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1. RESUMEN 

Se l1evó a cabo un experimento en invernadero, para determinar la so-

brevivencia y competitividad de dos mutantes de Rh.lzob~um pha.6Col.l -

resistentes a antibióticos (CPMEXlStrlSO y CPMEX22Spe200 > cuando el -

hospedero es sometido a condicones restríctas de humedad. Se usaron 

tres genotipos de Pltcu.eolu.6 vu.lga/l..i.6 L.: Negro 150 G3, Michoacán 12A3 

y Bayo Durango (con hábitos de crecimiento IV, II y III~ respectiva-

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

tes a sequía .. 

El sustrato empleado fue suelo de Lomas de Sn .. Juan, Texcoco, México, 

al cual se le determinó el número más probable (NMP) de rizobias por 

gramo de suelo mediante la técnica de infección en planta. La siern-

bra se hizo por trasplante siendo inoculada la radícula al mismotie!!! 

po. Después de suspendido el riego, la sequía se estableció en las 

plantas cuando éstas alcanzaron valores de Transpiración y Resisten-

cia est.omatal 
-2 -1 -1 

(r
5

) de 1 \.I~ H
2

o cm seg y 30 seg cm , respectiva-

mente. 

Se hicieron tres muestreos: en el estado vegetativo, en 1a floración 

y en el llenado de vaína. En el momento del muestreo se determina-

rón 1os potenciales de agua (~w) de la planta y el suelo. De cada 

unidad experimental se plaque6 el 40% de los nódulos totales de la -

planta sobre cajas de medio ELMARC con la respectiva concentración de 

antibiótico. Para determinar el número 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 antibiótico. 

Se encontró que los valores de Resistencia Estomatal y Transpiración, 

iguales o menores a 30 seg cm- 1 
y 1 µg tt2o cm- 2 seg- 1 , respectivamen­

te, abatieron~drásticamente los valores de peso seco de follaje, de 

raíz, de nódulos y el número total de estos. 

Se observó que los potenciales de agua {~w) del suelo menores de -15 

barias, redujeron el número de mutantes de R. plta.&e.oU viables 1 pre-

scntandose siempre una caída drástica durante el estado vegetativo y 

una posterior disminución p~ulatina a lo largo de la floración 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 números loga-

rítmicos. 

Los porcentajes de nodulación bajo sequía dados por las cepas introd~ 

cidas fueron: alto, medio y bajo en los estados vegetativo, floración 

y 11enado de vaina, respectivamente. 

Bajo condiciones restrictas de humedad, la actividad nitrogenasa en 

el estado vegetativo fue severamente reducida., lncluzo :::in d~tectarse 

valores significativos de reducción de acetileno (0 µmo1es de c 2H
4
); 

no así durante la floraci6n, donde a pesar de que fue abatida la act!_ 

vidad nitrogenasa, no se obtuvieron valores de cero. 
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11. INTRODUCCIÓN 

La sequía no necesita ser prolongada para hacer evidentes sus efectos 

en la producción agrícola, L.lnl>Zey, eA:. ~. (1959) (citados por P~e~ 

y Ahp-lna.ll., 1981) definieron a la sequía como un prolongado período -

de tiempo sin lluvia significativa. A su vez K~tz y Gian.á. (1977) 

(citados por Pa.tec y A6p.lna..ll, 1981) sugieren dos definiciones de se­

quía: meteorológica y agrícola. 

La sequía meteorológica, puede ser definida, corno un período de tiem­

po donde 1a cantidad de precipitación es menor al porcentaje designa­

do como media del período largo. Por otra parte, la sequía agrícola, 

puede ser definida en términos del desarro11o de la vegetación esta­

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

rada seca no se le 11ama sequía, sino hasta que afecta seriamente la 

estab~lidad económica de lo que se cultiva. 

En muchas regiones agrícolas, las plantas están continuamente expues­

tas a períodos de sequía. Por otra parte, sabemos que, básicamente 

el crecimiento potencial está dado por la constitución genética dela 

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

Como respuesta a la tensión hídrica (estres hídrico), algunas veces 

la planta diSpone de una marcada adaptación, obviamente como un inte~ 

to de disminuir el efecto deletereo de la sequía. Esta adaptación, 

esencial para que la planta sobreviva, puede deberse a una plastici­

dad fenotípica de los individuos, capacitandolos así para hacer uso 

de las condiciones prevalecientes. Otra posibilidad es la variabili:_ 
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dad genética, presente también en las poblaciones, la cual resulta en 

una selección de ecotipos, genéticamente más adaptados a una locali--

dad dada. 

Se sabe que los cambios ambientales operan mayormente en plantas que 

son componentes de un sistema simbiótico (Lie, 7987). En el caso pa_E. 

ticular de la simbiosis R~lzab-é.um-PhaL>eolt«\ v<Lta.g/Ú.I L., el macrosim-

bionte debe expresar también el efecto que causa la· sequía sobre las 

propiedades simbióticas de RIU.zob~um. 

Así, existen nwnerosos trabajos que muestran el efecto de la sequía 

sobre algWlos procesos fisiológicos del frijol (Se.JtJt.a.no, 1964; Ha.JtJt.i.-

6an y Wa..e.t:an, 1975; Oc.hoa., 1977; Ganzá.e.ez, 1981; L<VLqu~-SaavedJta., e.t:. 

al.. 1982; Nava, 1984), y sobre los microorganismos del suelo, como 

Rlúzabi.um (Splten.t:, 1971; Sp!Len.t:, 1972a.; Sp1tent, 1972b; Sp!Le.nt, 1972c.; 

E1tgbt y Sp1tent, 1973; Ma.hlel!. y WoUwn 11, 1980; RM/to1te, e.t:. al.. 1981; 

06a.-A&<:a.na. y Alexa.nde1t, 1982). Sin embargo, prácticamente no se tie-

ne conocimiento acerca de la influencia de la tensión hídrica sobre 

la simbiósis Rh-i.zob-i.um-Pha.6 eo.f.U-0 vu.t'.ga.tUh L. 

En México, el factor sequía se hace evidente en una considerable par-

te del año agrícola. De los 10 cultivos principales para nuestro 

país, el frijol ocupa el 2o. lugar en superficie cosechada. En 1980, 

se sembraron en el país 1,763 347 ha, siendo ésta cantidad 78% mayor 

que en 1979. Aunque el frijol es la principal fuente de proteína, 

existen otras leguminosas que la contienen en mayor cantidad {V~ncent, 

et:. a.l., 7976). La mayor superficie de frijol en México se cultiva 

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



- 5 -

las precipitaciones son determinantes en los rendimientos (Ba11c.o de 

M'1.x.lc.o, 1982). 

Por las razones antes expuestas, se llevó a cabo un experimento en in­

vernadero, usando tres genotipos de frijol (Pha.be.olu.6 vulga.Jt...i.6 L.) 

para estudiar e1 efecto de la sequía sobre la fijación simbiótica d¿l 

nitrógeno, y al mismo tiempo, determinar la sobrevivencia y competit!, 

vidad en el rizosfera, de cepas introducidas de Rh,izob.lum phtU.eo.Ll, 

en tres est~dos fenológicos de la planta. 

Esta investigación, deberá originar trabajos tendientes a incremen­

tar los estudios sobre Rhlzob.ium en la produc~ión de frijol, en zonas 

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

1. SEQUIA Y ALTERACIONES MORFO-FISIOLOGICAS EN LA PLANTA. 

Son básicaIÍlente dos los factores que afectan la pérdida de agua en 

las plantas: los físicos o ambientales (intensidad de la luz, pre­

sión de vapor, temperatura del aire y de las hojas, y el suminis­

tro de agua a la raíz) y los morfo-fisiológicos (la estructura de 

la planta y el comportamiento de los estomas). 

Se ha observado que cualquier desajuste de los factores ambienta­

les e intrínsecos de la planta, pero principalmente los físicos, 

conducen a la alteración del coeficiente de Transpiración y de la 

Resistencia Estomatal (r
5

) l/CJu:uneJt, 1974). 

Las hojas de las plantas, se hallan cubiertas a ambos lados, por 

una capa de células llamada epidénnis, cuyas células se encuentran 

estrechamente ajustadas entre sí, sin espacios intercelulares. Sin 

embargo, l~ cpidérmis eRtá perforada por numerosos poros pequeños 

llamados estomas, los cuales son más abundantes en la cara infe­

rior labaxial) de la hoja. Cada poro estomático está rodeado por 

dos cé1ulas epidérmicas especializadas llamadas células guarda o 

acompañantes. Cuando el estoma se abre, proporciona una conexión 

directa entre el aire externo y los espacios de aire del tejido 

interno [Ray, l980J. 

La habilidad de los estomas para abrir o cerrarse permite que la 

Transpiración disminuya cuando no se está efectuando la fotosínte­

sis. Debido a esta, en muchas plantas los estomas están abiertos 
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durante, cuando menos parte del día, que es cuando la fotosíntesis 

se puede efectuar eficientemente, pero se cierran durante la noche, 

retardando la pérdida de agua, aunque de cualquier manera se pier·­

de algo de agua por Transpiración a través de la cutícula en la s~ 

perficie de la hoja (SaLll>bWty y PaJLhe, Jq68). 

Dentro de una misma planta, dependiendo del estrato o dosel vege­

tai, se han detectado diferentes valores de Transpiración y de Re-

sistencia Estomatal (rs) (Tu!mell., 7969; LCL'U¡Lll!.-Sa.avedJta, e:t. a.I'..' 

1982}. Incluso, hay evidencias de que en una misma hoja, el com­

portamiento de los estomas en ambas superficies (abaxial y adaxial) 

es muy diferente (Vav~e.ó, 7977). 

La 11hormona11 vegetal ABA (Acido Abscísico), ha sido involucrada P!!._ 

ra explicar procesos intrínsecos de las plantas, tales como: la 

dormancia y la abscisión de las hojas (bajo heladas y sequ1a, res­

pectivamente}, la caída de los frutos y la inhibición del crecimie!l 

to {Ra..y, 1980).. Sin embargo, el ABA es una "hormona" vegetal que 

induce el cierre de los estomas cuando 1a planta se encuentra bajo 

condiciones de sequía, siendo esto, la evidencia más el.ara del pa­

pel natural que realiza esta "hormona". Las estomas son el control. 

principal en la pérdida de agua, de tal forma que el cierre esto-

matal es un importante mecanísmo para habilitar a la planta a sobr!!_ 

vivir en ambientes secos. Se ha visto que la cantidad de ABA en 

tejidos de muchas especies vegetales se incrementa rápidamente cu~ 

do las plantas son sometidas a déficits de agua, principalmente (H~ 

Jz.IÚ6011 rJ Wa.l'.:tort, Jq75; ]Orte.ó, Jq78). 
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l;ta..i, et. aL, (1 ?78 J e l:t.a,;_ y MeA'.dttelL (1978 l dan fuertes eviden-

ciaa de1 papel del ABA en la fisiología Estomatal. Usando micro­

autoradiografía del tejido epidérmico, y empleando ABA marcado con 

24
c, encontraron que la "hormona" puede acumularse en los supues-

tos sitios de acci6n (aparato Estomatal). 

Las cambios en la apertura Estomatal son causados directamente por 

alteraciones en el balance entre la presión interna de las células 

guarda y las demás células epidérmicas (W.ln.te.1t 1 1981). Las presi~ 

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

tiva acumulaci6n de moléculas osmóticamente activas, especialmente 

potasio. 

La Transpiraci6n está determinada por la diferencia de gradientes 

de vapor de agua, dentro y fuera de 1a hoja; un aumento en la tem­

peratura de la hoja elevará la diferencia de presión de vapor de 

agua de la hoja y la atm6sfera, y como consecuencia, se incremen-

tará ia Transpiraci6n (MeA'.dnelL y SheJL<'.66, 7976; citado por Lall.­

qul!-Sa.a.vedlut, et:. a.e.., 7982}. 

Generalmente, la densidad de estomas es alta en la superficie aba-

xial de la hoja, en contraste con la superficie adaxial, a excep-

ci6n de las gramíneas, en donde la densidad es más o menos igual 

en ambas superficies. Se ha observado que los movimientos natura-

les de los estomas de diferentes especies en campo durante el día, 

y la abertura de estos inducida con luz en el laboratorio, acomp~ 

ñados por cambios en la concentración de almidón y potasio en las 

células guarda, son substancialmente más pronunciados en los est~ 
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mas de la región abaxial que en los estomas de la región adaxial 

de l.as hojas (Pemruúu.a., 1979 L. 

Las mismas diferencias en comportamiento Estomatal encontradas por 

Pemada.6tt l19.79l en ambas superficies de la hoja, fueron encentra-

das por Elvr.leJt. y Va.n Bave.l. L7 9'681: para Pha..óeo.ei.w vuJ!.gtVLU L. y Zea. 

may¡,. 

Las plantas que crecen en el campo bajo condiciones restrictas de 

humedad, poseen significativamente mayor frecuencia Estoma.tal y m~ 

nor área foliar, a diferencia de las plantas que crecen bajo cond.f_ 

ciones normal.es de humedad (~~ha. y Sltun, 1975). 

LcVtqué'.-Sa.a.vedlta., et. a..I'..., (.1984) han propuesto un parámetro fisio-

1Ógico de sequia relacionado con la producción agrícola para plan-

tas de tipo mata de frijol. (Pha.l.eolu.6 vu,f.ga!<-l6 L.). Proponen que 

la sequía comienza en el momento en que e1 valor de la Transpira­

ción cae hasta 0.5 - 1.0 ~g H20 cm-2 • seg-1 , en lugar de cual-­

quier otro parametro del suelo o del e~t~tlo hídrico de la planta. 

2; SIMBIOS±s RIL<'.zob.Wm-LEGUMINOSA. 

Usualmente, las leguminosas pueden recibir nitrógeno en dos dife-

rentes formas: 

a) Por asimilación de1 nitrógeno del suelo. La absorción de nitr~ 

tos (materia orgánica nitrificada o fertilizantes) se da a tra­

vés de las raíces. 

Estos nitratos son reducidos por la nitrato reductasa, una en-
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zima esencialmente localizada en las hojas, para producir amo­

nio. El amonio participará posteriormente en la formación de 

aminoácidos y proteínas. Todas las leguminosas producen ésta 

enzima. -

b) Por la fijación de nitrógeno atmosférico. Este proceso se da 

gracias a 1a asociación simbiótica de las leguminosas con ba.s_ 

terias del género RfU..zob..i.wn. En el suelo, el nitrógeno at­

mosférico se pone en contacto con los nódulos, que es el nu~ 

vo órgano resultado de la asociación, donde es subsecuente-­

mente reducido a amonio por la nitrogenasa, enzima presente -

en los bacteroides de Rh..i.zob.i.u.m. Posteriormente, este amonio 

es incorporado a esqueletos carbonados para producir aminoác.!_ 

dos y proteínas (FAO, 7983). 

Ba.la.ndli.eau y Know~u, (7978), clasificaron a la relación Rlu.zo­

b.lum-Leguminosa dentro de 1a categoría de asociación simbiótica 

obligada, es decir, donde la bacteria necesita al macrosimbion-

te para fijar nitrógeno. Sin embargo, se ha reportdUO que 

Rlúzob.i.um presenta actividad nitrogenasa (Fijación de Nitrógeno) 

en cultivos puros (Pagan, e.-t. a.f.., 7975; KUJLz y La Rue, 1975; 

Ke.i.6.:teJL, 7975; He Comb, e,t:. al., 7975). Se ha encontrado que 

la fijación de nitrógeno por rizobias de vida libre es estimu­

lada por el. cultivo de cél.ulas de leguminosas (Scowcllotl6 Y G.i.b­

.60n, 1975; Ve MolUl.nv.lUe, e;t;. a.f.., 1981), extracto de raíz 

. (KWLz y La. Rue, 7975) y semiJ.las (AttdeJLbon lj Pli..lelip.6, 7976). 



- 11 -

En la asociación simbiótica, el beneficio que recibe la planta de­

pende de diversos factores, tanto intrínsecos de las rizobias y la 

planta, como de las condiciones ambientales (Pa.t~. 1976; Va!Lt, e,t. 

a.e.., 1976; U.e, 1981). 

Las leguminosas han sido clasificadas de varias formas, pero la m!!_ 

yoría de trabajos sobre fijación de nitrógeno ponen a éstas dentro 

de la familia Le.guml»Ohae, dividida a su vez en las subfamilias: 

Ca.uai.pbw.ldeo.e, M.lmo-O.ldea.e. y Pa.p.l.U.olW.ldeo.e. En la Tabla 1, se 

muestra la incidencia de nodulación de dicha familia. Se observa 

que el 48~ de los géneros del grupo han sido estudiados, y que de 

estos el 86% forma nódulos. De los géneros examinados en las sub­

familias /.U.mo-0.ldeo.e y Pa.p.U..lotto.ldea.e., el 83 y 95% respectivamente, 

tuvieron n6dulos; mientras que en la subfamilia Caua.l.p.úU:.o.ideae., 

sólamente e1 40% de los géneros examinados rrostró nodulación. A 

nivel de especie, el 15% de la familia ha sido examinado, y de es­

te, el 91~ forma n6dulos. Entre las subfamilias Mhno-0.ldea.e y Pa.p.l­

R...i.ono~de.a.e se registraron 90 y 98% de nodulación, respectivamentei 

en la subfamilia Cae.6a.lp¿n.lo~dea.e, solamente el 30% de las especies 

fueron reportadas como nodulantes (A.U.ett y AUett, 1 qg1 l .• 

El nivel promedio de fijaci6n de nitrógeno en leguminosas es de --

55-140 Kg de N/ha/año (Q.U.Upe.l, 1974). Se ha estimado que el fri­

jol fija 45 Kg de N/ha/año (Vru<J-Oott, 7970), por lo que es de l.as l.!:'. 

guminosas comestibles menos eficientes en esta actividad, como pu~ 

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 REPORTADOS TIMADO DE CIES 
c.:ENEFOS ESPECIES REPORTADAS 

+/- - TOTAL - +/- - TOTAL 

~Umo,1,.Wea.e 66 18 8 5 31 2 900 351 37 388 

Ca.e& a.f..phú.o.i.dea.e 177 13 13 39 65 2 800 72 6*180 258 

Pa.p.u.i.ono.i.dea.e 505 ~ 14 ~ 269 14 000 2416 ~ 2462 

Total 748 272 35 58 365 19 700 2839 263 3108 

*UNA ESPECIE DE CADA GENERO: Amhetu>ti.a, Co pa..i.ó e/La, El.peJLva., Hymena.ea., 

MoJut 1J SM.a.c.a.. 

