primarios de la sequia

sobre la actividad de los n8dulos es el dafio osmbtico, resultan—



do esto en una alta concentracidn de sales alredor del nddulo.
Por otra parte, Pankhurst y Sprent (1975) y Sprent (1976), su-
girieron que el primer efectc de la tensifn hidrica sobre el ng
dulo, fut_a disminuir la incorporac¢idn de 02, lo cual resultd en

la reduccifn del suministro de metaholitos disponibles (como el

ATP) esenciales para la f£ijacidn de nitrdgeno.

Sin embargo, el mal funcionamiento de los nddulos, tambi®n estuvo
condicionadeo al deficicnte aporte de fotosintatos de plantas cer—

canas al punto de marchitez permanente.

En todos los casos, se encontr® que la tensidn hidrica abatid la
reduccibn de acetileno (CZHZ) . Resultados similares fueron en-
contrados poxr Van Straten y Schmidt (1974), Jin-Min Sung (7982) y
Chi Ying Huag, et. af. (1975 a y bl.

Los valores de reducciBn de acetileno, debidos a las cepas nati-~

vas, bajo rieqgo y sequia, nunca sobrepasaron de 6 {moles y 10

-1 ‘
nmoles de CZH4 producido/planta . h ~, respectivamente.



1.

VII. ConcLuUsIONES

El marcaje genético, como la Resistencia a antibidticos, en cepas
de Rhizobium phaseoli, no necesariamente va acompafiado del abati- -
miento de las propiedades simbiSticas (infectividad y efectividad)

de la bacteria, sino que incluso, &sta ltima puede incrementar di

chas propiedades.

En términos generales, la sensibilidad de las plantas a la seguia
fue menor, media y mayor, en los estados vegetativo, floracibn vy

llenado de vaina, respectivamente.

Los valores de Resistencia Estomatal (rsl Yy Transpiracidn, iguales
© menores a 30 seg cm—] Yy 1 gHzo cm-z seg—], respectivamente, re-
ducen dri8sticamente los valores de peso seco de follaje, de raiz,
de nSdulos y el nfimero total de estos. Por lo cual, son aceptadas

las hipStesis planteadas por este experimento.

Los potenciales de agua (Yw) del suelo menores a —-15 barias, aba-
tieron el nimero de mutantes de R, phaseoli viables; presentandose
siempre una cajda dristica durante el estado vegetativo y una poste
rior disminucién paulatina a lo largo de la floracidn y el llenado
de vaina. En general, el xango de abatimiento de las poblacic;nes

de mutantes introducidas,fue del orden de 2 a 5 nUmeros logaritmi-

COS.
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5. El severo efecto de la sequia en la sobrevivencia de los mutantes
de R. phaseolfi introducidos, probablemente, esta relacionado con:
a). La particular sensibilidad de R. phaseofi a la desecacidn,
b) . Su condicidn de rdpido crecimiento, y

¢} . Su inhabilidad de producir suficliente polisi@carido extracelu-—

lar.

6. Los porcentajes de nodulacifn bajo sequia dados por las cepas in—
troducidas fueron: alto, medio y bajo en los estados vegetativo,

floracidn y llenado de vaina, respectivamente.

7. En los genotipos Negro 3150G3 y Bayo Durango, la cepa CPMEXZZSpeZOO
did los valeres mis altos de nodulacidn bajo sequia; a diferencia
de la variedad Michoac&n 12A3, donde la cepa CPMEX1Str150 fue la

mAs exitosa. En t€rminos generales, 1la CPMEX]Str150 fue ligera-

mente m3s sensible a la sequia, en la formacibn de nédulos.

8. Bajo condiciones restrictas de humedad, la actividad nitrogenasa
en el estado vegetativo fue drésticamente reducida, incluso sin
detectaxse volares significativos de reduccibn de acetileno
(0 umoles de C2H4); no asi durante la floraci®bn, donde a pesar de

que fue abatida la actividad nitrogenasa, no se obtuvieron valores

de cero.

9. En general, los valores mAs altos de inactivacidn de la nitrogena-

sa, bajo sequia, se presentaron en los tratamientos inoculades con

la cepa CPMEX1Str1 50"
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IX, APéNDICE

APENDICE I. MEDIO CALDO DE EXTRACTO DE LEVADURA MA
NITOL, CELM (VINCENT, 1975).