ALLEN Y ALLEN, 1981. 

HelU1ández X., e;t. a.f..., (1979), calculan una antiguedad de 6 000 años 

al cultivo del frijol (Pha.,¡,eo.tiu. vu.lg<VLiA L.) en México. 

Es factible pensar que durante este tiempo, tanto la bacteria como el 

macrosimbionte han sufrido cambios en su asaciciación, de tal forma -

que e::: po:::iblc ob::::crvar una gra."l ca..""ltid.ad de nódulos inef~cti·vos. r ... a 

nodulación no necesariamente indica fijación de nitrógeno, pues exis-

ten cepas que producen nódulos que fijan poco o nada de nitrógeno, 

las cuales en casos extremos se comportan como parásitas {Vaw6on, 197Di 

La nodulación, normalmente no ocurre en el campo sino hasta que las -

primeras hojas estan abiertas; y la fijación de nitrógeno, generalme!!_ 

te no comienza sino hasta que la planta puede aportar una parte de sus 

fotosintatos para este fin. El proceso de fijación de nitrógeno, en-

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



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

PLANTA 
N FIJADO 

PLANTA 
N FIJADO 

(kg/ha/año) (kg/ha/año) 

LEGUMINOSAS COMESTIBLES LEGUMINOSAS FORRAJERAS 

Frijolillo Ca.lopogoni.n.lwn mu.cww-i.de6 370-450 Caulotillo Vt!.ómod-i.u.m -i.n.tolLtu.m 897 

Haba Vicia óa.ba 45-552 Sesbania St!.ó ba.túa. ca.nna.b.lna. 542 

Chícharo gandul Ca.j UJUll¡ ca. j a.n 168-280 Guaje Leu.ca.ena. leu.coceph/Lf'.a 74-584 

Frijol re Castilla V-i.gna. ungu.-i.cu.l'.ILto. 73-354 Centro Centlwcema pu.be6cellli 126-398 

Frijol mungo V-i.g11a mungo 63-342 Alfalfa Meclica.go uiüva. 229-290 

Guar Cyai1opy-0 te.bw.gonoloba. 41-220 Trébol T.'LlóoUu.m -0u.bteNUJ.neu.m 207 t;i 

Soya G.e.yc.i.ne m~ 60-168 Trébol ladino T. 1tepe11Li Va.Jt, g,i.ga.ntea. . 165-189 
,. 

Garbanzo C-i.cl'lt M-i.etil!u.m 103 Trébol blanco T. 1tepe11Li 128 

Lenteja Lellli e6c.u.f.enta. 88-114 Estilo S.tylo-0a.nthu -Opp. 34-220 

Cacahuate Alr.a.c.hi.6 hypoga.ea. 72-124 Veza velluda V.icia vUlo-0a. 110 

Chícharo P-i.-Otun -0a.Uvu.m 52-77 Pu ero Pu.l'JtM-i.a. pha.-0 eolo-i.du 99 

Frijol Phaheofuh vuiga.Jt-i.-0 40-70 

FAO, 1984. 



TABLA 2. CANTIDAD DE NITROGENO FIJADO (KG N/HA/Af'lO) POR VARIAS LEGUMINOSAS COMESTIBLES Y FORRAJERAS. 

PLANTA 

LEGUMINOSAS COMESTIBLES 

Frijolillo Caf.opogoiútUu.m mu.cuno~du 

Haba V~c.la óaba 

Chícharo gandul Cajanw, cajart 

f'Yi.jol oo Cn.i=:ti. 1 la V..lgna u.ngtúc.u.e.a.ta. 

Frijol rnungo 

Guar 

Soya 

Garbanzo 

Lenteja 

Cacahuate 

Chícharo 

Frijol. 

FAO, 1984. 

V~gna mungo 

Cyanopy~ :te..tlr.a.gorto.i'.oba 

GlyUY<e. ~"' 
c~cvz. IVU.e .. t.i.nu.m 

lvta.c.hú. hypogae.a 

P.U.um ~~vum 

PhM e.oh.u. vtú'.g<Vr..l.6 

N FIJADO 
(kg/ha/año) 

370-450 

45-552 

168-280 

73-354 

63-342 

41-220 

60-168 

103 

88-114 

72-124 

52-77 

40-70 

PLANTA 

LEGUMINOSAS FORRAJERAS 

Caulotillo Ve.smo~ ~nto~um 

Sesbania 

Guaje 

centro 

Alfalfa 

Trébol 

Suba~ cannab~rta 

Le.u.cae.na .teu.coceph~ 

Cc.nt.':.cccr.a pu.bc:.c.c.1u. 

Mecücago 6~va 

TMóo~ ~u.b:t~ne.um 

N FIJADO 
(kg/ha/año) 

897 

542 

74-584 

126-398 

229-290 

207 

Trébol ladino T. ke.p~ Vak. g~ga~e.a 165-189 

Trébol blanco T. kepe>~ 128 

Estilo S~.to6~U 6pp. 34-220 

Veza velluda V~c.la v.llto6a 110 
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bias que se refleja en una serie de pasos los cuales se inician en 

el suelo (Spll.et'Lt, 1979). La secuencia de estos eventos aparecer.!:_ 

swnida en la Tabla 3. 

Cuando las ~emillas de las leguminosas germinan en suelos que con-

tienen una población natural de microorganismos, esto puede o no -

tener efecto sobre cualquier rizobia presente. La mayoria de est..!:! 

dios sobre los efectos de las rizobias en la germinación de las· --

plántulas, han sido l.levadas a cabo en leguminosas de ·Semiiias Pe-
queñas, especialmente en especies de T~6o..e.i.wn. Sin embargo, alg.!:!_ 

nos estudios donde se usaron leguminosas de semillas grandes, par-

ticularmente de Pi.hum ~a..t;.lvum, demostraron como el hospedero puede 

estimular la población de rizobias. Igualmente, como en las legu-

minosas de semillas grandes, P. ha..t.ivwn posee una prominente raíz 

primaria. Se ha observado que esto no favorece la multiplicación 

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

Er1ge.iu=t, l975al. 

Rocúú:guez y FeJVLVt.a.-CC/tJE.11..to, (1980} encontraron que durante ei --

proceso de germinación de Pha..6 e.o!.u..l> vt.Lf.fJaJL..iA L. , a los cinco días 

aproximadamente, aumenta la sobrevivencia de R. phaL>eoi...l, pero --

posteriormente a los 20 días, las poblaciones decaen. 

Se ha observado que cuando las raíces laterales comienzan a erner-

ger, se liberan varios compuestos, incluyendo aminoácidos corno la 

homoserina, la cual ha sido encontrada en semillas de chícharo, 

usualmente en altas cantidades. La homoserina, preferentemente e~ 

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



TABLA 3. INTERACCION HOSPEDERO-RHIZ081UM EN LA FORMACION DE NODULOS. 

ESTADOS DE "DESARROLLO" REQUISITOS GENETICOS/FISIOLOGICOS 

Multiplicación de Rhlzob.i.um en el Las secreciones del hospedero pue 
suelo. den estimular-o inhibir. -

Enrollamiento y ramificación del Hospedero y Rh.i.zob~um compatible~ 
pelo radical. 

Atracción entre células compati- Grupos combinados de reacción cru 
bles del hospedero y de Rlúzob.(¡Jm. zada? -

Entrada de la bacteria 

Formación de nódulos. 

Formación de células maduras in­
fectadas. 

Formación de bacteroides, desa­
rrollo de Nitrogensa y haernoglo 
bina, etc. -

Mantenimiento del tejido de baE_ 
teroides. 

SPRENT, 1979. 

Construcción de puentes de lecti-
nas? 

Disolución 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. 

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

Interacciones específicas involu­
crando a ambos participantes. 

Correcto intercambio de materia­
les entre les simbiontes. 

COMENTARIOS 

Grado d~ especificidad variable. 

Grado de especificidad variable. 

Iniciada por alguna célula, por ser al:_ 
tamente específica; otras son menos e~ 
pecíficas. 

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

Conocidos mutantes de Rlúzob.i.wn cau­
san desarrollo para detenerse en cual.­
quier estado. Es esencial. 1a correcta 
combinación de los genotipos del hos­
pedero y la rizobia. 

El hospedero puede actuar proveyendo 
un ambiente correcto. 

No está bien entendida. Fuertemente 
condicionado por el ambiente. 
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cantidad suficiente de bacterias listas para nodular a la planta 

en el momento apropiado. Los primeros nódulos, al igual que en le-

9l1lánosas similares, son formados sobre la raíz primaria. No hay i~ 

formaci6n d~tallada disponible para otras leguminosas, pero es raz~ 

nable suponer que éstas pueden fomentar el crecimiento de rizobias 

compatibles, capaces de nodular a ese hospedero en particular (Van 

Enge/t<la.t, 1915b). 

Una vez que se tienen suficientes rizobias, estas pueden comenzar 

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

s~ntoma obvio, es la deformación de pelos radicales. Han sido des­

critas tres categorías de deformación; 1) Ramificación, 2) Enrolla­

m.iento moderado (extremo del pelo enrollado de 90-360°), y 3) Marc~ 

do enrollamienta, con la pW'lta doblada por lo menos 360°). No to­

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

cal crece sin virar, aún cuando se desarrolle entre rizobias {Ya.o 

y V~neel'Lt, 7969). 

La naturaleza de los factores responsables del enrollamiento del -

pelo radical aún no son completamente entendidos, se sugiere que 

una auxina CAcído indolacético) es un esencial componente, aWlque 

esto no es apoyado por recientes evidencias discutid~~ por Vao y 

V~neent:1 (1976}. Estos investigadores concluyen que la ramifica­

ci6n del pelo radical y el moderado enrolla.miento pueden ser caus~ 

dos por un producto o productos de la rizobia, los cuales son dia­

lisables y estables al calor. E1 marcado enro11amiento resulta -­

del cQntacto con la rizobia viable, pero no necesariamente con 1a 

l 
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rizobia efectiva. Los pelos radicales muy enrollados pueden refle­

jar una reacción altamente localizada, incluyendo esto posiblemente 

los primeros estados de infección. Un enrollamiento, podrí~ dclim.!_ 

tar una área donde alguna o algunas substancias vitales se acumulan. 

Es también posible que, en los orificios de entrada hechos sobre la 

curva del enrollamiento, éstas substancias prevengan la entrada de 

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

baja (Yao IJ V.lncen.t, 1976). 

Antes de la entrada, las bacterias pueden ser afectadas, éstas de­

ben estar correctamente alineadas sobre el pelo radical. Durante 

este período, las bacterias se ven frecuentemente embebidas en mu­

cilago, una substancia originada por el hospedero, la cual puede e~ 

brir las puntas de las raíces y los pelos, ayudando esto a unir ra_! 

ces con suelo, y proveer un posible sustrato para el crecimientobaE._ 

teriano. Varias sugerencias han sido dadas para explicar la alta 

especificidad requerida en la interacción entre bacterias y la su­

perficie de pelos radicales. La más reciente vislumbra una atrac­

ción similar a la que se da entre antígenos y anticuerpos en ani~ 

les. ¿Qué substancia producida por ambos simbiontes puede ser sufi­

cientemente específica? Las leguminosas son bien conocidas por la 

producción de proteínas que pueden aglutinar glóbulos rojos y cau­

sar síntomas de envenenamiento en algunas gentes. Estas proteínas, 

antiguamente llamadas Fitohemoglutininas, ahora son usualmente con~ 

cidas como Lectinas; muchos investigadores creen que estan pueden 

contribuir en l.a especificidad RIU:zob.úun-Leguminosa (CWULleJL tj ~ 

bel, 19.76; Faltllaeu.& IJ Sahlma.n, 1977; Vazzo, et:. a.e.., 1978; Spri.en.t, 
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1979; Va.zzo y BJUL!'., 1979). 

se piensa que las Lectinas producidas por el hospedero son 1as res-

pensables de la unión de la superficie del pelo radical y la cápsu-

la de la ri~obia compatible (Vazzo, 7980). Los sitios de unión so-

bre los dos simbiontes, estructural y antigénicamente, son polisá-

caridos similares (~, 1977). Observaciones al microscopio han 

mostrado que la adhesión de la rizobia al pelo radical y otras su-

perficies es polar. Se ha sugerido que ésta unión inicial, es ce-

mentada por fibrillas de celulosa de origen rizobial {Napo.ll, e.t. 

a.e., 1975; Va.zzo, et:. a.e., 1982a.). 

El No; (16 mM) ó el NH: (1mM) inhiben completamente tanto la infeE_ 

ción como la nodulación de plántulas de trébol blanco (TJt..i.ño.e..úun 

4epetU>) inoculado con RJU.zob-i.wn :tJU.óolLi.. La unión de R. ;tlU.óo¿{,¿ 

con los pelos radicales y los niveles inmunológicamente detecta-

bles de la lectina de la planta, TJl.<'.óo.e.lna. (Va.zzo, et:. cU:., 1979), 

sobre la superficie de1 pelo radica1 presentaron un para1e1o dec1l:_ 

ve conforme las concentraciones de No; o NH: fueron incrementando­

se en el medio. La aglutinación de R. :tlt..lóolLi. debida a la :Or.-<.óo­

Lúza. de semillas no fue inhibida por los mencionados nive1s de No; 

y NH:. Estos resultadas sugieren que estos iones pueden jugar un 

papel importante en 1a regu1ación de un temprano proceso de reco-

nacimiento en la sitnbiósis R • .th...ióo..f..li.-trébo1, especialmente en la 

acumulación de un alto número de rizobias infectivas sobre el pelo 

radical (Va.zzo y BILlll, 1978). 

Por otro lado, Va.zzo, e.t. a.l., {l982b), encontraron que durante el 

desarrollo de plántulas de trl3bol blanco, los ápices de pelos rad.!_ 
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cales adyacentes se unieron entre sí, debido a que en ésta región se 

detectó la mayor acumulación de T~6~o.li.tta. A. Sin embargo, también 

se presentaron uniones de ápices con regiones no apicales. Estos r~ 

sultados sugieren que la TIL.lóo..f..úta. A está involucrada en la forma­

ción y/o estabilidad de las uniones célula-célula, las cuales son 

precedidas por el Modelo de Uniones Entrecruzadas de Lectinas (Vazzo 

y Hubbel, 7975) para expiicar ei ataque de ios peios radicaies por 

rizobias específicas. 

Vazzo, e;t. ai.., (7984), observaron que cuando 10
7 

rizobias encapsu­

ladas o más son adicionadas a plántulas de trébol blanco, las bact.!._ 

rias atacan en pocos minutos el ápice del pelo radical formando 

aglutinaciones orientadas completamente ai azar. Pero varias horas 

después, 1as bacterias de manera individual, atacan polarmente los 

lados del pelo radical. Se crece que el gradiente de Tlt.l6o.e....i.na.. A 

va de mayor a menor de1 af?ice a la base del pelo radical. En la i.!!, 

tcrf~::::c entre la unión polar de la bacteria y la pared de la célula 

del pelo radical se demostró la presencia de TA6¿o.f.hut A; igualmen­

te se encontraron en dicha interfase, gránulos densos originados 

por el hospedero. La microscopía electrónica de Scanning reveló 

wia acwnulaci6n de microfibrillas extracelulares asociadas con el 

ataque de las superficies polar y laterai de la bacteria, a las 12 

horas de incubaci6n con raíces de plántu1as. 

Awique el papel de las Lectinas es una hipótesis atractiva, debe 

aclararse que no todos los investigadores han encontrado este re­

quisito de alto grado de unión entre las Lactinas y las rizobias 

[Law y S.tlújdom, 7977), aunque es posible que éstos representen -
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sólo una parte del proceso de reconocimiento lBeJt.lngeJL, 1978). Una 

buena evidencia, por otro lado, que sostiene el papel de las Lecti­

nas, es el reporte de s~nde.Jl.h, e.t:. a.e., (1978), quienes empleando 

mutantes de Rh.lzob-i.um carentes de exopolisácarido, observaron que no 

formaron nódulos. 

El siguiente problema es, saber cómo entran las bacterias a las cé­

lular del hospdero. Estrictamente hablando, éstas nunca lo hacen, 

porque permanecen encerradas por una mcmbr~na del hospdero, deriva­

da de la invaginación del plasmalema. Cuando las bacterias compat.!_ 

bles están firmemente adheridas al pelo de la raíz, una mancha re­

fractil (o hialina) se vuelve visible en la pared del pelo radical, 

lo cual indica cambios estructurales. Esto puede involucrar una 'a_!:! 

xina, la cual se ha encontrado en altas concentraciones tanto en -­

raíces infectadas como no infectadas, se sabe además que ésta auxi­

na se hal.la asociada con la pérdida de la pared celular y el creci­

miento. Una. gran actividad metabólica, en l.a célula del hospedero, 

es indicada por citoplasrr~ rr.5s op~co, in~r~mento de flujo citoplas­

mático y aumento de tamaño (al doble) del núcleo. Solamente una 

proporción de los pel.os radical.es es infectado (cerca del 28% en P~ 

.hum ha..tlvum), y sol.amente una proporción de éstos Últimos da origen 

a nódulos. Uno de los factores que afecta ésta Última proporciónes 

la particular combinación hospedero-Rlt-lzob.lum [SpJ<ent, 1979). 

unas pocas horas después, son visibl.es las manchas hialinas, los hf. 

los de infección se vuelven evidentes. El crecimiento de estos, 

finalmente es un proceso balanceado; esto puede ser considerado como 
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una competencia entre las bacterias, que intentan entrar, y el hosp!:_ 

dero, que secreta material de la pared celular alrededor de la bact~ 

ria para contenerla. Si las bacterias obtienen la victoria, estas 

podrán ser vistas nadando libremente dentro del pelo radical. Si la 

planta obtiene el triunfo, ésta habrá cortado el hilo de infección · 

por depositación de material de la pared celular, antes de que la 

bacteria haya tenido tiempo de dividirse ampliamente (VaJLt, 1975; 

citado por Sp!Len.t:, 1979). 

Los simbiontes cooperativos, se caracterizan por coordinar la divi­

sión bacteriana y la depositación del material de la pared celular1 

de esto resulta un funcional hilo de infección. Este hilo consiste 

de una o más 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 núcleo del pelo radical per­

manece inactivo para el final creci:miento del hilo de infección. El 

hilo de infección crece entre la célula del pelo radical y a través 

de las células de la corteza de la raíz, algunas veces con conside­

rables ramificaciones l.Sp11.e>i;t:, 19 79) • 

Aunque la infecci6n vía pelo radical es más común, ésta no es uni­

versal. En el cacahuate l¡\t¡_acfU.6 hypogaea), los pelos radicales ª2. 

lamente son formados hacia los puntos de emergencia de las raíces 

laterales. Estos pelos son inducidos a enrollarse por rizobias co~ 

patibles, pero la entrada es en la uni6n del pelo radical y las cé­

lulas epidérmicas. No se forman hilos de infección, en cambio, las 

separadas células de la lámina 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 raíz lateral¡ finalmente, 

las bacterias y las células del hospedero se dividen repetídamente 

para formar un nódulo l Clia.nd.R.eJL, 7 9 78) • 

Así como en el modo de infección, existen también variaciones en el 

patrón de desarrollo de los nódulos. De manera general, se recono­

cen dos tipos: 1), aquel en el cual la infección de nuevas células 

se da por medio del hilo de infección; y 2), aquel donde las bacte­

rias son mayormente esparcidas por la división de células preinfec­

tadas. La segunda, puede carecer o no de hilos de infección, como 

en el cacahuate {AJw.eh.i.6 hypogaea), o tener hilos que no se ram.ifi~ 

quen extensamente, como en la soya ( Glyc-i.ne ma.6 (L. ) MeltJL. ) • Gene­

ralmente estos nódulos, sin extensos hilos de infección son más o 

menos esféricos,. carentes de un meristerno persistente (por lo tanto 

tienen crecimiento determinado) y con un sistema vascular cerrado. 

Los nódulos con un merísterno de larga vida son indeterminados, gen~ 

ralmente elongados y algunas veces ramificados; éstos necesitan pe!:. 

sistentes hi.los de iuí~cción pLir.::. infectar células nuevamente forma­

das. Este tipo de nódulos indeterminados han sido ampliamente es­

tudiados, particularmente en chícharo ( P.<.6um .6at.ivum) y trébol (T":f 

ñol.lum ~pp.J. Una de las investigaciones más datalladas, de los e.:!_ 

tados iniciales del desarrollo de nódulos, es el de Libbenga y Ha.Jr..­

ke.6 (7973) (citado por Sp11.el1-t, 1979), quienes usaron P • .6a.:t:lvum y 

modernas técnicas de microscopía de fluorescencia y eStlJ:dios fisioan.!. 

tómicos. 

La fijación de nitrógeno, es la "reducción" del nitrógeno molecular 

(N
2

) por el hidrógeno,.en amoniaco (NH
3
), que es la forma de nitró-
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geno que 1as plantas y animales pueden usar para la fabricación de 

sus productos celulares. Biológicamente, el amoniaco lo fabrican 

las bacterias que transportan un complejo de genes (aproximadamente 

17) fijadores de nitrógeno. Tres de esos genes codifican la forma-

ción de proteínas que se combinan formando la Nitrogenasa, que es · 

la enzima que cataliza en realidad la Reducción del Nitrógeno a ~ 

niaco (Mali.X, 1982). 

3. USO DE MUTANTES DE RHIZ081UM RESISTENTES A ANTIBIOTICOS EN ESTUDIOS 
ECOLOGICOS. 

Para estudiar en orden las relaciones ecplógicas entre poblaciones 

introducidas y nativas de Rh.i.zob.i.wn en el campo, se hacen necesarios 

métodos que ayuden a distinguir ambas poblaciones. Las técnicas se-

rológicas (8JtOckweLe, et. a.l., 1977; V.LJLtto66, 1977; G.lb~on, et. a.l. • 

7976) incluyendo la microscopía de inmunofluorescencia (Sohl'.oo~ y 

Sch.midt., 7970} han sido usadas ampliamente para identificación de -

cepas de Rh.i.zob.i.um responsables de 1a formación de nódulos en estu-

dios ecológicos. Sin embargo, el tiempo que se emplea en este pro-

cedimiento de identificaci6n algunas veces limita el número de nód~ 

los que pueden ser probados (Ha.le, 1978}. 

Ha sido reportado por muchos investigadores el uso de marcadores g~ 

néticos, como la resistencia a antibi6ticos, para distinguir cepas 

de Rfúzob,i,um. Oba.ton (19711, citado por Ha.le (7978), usó mutantes 

resistentes a Estreptomicina de Rª :t.lú..6olLl para estudiar la compe-

tencia y la sobrevivencia en el suelo, FJUUtco y V.l.ltcent: (1976) em-

plea~on mutantes ~esistentes a Estreptomicina para distinguir cepas 
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de Rh..i.zob.lu.m compitiendo por la colonizaciOn y nodulaci6n de legu­

minosas tropicales. 

SclwJ,i.nghameJL y Vudm<tn (1973), sugirieron que en estudios ecoiógi­

cos, los m~tantes resistentes a Espectinomicina de varias especies 

de Rh.i.zob-i.um pueden suplantar a los mutantes resistentes a Estrep­

tomicina. 

En un exámen crítico de la estabilidad de Estreptomicina y los maE_ 

cadores antigénicos, BJtockwe.ll, e;t. al.. (1977), conciuyeron que 

éstos son igual.mente dignos de confianza cuando se usan para la 

identificación de cepas de RIU.zob.lum :tlt.i..60.t,¿¿ reaisladas del cam­

po. 

Los mutantes espontáneos de especies de Rh..lzob..lunr resistentes a 

antibióticos, pueden esta acompañadas por cambios en la habilidad 

para formar nódulos (infectividad) o en la habilidad para fijar 

nitrógeno (efectividad). Schw.útgha.mell (1967), encontró que ia r~ 

sistencia a antibióticos (tales como la Estreptomicina, Espectin~ 

micina y Cloranfenicol), además de inhibir la síntesis prot'élca, 

está asociada con poca, pero no con la pérdida total de la efectJ:. 

vidad simbiótica; por otro lado, la resistencia a antibióticos, 

los cuales no afectan la síntesis ni la permeabilidad de la pared 

celular, fue comunmente acompañada con la pérdida de efectividad. 

En contraste, Ze.lazl'ltl.-Kowa,i.lka (1971), reportó la pérdida de in­

fectividad de R. :tJr..,i..6oLll resistente a Estreptomicina.-y la depen­

dencia a 100 µg/ml de éste antibiótico. 

Go.le.ob.ln y Lev.ln l1974) su~ieren que no necesariamente una cepa 
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resistente a antibiótico va acompañada del cambio morfológico col2_ 

nial (de liso a rugoso), la incapacidad de infectar al hospedero y 

la inefectividad simbiótica para fijar nitrógeno, ya que encontra­

ron que de 92 mutantes obtenidos de 2 cepas de R. japo•U.cwn, resi~ 

tentes a diferentes concentraciones de Estreptomicina, todas cxhi~ 

bieron, después de ser realizadas del hospedero: la misma morfolo­

gía colonial, no dependencia del antibiótico y la misma capacidad 

para infectar y fijar nitrógeno que las cepas parentales. Porotro 

lado, deten;ninaron que hay un límite superior para la resistencia 

a antibióticos en dichas cepas, obteniendo solamente 3 mutantes r.!:_ 

sistentes a 10,000 µg/ml, y uno resistente a 25,000 µg/ml deEstreE_ 

tomicina. 

No es sencillo saber cómo la mutación para la resistencia a EstreE_ 

tomicina podría tener efecto sobre las propiedades simbióticas de 

la célula bacteriana. La mutación cromosómica bien caracterizada 

para la resistencia a Estreptomicina, resulta en una alteración de 

una proteína específica sobre la subunidad ribosornal 30S. Otras 

baCteria~ resistentes a Estreptomicina, deben ésta resistencia a 

la presencia de un plásmido que dirige la alteración de 1a molécu­

la de Estreptomicina por acetilación, adenilaciOn o fosforilación. 

Después de que ciertos estudios con otras especies de rizobias de­

mostraron que los eventos mutacionales resultaron en una altera­

ción de la pared celular, o en última instancia, en una alteración 

de la estructura de la membrana celular y en un decremento general 

de la eficacia para la simbiósis, la pared y la membrana celular 

han asumido gran importancia para explicar la formación de nódulos 
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efectivos {Sc.JuO..:nghamCVL, 1967). Una modificaci6n de la pared y de 

la estructura de la membrana, ha sido también reportada en el pro­

ceso de desarrollo del bacteroíde en el nódulo efectivo lJoJtdan, 

7962), lo cual sugiere que cualquier mutación que altere la perif!:_ 

ria celular puede tener un efecto substancial sobre las propieda­

des simbióticas del mutante. 

KleezkoW6ka (1977), encontró que, al igual que en las colonias de 

rizobias resistentes a antibióticos, las resistentes a fagos, pre­

sentaron cambio en la morfología 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 alteración en la permeabilidad de la e! 

lula, de tal forma. que la Estreptomicina es excluída, y la resul­

tante resistencia a Estreptomicina es fenotípicamente indistingui­

ble de la resistencia de una célu1a a una droga por alteración en 

la stlbunidad rihosomal JOS lGo.leob~n y Lev.i.n, 1974). 

Ordinariamente, en genética microbiana, se considera que los expe­

rimentos ecológicos, en los cuales son usados marcadores genéticos 

como trazadores, no son rígidos, a no ser que sean usadas cepas 

con doble marcaje. Por ejemplo, si se usa una cepa marcada con E,!. 

treptomicina y Acido Nalidíxico, después de reaislada por selec­

ción de una sola marca (Estreptomicina, por ejemplo), la presencia 

de la marca no seleccionada (Acido NalidÍxico) puede ser aceptada 

como prueba definitiva de que se trata de la cepa originalmente i!!, 

traducida {Po~~ga.-te, 1979). 
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A pesar de estos conflictivos resultados, la facilidad con la cual 

pueden obtenerse mutantes resistentes a Estreptomicina de la rnayo­

ria de especies de Rlú.zobh.un, la estabilidad del caracter y la in­

frecuencia de reportes acerca de la pérdida de la efectividad sim­

biótica, han hecho de este marcador genético el que con más fre­

cuencia se use en estudios ecológicos. Sin embargo, llevando en 

mente ia evidencia de Ze-ta4na-Kowall.ka (1971), es importante che­

car con regularidad la efectividad de las cepas resistentes a ant.!_ 

bióticos para posteriormente usarlas en estudios ecológicos {Hctee, 

1978). 

Cuando se usan cepas resistentes a antibióticos, debe tenerse en 

mente que dicha resistencia puede ser llevada en un plásmido y que 

ésta puede ser transferida a bacterias de otra especie. Es posi­

ble, que en ei caso de los animales, esto tenga una implicación m! 

dica o veterinaria, cuando se usa Estreptomicina o Espectinomicina, 

que son antibióticos usados como medicamento. Sin embargo, en el 

ambiente suelo, es improbable que éste sea w1a prc~ién selectiva 

para la resistencia a antibióticos, por lo que la posibiiidad dela 

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

Ha.le U978), ha obtenido y usado exitosamente un mutante de R. :btÁ.­

ñof.Li.. resistente a Estreptomicina en estudios de competencia entre 

poblaciones introducidas y nativas en suelos donde la producciónde 

trébol blanco-pasto no ha sido satisfactoria. La cepa de R • .:/:Jt,i,.60-

¿¿¿ usada, fue resistente a 200 ~g/ml. de Estreptomicina, efectiva 

y no dependiente de la Estreptomicina después de subcultivos y lio­

filización. 
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H<Lte (1978), ha observado que cuando R. :l:Jr..l6o¿{,¿ resistente a Es-

treptornicina es mezclada con turba e impregnada en semillas de tr-ª. 

bol blanco, y sembrada en suelos con altas poblaciones de rizobias 

nativas, menos del 30% de los nódulos formados a los 6 semanas pr.!::_ 

sentaron la cepa marcada. Sin embargo, cuando un inoculante líqu.!_ 

do de la misma cepa, fue incorporado al suelo antes o al mismo tie!! 

po de la siembra, hubo un incremento significativo en el número de 

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

La estrecha correspondencia entre los resultados obtenidos usando 

métodos inmunológicos y caracteres de resistencia a antíbióticos 

{BJUJchwe.et, e.t. a.l.., 1977), corno ia conveniencia dei procedimiento 

de muestreo de n6duios {fJUtnco y V-lncen.t, 1976), hacen de este, un 

método particularmente atractivo para distinguir entre cepas de 

Rhlzob..ium en estudios ecológicos. 

4. EFECTO DE LA SEOUIA ( 1l'ENSI0i; UIDP..It"'"tt.\ l<:N T.& SIMBIOSIS RUTZOBTllM-r.!!. 
GUMINOSI\. 

Existen numerosos estudios que muestran el efecto de la humedad del 

suelo sobre la actividad de los microorganismos y el efecto de la 

tensión hÍdrica sobre varios procesos fisiológicos de las plantas. 

Sin embargo, se conoce muy poco sobre la influencia de la tensión 

hídrica en la simbiósis Rh.lzob.i.um-Leguminosa. 

Una alteración en el metabolismo hídrico del macrosimbionte puede 

causar un deterioro en el sistema agua-suelo-planta, y esto tam--

bién puede conducir al abatimiento de la fijación de nitrógeno (R!!. 

.thoh~, e.t. a..f.., 1981). Tanto los efectos de la tensión hídrica 
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(duraci6n e intensidad) corno el rango de recuperación de los nódu­

los después de una sequía parcial, no han sido establecidos para la 

rel.ación Rh-i.zob.úun-Pha.6 e.o.tu.6 vtd.gall.l6 L. ( Glttlhrun, 19811 • 

Rhizob..úun es Wl género sensible a condiciones de baja humedad del 

suel.o (Boonkvu:! y WeAve.tt, 1982). La sobrevivencia de Rlú.zob~wn en 

suelos mantenidos a baja tensión hídrica (cercana a la capacidad 

de campo) es mucho más altü que la sobrevivencia en suelos con alta 

tensión hídrica. Las poblaciones de RlLi..zob.i.um van decreciendo con­

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

rias (Mah.e.eJL y WoJ!,lum 11, 1981). 

Debido a la extrema sensibilidad que existe entre los simbiontes 

Rh..i.zob-ium y leguminosa, ésta última no tolera la escasés ni el ex­

ceso de agua (tensión hídrica e inundación, respectivamente). En 

el campo, es común encontrar condiciones de inundación, después de 

que ha llovido; pero en pocos días, el efecto combinado del sol y 

el aire pueden producir marchieéz en 1as pl.:intas. En general, el 

sistema simbiótico se recupera después de un corto período de exp.9_ 

sición a la tensión hídrica o a la inundación, pero prolongados P!! 

ríodos de tiempo bajo alguna de estas condiciones pueden conducir 

al daño pex:manente y a la abscisión de los nódulos lLle, 1987}. 

La infección 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 

infección de R/U.zob-lum. Bajo condiciones de riego, los pelos radi­

cales anormales pueden recuperar su crecimiento normal, resultando 
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en una estructura delgada, la cual eventualmente puede ser infect!!_ 

da. Una vez formados los nódulos, bajo condiciones adecuadas de 

agua, estos pueden ser retardados en su crecimiento si son expues­

tos a cond~ciones de sequía, dando un desarrollo parcial de estos, 

encl.avados en l.a corteza de l.a raíz ( WotUta.l.t !f Roughte¡¡, 19 7 6) . , 

Ra;tho~e, et. a.l. (1981), encontraron que l.a tensión hídrica (stress 

hídrico) en soya ( GltjC.Úte max. ( L l M~. ) reduce. el. número de nÓd.!:!_ 

los, el contenido de Leghemoglobina de los nódulos y la incorpora­

ción de nitrógeno a la planta. Aunque el número de bacteroides no 

es afectado (Ra,tho~e, e.t. al., 1981; Wo-'tl<a.tt !J Roughiey, 1916), en 

la planta se ven retardados particularmente los estados de flora­

ción y madurez. El efecto de la tensión hídrica es especialmente 

severa en el estado de floraci6n te:mprana, en el cual el creci.m.ie~ 

to del.a pl.anta se reduce en un 50% (Rat:ho~e, e.t. a.l., 1981). 

La significante reducción en el conteniOo de Leghernog1obina y 1a 

baja ~cu.:nulación de nitrógeno en el follaje, pueden ser atribuidos 

a un serio deterioro de la asociación entre 1os dos si.Inbiontes,do!!. 

de tanto'carbohídratos como agua fueron litnitantes. Si la fotosÍE. 

tesis es afectada por 1a tensión hÍdrica, su efecto sobre la fija­

ci6n de nitrógeno, es obvio. Un bajo suministro de carbohÍdratos, 

por lo tanto, puede resultar en un desordenado funcionamiento del 

microsimbionte, lo cual conduce a la reducci6n del contenido de L=._ 

ghemoglobina y e1 subsecuente bajo contenidos de nitrógeno en el 

follaje. Es bien conocida la correlaci6n entre estos dos paráme­

tros (Ke.le..ln !f Srn<;th, 1941). 
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Peiia.-CabJU.a.ee.6 y Al.exartdeJL l 7979), encontraron que a medida que el 

sue1o pierde agua, 1a caída de las poblaciones de diferentes esp~ 

cies de Rh.i.zob.útm, presenta un comportamiento bifásico. En la pr_!_ 

mera fase, el número de células cae rápidamente, y esto coincide 

con la pérdida mínima de agua del suelo1 en la segunda fase, el nA 
mero de células cae lentamente, coincidiendo con un estado de alta 

sequedad del suelo. Por otro lado, observaron que en 10 días de 

déficit de agua en el suelo, el número de células de seis especies 

de Rh-lzob.lum (R • .tegumútaóM.Um, R. bLí..6of-l-l, R. phMeo.U, R. meU­

.eo.t:...:, R. japon.i.CW11 y R • .tup.ót.l) y de rizobias del grupo cowpea fu~ 

ron reducidas en orden de magnitud de dos números logarítmicos, y 

además no se encontraron diferencias de susceptibilidad entre las 

rizobias de crecimiento lento y las de crecimiento rápidoe 

La falta de agua y los subsiguientes humedecimientos del suelo, ti!:,_ 

nen diferente efecto sobre las distintas especies de Rh..i.zob.lJ..un. Se 

ha observado que, un día después de haber humedecido suelo que peE_ 

maneci6 21 días bajo déficit de agua, R. japanlcum y Rh.lzob.lum del 

grupo cowpea crecieron considerablemente, en contraste con el nu1o 

crecimiento de R. me.t.l.to.t.l, o R. pluu.eo.t.l que fue particularmente 

sensible a la desecaci6n (Peiía-Cabtc,la,te.6 y Al.exartdeJL, 1983). 