1<2HP04 0.5 g
MgSsO,. 7H,0 0.2 g
NaCl 0.1 g
Extracto de Lievadura 1.5 g
Manitol 10.0 g
Agua 1000.0 ml

EL pH SE AJUSTA A 7
SE ESTERILIZA A 18 LIBRAS DURANTE 18 MIN.

APENDICE II. MEDIO EXTRACTO DE LEVADURA MANITOL
AGAR ROJO CONGO, ELMARC (VINCENT, 1975}

K,HPO, 0.5 g
MgSO0, . TH,0 0.2 g
Nacl 0.1 g
Extracto de Levdaura 1.5 g
Manitol 10.0 g
Agar. 15.0 g
Agua 1000.0 ml
Solucidn de Rojo Congo* 10.0 ml

*SOLUCION DE ROJO CONGO: 1G FN 400 ML. DE AGUA
EL pH SE AJUSTA A 7
SE ESTERILIZA A 18 LIBRAS DURANTE 18 MIN.
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APENDICE 1IX. SOLUCION NUTRITIVA SADMAN USADA EN EL
SISTEMA HIDROPONICO DEL EXPERIMENTO -

PRELIMINAR EN INVERNADERO (SUMMERFIELD,
ET. AL., 1977).

MEDIO - BASICO
Ca(NOa)z.AHZO 0.06 g
MgSQ4.7}-120 ‘ 0.33 g
CaSOQ 0.29 g
K,S0, 0.36 g
NaFe EDTA 0.01 g
Ca (H2P04)2.H20 0.062g
Microelementos 0.05 ml
Agua 1000.00 ml

L MICROELEMENTOS
XClL 27.0 g
H,BO, 30.0 g
MnS0, . H,0 . 17.0 g
ZnS0,.H,0 2.7 g
(NE ) 6M07024.4H20 2.7 g
CuSOA'SHzO 2.4 g
1-12504 10.8 ml

Agua 1990.0 ml




ORIFICIO PARA
INTRODUCIR LA
RADICULA PRE-
GERMINADA,

FRASCO COM TE-
ZONTLE FINO
(25C 6 APReX.)

Apenpice IV, Unipap pe Crecimiento C.P.
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RPENDICE V. ESCALADA DE MC. FARLAND (CAMPBELL, ET. AL,

1970).
NO 1 % BaCl, 1 % Hy80, NO. APROX. DE
TUBO (ml) (m1) BACTERIAS
{ x 106 )
2]
1 0.1 9.9 300 = 3 x 10
e
2 0.2 9.8 600 = 6 x 10
<]
3 0.3 9.7 900 = 9 x 10
8
4 0.4 9.6 1200 = 12 x 10
8
S 0.5 9.5 1500 = 15 x 10
:
6 0.6 9.4 1800 = 18 x 10
8
7 0.7 9.3 2100 = 21 x 10
. 8
8 0.8 2.2 2400 = 24 x 10
- 8
g 0.9 9.1 2700 T 27 x 10

10 1.0 2.0 3000 = 30 x ‘HZ)8




APENDICE VI.

RESISTENCIA ESTOMATAL (rg) Y TRANSPIRACION MEDIDAS SOBRE EL TRIFOLIO CENTRAL DE IA ULTIMA

HOJA, A LAS 12:00 HRS.,

EN LOS TRES GENOTIPOS DE PHASEOLUS VULGARIS L.

DURANTE EL ESTADO
VEGETATIVO.
DIA_ DE LECTURRA¥
NIVEL DE
GENOTIPO
- HUMEDAD PARRMETRO 1o, So. To. 90. 11o. 120.
RIEGO T, 1.863 1.203 0.930 0.930 1.306 -
SEQUIA r_ 1.325 . - 11189 . .1.053 5.440 97.731.
NEGRO 150G3 'RIEGO '/ TRANSPIRACION o : S
SEQUIA -7~ TRANSPIRACION
RIEGO T '1.465 065
SEQUIA L 1.645 36.081
BAYO DURANGO RIEGO TRANSPIRACION  4.689 15.011
SEQUIA TRANSPIRACION 4.254 0.681
RIEGO x 1.471 1.100
SEQUIA x, 1.415 22.631
MICHORCAN 12A3 RIEGO TRANSPIRACION  5.409 13.564
SEQUIA TRANSP IRACION 5.319 0.812

- -2
g DADA EN cm . seg 1; TRANSPIRACION DADA EN MG H20 cm

-1
. seg .