La desecación del suelo y la alta temperatura tienen un marcado d~ 

trimento sobre la sobrevivencia de Rh.lzob.lum (Mah.eeJL !J Wo.e.tum 11, 

1980; MM.tell y Wo.e.tum, 1981; Ma.lr.óha.il., 1964; O.óa-A6.iarta y Al.exan­

dell, 1982). 

Aunque han sido reportadas las diferencias que existen entre las 
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especies de Rh..i..zob.iunt sensib1es a la sequía, el grado de variación 

dentro de una especie no ha sido establecido {llMhbl( l( Ma.Ju.ha.ll, 

1977a.). 

O~a.-A~.Y Al.exandVL (1982) encontraron que tanto en suelo este­

rilizado cono no esterilizado, las cepas de Rh.i.zob.ú..un difieren ~ 

pliamente en su resistencia a la desecación, presentando en gene­

ral altos porcentajes de sobrevivencia. 

Se ha observado que después de un período de desecación del suelo, 

éste no permanece biológicamente inactivo, ya que se han observado 

ciertas transformaciones en los microorganism:>s sobrevivientes, ª.!.. 

pecialtnente en bacterias Gram-Negativas, en las cuales se ha dete~ 

tado la formación de una cubierta de polisácarido extracelular 

{/Gilbe4tul>' et:. a.l.' 1979). 

Las cepas de R.ru:zob.ium que se encuentran dentro del grupo de cree!_ 

miento lento, han sido consideradas como más resistentes a la des~ 

cación, a diferencio d~ las ri=obias del grupo de crecimiento rá-

pido {6U6hby y MM.6ha.ll, l977a.). 

Oha.-Af,.lan.a. y Alexo.ndeJL (1982), encontraron que ésta relación la v~ 

locidad de crecimiento y la tolerancia a la desecación de las cepas 

no es muy evidente, ya que cepas de rizobias de crecimiento rápido, 

fueron también resistentes a la desecación. Encontraron tambi~n 

que, existe una relación entre la sensibilidad a 1a sequía y la pr~ 

ducción de polisácarido extracelular por la cepa. La razón de esta 

relación no es clara, es posible que el polisácarido sea producido 

a expensas del material de reserva intracelular y que sea usado d~ 
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rante períodos de tensión hídrica. 

La reacción fluorescente entre los materiales secretados por las 

bacterias nodulantes, cuando son sujetas a desecación y rehidrata­

ción y e1 1 anilo - 8 Naftalen Sulfonato (ANS), sugiere que lamue~ 

te de las bacterias está asociada con cambios en la permeabilidad 

de la meltlbrana. Las bacterias de crecimiento lento y algWlas de 

crecimiento rápido cotn0 Rh.i.zobi.um me.Li.lo.tl, difieren de las bacte­

rias de crecimiento rápido del grupo de R. ~egumino~aJUtm en que 

exhiben poca flurescencia en presencia de ANS. Esto, probablemente 

refleja diferencias entre estos grupos de bacterias en la natural!:. 

za polar y no polar de la envoltura externa de las células (.Bu.6hby 

!! MMl>ha.U, J977bl. 

Ai estimar ia sobrevivencia de R • .t.JU.60.f.,¿¿ y R. japotU.cum usando 

cuatro niveies de humedad (10, 22, 35 y 40~), Oóa-A6-{.ruut y A.lexan­

dell. (1979), observaron crecimiento en ambas especies bajo 1os cua­

tro niveles, pero en e1 nivel más bajo (10%), detectaron la sobre­

-vivencia más alta. En los niveles de humedad superiores al 10%, 

en el caso de R. i:.Jr.,,¿6oJ!..iA.., se hicieron evidentes dos fases en sus 

curvas de sobrevivencia1 en la primera (a las 2 semanas después de 

la inoculación) , ocurrió una drástica disminución en el número de 

rizobias, pero en la siguiente, la caída fue gradual. Los potenci_!. 

les de agua de cada nivel de hwnedad fueron: a.o, 1.5, 0.1 y 0.02 

barias, respectivamente. 

El género Rh.izobium es capaz de soportar potenciales de agua ('i'w) 

del suelo más bajo que su propio hospedero y esto es de gran signl:. 
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cancia ecológica, ya que la bacteria tiene que sobrevivir prolong.!:_ 

dos períodos de sequía antes de nodular a la leguminosa respectiva 

(S.útg.teton !J CuauUe-Fab.lán, 1982). 

El funcionamiento de los nódu~os es severamente restringido por la 

tensión hídrica. La pérdida de agua por evaporación de la superf!. 

cie del nódulo y especialmente por la exportación de material ni­

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

el n6du1o está trabajando bién. Parece que el nódulo incorpora so 

lamente el 13% del agua por su superficie, tomándola del medio, tu!. 

entras que el resto llega por el floema y por el m:>vimiento lateral 

del agua de las raíces adyacentes. Esto puede explicar la presen­

cia de nódulos activos en el estrato superior seco del suelo, deb!_ 

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

suel.o lUe, 1981). 

El déficit de agua induce una rápida inactivaci6n de la fijación de 

nitrógeno, pero 1a actividad p~odc ser restablecida mediante el ri.!:_ 

go, si la pérdida de humedad no excede del 20% del peso fresco de 

l.os n5dul.os (SpJr.e.n:t, 1971). 

Las plantas, con nódulos de crecimiento meristemático restricto (n§_ 

dulos esféricos), son más sensibles que las plantas con nódulos 

elongados, los cuales pueden reiniciar su crecimiento si se sum.ini~ 

tra agua, debido a que el tejido meristemático se encuentra en el 

ápice de J.os n5dul.os (Eng.ltt !J Sp1t.ent:, 1973). 

La tensión hídrica aplicada tanto a nódulos sueltos como a raíces 

noduladas, reduce la fijación de nitr6geno y la respiración; la r.2, 
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ducción se da dentro de ciertos límites, proporcional al grado de 

pérdida de agua de los n6dulos {Spitent, 1971). 

La tensión hídrica reduce la fijación de nitrÓgeno en plantas de 

soya crecidas ~n macetas con suelo. Considerando que los nódulos 

retienen algo de actividad, la recuperación bajo riego se alcanza 

normalmente en una hora. Usando agua tritiada (3HOH), se ha con-

firmado que el agu~ puede ser retenida por los nóa.ulos EN ROUTE 

de la raíz al sistema aéreo (Splten:t, l 9.72c.). 

En un ensayo en campo usando V.ic.i..a. 6aba., se observó que existe un 

alto grado de correlación entre el contenido de agua del suelo y 

la fijaci6n de nitrógeno. La máxima fijación de nitrógeno se obt~ 

vo con valores cercanos al riego a capacidad de campo; los valores 

por arriba del riego a capacidad de campo, abatieron la fijación 

de nitrógeno debido a la inundaci5n. La tensión hídrica afecta dl:, 

rectamente la actividad del n6dulo, pero éste efecto puede ser agr~ 

vado por la disminución en el ttuministro de f'otosintatos de hojas 

marchitas (Sp!teltt, l972cl. 

Durante los períodos ele sequía, el. daño osmóticc·. para la fijación 

de nitr6geno puede ocurrir debido a la alta concentración de sales 

cerca o sobre el n6dulo .lSpnen.t, l 972b). 

La tensi6n hídrica sobre nódulos de soya, abate la reducción de 

acetileno y la incorporación de Oxígeno pero incrementa la evolu-

ción del co
2 

y el etanol. Resultados similares han sido encontr!!;. 

dos en n6dulos sujetos a inundación {Van S.tlutt:en y Se/unid~, 1974). 

El efecto de la tensión hÍdrica puede ser vencido parcial o total-
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mente por la incorporación de Ox1geno. Tanto la deficiencia como 

el exceso de agua pueden abatir la actividad Nitrogenasa (Reducción 

de acetileno), por restricción del suministro de intermediarios de 

las rutas aeróbicas. Al mismo tiempo son estimuladas las rutas fe!:_ 

mentativas y pueden dirigir la inhibición de concentraciones a·e et~ 

nol ya producidas. Ambos simbiontes poseen sistemas para la produ.2._ 

ci6n de etanol {SpJLe.n.t y GaUat!hV<., 19.76) .• 

Se ha observado que la irrigaci6n de las parcelas, después de un p~ 

ríodo de sequía, incrementa la fijaci6n de nitrógeno más de 10 ve-

ces (SpJLent, J '17 6) • 

La tensión hídrica, reduce en forma severa el crecimiento y desarr2_ 

llo de los nódulos, abati~ndose también la incorporaci6n de Oxígeno, 

la reducción de acetileno tc2H2 l y la evolución del H2 , cuando en 

los n6dulos el potencial de agua (~w) declina de -6 a -18 barias 

(J.lh-M.i.11 Su11!J, 1982). 

Han sido propuestas muchas hip5tesis para explicar ésta relación i!!. 

versa entre la fijaci6n de nitr6geno y la tensi6n h1drica. Ch.i.-Y.l11!J 

Hu.a.11!J, &:. a.l., ll975 a. y bl, concluyeron que la inhibición de la 

fotosíntesis contribuye para que decline la fijaci6n de nitr6geno 

por el n6dulo. Pa.nkhwi.<l;t lJ SpJLent {)9.75) y Sp11.en;t {7976) sugiere 

que el primer efecto de la tensi6n bid.rica sobre el n6dulo fue dis­

minuir la incorporación del o 2 , lo cual redujo el suministro de me­

tabolitos disponibles (.como el ATP), esenciales para la fijación de 

nitrógeno. 

Ch.l-Y.l11g Hua.119, e;t. a.l., ( J 975a.l., no detectaron reducci6n de aceti-
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leno en suelos inunilados ni en suelos secos con potenciales de agua 

de -19.S barias. Entre estos extremos, la reducción de acetileno 

mostró un 6ptimo bién definido. Al remover el suelo, eliminaron 

1os efectos inhibitorios de la inundación, sugiriendo ésto que, el 

rango de intercambio gaseoso entre los nódulos 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 r.=.. 

ducci6n de acetileno estuvo correlacionado con la disminución de 

la fotosíntesis y de la transpiración. 

La inhibición de la reducción de acetileno causada por bajos pote!!_ 

ciales de agua y sus consiguientes efectos, pueden ser reproducidos 

privando el follaje del co2 atmosférico, aun cuando el suelo perma­

nezca con potencia1es de agua que permitirían una rápida reducci6n 

de aceti1eno. La inhibici6n de la reducción de acetileno a bajos 

potenciales de agua, entonces, podría ser parcialmente invertida 

por exposición del follaje a a1tas concentraciones de co2 (.Chl-Y.i.ng 

Hua.ng, e-t. a.l., 1'175bL. 

I~ma..iLl, e-t. a.C.., ll'183), al suspender el riego y así someter al 

siratro {MaCIW~ a.tttopu!Lpu!Leuml. bajo tensi6n hÍdrica, encontr~ 

ron que cuando los valores de potencial de agua ('l'w) del suelo ·fue­

ron menores a -l.5 MPa, los potenciales de agua de los nódulos fue­

ron mucho más negativos que los del follaje. Los valores de poten­

cial de agua t~wl del suelo por abajo de -1.5 MPa mermaron el cree!, 

miento de los nódulos y follaje y abatieron los rangos de reducci6n 

de acetileno. 
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La tensión hídrica, también incrementa el gasto respiratorio de los 

nódulos en la soya (.Glyc.llte ma.x (L.) Me!VL.), siendo evidente una 

relaci6n 1ineal entre la reducción de acetileno y la incorporación 

de oxigeno (J.üt-Al.ln Sung, J 982 ) .• 

Lo anterior nos llevó a plantear los siguientes objetivos e hipó­

tesis. 
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rv. OaJET1vo , H1PóTEs1s v PREM1sAs nE TRABAJO 

Ü B J E T 1 V O 

Evaluar en invernadero la eficiencia de la relación simbiótica entre 

Pluu.eol.uó vu.lfjall-W L. y mutantes de Rlúzob-i.um pluu.eoU resistentes a 

antibióticos bajo condiciones restrictas de humedad {sequía), para 

lo cual: 

1. Se estableció la sequía en los genotipos de Pha.6eOlll.f) vu.lgaJLl.6 

L. considerando sus valores de Transpiración y Resistencia Est.2._ 

matal (r ) • 
s 

2. Se derminó la sobrevivencia de los mutantes de R. plt.a..6eoU en 

la rizosfera bajo sequía y riego en tres estados fenológicos de 

P. vu..l.ga.JL..i..6 L.: vegetativo, floraci6n y llenado de vaina. 

3. RP ~stimó la capacidad competitiva de los mutantes de R. pha..6eo-

U introducidos frente a las cepas nativas bajo condiciones de 

sequía y riego en los mismos estados fenológicos, y 

4. Se estimó la Actividad Nitrogenasa de la simbiósis Rlúzob.i.u.m 

Phai> eoU-Pluu. eolu.6 vu.tga1Ll6 L. 

H l p ó T E s 1 s 

1. La baja disponibilidad de agua es una limitante para el desarr.2_ 

llo normal de la simbiósis Rlúzob.ium pha.t>eoU-Pluu.eoluó vr.Ltga.-
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2. La tensión hídrica (estres hídrico) del suelo abate tanto 1a so­

brevivencia como la competitividad de las cepas nativas e introdJ:! 

cidas .. 

3. La tensi6n hídrica reduce la Actividad Nitrogenasa del sistema 

simbiótico. 

PREMISAS D E TRABAJO 

·1. Con base en le hábito de crecimiento del frijol, existe compati­

bilidad entre los tres genotipos de P. vui..ga.Jt.l6 L. usados y las 

dos cepas de R. plutóeo.Ll introducidas. La posibilidad que no se 

de la nodulación, se deberá a otros agentes externos. 

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

tiene problemas de Mo, Co ó Fe. 

3. En el suelo de Lomas de Sn. Juan, el fósforo es un factor limi­

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

tratamientos. 
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v. MATERIAL y MÉTODOS 

1. OBTENCION DE MUTANTES DE RH1Z081UM PHASEOL1 RESISTENTES A ANTIBIO­

~· 

a). Las cepas de Rlú.zofM.wn fueron crecidas en Caldo de Extracto de 

Levadura Manitol, CELM (Apéndice I) durante tres días en agi-

tación (120 rpm) a 2BªC. 

b). Estos cultivos fueron sembrados sobre placas de Extracto de L~ 

vadura Manitol Agar Rojo Congo, ELMARC (Apéndice II) con dife-

rentes concentraciones de antibiótico (25, SO, 75, 100 •• ~g/ml). 

e). Se seleccionaron colonias obtenidas en la concentración más al.-

ta de antibiótico y se cultivaron éstas células en CELM sin an-

tibiótico ~urante tres días en agitación (120 rpm) a 28°C. 

d). Se inoculó 0.1 ml del cultivo anterior en placas de ELMARC CO.!!_ 

teniendo una concentración de antibiótico igual de donde se 

aisló originalmente. 

e). Se aislaron nuevamente colonias típicas y fueron crecidad en 

medio CELM con la misma concentración de antibiótico y se dej~ 

rón crecer en a9itación (120 rpm) a 28°C. 

f). Se repitió ei paso d. 

g). Esta cepa, fue nuevamente resembrada para inducirle resistencia 

a concentraciones más altas del mismo antibiótico. 
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2. PRUEBA DE ESTABILIDAD DEL MARCAJE GENETICO DE LOS MUTANTES OBTENI-

~-

a). Las cepas marcadas con antibi6tico fueron crecidas en CELM sin 

antibiótico durante tres días, en agitación (120 rpm) a 28ºC. 

b). De cada uno de estos cultivos se elaboraron diluciones decim!!_ 

les .. 

e). De cada una de estas diluciones (desde 103 hasta 109 ) se inoc~ 

laron con 0.1 ml placas de ELMARC que contenían la concentra-

ción de anr.ibiótico con la que se marcó la cepa en cuestión y 

p1acas de ELMARC sin antibiótico. Por cada dilución se inoc~ 

laron tres placas. 

d). Se consideró que la marca quedó estabilizada cuando en placas 

con antibiótico y sin antibi6tico, de la dilución seleccionada, 

creció el mismo número de colonias. 

3. E..-"a'ERL."!E?!TO PP.ELIMI!'L~R PARA EVAI.tJAR F.N INVERNADERO LA EFECTI.V:IDAD 
DE LOS MUTANTES DE RH1Z081UM PHASEOL1 RESISTENTES A ANTIBIOTICOS. 

Para evaluar la efectividad de los mutantes de R. pha..6e.o.l.l obteni-

dos en el laboratorio, se instal6 un experimento preliminar en in-

vernadcro. 

se emplearon macetas de plástico del NG.m.A con capacidad para 2.5 

kg de sustrato, a las que se les adapt6 un tubo de vidrio con ta-

pón de baquelita por donde se hicieron los riegos con agua estéril 

y con Solución Nutritiva Sadman (Apéndice IIJ), alternadamente. 

Como sustrato se emple6 tezontle estéril. 

La siembra se hizo directa usando semillas de frijol (Pha.6eolu.6 vul. 
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gct.lt.-U L.) que previamente fueron desinfectadas con bicloruro de 

mercurio acidificado. Se mantuvieron dos plantas por unidad ex-

perimenta 1 • 

Diez días después de la siembra, las plantulas fueron inoculadas 

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

10
9 

células por ml. Se montaron tres unidades experimentales por 

cada cepa mutada. 

La cosecha se realizó cuando el cultivo present6 el 50% de flora-

ci6n. 

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

A. Descripción del material blol6gico. 

A.1. Genotipos de Pha.6eo.tiu. vu.tgaJLU L. 

Para este experimento fueron empleados tres genotipos de 

frijol: Negro 150G3, Bayo Durango.y Michoacán 12A3, siendo 

el primero y el último, genotipos resistentes a sequia 

lV.1t. LaJu¡u.11:-Saa.vedlr.a., c.omu.n. pe/l.6on.). 

Negro 150G3. Proviene de una selección individual del fri-

jol Hidalgo 48-A-1. Es una variedad con hlib.ito de creci.-

niento de guía larga (clasificado como tipo IV, segúnCIAT). 

Algunas de sus características agron6m.icas son: 

Dias a floraci6n • • • • • • • • • • • • 62 

Color de la flor .. • • • .. • • .. .. • • .. .. morada 

Días a madurez .. .. • .. • • .. • • .. .. .. .. 120 
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Col.or del grano negro bril.lante 

Distancia entre surcos ••••••••• 70 cm 

Kg de semill.a/ha para siembra • • • • • 30-35 

o.:_nsidad (pl/ha) recomendada • 95,000 

Bayo Durango. Es una variedad usada ampliamente en la Z2_ 

na frijol.era de Zacatecas, Durango y Aguascal.ientesr con 

hábito de crecimiento III. Algunas de sus caracter1sti­

cc;is ~gronómicas son: 

oías a fl.oración 

Color de la fl.or 

Días a madurez • 

Color del. grano 

60 

blanca y morada 

100 

ca:fé claro 

Michoacán 12A3. Esta variedad proviene de una colecta orl:,. 

ginal. que se realizó en el Municipio de Briseñas, Michoa­

cán. Es una variedad de tipo guía corta indeterminado 

(Tipo II, según CIAT). Algunas características agronóm!_ 

cas son: 

oías a fl.oración 

Color de la flor 

oías a madurez • 

Color del grano 

Distancia entre surcos 

Plantas/metro lineal • 

47 

morada 

97 

negro ópaco 

65 cm 

10 

Kg de semilla/ha para siembra •••••. SO 

Densidad (pl/ha) recomendada •••••• 150,000 
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A.2. Cepas de RIU.zob.iwn pluu.eoU. 

Las cepas de RIU.zob-i.um pluu.eoU CPMEXl y CPMEX22, con sus 

respectivos mutantes, CPMEX1StrlSO (Resistente a 150 µg/ml 

de Estreptomicina) y CPMEX22Spe200 (Resistente a 200 µg/rnl. 

de Espectinomicina) pertenecen a la Colección Microbiana 

del Laboratorio de Microbiolog1a y Bioquímcia de Suelos 

del Centro de Edafología del Colegio de Postgraduados, Che._ 

pingo, México, (Tabla 4). 

B. Descripción del suelo de Lomas de Sn. Juan, Texcoco, México. 

Ei sueio de Lomas de sn. Juan, de acuerdo a Mo~eno Vahme (7970), 

es un migajón arcilloso arenoso, con pH ligeramente ácido, sin 

problemas de sales. Presenta baja cantidad de materia orgánica, 

un contenido medianamente bajo de fósforo, muy alta concentra­

ción de potasio aprovechable un contenido medio de calcio, ex-

tremadamente alto en cuanto a magnesio y muy bajo contenido de 

nitr6geno totai tTabia 5). 

Los suelos de Lomas de Sn~ Juan, se localizan en la Región Orie!!. 

tal del Valle de México, aproximadamente entre los 19°22'00'' y 

los 19º48'27'' Latitud Norte y entre los 98°48'27'' y los 98°57 1 

30 11 de Longitud Oeste. El clima del Valle de México está cla­

sificado corno cw (G~c.<'.a, 1980); y ei ciima de ia zona de Cha­

pingo (G~c.ía., 1968) esta definido corno Cwlh(¿'). Ei signific!!_ 

do de ésta clasificaci6n es el siguiente: Subhúmedo con lluvias 

en verano, con cociente P/T entre 43 y 55, con un porcentaje de 

lluvia 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 
Rlúzob-i.wn pfuu.eoU CPMEX1 'i CPMEX22. 

DESCRIPCION 

Clave original: 
Lugar de origen: 
Tamaño de nódÚlos 
formados: 
Velocidad de ere-
cimiento: 
Resistencia Intrín 

CPMEX1 

EL 63 
Texcaltepec, Hgo. 

pequeños 

2-3 días 

seca a Antibiótic~s: Furadantina . 

Producci6n de 
o Al.calí: 

Acido 

Carbencilina· 
Sulfametoxasol 
Cefalosporina 
Ac. Nalídixico 
Ac. Oxonílico 
Cloranf enicol 

Acido 

300µg 
50\lg 
25µg 
30µg 
30µg 
10µg 
30µg 

CPMEX22 

EL 111 
Las Mesas, Tlax. 

medianos 

3-4 días 

Furadantina 
Ac. OxonÍlico 
Cloranfenicol 

Acido 

300µg) 
10µg) 
30!.tg) 

Reacción a la Leche Formación de ligera zona Formación de ligera 
zona de suero. 
Negativa. 

Tornasolada: de suero. 
Tolerancia al. NaCl: Negativa. 

ROVR1GUEZ 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 MIGl\.JON ARCILLOSO, UTILIZADO EH EL EXPE­
RIMENTO DE INVERNADERO. 

PROPIEDADES DEL SUELO 

Textura 
Arena 
Limo 
Arcil.la 

Reacción pH 

Conductividad eléctrica 

Materia Orgánica 

Fósforo 
Potasio 
Calcio 

Nutrim¿ntos asimilables Magnesio 
sodio 

VALORES Y CONCENTRACION 

50'0 
23'11 
27'11 

6.40 

O. 35 (mohms/cm a 25° C) 

1.57 ppm 

0.74 ppm 
196 ppm 

1706 ppm 
492 ppm 

Nitrógeno total (Nt) 
124 ppm 

0.06 ppm 

ANAL1SIS REAL1ZAVO EN 1983, EN LA SECC. VE Q.UIM1CA VE SUELOS, CEVAF­
COLEGIO VE POSIGRAVUAVOS, CHAPINGO, MEXICO. 
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con verano fresco largo, temperatura media anual entre 12ºC y 

18ºC, temperatura media del mes más caliente entre 5.5 y 22ºC 

(b); con poca oscilación anual de las temperaturas y precipita-

cienes promedio mensuales registradas en la Estación Meteoroló-

gica de Chapingo, México, durante un período de 10 años (~' ). · 

c. Preparación de las unidades experimentales. 

Se emplearon macetas de plástico del número 12 con capacidad p~ 

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 determinó el contenido de humedad del suelo, secando diez 

muestras de éste a 105ºC durante 24 hrs., y se calculó el riego 

a capacidad de campo para 8.5 kg de sustrato. 

D .. Determinaci6n del número más probable (NMP) de rizobias por gra­
mo de suelo de Lomas de sn. Juan. 

Para ésta determinación se empleó la técnica de infección en 

planta CV.útc.e.n.t, 7975)_. Las bolsas de crecimiento (growthpouch) 

fueron substituídas por las Unidades de Crecimiento CP (Apéndi­

ce IV) diseñadas en este Laboratorio de Microbiología {Guzmdn-

P.lazola., et. al., 7983). 

Dichas Unidades de Crecimiento están constituídas por un frasco 

de vidrio transparente de 6 cm de diámetro y 11 cm de altura al 

que se le agregó tezontle (con un diámetro de partícula menor 

o igual a 2 mm) previamente lavado. Estos recipientes poseen 

además una tapa de rosca metálica la cual lleva dos ranuras la-

terales contíriuas (ele 1.5 x 0.5 cm) por las cuales se introdu-
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cen asépticamente las radículas de las plantas pregerminadas en 

Agar-Agua (l0-12 g de Agar en 1000 ml de agua). Por último, la 

tapa lleva en el centro un tubo, cuya finalidad es permitir el 

riego con agua o Solución Nutritiva estériles sin abrir la uni­

dad. Para evitar la contaminación, éste tubo lleva un tapón de 

baquelita forrado con papel alwninio. Antes de trasplantar, las 

unidades completas son esterilizadas a 18 libras durante 2.5 

hrs. 

Después de trasplantar y de agregar la alícuota de dilución de 

suelo correspondiente, las ranuras de la tapa fueron cubiertas 

con algodón estéril. Se preparar6n diluciones decimales (desde 

101 hasta 109 ) y se agregó 1 ml de cada dilución por unidad en 

los controles se agregó solamente una alícuota de agua estéril. 

Se mantuvo una sola planta por Unidad ·de Crecimiento, montando­

se tres Unidades por cada dilución. Todas las Unidades fueron 

crecidas bajo condiciones de invernadero, a una temperatura que 

fluctuó entre 24 y 29°C, vigilandose la humedad <l~ ~stas pü.r~ 

evitar la desecación de las plántulas. Después de 21 días, las 

raíces de las plantas fueron examinadas para determinar si hubo 

o no nodulacién. Finalmente, se calcul6 el valor del NMl? con la 

ayuda de las Tablas correspondientes (V~ncen.t, 1975). 

E. Preparación del inoculante. 

cada mutante de Rluzob.lum p/¡a¿,e.oU fue crecido en medio CELM 

(Apéndice I), agregando 30 ml de éste en botellas de dilución. 

Las botellas inoculadas fueron incubadas en agitaci6n a 28ªc 
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durante cinco días. Al final de este período, la d~nsidad Óp­

tica de cada cultivo fue medida con la Escala de Me Farland 

(Apéndice V) para obtener una concentraciín de 109 células/ml. 

F. Fertilización, siembra e inoculación. 

Como resultado del bajo contenido de fósforo del suelo de Lo­

mas de Sn. Juan, todas las unidades experimentales fueron fert!_ 

lizadas con 60 kg de P/ha.. Los cont~les 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. Corno 

fertilizante se emplearon: Ca(H2Po5 >
2 

y (NH4 >
2
so4 , 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 etílico al 95% durante 20 segundos, después enjuaga-

das con agua ~8l:.;';i:il -:t· pa5.:4d.:;..s .:i t:..."":..:J. :;olución de Bibloruro de 

Mercurio acidificada (lg HgC1 2 ; 5 ml HCl; 1 000 H20J durante un 

minuto. Finalmente, fueron enjuagadas cinco veces con agua de,!_ 

tilada estéril y puestas a germinar sobre placas de Agar-Agua 

(l0-12 g de Agar en 1 000 ml de agua) durante 3 días (Sotna.óe{j<:t­

Jtlll1, e.t. a.e., 1981 J.. 

La inoculación se hizo simultáneamente en el momento del tras­

plante aplicando 1 ml de la suspensión bacteriana en la radícu­

la de la plantula. Inmediatamente después de la inoculaciBn, la 

radícula fue cubierta con el sustrato, evitando así el efecto de-
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letero de la luz sobre las rizobias. Finalmente, se montaron 

también los controles absolutos (no inoculados ni fertilizados). 

G. Aplicación de la sequía en las plantas. 

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

pués de aplicado el Último riego a capacidad de campo, en los 

tratamientos bajo sequía, se registró periodicamente la Resis-

tencia Esto1natal (r5 ) y l~ Tr~n~piración empleando un Porómetro 

(STEADY STATE POROMETER MODEL LI-1600) hasta que las plantas 

presentaron valores de r
5 

y Transpiraci6n correspondientes a 

sequía: 30 seg cm-l y 1 µg H
2

0 cm2 seg- 1 , respectivamente (Na­

va, 1984). 

Simultáneamente fueron medidas la r
5 

y la Transpiración de los 

tratamientos bajo riego a capacidad de campo, pesando las mace-

tas cada dos o tres días y aplicando la cantidad de agua faltél!!_ 

te. Las mediciones de rs y Transpiración se hicieron a las 12:00 

hrs., sobre el trifolio central de la última hoja completamente 

expuesta. La sequ1a fue aplicada, en cada cu1tivar, en tres e_e 

tados fenol6gicos (estado vegetativo, floración y llenado de va_! 

na). 

H. Tiempo de cosecha y procesamiento del materia1 vegetal. 

La cosecha se realizó entre 3 y 5 días después de que se alean-

zaron los valores de rs y Transpiraci6n correspondientes a se­

quía. cada genotipo fue cosechado en tres estados ~enolÓgicos 

testado vegetativo, floración y llenado de vaina). La Tabla 6, 

muestra la odad de las plantas, de cada genotipo, en el momento 
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de la cosecha. El material vegetal cosechado (Follaje, Raíz y 

Nódulos Totales) fue secado (a 70°C durante 72 hrs.) e inmedi~ 

tamente pesado. 

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

GENOTIPO 

Negro 1SOG3 

Bayo Durango 

Michoacán 1 2A3 

ESTADO 
VEGETATIVO 

30 

30 

30 

ESTADO FENOLOGICO 

FLORACION 

84 

61 

61 

LLENADO DE 
VAINA 

112 

98 

98 

I .. Determinación de los potenciales de agua (~w) de la planta y del 
suelo .. 

Para determinar el Potencial de Agua de la planta se empleó una 

bomba de Presi6n (SOIL MOISTURE EQUIPMENT CORPORATION) en ia --

cual se coloc6, inmediatamente Ü~S.l:JU~s. de cor~do .. el trifolio 

i n v e r t i d o , de tal forma que la parte seccionada qued6 

hacia arriba y fuera de la bomba. Por Último, ésta fue cerrada 

herméticamente y se aplicó flujo lento de aire a presión hasta 

que comenzaron a aparecer burbujas en la superificie del peci8-

lo donde se hizo el corte; la presión ejercida sobre el peciólo 

se registró simuitáneamente en un manómetro. Esta presi6n fue 

considerada como el Potencial de Agua l'hzl de la planta, es de-

cir, ia presión que impulsó al agua del xilema hacia afuera 

(LCVtqué-Saa.ve.dtta, 1980). El potenciai de agua de ia pianta se 

registró en barias. 
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El potencial de agua fue determinado por el método Psicrométrico 

de punto de Roc!o (LaJz.qu~-Sa.ave.dlul., 1980), empleando una cámara 

C-52 (WESCOR INC.) la cual va conectada a un Voltímetro de pun-

to de R?cío (HR-33T WESCOR INC.). Dentro de la Cámara se colo-

c6 la muestra de suelo, en el momento de la cosecha, luego fue 

cerrada y se dejo equilibrar l~ humedad relativa durante 15 mi-

nutos para después obtener los valores de ~w en microvolts. Fi-

nalmente, estos valores fueron divididos por una constante para 

convertirlos a barias. 

J. Determinación del número de rizobias por gramo de suelo de la 
rizosfera. 

En el momento de la cosecha fueron tornadas muestras de suelo 

(10g) de la rizosfera de cad~ genotipo, con las cuales se el~ 

raron diluciones decimales (desde 10
1 

hasta 10
9
), sembrandose 

una alícuota de 0 .. 1 m1 de cada di1uci6n en placas de medio 

ELMARC {Apéndice II)_ conteniendo la correspondiente concentra-

c:i:.6n de Estreptomicina. (J50 ¡.¡9/ro.1) o E:::;¡::cctinomicine (200 µg/m1) 

y Actidiona í40 µg/ml) en alt1bos casos, para evitar el crecimie!!_ 

to de hongos. 

Las placas fueron ~ncubadas a 28ºC de 3 a 5 días y finalmente 

le~das en un contador de colonias (DARKFIELD QUEBEK/AMERICAN OE_ 

TICAL). 

K. Estimación del porcentaje de competencia de las cepas introduci­
das .. 

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

perfectamente para eliminar el suelo y la contaminación superfi-
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cia1 gruesa. De cada planta, se tomó al azar el 40~ de los nó­

dulos formados, dejandole a cada n6dulo 0.5 cm de raíz a cada 

lado del sitio de unión, para manipularlos fácilmente con pin­

zas, reduciendo así el riesgo de dañarlos. 

Los nódulos fueron sumergidos de 1 a S segundos en etanol al 

95%, y en seguida, transferidas a una solución de Bicloruro de 

Mercurio acidificada (1g HgC1
2

1 5 ml HCl¡ 1 000 ml de 11 20¡ du­

rante cuatro minutos. Por Ú1timo, se enjuagaron cinco veces 

con agua destilada estéril. 

Los nódulos esterilizados fueron colocados, cada uno, en cavi­

dades de placas usadas para pruebas hematolÓgicas (TEST PLATES. 

LINBRO IS-MRC-96-CLEAR) y maceradas en una al!cuota de agua de!!, 

tilada estéril (Felt/U!lu1-CeJLJr.a.t:o y L6p~z-AicocVL, 1985). 

De cada macerado, se tomó una impronta y se colocó en placas de 

medio ELMARC (Ap~ndice II) sin y con antibótico (150 µg/ml de 

Estreptomicina ó 200 }Jg/ml de Especi:.inomiclna) .. 

Las placas fueron incubadas a 2Bºc durante 8 ó 10 días, después 

de los cuales se leyeron, estableciéndose finalmente el ' de n-ª. 

dulos que fueron formados por los mutantes CPMEX1str150 Y 

CPMEX22Spe 200 

L. Determinación de la actividad nitrogenasa 

La actividad nitrogenasa de los tratamientos bajo riego y sequía 

de los tres genotipos, se determinó por el método de Reducción 

de Acetileno (V.llwo!Lt:h, 1966; Schoi.holU'l y BWLIL<A, 1967). 
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Las raíces noduladas se separaron de la parte aérea y se sacu-

dieron levemente para dejarlas libres de suelo. Estas se de.P2. 

sitarón en recipientes de plástico (de 1 200 ce de capacidad) 

los cuales fueron cerrados herméticamente. El 10% de la fase 

gaseosa de los recipientes fue reemplazada con Acetileno (C
2

H
2
). 

Las raí.:: es naduladas fueJ:on incub•idas por un período de 2 hrs. 1 

tomandose en seguida muestras de 2 ce de gas y guardadas en tu-

bos al v~cic {VACUTAINER B-D). Las muestras fueron corridas 

en \ID Cromatógrafo de Gases Varían Modelo 1440, con Detector de 

Ionización de Flama de Hidr5geno y una Columna de acero inoxid2_ 

ble de 2 metros de largo y 1/8 de pulgadas de diámetro, empaca­

da con Porapak N, para determinar la cantidad de Etileno (C2H4 ) 

producido. 

M.. Descripción de tratamientos y diseño experimental. 

Cada uno de ios tres genotipos de Phaheo~ vu.lgaJú.ó L. (Negro 

150G3, Bayo Durango y Michoacán 12A3) utilizados, fueron sorne-

tidos a las siguientes condiciones: 

a). Cuatro fUentes de N~trOgeno: 

b) • Dos niveies de Hwnedad: 

Cepa CPMEX1Str150 

Cepa CPMEX22Spe200 

O Kg N/ha 

60 Kg N/ha 

Riego 

sequía 
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e). Tres momentos o épocas de cosecha: Estado vegetativo 

Floración 

Llenado de vaina 

El número de tratamientos fue 72, con 3 repeticiones cada uno, 

dando un total de 216 Wlidades experimentales. El experimento 

se realizó en condiciones de invernadero, usando macetas con 

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

bajo un diseño experimental completamente al azar. 