CADA CIFRA CORRESPONDE AL PROMEDIO DE 12 UNIDADES EXPERIMENTALES.
*A PARTIR DEL ULTIMO RIEGC (EN EL CASO DE LOS TRATAMIENTOS BAJO SEQUIA).

-6l -



APENDICE VII. RESISTENCIA ESTOMATAL (r.) Y TRANSPIRACION MEDIDAS SOBPE EL TRIFOLIO CENTRAL DE LA ULTIMA
HOJA, A LAS 12:00 HRS., EN LOS TRES GENOTIPOS DE PHASEOLUS VULGARIS L. DURANTE LA FLORA-

CION.
NIVEL DE PIa oD LECTURRA *
GENOTIPO PARAMETRO
-HUMEDAD 10. 40, 60. 8o,
RIEGO rs 0.671 1.901
SEQUIA T, 0.611 -
NEGRO 150G3 RIEGO TRANSPIRACION 8.50 14.45
SEQUIA TRANSPIRACION 17.05: ; 0.22
RIEGO T, 0.671 1.324
SEQUIA T, 0.610 338.250
BRYO DURANGO RIEGO TRANSPIRACION 17.04°" 11.94
SEQUIA TRANSPIRACION 20.24 0.27
RIEGO T 0.672 0.865 1.020 0.835
SEQUIA T, 0.614 0.861 3.272 40.854
MICHOACAN 12A3 RIEGO TRANSPIRACION 17.25 14.76 11.33 13.72
SEQUIA TARSNPIRACION 19.03 12.58 6.78 0.34

g DADA EN cm .

-1 .
seg ; TRANSPIRACION DADA EN uG H20 cm 2

1

. seg .

CADA CIFRA CORRESPONDEN AL PROMEDIO DE 12 UNIDADES EXPERIMENTALES
*A PARTIR DEL ULTIMO RIEGO (EN EL CASO DE LOS TRATAMIENTOS BAJO SEQUIA).



APENDICE VIII. RESISTENCIA ESTOMATAL (rg) Y TRANSPIRACION MEDIDAS SOBRE EL TRIFOLIC CENTRAL DE LA ULTIMA
HOJA, A LAS 12:)) HRS., EN LOS TRES GENOTIPOS DE PHASEOLUS VULGARIS L. DURANTE EL LLENADO

DE VAINA.
3 DI A D E L. EC T U R A*
NIVEL DE
t RO .
GENOTIPO  ymipap PRRAMET . 4o. So. 60. To. go.
RIEGO g 1.836 2.302 1.574 - 2.451 -
SEQUIA x, 2.051 2.852 1.783 - 76.900 -
_NEGRO 15063 RIEGO TRANSPIRACION  8.53 - - 5.73 -
SEQUIA TRANSPIRACION 8. 29' i - 0.36 -
RIEGO , 2.306 - 3,405 .. 2.651
SEQUIA x_ 2.306 . - 11.735 ~ 83.103
BAYO DURANGO RIEGO TRANSPIRACION 3.05 - 2.89. - 2.30
SEQUIA TRANSPIRACION  2.56 - 2.10 0.25
RIEGO r, 1.255 1 .762 - -
SEQUIA r, 1.481 60.536 = -
MICHOACAN 12a3 RIEGO TRANSPIRACION  7.23 6.6 = -
SEQUIA TRANSPIRACION  8.95 . 0.96 -

-1 -
T DADA EN cm . seg ; TRANSPIRACION DADA EN nG H20 x:m“2 .. seg !

CADA CIFRA CORRESPONDE AL RPOMEDIO DE 12 UNIDADES EXPERIMENTALES.

*A PARTIR DEL ULTIMO RIEGO (EN EL CASO DE LOS TRATAMIENTOS BAJO SEQ‘IIA) .



APENDICE IX.
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ANALISIS DE VARIANZA PARA LA PRODUCCION DE PESO SECO DE
FOLLAJE (g) EN EL EXPERIMENTO DEL EFECTO DE LA SEQUIA -
SOBRE LA SIMBIOSIS RHIZOBIUM PHASEOLT - PHASEOLUS VULGA

RIS L.
SUMA DE CUADRADO
FUENTRE G.L. CUADRADOS MEDIO F.C. Ft SIGNIF.
N 3 1103.673 367.891 126.02 *
H 1 461.418 461.418 158.06 = =
v 2 4640.853 2320.426 794.88 = *
EF 2 8685.633 4542.816  1521.92 *
N*H 3 4.439 4.813 1.65 n.s.
N*V 6 94.614 15.769 5.40 * x
N*EF 6 413.188 68.864 23.59 * *
v*H 2 1.711 0.855 0.29 n.s.
H*EF 2 97.854 48.927 16.76 * %
vrEr a 1359.871 453.290 155.28 * *
N*H*EF 6 32.665 5.444 1.86 n.s.
NAVXEF 9 41.583 4.620 1.58 n.s.
N*H*EF 3 5.083 1,694 0.58 n.s.
N*V*H*EF 14 36.813 2.629 0.90 n.s.
ERROR 129 376.577 2.919208
TOTAL 191 17 565.982

| * * SIGNIFICATIVO AL 1%

n.s. NO SIGNIFICATIVO

C.V. 13.5363



APENDICE X.

ANALISIS DE VARIANZA PARA LA PRODUCCION DE PESO SECO DE

RAIZ (g) EN EL EXPERIMENTO DEL EFECTO DE LA SEQUIA SOBRE
LA SIMBIOSIS RHIZOBIUM PHASEOLT - PHASFOLUS. YULGARIS L.

i SUMA DE CUADRADO
FUENTE  G.L. CUADRADOS MEDIO F.C. Ft SIGNIF.
® 3 2.81391 3.27130 117.47 *
H 1 6.52877 6.52877 234.44 * *
v 2 3.01162 1.50587 54.07 * *
EF 2 141.89987  70.94993 2547.72 * %
N*H 3 0.16709 0.05569 2.00 n.s.
NAV 6 0.37233 0.06205 2.23 n.s.
N*EF 6 2.32738 0.38789 13.93 * ®
v*H 2 0.,09319. 0.04659 '1.67 n.s.
HYEF 2 1.33747 0.66873 24.01 * ®
V*EF 4 4.39406 1.09851 39.45 - x
NEHAY 6 0.21075 0.03512 1.2¢ n.s.
N*V*EF 12 0.57047 0.04753 1.71 n.s.
V*H*EP 4 0.18343 0.04585 1.65 n.s.
N*VSHNEF 17 0.70016 0.04118 1.48 n.s.
ERROR 145 4.038016  0.02784
TOTAL 215 175.64857

* * SIGNIFICATIVO AL 1%
n.s. NO SIGNIFICATIVO

C.V. 11.4080



APENDICE XI.

ANALISIS DE VARIANZA PARA LA PRODUCCIOM DEL NUMERO TOTAL DE

NODULOS EN EL EXPERIMENTO DEL EFECTO DE LA SEQUIA SOBRE LA

SIMBIOSIS RHIZOBIUM PHASEOLT - PHASEOLUS VULGARIS L.

SUMA DE CUADRADO
FUENTE G.L. CUADRADOS MEDIO F.C. Fe SIGNIF.
N 3 1025643.42 341881.14 584.20 * o
H 1 487264.93 487264.93 832.63 * %
v 2 1774715.77 8B7357.88 1516.30 * o*
EF 2 5137029.47 2568B514.73 4389.02 * *
N*H 3 110805.05 36935.01 63.11 * *
N*V 6 212693.98 35448.99 60.57 *ox
N*EF © 506643.86 84440.64 144.29 * x
V*H 2 107280.98. 53640.49 21.66 * *
H*EF 2 258554.06 129277.03 220.91 *o*
V*EF 4 357999.69 89499.92 152.94 i
N*H*V 6 49738.43 8289.73 14.17 * *
N*H*EF 12 76968.59 6414.04 10.96 * x
V*H*EF 4 10141.13 2535.28 4.33 n.S.
. N*V*H*EF 17 65426.24 3848.60 6. 58 * ®
ERROR 145 84856.00 585.2137
TOTAL 215 10265761.66

* * SIGNIFICATIVO AL 1%

n.s. HO SIGNIFCATIVO

C.V, 13,1239



APENDICE XII.