- 56 -

VI. RESULTADOS y DISCUSIÓN 

1. OBTENCION Y EVALUACION DE LOS MUTANTES DE RHIZOBTUM PHASEOll. 

De 1os mutantes de Rh..i.zobiwn pha6eol,l resistentes a antibióticos o~ 

tenidos en el laboratorio, se seleccionaron dos: CPMEX1Striso y 

CPMEX22Spe200 , los cuales al ser evaluados en invernadero, present!!, 

ron los valores más altos en la producci6n de follaje, raíz y núme-

ro de nódulos efectivos (Cuadro 1), en relación a los demás mutan-

tes y cepas parentales (Wild type}. 

CUADRO 1. EVALUACION EN INVERNADERO DE LOS MUTANTES DE R. phaóeo.U. 
RESISTENTES A ANTIBIOTICOS USANDO LA VARIEDAD DE Pluu.eo­
f.u.6 Vu.lgCl/Úó L. NEGRO 150G3. 

PESO SECO DE PESO SECO DE NUMERO DE NODU 
C E P A FOLLAJE RAIZ LOS EFEqrivos -

X X X 

CP MEXl w.t. 
2.52 a 0.62 a 200.14 a 

CP MEX1Str150 3.02 b ~ 375.36 b 

CP MEX2 w .. t. 
2.89 a 0.76 a 208. 75 a 

CP MEX2str200 2.56 b 0.66 b 174. 73 b 

CP MEX2spe100 2.61 b 0.61 b 181.69 b 

CP MEX22 w.t. 1.85 a 0.64 a 144.31 a 

CP MEX22str300 1. 79 a 0.60 a 106.88 b 

CP MEX22Spe200 ~ ~ 150.50 a 

LAS CIFRAS CON LETRAS IDENTICAS SON ESTADISTICAMENTE IGUALES 

[Tukey, a= O.OS). 

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

Str Resistente a Estreptomicina (µg/ml) 

Spe Resistente a Espectinomicina (µg/ml) 
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En el cuadro anterior se observa que, contrariamente a lo que han 

reportado algunos autores (Zetaz>W.-Kowa.ta.6ka, 1971; Ki'.eezl<DUJ6ka, 

7977}, la Resistencia a antibióticos no necesariamente abatió la 

efectividad de las cepas sino que incluso, en algunos casos, la 

incrementó. 

Sin embargo, es importante revisar con regularidad la efectividad 

de los mutantes de Rlu:zobitun resistentes a antibióticos antes de 

usarlos en algún experimento. 

El hecho de que los dos mutantes de R. pha6eoLl seleccionados, ha-

yan sido reaislados con éxitos de n5dulos del hospedero inoculado, 

crecido tanto en medio hidrp6nico como en suelo sugiere que el 

uso de trazadores resistentes a anti.bi6ticos, puede considerarse 

igualmente confiable que el uso de marcadores antigénicos {BJtock-

we.U, et:. a.e.., ¡q 77). 

Por otro lado, la presencia de mutantes expontaneos resistentes a 

altas concentraciones de antibiótico en e1 suelo, por transferen-

cia de un plásmido, es improbable, ya que el suelo no constituye 

una presión selectiva para que se de dicha mutación. Esto Último, 

tambi€n ha sido sugerido por ttcz.i.e (79781. 

2. COMPORTAMIENTO ESTOMATAL DE LOS TRES GENOTIPOS DE PHASEOLUS VULGA­
R1S L. BAJO RIEGO Y SEQUIA. 

A. En estado ve9etativo. 

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

sistencia Estomatal (r
5

) y Transpiración (Apéndice VI) de los 
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genotipos Negro 150G3, Bayo Durango y Michoacán 12A3, durante el 

estado vegetativo, respectivamente4 Se encontr6 que, una vez 

suspendido el riego, en los tratamientos bajo sequía, la Trans-

piració~ comenzó a elevarse, debido posiblemente a una aumento 

en la temperatura de la hoja, que alter6 los gradientes de va-

por de agua dentro y fuera de esta (Me-ldneJL y ShVt.<'.66, 1916; el, 

tados por La1<qu.1!:-Saa.ve.dlw., e.t:, al., l 9 82 )_, Posteriormente se 

present6 una disminución drfi~tica de la Transpiraci6n, debida 

al cierre de los estomas como respuesta al déficit de agua en la 

p1anta (HaJtJt.ú.on y WaLton, 1975; Jonet., 1918). 

Por otra parte, la r
5 

de las plantas bajo sequía, después de 

mantenerse en valores por abajo de 3 seg ~ cm- 1 , se elevó auto-

máticamente cuando la planta comenzó a transpirar 1 µg 6 menos 

El déficit de agua en el suelo y 

el aire seco del ambiente propiciaron el incremento de la Resi~ 

tencia Estomata1 (Schu..lze., e.t:, al., , l 9 72). 

LOs valores de r
5 

y Transpiración que Nava {1984) consideró co­

rno valores equivalentes a sequía o tensión hídrica, trabajando 

con Pha.6 e.o.flu, vu..lgaJtÁ.6 L. 
-1 -2 -1 

(30 seg • cm y 1 µg H
2

o cm seg 

respectivamente), fueron obtenidos a los 11 días después de su~ 

pendido el riego, por el genotipo Negro 1SOG3 y a los 12 días 

por los genotipos Bayo Durango y Michoacán 12A3. 

La r
5 

y la Transpiración 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 (K'JUtmeJL, 
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7974} que se presentaron en e1 invernadero a lo largo del exper! 

mento. 

B. En floración 

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

sistencia Estomatal (r
5

) y Transpiración (Apéndice VII), de los 

genotipos Negro 150G3, Bayo Durango y Michoacán 12A3, durante la 

floración, respectivamente. 

A diferencia del estado vegetativo, los valores de r
5 

y Transpi­

ración equivalentes a la sequía durante la floración, fueron al­

canzados por los tres genotipos, en un período de tiempo más COl:_ 

to,. S días después de suspendido el riego. Esto se debió, posi­

blemente, a la plasticidad que presentan las plantas en períodos 

de desarrollo temprano, para soportar por más tiempo la tensión 

h1drica. V~ea..t y LaJr.qu~-Saa.vedlut (1981), trabajando con 

aplicación d~ 1 a 3 tratamientos de sequía a plántulas de frijol 

antes del trasplante, encon~raron qu~ dos período~ drástico~ de 

sequía durante ésta etapa de crecimiento, no ~epexcutieron en la 

producción final de la planta. 

La Transpiraci6n de los tres genotipos bajo sequía, no se elevó 

una vez que se suspendi6 el riego, sino que desde el primer día, 

ésta comenz6 a disw..inuir. La inmediata disminuci6n de la Trans­

piración durante la floraci6n, puede explicarse como una rápida 

respuesta de la planta, que cierra sus estomas para economizar 

agua, ya que es precisamente durante este período, donde la pla,!! 

ta necesita una fotosíntesis eficiente, para la elaboración de 
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carbohídratos que participarán en 1a formación y en el llenado 

de vaína. Ra.tho~e, e.t. al'.. (1981), por otro lado, observaron 

que la tensión hídrica es severa durante este período, ya que 

además de retardar la floración, redÚjo el crecimiento de la 

planta en un 50%. 

C. En Llenado de vaína. 

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

sistencia Estomatal (r
5

) y Transpiraci6n (Apéndice VIII), de los 

genotipos Negro 150G3, Bayo Durango y Michoacán 12A3, durante 

el llenado de vaína, respectivamente. 

Se encontró que los valores equivalentes a sequía, fueron alca.!! 

zados a los 7, 8 y 6 dlas después de suspendido el riego, en las 

variedades Negro 150G3, Bayo Durango y .M..ichoacán 12A3, respecti-

vamente. En t~rminos generales, puede observarse que, la sens!_ 

bi1idad a la sequía fue menor, media y mayor en los estados veg.!:_ 

tativo, floracl0n y llcndo de v~ína, respectivamente. 

Con la finalidad de estandarizar las lecturas prométricas, la 

r
5 

y la Transpiraci6n fueron medidas siempre a las 12:00 hrs. 

sobre el trifolio central de la Última hoja. 

3. POTENCIALES DE AGUA ('l'wl DEL SUELO Y LA PLANTA OBTENIDOS AL MOMENTO 
DE LA COSECHA. 

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

y la planta, de los tres genotipos, en cada uno de los estados fen.2 

lógicos, al momento de la cosecha. 
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* CUADRO 2. POTENCIALES DE AGUA (~w) DEL SUELO Y DE LA PLANTA BAJO RI~ 
GO Y SEQUIA EN EL MOMENTO DE LA COSECHA. 

GENOTIPO ESTADO NIVEL DE ~w (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 - o.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 
MICllOACAN 12A3 FLORACION 

SEQUIA - 4.4 -17.5 

RIEGO - 9.4 - 1.37 
LLENADO DE VAINA 

SEQUIA - 5.2 -26.66 

*CADA CIFRA CORl<ESPONDEN AL PROMEDIO DE 2 UNIDADES EXPERIMENTALES. 
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Se observó que, a medida que la planta agotó el agua del suelo, 

después de suspendido el riego, el potencial de agua del suelo di~ 

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

Este punto, denominado "punto de marchitez permanente 11 (PMP), re-

presenta el limite de sequedad del suelo y el potencial de agua más 

allá del cual, el mecanismo de la planta para mantener el equili-

brio de agua, deja de ser e.fectivo (Su.tc.f.le.óóc., 1968; Ray, 1980; 

WJ.n;te1r., 19 81 ) • 

Se encontró, por otro lado, que los potenciales de agua (~w) de la 

planta, bajo tensión hídrica, permanecieron menos negativos que los 

valores de las plantas bajo reigv; es decir, ninguna planta bajo 

sequía, present5 pérdida total de la turgencia; aunque al momento 

de la cosecha se empezaron a ser evidentes los síntomas de rnarchi-

tez. 

4. EFECTO DE LAS FUENTES PRINCIPALES' NITROGENO, HUMEDAD 1 VARIEDAD Y 
ESTADO FENOLOGICO. 

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

En ei Cuadro 3 1 se presenta el efecto de las fuentes principales 

en la producción de peso seco de follaje (g) • Se encontró que 

la mejor fuente de nitrógeno, en seguida de la fertilizaci6n con 

60 kg N/ha, fue la cepa CPMEX1Str150 , que superó a la cepa 

CPMEX22Spe200 en un B.9%. 

El efecto de la sequía fue estadísticamente significativo, red.!:!_ 

ciendo la producción de follaje en un 20.5%, en contraste con el 
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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 PHASEOll - PHASEOLUS VUL 
GARIS l. -

F U E N T E 

NITROGENO 

HUMEDAD 

VARIEDAD 

ESTADO FENOLOGICO 

P R I N C I P A L 

60 kg N/ha 

CP MEX 1str150 

CP MEX22Spe200 

O kg N/ha 

RIEGO 

SEQUIA 

NEGRO 150G3 

BAYO DURANGO 

MICHOACAN 12A3 

LLENADO DE VAINA 

FLORACION 

EDO. VEGETATIVO 

X 

16.349 a 

13.021 b 

11.859 e 

9.675 d 

14.067 a 

11.178b 

18.662 a 

10.686 b 

6.465 e 

20. 428 a 

16.918 b 

3.122 e 

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

a= O.OS). 
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riego. RaXhone, eX. a.e.., ll98l), encontraron el mismo efecto 

trabajando con soya lGtyc..úte max (L. l M~. l. 

La variedad más exitosa en la producción de follaje fue la Ne-

gro 150G3 (con hábito de crecimiento IV), a diferencia de las 

variedades Bayo Ourango (con hábito de crecimiento III) y Mi­

choacán 12A3 (con hábito de crecimiento II), siendo ésta última 

la que presentó la menor producción. Las tres variedades fue-

ron estadísticamente diferentes entre sí. 

La producci6n tnás alta de follaje se obtuvo en el llenado de vaí-

na, siguiendo en orden decreciente, la floración y el estado v~ 

'getativo. Los tres estados fenológicos fueron estadÍsticamente 

diferentes entre sí. 

En el Apéndice IX, se muestra e1 Análisis de Varianza de la va-

riable de respuesta peso seco de follaje. 

B. Efecto en la producci6n de peso seco de raíz. 

En el Cuadro 4, se muestra el efecto de las fuentes principal~~ 

en la producción de peso seco de raíz (g). Se encontr6 que, en 

seguida de la fertilización con 60 Kg N/ha, ambas cepas, 

CPMEX1Str150 y CPMEX22Spe200 , estadísticamente presentaron el 

mismo efecto. 

La sequía tuvo un efecto estadístioamente significativo, redu­

ciendo la producción de peso seco de raíz en un 20.3%,en con­

traste con el riego. W.út.te.Jz.. (1981), encontró este mismo efecto. 

Con la variedad Negro 150G3 se obtuvo la mayor producción de p~ 
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CUADRO 4. EFECTO 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 - PHASEOLUS VLJLGARIS 
L. 

FU.ENTE 

NITROGENO 

HUMEDAD 

VARIEDAD 

ESTADO FENOLOGICO 

PRINCIPAL 

60 kg N/ha 

CP MEXlStr150 

CP MEX22Spe200 

O kg N/ha 

RIEGO 

SEQUIA 

NEGRO 150G3 

BAYO DURANGO 

MICHOACAN 12A3 

LLENADO DE VAINA 

FLORACION 

1. 7069 a 

1.5378 b 

1.5098 b 

1.1293 e 

1.6285 a 

1.2971 b 

1.6275 a 

1.4187 b 

1. 3422 e 

2.4051 a 

1. 5772 b 

0.4061 e 

LAS MEDIAS CON LETRAS IDENTICAS SON ESTADISTICAMENTE IGUALES (Tukey' 

a= O.OS). 
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so seco de raíz, coincidiendo esto, con su alta producción de -

fo11aje. En orden decreciente le siguieron las variedades Bayo 

Durango y Michoacán 12A3. Las tres variedades fueron estadíst.!, 

camente diferentes entre sí. 

La producción más alta de raíz, se present6 en el llenado de 

vaina, a diferencia de la floración y el estado vegetativo, sie~ 

do éste Último, en donde se obtuvo el menor peso seco de raíz. 

Los tres estados fenológicos fueron estadísticamente diferentes 

entre sí. 

En el Apéndice X, se muestra el Análisis de Varianza de la vari~ 

ble de respuesta peso seco de raíz. 

c. Efecto en la producci6n del número total de nódulos. 

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

principales en la producción del número totai de nódulos. 

se encontrS que ambas cepas, se comportaron estadísticamente 

igual en la producci6n de n6dulos. Se encontró también que la 

fertilización nitrogenada {60 Kg N/ha) abatió en un 29.8% la 

producci6n de nódulos, en relación al control absoluto (O Kg 

N/ha), de igual. modo com::> J.o reportaron Atcan..t:!VL l 7978) y Cuau­

.t.e.e. ¡797q¡. 

En este caso, se observó que la sequía tuvo un efecto drástico 

en la producciSn de nódulos, abatiéndola en un 41.3\ en relación 

a la producción bajo riego. Este mismo efecto fue encontrado 

por E1tg.ú1 y Spt1.ent (7973) y Ra:Cho1te, e,t. cU'.. {1981). Ademas del. 
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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 RHJ ZOBJWI PHASEOLJ - PHASEOLUS VUL­
GARIS L. 

FUENTE 

NITROGENO 

HUMEDAD 

VARIEDAD 

ESTADO FENOLOGICO 

P R I N C I P A L 

CP MEX22Spe 200 

CP llEXlStr150 

O kg N/ha 

60 kg U/ha 

RIEGO 

SEQUIA 

NEGRO 150G3 

BAYO DURANGO 

MICHOACAN 12A3 

FLORACION 

LLENADO DE VAINA 

EDO. VEGETATIVO 

" 

251. 79629 a 

249.62963 a 

136.12281 b 

95.50981 e 

232.35 a 

136.31 b 

311.54 a 

130.75 b 

110.69 e 

401. í'.2 a 

78.15 ºb 

73.11 e 

LAS MEDIAS CON LETRAS IDENTICAS SON ESTADISTICAMENTE IGUALES (Tukey, 

a = O.OS). 
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abatimiento en el número de nódulos, la sequía indujo la absci-

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

(1981). 

La mayor producci6n de nódulos se presentó en 1a variedad Negro 

150G3, siguiendo en orden decreciente las variedades Bayo DurCl!!_ 

go y Michoacán 12A3. Las tres variedades fueron estadisticame~ 

te diferentes entre sí. 

Se encontró que en la floración se produjó la mayor cantidad de 

n6dulos, en contraste con el llenado de vaina y con el estado 

vegetativo, en donde el número de nódulos disminuy6 por la se-

nescencia de los mismos (MM-Uite.z, &. a.L 1985) y por ser el 

período temprano en el proceso de infección {&L61tby, 1981), re.!_ 

pectivamente. Los tres estados fenolÓgicos fueron estadística-

mente diferentes entre sí. En el Apéndice XI, se muestra el 

Análisis de Varianza de la variable de respuesta número total 

de nóciulos .. 

D .. Efecto en la producción de peso seco de nódulos. 

En el Cuadro 6, se muestra el efecto de las fuentes principales 

en la producción de peso seco de n6dulos (g). Se encontró que 

la cepa CPMEXlstriso fue estadísticamente superior a la cepa 

CPMEX22Spe 200 El hecho de que el efecto de ambas cepas resul-

tó estadisticrunente igual en la producción del número total de 

nódulos (Cuadro 5) pero estadísticamente diferente en el peso 

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

tamaño de los nód~los, siendo generalmente más grandes en la c~ 
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CUADRO 6. EFECTO DE LAS FUENTES PRINCIPALES EN LA PRODUCCION DE PESO SE 
CD DE NODULOS (g) EN EL EXPERIMENTO DEL EFECTO DE LA SEQUIA -
SOBRE LA SIMBIOSIS RHIZOBWM PHi\SEOlI-PHASEOLllS l'UWARIS L. 

NITROGENO 

HUMEDAD 

VARIEDAD 

ESTADO FENOLOGICO 

P R I N C I P A L 

CP MEX22Spe2 00 

CP MEXlStr150 

O kg N/ha 

60 kg N/ha 

RIEGO 

SEQUIA 

NEGRO 150G3 

BAYO DURANGO 

MICHOACAN 12A3 

FLORl'iCION 

LLENADO DE VAINA 

EDO. VEGI::TATIVO 

" 

0.24625 a 

o. 17465 b 

0.12423 e 

o. 07888 d 

0.21585 a 

0.09841 b 

0.21116 a 

0.15093 b 

0.10931 e 

o. 36362 a 

0.06628 b 

0.01949 e 

LAS MEDIAS CON LETRAS IDENTICAS SON ESTADISTICAMENTE IGUALES cTu.key, 

o.= O.OS). 
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pa CPMEXlStrjSQ que en la cepa CPMEX22Spe200 

El efecto de la sequía fue estadísticamente significativo, ab!!_ 

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

el riego. 