ANALISIS DE VARIANZA PARA LA PRODUCCION DE PESO SECO DE
MODULOS (g) EN EL EXPERIMENTO DEL EFECTO DE LA SEQUIA
SOBRE Lh SIMBIOSIS RHIZOBIUM PHASEOLI - PHASEOLUS VULGA

RIS L.
T SUMA DE CUADRADO
FUENTE  G.IL. CURDRADOS MEDIO F.C. Ft  SIGNIF.
n 3 0.83895 0.27965 98.25 * *
1 0.72995 0.72995 256.47 *
v 2 0.37918 0.18959 66.61 * %
EF 2 5.66511 2.83255 995.20 * x
NAH 3 0.21658 0.07219 25.36 *
NV 6 0.34850 0.05808 20.41 *
N*EF 6 0.88949 0.14824 52.09 >
v*H 2 0.00333 0.00166 0.59 n.s.
H*EF 2 1.01707 0.50857 178.67 * ox
V*EF 4 0.48790 0.12197 42.86 * *
N*HAY 6 0.27660 0.0461 16.20 x o
N*VXEF 12 0.92246 0.07687 27.01 * x
VHH*ER 4 0.14671 0.03667 12.89 * x
N*VAH*EF 17 0.96489 0.05675 19.94 * *
ERROR 145 0.41270 0.00284
TOTAL 215 13.29947

* % SIGNIFICATIVO AL 1%

n.s. NO SIGNIFICATIVO

C.V. 33.9526



G.01)

FUENTE DE N — VARIEDAD

INTERACCION

INTERACCION

APENDICE XIII. MEDIAS DE LAS INTERACCIONES EN LA PRODUCCION DE PESO SECO DE FOLLAJE ( SIGNIFICANCIA =

FUENTE DE N - ESTADO FENOLOGICO
FUENTE DE N VARIEDAD * FUENTE DE N EDO. FENOLOGICO b:4
CPMEx'lstr,‘so NEGRO 150G3 19,8461 CPMEx]str_lSo ESTADO VEGETATIVO 3.302
CPMEX1S 7120 BAYO DURANGO  10.4166 CPMEX1_ T 00 FLORACION 16.877
CPMEX1 £r150 MICHOACAN 12A3 6.6933 CPMEX1 £r150 LLENADO DE VAINA 21.817
cpms:xzis 100 NEGRO 15063 18.2050 cpMEx2§S 200 ESTADO VEGETATIVO 2.718
cpmnxzzsiezoo BAYO DURANGO 9.6027 cymxzzsgizoo FLORACION 16.683
CEMEX22 MICHCACAN 1223  5.7258 cpMEx225P%200 1 pNaARO DE vaINa 18.334
Spe200 Spez00
N [s] kg/ha NEGRO 150G3 15.6683 N 0 kg/ha ESTADO VEGETATIVO 2.767
N O kg/ha  BAYO DURANGO 7.3623 N O kg/ha FLORACION 14.193
N O kg/ha  MICHOACAN 12A3  4.7325 N O kg/ha LLENADO DE VAINA 14.986
N 60 kg/ha  NEGRO 150G3 20,9294 N 60 kg/ha ESTADO VEGETATIVO 3.884
N 60 kg/ha  BAYO DURANGO 16,9633 N 60 kg/ha FLORACION 19.918
N 60 kg/ha  MICHORCAN 12A3 8.7116 N 60 kg/ha LLENADO DE VAINA 26.575
INTERACCION INTERACCICON
NIVEL DE HUMEDAD-ESTADO FENOLOGICO VARIEDAD~ESTADO FENOLOGICO
NIVEL DE HUM. EDO. FENOLOGICO X VARIEDAD EDO. FENOLOGICO I3
RIEGO ESTADO VEGETATIVO 3.715 NEGRO 150G3 ESTADO VEGETATIVO 4.179
RIEGO FLORACION 19.213 NEGRO 150G3 FLORACION 26.184
RIEGO LLENADO DE VAINA 21.874 NEGRO 150G3 LLENADO DE VAINA 25.623
SEQUIA ESTADO VEGETATIVO 2.528 BAYO DURANGO ESTADO VEGETATIVO 3.176
SEQUIA FLORACION 14.623 BAYO DURANGO FLORACION 13.648
SEQUIA LLENADO DE VAINA 18.982 BAYO DURANGO  LLENADO DE VAINA 15.233
MICHOACAN 12A3 ESTADO VEGETATIVO 2.009
MICHOACAN 12A3 FLORACION 10.922

MICHOACAN 12A3

LLENADC DE VAINA

*
NO SE DETERMINO.



APENDICE X1IV. MEDIAS DE LAS INTERACCIONES EN LA PRO
DUCCION DE PESO SECO DE RAIZ (SIGNIFX

CANCIA = 0.03).
INTERACCION

FUENTE DE N - ESTADO FENOLOGICO
FUENTE DE N EDO. FENOLOGICO b3

CPMEX1_. ... ESTADO VEGETATIVO 0.4466
CPHEX‘.lstrj 50 FLORACION 1.7461
CPMEX1ZTI- 0 LLENADO DE VAINA 2.4205
cpmaxzis o200 ESTADO VEGETATIVO 0.3938
cpmxzzsgezoo FLORACION 1.6800
CPMExzzSpe200 LLENARGC DE VAINA 2.4555
0 kg/ha ESTADO VEGETATIVO 0.3542
0 kg/ha  FLORACION 1.1127
0 kg/ha LLENADO DE VAINA 2.0488
60 kg/ha ESTADO VEGETATIVO 0.4446
60 kg/ha  FLORACION 1.7700
60 Kg/ha LLENAOD DE VAINA 2.6955

2222272

INTERACCION
NIVEL, DE HUMEDAD-ESTADO FENOLOGICO
NIVEL DE HOM. EDO. FENOLOGICO R
RIEGO ESTADO VEGETATIVO O.4552
RIEGO FLORACION 1.8144
RIEGO LLENADO DE VAINA 2.6158
SEQUIA ESTADO VEGETATIVO 0.3569
SEQUIA FLORACION 1.3400
SEQUIA LLENADO DE VAINA 2.1944
INTERACCION
VARLEDAD-ESTADO FENOLOGICO
VARIEDAD EDC. FENOLOGICO b
NEGRO 150G3 ESTADO VEGETATIVO 0.3933
NEGRO 150G3 FLORACION 1.6859

NEGRO 150G3 LLENADO DE VAINA 2.8037
BAYO DURANGO ESTADO VEGETATIVO 0.4404
BAYO DURANGO TFLORACION 1.4616
BAYO DURANGO LILENADO DE VAINA 2,3544
MICHOACAN 12A3 ESTADO VEGETATIVO ©.3845
MICHOACAN 12A3 FLORACION 1.5845
MICHOACAN 12A3 LLENADO DE VAINA 2.0575



APENDICE XV.

MEDIAS PE LAS INTERACCIONES EN LA PRO-

DUCCION DEL NUMERO TOTAL DE NODULOS

(SIGNIFICANCIA =

0.01).

INTERACCION

FUENTE DE N - NIVEL DE HUMEDAD

FUENTE DE N

NIVEL DE HUMEDAD

xX

CPMEX1

cemexiS Er150

N O kg/ha
N 60 kg/ha
N 60 kg/ha

RIEGO
SEQUIA
RIEGO
SEQUIA

RIEGO
SEQUIA
RIEGO
SEQUIA

INTERACCION

323.851
175.407
317.259
190.333

159.666
109.962
124.750

69.518

FUENTE DE N - ESTADO FENOILOGICO

FUENTE DE N

EDO. FENOLOGICO

- R
CEMEX1g oo EDO. VEGETATIVO  119.61%
CRMEX1Z T 20 FLORACION 527.16 -
CRMEX 1 20 LLENADO DE VAINA 102.11
cpnsx2§s 200 EDO. VEGETATIVO  101.66
CPMEX22SPez o FLROACION 540.66
ceMEx225PS20 LLENADO DE VAINA 119.05
Spe200
N O Xg/ha EDO, VEGETATIVO 45.33
N © kg/ha FLORACTON 325.38
N O kg/ha LLENADC DE VAINA 52.77
N 60 kg/ha EDO. VEGETATIVO *~  21.93
N 60 kg/ha FLCRACION 213.66
N 60 kg/ha LLENADO DE VAINA  38.66
INTERACCION

NIVEL DE HUMEDAD-ESTADO FENOLOGICO

NIVEL DE HUM.  EDQ. FENOLOGICO "
RIEGO EDO. VEGETATIVO 28.305
RIEGO FLORACION 498,388
RIEGO LLENADO DE VAINA 100.361
SEQUIA EDO. VEGETATIVO 47.916
SEQUIA FLORACION 305.055
SEQUIA LLENAOD DE VAINA

55.949
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APENDICE XV. MEDIAS DE LAS INTERACCIONES EN LA PRO-
DUCCION DEL NUMERO TOTAL DE NODULOS
(SIGNIFICANCIA = 0.01).