La variedad Negro 150G3, present6 el valor más alto de peso se-

ca de n6dulos, y en orden decreciente siguieron las variedades 

Bayo Durango y Michoac~n 12A3r coincidiendo este orden con la 

producción del número total de nódulos. Las tres variedades 

fueron estadísticamente diferentes entre sí. 

El valor más alto de peso seco de nódulos, se obtuvo en la fl.2_ 

ración, siguiendo el llenado de vaina y finalmente el estado v~ 

getativo. Los tres estados fenológicos fueron estadísticamente 

diferentes entre sí. En el Apéndice XII, se muestra el Análisis 

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

S. INTERACCIONES ENTRE LAS FUENTES PRINCIPALES• NITROGENO, HUMEDAD, VA -
RIEDAD Y ESTADO FENOLOGICO. 

A. Interacción entre las fuentes principales en la producción de P~ 
so seco de foiiaje (Apéndice XIII). 

A.1. F:uente de nitrógeno por variedad. 

En la Fig. lO, se muestra la interacción entre la fuente -

de nitrógeno y la variedad. La mayor producción de peso 

seco de follaie en las tres variedades, fue dada por el 

efecto de fertilización nitrogenada. Se encontró también, 

que en los tres casos, el efecto de la cepa CPMEX1StrlSO 
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superó al de la CPMEX22Spe200 en la producción de follaje. 

A.2. Fuente de nitrógeno por estado fenológico. 

En la Fig. 11, se muestra la interacción entre la fuente 

de nitrógeno y el estado fenol.ógico. LÓgicamente, se ob­

servó que en el llenado de vaína se presentó la.mayor pr~ 

ducción de follaje, siguiendo en orden decreciente, la 

floración y el estado vegetativo. Se puede notar con fa­

cilidad, en las Figs. 10 y 11, que hubo efecto de cepas, 

al comparar sus efectos en producci6n, con respecto al V!!_ 

lar de producción de peso seco de follaje en relación al 

tratamiento con O kg N/ha. 

A.3. Nivel. de humedad por estado fenológico. 

En la Fig. 12, se muestra la interacción entre el nivel de 

humedad y el estado fenológico. Se encontró que la sequía 

abatió la producción de peso seco de follaje en los tres 

estados fenológicos, siendo más drástico el efecto durante 

la floración, estos datos concuerdan con lo reportado por 

RcU:ho~e. e;t.. a..t. (J98J). 

A.4. Variedad por estado fenológico. 

En la Fig. 13, se muestra la interacción entre la variedad 

y el estado fenológico. En la variedad Negro 150G3, se e!!._ 

centró la mayor producci6n de follaje durante la floración, 

siguiendo en orden decreciente, el llenado de vaína y el 

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

Durango donde, la mayor producción se presentó en el lle-
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nado de vaína, mientras que la mínima se presentó en el e~ 

tado vegetativo. En la variedad Michoacán l2A3, no se de-

termin6 el peso seco de follaje durante el llenado de vaí-

n~, por la defoliación prec5z, debido al efecto de la se-

quía. Sin embargo, al igual que en las otras dos varied!!_ 

des, la floración superó en producción al estado vegetat.!_ 

vo. 

B. Interacción entre las fuentes principales en la producción de 
peso seco de raíz (Apéndice XIV). 

B.1. Fuente de nitrógeno por estado fenológico. 

En la Fig. 14, se muestra la interacción entre la fuente -

de nitrógeno y el estado fenológico. Al igual que en la 

producción de follaje, se encontró que la mayor producción 

de raíz, se debió al efecto de la fertilización con 60 kg 

Njha, pero solamente en los estados de floración y llenado 

de vaina, ya que durante el estado vegetativo, la cepa 

CPMEX1Str150 superó a la fertilización nitrogenada. 

Se observ6 también, que 1a cepa CPMEX1StrlSO superó a la 

CPMEX22Spe200 en los estados vegetativo y llenado de va1na, 

pero no en la floración, donde ambas tuvieron el mismo 

efecto. 

B.2. Nivel de humedad por estado fenol6gico. 

En la Fig. 15, se muestra la interacción entre el nivel de 

humedad y el estado fenológico. Se encontró que el efecto 

de la sequía fue drástico al reducir en los tres estados 
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fenol6gicos la producción de raíz. Este efecto de la se-

quía coincide con el abatimiento en la producción de foll!!_ 

je. Es decir, a medida que la disponibilidad de agua se 

reduce en el suelo, restringiendo el desarrollo normal de 

la raíz (LtlinteJL, 19_.8] l., está no podrá transportar suficie!!. 

te agua para e1 desarrollo 6ptimo del follaje. 

B.3. Variedad por cs~do fenológico. 

En la Fig. 16, se muestra la interacción entre la variedad 

y el estado fenológico. Se observó que la variedad Negro 

150G3, present6 la producción más alta de raíz, tanto en 

e1 llenado de vaína como en la fl.oración, no así el estado 

vegetativo, que fue superior en la variedad Bayo Durango. 

La variedad Michoacán 12A3, presentó el valor más bajo en 

la producci6n de raíz durante e1 llenado de vaína; pero d~ 

rante la floraci6n, supero a la variedad Bayo Durango. 

C. Interacción entre las fuente principales en la producción del n~ 
mero total de n6dulos (Apéndice XV). 

C .. 1. Fuente de ni trÓgeno por n;-vel de humedad. 

En la Fig. 17, se muestra la interacción entre la fuente de 

nitrógeno y el nivel de humedad. Se P.ncontró que existe 

efecto de cepa al comparar el nGmero de nódulos formados 

en los tratamientos, en relación al número de nódulos for-

mados por el tratamiento con O kg N/ha. 

Se observó que bajo riego, en los tratamientos inoculados, 

los mutantes introducidos formaron aproximadamente el 50% 
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de los nódulos tota,les"' Po:r otrp parte, la fertll ización 

nitrogenada {_60 kg NLha). abatió la formaci6n de nódulos. 

Atca.n.talt (J9Jg), encontr6 el mismo efecto. 

Se_observ6 también, que la baja disponibilidad de agua en 

el suelo (sequía) redujo notablemente el número de nódulos. 

Esto concuerda por lo reportado por Lle (1981) y J~h-/.Un 

Su~ (1982}. Es probable, que esta notable reducci6n en el 

número de nódulos, esté en función de la susceptibilidad 

del sistema simbi6tico a la sequía. Engbt y Spn.e.n.t ( 1973), 

encontraron que las plantas que presentan nódulos de cree.!_ 

miento meristemático restricto (es decir, nódulos esféri­

cos), como es el caso de Pha.he.o.f.u.6 vlllga/L.W L., son más 

sensibles a la sequía que las plantas que forman nódulos 

elongados. 

Bajo tensi6n hÍdrica, el número de nódulos producidos por 

los mutc:..l1Les du 1?.. pkueol{. CPMEX1StriSO Y CPMEX22Spc200' 

fueron reducidos en 45.S y 40,, respectivamente, en rela­

ción a los tratamientos bajo riego. En re~úmen, bajo te.!!, 

si6n h!drica, la CPMEX22Spe200 form6 mlis n6dulos que la 

CPMEXlstrl so· 

C.2. Fuente de nitr6geno por variedad 

En la Fig~ 18, se muestra la interacci6n entre la fuente 

de nitrógeno y la variedad. En todos 1os casos, se vi5 

que la producci6n más alta de nÓdulos se present6 en la 

variedad Negro 150G3, siguiendo en orden decreciente las 
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variedades Bayo Durango y Michoacán l2A3. 

Sin embargo, el efecto de la cepa CPMEX22Spe 200 en la pro­

ducci6n de nódulos, fue superior al de la cepa CPMEX1Strlso· 

La afinidad de una cepa por un hospedero específico, depen-

de del mccanísmo de reconocimiento que exista entre ambos. 

Se ha propuesto que las Lectinas producidas por el hospede-

ro, son las responsables de la unión de la superficie del 

pelo radical y la cápsula de la rizobia compatible (tJapoU, 

<U:. a.l., 1975; 8'i..l.le, 1977; Vazzo, 1980). 

El hecho de que la cepa CPMEX22Spe200 haya superado a la 

cepa CPMEX1StrlSO' pudo deberse, en primera instancia, al 

reconocimiento entre ambos simbiontes; se observó más afi-

nidad de la cepa CPMEX22Spe 200 por la variedad Negro 150G3, 

que por cualquiera de las otras dos variedades. Aunque, 

no debe descartarse la posibilidad de que, ésta cepa haya 

b.i.<l.o más co:npctiti ... .ra '!Uf:_> la cepa CPMEX1Striso' vs. las ce­

pas nativas. 

Finalmente, se observó que la fertilización nitrogenada 

ahati6 notablemente la producción de n6dulos, al comparar-

la con el control absoluto (no inoculado ni fertilizado). 

C.3. Fuente de nitr6geno por estado fenol6gico. 

En la Fig. l9, se muestra la interacci6n entre la fuente de 

nitrógeno y el estado fenolÓgico. Se encontró que durante 

la floración se produjo la mayor cantidad de n6dulos. Esto 

no concuerda con la máxima producción de follaje (Fig. 13), 
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salvo en el caso de la variedad Negro l50G37 durante la fl,2. 

ración, la cepa CPMEX22Spe
200 

produjo la mayor cantidad de 

n6du1os.. Igualmente, Alunerita. (19.831_, trabajando en invern~ 

dero y M<Lthleu ()982 l~ trabajando en campo, no encontraron 

relación entre el número de nódulos y la producción de fo-

llaje. 

La mínima producci6n de nódulos.fue dada por las cepas 

CPMEX1StrlSO y CPMEX22Spe200 durante el llenado de va1na y 

el estado vegetativo, respectivamente. Se encontró que la 

fertilizaci6n nitrogenada abatió drásticamente la formación 

de nódulos. Esto puede notarse fácilmente al comparar es-

te tratamiento (.60 kg N/ha) con el tratamiento no inocula-

do y con O kg N/ha. 

C.4. Variedad por nivel de humedad 

En la Fig. 20, se muestra la interacción entre la variedad 

y el nivel de humedad. La sequ'Ía abatió la nodulación ~n 

las variedades Negro 150G3, Bayo Durango y Michoacán 12A3 

en 40.7, 41.B y 42.8% 1 respectivamente. E1 abatimiento se 

debi6 a la muerte de las rizobias en e1 suelo, fenómeno 

que también ha sido reportado por 0.!>a.-A6.úuut. y Alexa.ndeJL 

lH79); Ma.he.eJL y WoUum H (.19-80). y MaheeJL y WoUwn 11 

(1281), y a la desecación y abscisión de los nÓdulos ya 

formados. 

c.s. Nivel de humedad por estado fenológicoT 

En la Fig. 21, se muestra la interacción entre el nivel de 
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humedad y el estado ;f;enol6gi.co., La producción de nódulos 

fue alta, media y baja en la floración, llenado de vaina y 

estado fenológico respectivamente, tanto en sequía como en 

riego. 

La tensi5n hídrica redujo la producción de nódulos en el e~ 

tado vegetativo, floración y llenado de vaina en 51.3, 38.8 

y 45%, respectivamente. Esto indica que la sequía fue más 

severa, en relación a la formación de nÓdulos, en los perÍ.2_ 

dos más tempranos de desarrollo y de madurez de la planta. 

La sequía también indujo la abscisión de los nódulos en los 

tres estados fenológicos. 

C.6. Variedad por estado feno16gico. 

En la Fig. 22, se muestra la interacción entre la variedad 

y el estado fenológico. La variedad Negro 1SOG3 produjo la 

mayor cantidad de nódulos (Fig. 18), pero fue durante la 

floración, donde ~e ~a.nifestó la pr.nñucción más a1ta. Du-

rante el estado vegetativo Negro 150G3, Bayo Durango y Mi-

choacán l2A3, respectivamente. 

Es importante hacer notar que, en las variedades Bayo DurB.!l_ 

go y Michoacán 12A3, durante el llenado de vaína, no se en-

centraron nódulos como tales, sino solamente restos de la 

pared nodular. 

o. Interacci6n entre las fuentes pr!ncipales en la producción de pe­
so seco de n6dulos (Apéndice XVI). 
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D.l. Fuente de nitr69eno por n~ve¡ de humedad. 

En la Fig. 23, se muestra la interacción entre la fuente de 

nitrógeno y e1 nivel de h\llt\edad. Se encontró que bajo ten-

sió~ hídrica, los valores de peso seco de nódulos debidos 

al efecto de lascepas CPMEX1StrlSO y CPMEX22Spe200 , fueron 

reducidos en un 46 y 60.5% respectivamente, en relación a 

los tratamientos bajo riego. 

Se observó que el efecto de la cepa CPMEX22Spe200 , superó 

al efecto de la cepa CPMEXlStr150 en lo que respecta a la 

producci6n de peso seco de n6dulos. Esto se halla relaci2_ 

nado con la producci6n de n6dulos de cada una de éstas ce-

pas (Fig. 17). 

D.2. Fuente de nitrógeno por variedad. 

En la Fig. 24, se muestra la interacción entre la fuente de 

nitr6geno y variedad. Se encontr6 que los valores más altos 

de peso seco de n6du1os, de los trat::::dentos inoculados con 

las cepas CPMEX1
5
tr150 y CPMEX22Spe200 , se presentaron en la 

variedad Negro l50G31 sin embargo, la cepa CPMEX1StrlSO su­

per6 a la cepa CPMEX22Spe200 en la producci6n de peso seco 

de nódulos. 

Los valores más bajos de peso seco de nÓdulos, debidos al 

efecto de las cepas CPMEXlStrjSO y CPMEX22Spe200 , se prese!l. 

taren en las variedades Michoacán 12A3 y Bayo Durango, res-

pectivamente. 

Comparando los valores del número total de n5dulos formados 
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y e1 peso seco de estos, se puede observar que no existe 

re1ación en e1 caso de la CPMEX22Spe 200 , en la variedad N~ 

gro 150G3. Esta cepa produjo mayor cantidad de nódulos que 

1a cepa CPMEX1Str 150 ~ sin embargo, presentó menor peso seco 

de estos. Lo anterior puede ser explicado por la heteroge-

neidad en el tamaño de los nódulos1 siendo en general más 

grandes en la cepa CPMEXl Strl 50 que en la cepa CPMEX22Spe 200 .. 

D.3 .. Fuente de nitrógeno por estado fenológico. 

En la Fig .. 25, se muestra la interacci6n entre la fuente de 

nitrógeno v el estado fenolóqico. Se encontró que en la 

floración se presentaron los valores más altos de peso seco 

de nódulos, siguiendo en orden decreciente el llenado de 

vaína y el estado vegetativo. 

Se observó que en la floraci6n, el valor de peso seco de n§.. 

dulos más alto estuvo dado por el efecto de la cepa 

CPMEX22Spe200 1 éste resultado coincide con la producci6nmás 

aita de n6duios (~ig. 19). 

D.4. Nivel de humedad por estado feno16gico. 

En la Fig. 26, se muestra la interacción entre el nivel de 

humedad y el estado fenoló9ico. De igual forma como sucedi6 

en la interacción entre la fuente de nitrógeno y el estado 

fenológico (Fig. 251, el peso seco de n6dulos uiás alto se 

obtuvo en la floraci6n, siguiendo en orden decreciente el 

llenado de vaína y el estado vegetativo. 

La sequía redujo los valores de peso seco de nódulos en -
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29.4, 57.6 y 4J.S~ en los estados ye~etativo, floración y -

11enado de vaína, respectivamente, en relación a los trata-

mientas bajo riego. 

D.S. Variedad por estado fenológico. 

En la Fig. 27, se muestra la interacción entre la variedad y 

el estado fenol6gico. A diferencia de lo que se encontró 

con la producción de nódulos, en este caso no se observó que 

la variedad Negro 150G3 durante la floración, que produjo el 

mayor número de nódulos, tuvo necesariamente que presentar 

el valor máximo de peso seco de éstos. Fue la variedad Bayo 

Durango, durante la floración, la que produjo el valor máxi-

mo de peso seco de nódulos. Esto se debe a que, en la vari~ 

dad Bayo Durango, la cepa CPMEX1Str150 , que formó nódulos g~ 

neralmente más grandes, produjó más n'Ódulos que la 

CPMEX22Spe200 (Fig. 16). 

Por otra pa~Lé, se ~~centró que la~ tres variedades, en e1 

estado vegetativo, presentaron similares valores de peso 

seco de nódulos. 

6. SOBREVIVENCil\ DE LOS MUTANTES DE RH!ZOB!UM PHASEOLl EN LA RIZOSFE­
RA DE CADA VARIEDAD PROBADA, BAJO SEQUIA Y RIEGO. 

A. Variedad Negro 15DG3. 

En la Fi9. 28, aparecen graficados los valores (Apéndice XVII) 

de la sobrevivencia de los mutantes de Rklzob.lum plu:tbeoU, 

CPMEX1StriSO y CP~X22Spe200 , en la rizosfera de la variedad 
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Negro 150G3 bajo sequía y riego. 

El número inicial de mutantes en la rizosfera de la plántula, 

para todos lo~ casos, fue del orden de 109 bacterias. 

Se encontró que durante el estado vegetativo, tanto en los tra~ 

tamientos bajo sequía como en riego, el número de ambos mutan­

tes viables decreció en orden de 3 a 4 números logarítmicos. 

BUóhby ( 1981) y Robe/t..t y Sehm<.cl:t ll 83), encontraron igualmente 

que bajo condiciones normales de humedad, las poblaciones de r,!. 

zobias disminuyeron en la rizosfcra en los primeros estados de 

desarrollo del hospedero. 

Esta caída o disminuci6n en el número de mutantes viables, tie-

ne explicaci6n en el hecho de que es precismanete durante este 

período en el que se lleva a cabo la infecci6n más $Ígnificati-

va. 

Se ob~c~:ó, que en los estados de desarrollo posteriores (flor_!. 

ción y llenado de vaína), el número de mutantes viables, bajo 

riego, presentaron un substancial aumento, a diferencia de las 

poblaciones de mutantes bajo sequía que persistieron en el de-

cremento. 