(CONTINUACION)
INTERACCION
FUENTE DE N — VARIEDAD
FUENTE DE N VARIEDAD k3
CEMER1_. . cq NEGRO 150G3 408.50
CEMEX1_ /125 BAYO DURANGO 177.88
CPMEX1 150 MTICHOACAN 12A3 162.50
cmzxzispezoo NEGRO 150 431.00
cpm-:xzzspezoo BAYO DURANGO 173.44
cmxzzspezoo MICHOACAN 12A3 156.94
N 0 kg/ha NEGRO 150G3 256.44
N O kg/ha BAYO DURANGO ‘85.14
N 0 kg/ha MICHOACAN 12A3 75.27
N 60 kg/ha NEGRO 150G3 150.22
N 60 kg/ha BAYO DURANGO 86.80
N 60 kg/ha MICHOACAN 12A3 48.05
INTERACCION
VARIEDAD - NIVEL DE HUMEDAD
VARIEDAD NIVEL DE HUM. X
NEGRO 150G3 RIEGO 390.916
NEGRO 150G3 SEQUIA 232.166
BAYO DURANGO RIEGO 165.305
BAYO DURANGO SEQUIA 96.194
MICHOACAN 1273 RIEGO 140.833
MICHOACAN 12A3 SEQUIA 80.555
INTERACCION
VARIEDAD - ESTADO_FENOLOGICO
VARTEDAD EDO. FENOLOGICO x

NEGRO 150G3
NEGRO 150G3
NEGRO 150G3
BAYO DURANGO
BAYO DURANGO
BAYO DURANGO
MICHOACAN 12A3
MICHOACAN 12A3
MICHOACAN 12A3

EDO. VEGETATIVO 121.50
FLORARCION 578.66
LILENADO DEVAINA 234.45
EDO. VEGETATIVQ 53.41
FLORACION 338.83
LLENADO DEVAINA 0.0

EDD. VEGETATIVC 44.31
FLORACION 287.66
LLENADO DEVAINA 0.0



APENDICE XVI.

- 160 -

MEDIAS DE LAS INTERACCIONES EN LA PRO

DUCCION DE PESO SECO DE NODULOS (SIG-
NIFICANCIA = 0.01),
INTERACCION
FUENTE DE N - NIVEL DE HUMEDAD
FUENTE DE N NIVEL DE HUMEDAD %
CPMEX1 RIEGO 0.2267
CPMEX 15‘;: :g SEQUIA 0.1225
CPMEXZ§Spe200 RIEGO 0.3559
CBMEX22_° 25 00 SEQUIA 0.1405
N 0 kg/ha RIEGO 0.1659
N O kg/ha SEQUIA 0.0778
N 60 kg/ha RIEGO 0.1083
N 60 kg/ha SEQUIA 0.3526
INTERACCION
FUENTE DE N - ESTADO FENOLOGICO
FUENTE DE N ESTADO FENOLOGICO »
CPMEX1., ..o EDO. VEGETATIVO 0.0307
CPMEX1Z %, 20 FLORACION 0.4178
CPMEX1C - o0 LLEANDO DE VAINA 0.0754
cpmzxzﬁs o200 EDO. VEGETATIVO 0.0232
CPMEX22.7° 0 FLORACION 0.6085
CPMEX22°F LLENADO DE VAINA ©0.1130
Spe200C
N 0 kg/ha EDO. VEGETATIVO 0.0174
N 0 kg/ha FLORACION 0.3194
N O kg/ha LLENADO DE VAINA  0.0535
N 60 kxg/ha EDO, VEGETATIVO 0.0043
N 60 kg/ha FLORACION 0.1886
N 60 kg/ha LLENADO DE VAINA 0.0311
INTERACCION
VARIEDAD -~ ESTADO FENOLOGICO
VARIEDAD EDQ. FENOTOGICO %
NEGRO 150G3 EDO. VEGETATIVO 0.0235
NEGRO 150G3 FLORACION 0.4051
NEGRO 150G3 LLENADO DE VAINA 0.2048
BAYO DURRNGO  Epo. VEGETATIVO 0.0120
BAYO DURANGO FLORACION 0.4337
BAYO DURANGO  pL1ENADO DE VAINA 0.0
MICHOACAN 12A3 EDO. VEGETATIVO 0.0159
MICHOACAN 12A3 FLORACION ©.3979

MICHOACAN 12A3 LLENADO DE VAINA

0.0
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APENDICE XVI. MEDIAS DE LAS INTERACCIONES EN LA PRO

DUCCION DE PESO SECO DE NODULOS (SIG-
NIFICANCIA = 0.01)

{CONTINUACION)

INTERACCION

FUBNTE DE N -~ VARIEDAD
FUENTE DE N NIVEL DE HUMEDAD ®

CRMEX1 oo NEGRO 150G3 0.3110
ceuEx1SCF 20 BAYO DURANGO 0.1378
ceMEX1S 120 MICHORCAN 12A3 0.0750
cmmxzﬁs e200  NEGRO 15063 0.2714
cpmxzzsgemo BAYO DURANGO 0.2097
CEMEX22 7750 MICHOACAN 12A3 0.2635
N O kg/ha NEGRO 150G3 0.1675
N © kg/ha BAYO DURANGO 0.1383
N O kg/ha MICHOACAN 12A3 0.0644
N 60 kg/ha NEGRO 150G3 0.0946
N 60 kg/ha BAYO DURANGO 0.1336
N 60 kg/ha MICHOACAN 1ZA3 0.0342
INTERACCION

NIVEL DE HUMEDAD-ESTADO FENOLOGICO

NIVEL DE HUHM.

EDO. FENOLOGICO

ki3
RIEGO EDO. VEGETATIVO 0.0228
RIEGO FLORACION 0.5385
RIEGO LLENADO DE VAINA 0.0861
SEQUIA EDO. VEGETATIVO 0.0161%
SEQUIA FLORACION 0.2286
SEQUIA LLENADO DE VAINA 0.06G504
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APENDICE XVII. MEDIAS DE LA INTERACCION: VARIEDAD X FUENTE DE NITROGE

NO X ESTADO FENOLOGICO X NIVEL DE HUMEDAD,

EN LA SOBRE

VIVENCIA DE RIZOBIAS POR GRAMO DE SUELO DEL RIZOPLANO

(SIGNIFICANCIA = 0.01).
FUENTE DE N ESTADO LOG DEL NUMERO
VARIEDAD ( CEPA ) FENOLOGICO BACTS /G DE SUELO
.

CRMEX1_ oo ESTADO VEGETATIVO 5.08
ceMEX1_ -~ 2 FLORACION 6.14
CPMEX1 Str150 LLENADO DE VAINA 6.27
CRMEX1Z” 130 ESTADO VEGETATIVO 4.36
i s S FLORACION 3.93
CPHMEX1 LLENADO DE VAINA 3.134
NEGRO 15063 ceurx232r 380 ESTADO VEGETATIVO 5.30
cmﬂaxzzsgizoo FLORACION 6.12
CPPIEXZZspezco LLENADO DE VAINA 6.27
CeMEX22 00 (o ESTADO VEGETATIVO 5.13
CPMEXZZSPezOD FLORACION 4.04
CPMEX22 20000 LLENADO DE VAINA 3,01
CPMEX1 Stri150 ESTADO VEGETATIVO 4.20
CPMEX1_ " 150 FLORACION 6.04
CPMEX1_. 150 LLENADO DE VAINA 6.29
CPMEX1_,~ . o ESTADO VEGETATIVO 3.70
ceMEx1 Y 20 FLORACION 3.61
BAYO DURANGO CPMEX1_ 7 20 LLENADO DE VAINA 3.46
cpm-:xz%s 0200 ESTADO VEGETATIVO 5.00
CPMExzzspezoo FLORACION 6.27
cpmxzzspezoo LLENADO DE VAINA 6.32
ceMEX22°F 200 ESTADO VEGETATIVO 4.50
cpuﬁxzz‘s’;Z;co FLORBCION 4.34
CPMExzzspe 200 LLENADO DE VAINA 3.06
CRMEX1_ .o ESTADO VEGETATIVO 5.75
ceMEx1 2 FLORACION 6.02
cpMEX1Z R 2 LLENADO DE VAINA 6.28
CBMEX1 %) 20 ESTADO VEGETATIVO 3.41
MICHORCAN 12a3  cpmmx1377 50 FLORACION 3.85
. ceMEX1CSF 2D LLENAO DE VAINA 2.81
cpm-:x2§s 2200 ESTADO VEGETATIVO 5.26
cpmxzzsg o200 FLORACION 6.06
CRMEX22.020 ) LLENADO DE VAINA 6.14
cerEx22 52000 ESTADO VEGETATIVO 3.78
crMEx22 P FLORACION 3.94
cerex22.7 2000 LLENADO DE VAINA 3.07
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