No se observaron diferencias en el grado de sobrevivencia entre 

uno y otro mutante, bajo riego ni bajo sequía, a lo largo del 

desarrollo de la planta. Finalmente, en el llenado de vaina, 

la sequía redujo el número de ambos mutantes viables en orden 

de 3 números logarítmicos. 
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B. Variedad Bayo Durango. 

En la Fig. 29, aparecen graficados 1os valores (Apéndice XVII) 

de 1a sobrevivencia de los mutantes de R. pha.óeoLi., 

CPMEX1StrlSO y CPMEX22Spe200 , en la rizosfera de la variedad 

Bayo Durango bajo sequía y riego. 

De igual forma que en la variedad Negro 150G3, se encontró que 

durante el estado vegetativo, tanto en 1os tratamientos bajo 

sequía como en riego, el n(Írnero de ambos mutantes viables de-

creció en orden de S números logarítmicos. 

Durante la floración, bajo riego, se registró un substancial 

incremento en el nGmero de mutantes viables, a diferencia de 

los tratamientos bajo sequía, donde el abatimiento persisitió. 

Se observ6 que durante el estado vegetativo y la floración, la 

cepa CPMEX22Spe200 fue ligeramente menos sensible a la sequía. 

Finalmente, en el llenado de vaína, la sequía redujo el número 

de ambos mutantes viables en orden de 2 a 3 números lQgaritmi:cos. 

c. Variedad Michoacán l2A3. 

En la Fig.· 30, aparecen graficados los valores (Apéndice XVII) 

de la sobrevivencia de los mutantes de R. pha.oeot.i.., 

CPMEX1Striso y CPMEX22Spe 200 , en la rizosfera de la variedad 

Michoacán 12A3 bajo sequía y riego. 

Se encontr6 que durante el estado vegetativo, el abatimiento del 

número de ambos mutantes viables bajo sequía fue más drástico 

(en orden de 5 números logarítmicos) a diferencia de los trata-
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mientos bajo riego, donde el abatimiento fue del orden de 3 nú-

meros logarítmicos. 

Se observó que en los estados de desarrollo posteriores (flora-

ción y llenado de vaína), el número de mutantes viables, bajo 

riego, presentaron un ligero incremento, en contraste con las 

poblaciones de mutantes bajo sequía, donde el abatimiento per-

sistió. Finalmente, en el llenado de vaína, la sequía redujo 

el número de ambos mutantes viables en orden de 3 a 4 números 

logarítmicos. 

La sobrevivencia de ambos mutantes, CPMEX1Str 150 y CPMEX22$pe200' 

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 Ma.1t.6hall (H64}, CM. Y.úlg HU!l.l'lfl (1975 a. y b}. O~a. 

A6la.M y A.texa.rtdeJL (.1982). y J.út-M.út Swtg (1982}. 

Este severo efecto de 1a sequía en la sobrevivencia de ambos m~ 

tantes, en cada estado fenológico en la rizosfera de cada vari!:_ 

dad probada, probablemente está relacionado con: 1) la particu-

lar sensibilidad de R. phtu.e.o.f.-i. a la desecación (Peña.-Ca.bll.ia.l.~ 

y Al'.exa.ndeJL, 1983}; 2) su condición de rápido crecimiento (Bu.6.!!_ 

by y Mcvu.ha.i.f., J977a.} y 3) con su inhabilidad de producir sufi­

ciente polisacárido extracelular (JGlf.beJr.tiU., e,t. a.f.. 1979). 

Por otro lado, aunque se ha reportado que existen cepas de rá­

pido crecimiento que son tolerantes a la sequía {O~a-A6.ian.a Y 

Atexa.n.deJL, 19821, el grado de tolerancia a la tensión hídrica 

dentro de una especie, no ha sido establecido. 
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En este experimento, no se encontró que las rizobias hayan pro-

liferado en condiciones de bajo disponibilidad de agua en el 

sueio, como io reporta Peña.-CablLla.te.6 y AlexandeJt. (1979). 

Finalmente, la sobrevivencia de las rizobias bajo tensi6n hí-

drica, es de gran significancia ecológica, ya que éstas deben 

permanecer por largos períodos de tiempo bajo dicha condición, 

antes de noduiar ai hospedero (Single.ton y Cuau.t.f.e-Fab.l4rt, 1982). 

El número de rizobias nativas en el suelo usado, al momento de 

establecerse el experimento, presentó una población de 5.8 X 10S 

bacterias/g suelo¡ al final de este, la población disminuyó ha;!. 

ta 10
2 

bacterias/g suelo, por efecto de la sequía. 

7. CAPACIDAD COMPETITIVA DE LOS MUTANTES DE RHlZ0B1Ulf PHASEOLl BAJO SE -
QUIA Y RIEGO. 

A. Estado vegetativo. 

En las tres vareedades de Pha6eo..fu..6 vu.f.gc:vc..l.6 L. probadas, se 

encontr6 que la cepa CPMEX22Spe200 presentó los porcentajes más 

altos de n6dulación, tanto en sequía como en riego. 

Se observó que la sequía disminuyó la f ormaci6n de nódulos ind~ 

cida por la cepa CPMEX1Str150 en 59.7, 65.9 y 28.5% en las va­

riedades Negro 150G3, Bayo Durango y Michoacán 12A3, respectiv,!_ 

mente, en contraste con los tratamientos bajo riego. 

Por otro lado se observó que la sequía abatió la nodulación in-

ducida por la cepa CPMEX22Spe 200 en un 59.2%, en la variedad 

Negro 150G3i 34.5~%, en la variedad Bayo Durango y 65.1% en la 
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variedad Michoacán 12A3 .. 

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

150G3, la sequía abatió 1a nodulación de las cepas CPMEX1StrlSO 

y CPMEX22Spe200 , en el mismo grado (59.7 y 59.2%, respectiva­

mente) .. 

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

quía fue más drástico en la cepa CPMEX1StrlSO' abatiendo la no­

dulación en un 65.9%, que en la CPMEX22Spe 200 , donde la nodula­

ción fue reducida en un 34.51~. 

Finalmente, en la variedad Michoacán 12A3, el efecto de la se-

quía fue más severo en la cepa CPMEX22Spe
200

, disminuyendo la 

nodulación en un 65.1%, a diferencia de la CPMEX1strlSO' donde 

la nodulaci6n sólo fue abatida en un 28.5% {Ver Cuadro 7). 

B- Floración .. 

A dlfe.rt:inclct del estado vegetati·.,,·o, durante l:?. floración, se 

observó que no siempre la cepa CPMEX22Spe 200 indujó los porcen­

tajes más altos de nodulación, tanto en riego como en sequía. 

Se observó, que la sequía redujo la nodulación inducida por la 

cepa CPMEXlStrlSO en 64.6~, 65.B y 47.6% en las variedades Ne­

gro 150G3, Bayo Durango y Michoacán 12A3, respectivamente, en 

contraste con los tratamientos bajo riego. 

Por otra parte, la sequía abatió la nodulación por la cepa 

CPMEX22Spe200 en un 37.4%, en la variedad Negro 1SOG3¡ 76.8%, 

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

121\3. 
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De lo anterior, se puede observar que en la variedad Negro 

150G3, el efecto de la sequía fue más drástico sobre la cepa 

CPMEX1Str150 , reduciendo su nodulación en un 64.6%, a diferen­

cia de la CPMEX22Spe200 donde la nodulación fue abatida en un 

37.4%. 

Por otra parte, en la variedad Bayo Durango, el efecto de la 

sequía en la formación de nódulos por las cepas CPMEX1Str150 y 

CPMEX22Spe200 , fue más o menos igual (65.B y 76.8%, respectiva­

mente. 

Por Último, en la variedad Michoacán 12A3, el efecto de la se-

quía fue más severo en la cepa CPMEX22Spe 200 , disminuyendo la 

nodulación en un 76.8%, con contraste con la cepa CPMEX1StrlSO' 

donde la nodulaci6n fue abatida en un 47.6% (Ver Cuadro 8). 

c. Llenado de vaína. 

En esta caso, solamente se encentro nodu1ación en 1a variedad 

Negro 1SOG3. Se observó que igual como en el estado vegetativo, 

la cepa CPMEX22Spe200 presentó 1os porcentajes más altos de no­

dulaci6n, tanto en riego corno en sequía. 

La sequía redujo en un 61.2 y 55.9% la nodulación por las cepas 

CPMEX1Striso y CPMEX22Spe200 , respectivamente. La sequía fue 

menos severa en la cepa CPMEX22Spe200-

Como ya se mencionó antes, el hecho de que una cepa tanga más 

afinidad por un hospedero particular, está en función del meca-

nísmo de reconocimiento entre ambos simbiontes (Napo..e:l, e;t. al.., 
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1975; CUNúeJL !f S.t:Jwbe-f., 1976; Fahtuteiu. y Sahf.¡¡¡an, 1977; &u:U, 

1977; Sp!Len.t:, 7979; Vazzo, 1980). 

Sin embargo, cuando ambos simbiontes fueron sometidos a tensión 

hídrica, el mecanísrno de reconocimiento fue modificado. De he-

cho, e1 abatimiento de la nodulación, se explica por las alte-

raciones que la sequía provocó en el mecanismo de reconocimiento 

entre ambos simbiontes: a) Ausencia de pelos radicales adecua-

dos para la infecci6n; b) Dicrninución en la producción y/o des!:_ 

caci6n de los exudados de la raíz; e) Abatimiento en la prolif.!:_ 

raci6n de las rizobias en el suelo, y d) Incapacidad de las baE_ 

terias para alinearse en el pelo radical. 

Estas alteraciones, se presentaron en diferente grado, depen-

diendo esto, del estado fenol6gico del hospedero, de la misma 

capacidad competitiva de cada mutante con relación a las cepas 

nativas y de los potenciales de agua (~w) del suelo. En térmi-

nos generales, se encontr6 que la formación de nódulos por la 

cepa CPMEXlStrlSO fue ligeramente más sensible a la sequía que 

ia formación de nóduios por ia cepa CPMEX22Spe200 • 

El porcentaje de nodulación más alto, bajo riego (42.42%), est~ 

ve dado por la cepa CPMEX22Spe200 en el estado vegetativo; mie!!. 

tras que el porcentaje de nodulaci5n más alto, bajo sequía 

(23.11%1, estudo dado por la cepa CPMEX1StrlSO en el estado ve­

getativo (Yer el Cuadro 7). El efecto de la sequía en el proc~ 

so infectivo de las cepas introducidas se manifestó en dos niv~ 

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



CUADRO 7. PORCENTAJE DE COMPETENCIA* DE LOS MUTANTES DE RH1ZOB1UM PHASEOLI CP MEX1 Str 1 SO ; 'C
5

PTMEREXS22Spe 200 BAJO CONDICIONES DE RIEGO Y SEQUIA EN DIFERENTES ESTADOS FENOLOGICOS DE ~· 

VARIEDADES DE PHASEOLUS VULGARTS L. USADAS. 

T R A T A M I E N T O 
VARIEDAD CEPA - NIVEL DE HUMEDAD) 

CP MEXl Str1 SO EN RIEGO 

NERGO 150G3 
CP MEXlStr150 EN SEQUIA 

CP MEX22spe200 EN RIEGO 

CP MEX22Spe200 EN SEQUIA 

CP MEX1Str150 EN RIEGO 

CP MEXlStr150 EN SEQUIA 

CP MEX22spe200 EN RIEGO BAYO DURANGO 

CP MEX22spe200 EN SEQUIA 

CP MEX1str1SO EN RIEGO 

MICHOACAN 12A3 
CP MEXlStr1SO EN SEQUIA 

CP MEX22spe200 EN RIEGO 

CP MEX22spe200 EN SEQUIA 

% COMPETENCIA 
ESTADO VEGETATIVO FLORACION LLENADO DE VAINA 

33.37 

13.46 

39.38 

42.42~ 

30.12 

10.66 

37.40 

40.60 

23.41 

9.0B 

26.28 

*SE FLAQUEO EL 40" DE LOS NODULOS TOTALES DE CADA PLANTA. 

CADA CIFRA ES EL PROMEDIO DE TRES REPETICIONES. 
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plantas bajo sequía, y 2) restringiendo la infección una vez 

que la planta fue sometida a tensión hídrica. 

8. ACTIVIDAD NI'I'ROGENASA DEL SISTEMA SIMBIO'I'ICO BAJO SEQUIA Y RIEGO. 

A. Estado vegetativo. 

En las tres variedades se observó que la sequía abatió savera-

mente la actividad nitrogenasa. En los tratamientos inoculados 

con la CPMEX1striSO' la actividad nitrogenasa fue reducida en 

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

y Michoacán 121\3, respectivamente. 

Por otra parte, cuando se inocul6 con la cepa CPMEX22
5
pe 200 , la 

actividad nitrogenasa fue disminuida en 99.S, en la variedad 

Negro 150G3, 83.8% 1 en la variedad Bayo Durango y 98.3% en la 

variedad Michoacán 12A3. 

Se encontr6, que en las variedades Negro 150G3 y Michoacán 12A3, 

bajo sequía, no se detect6 reducción de acetileno C O µmoles 

de eti1eno}. CIU.-Y.lng f/uag, e:t. a.e, ()'l75al., igualmente, no d~ 

tectaron reducción de acetileno en suelos con potenciales de 

agua de -19.S barias. 

En las tres variedades, la sequía abati6 por igual la actividad 

nitrogenasa con amba3 cepas (Ver cuadro 8). 

B. ,Floración. 

Durante la floración, bajo riego, ñe obtuvieron los valores más 

altos de reducci5n 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 VULGAR1S L. USADAS. 

VARIEDAD 

NEGRO 150G3 

BAYO DURANGO 

MICHOACAN 12A3. 

TRATAMIENTO 
CEPA - NIVEL DE HUMEDAD) 

CP MEX1Strl 5 0 EN RIEGO 

CP MEX1Strl 5 0 EN SEQUIA 

CP MEX22Spe 2 00 EN RIEGO 

CP ~-mx.22Spe200 F.N SEQUIA 

CP MEX1Strl 50 EN RIEGO 

CP MEX1Strl 50 EN SEQUIA 

CP MEX22Spe 200 EN RIEGO 

CP MEX22Spe 2QO EN SEQUIA 

CP MEX1Strl 50 EN RIEGO 

CP MEX1Strl 50 EN SEQUIA 

CP MEX22Spe200 EN RIEGO 

CP MEX22SpeZOO EN SEQUIA 

*POR EL METODO DE REDUCCION DE ACETILENO. 

ESTADO VEGETATIVO 

56.971 

0.274 

60.524 

0.289 

42.606 

4.992 

55.855 

9.043 

12.843 

D.160 

1'8.889 

0.320 

-1 
H 

FLORACION 

158 .440 

39. 333 

200.165 

12.804 

117.513 

6.878 

210.265 

34.163 

32.656 

2.823 

30.050 

18.690 
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~1 estado vegetativo, la sequía redujo severamente la actividad 

nitrogenasa. 

En los tratamientos inoculados con la cepa CPMEXlStrlSO' la ac­

tividad nitrogenasa fue abatida en 75.2, 94.1 y 91.4' en las varieda-

des Negro 150G3, Bayo Ourango y Michoacán 12A3, respectivamente~ 

Por otro lado, cuando se inocu16 con la cepa CPMEX22Spe
200

, la 

actividad nitrogenasa fue reducida en 93.E~ en la variedad Ne-

gro 150G3; 83.8%, en la variedad Bayo Durango y 37.8% en la v~ 

riedad Michoacán l2A3. 

En la variedad Negro 150G3, el abatimiento de la actividad ni-

trogenasa por efecto de la sequía, fue más severo en los trata-

mientes inoculados con la cepa CPMEX22Spe200 : a diferencia de lo 

que se observó en las variedades Bayo Durango y Michoacán 12A3, 

donde en los tratamientos inoculados con la cepa CPMEX1Str150 

se registraron los valores más altos de inactivación de la ni-

trogenasa. 

En general, los valores ma.s altos de inactivación de la nitroge-

nasa, por efecto de la sequía, se presentaron en los tratamien-

tos inoculados con la cepa CPMEX1 5 tr150 (Ver cuadro 8). 

Se encontró que el déficit de agua en el suelo, indujo un rápido 

abatimiento de la fijaci6n de nitr6geno; Lle, (1981); Spll.en.t, 

(1971); Spll.ent, (J972 a y b) e I~m<Llt<., et. a.e. (7983) encontr.!!_ 

ron este mismo efecto. 

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

sobre la actividad de los nódulos es el daño osmótico, resultan-
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do esto en una alta concentración de sales alredor del n8dul.o .. 

Por otra parte, Pa.nkhwu..t y Sp11.e.11.t lJ975} lj Spte.1t.t (7976}, su-

girieron que el primer efecto de la tensión hídrica sobre el n§. 

dula, fue disminuir la incorporación de o2 , lo cual resultó en 

la reducción del suministro de metabol.itos disponibles (como el 

ATP) esenciales para la fijación de nitrógeno. 

Sin embargo, el mal funcionamiento de los nédulos, también estuvo 

condicionado al def icicntc aporte de fotosintatos de plantas cer-

canas al punto de marchitez permanente. 

En todos los casos, se encontró que la tensión hÍdrica abatió la 

reducción de acetileno (C 2H
2
). Resultados similares fueron en­

contrados por Va.n stlta.te.n y Sc.hm.ú:lt ()q74i, J,fo-M.ln Su119 (7982} y 

Ch.l Y.lng fluag, e..t. a.t. ()9_75 a. y b). 

LOS valores de reducción de acetileno, debidos a las cepas nati-

vas, bajo riego y sequía, nunca sobrepasaron de 6 µmoles y 10 

nmoles de c
2

H
4 

producido/planta h-l, respectivamente. 
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VII. CONCLUSIONES 

1. El marcaje genético, como la Resistencia a antibióticos, en cepas 

de Rh..t.zob.i.l01l plta.6e.oLi.., no necesariamente va acompañado del. abati-. 

miento de las propiedades simbióticas (infectividad y efectividad) 

de la bacteria, sino que incluso, ésta Última puede incrementar d.!_ 

chas propiedades. 

2. En términos generales, la sensibilidad de las plantas a la sequía 

fue menor, media y mayor, en los estados vegetativo, floraci6n y 

llenado de vaína, respectivamente. 

3. LOS val.ores de Resistencia Estomatal (r
5

1 y Transpiración, iguales 

o menores a 30 seg cm-
1 

y 1 gH
2

0 cm- 2 seg-1 , respectivamente, re­

ducen drásticamente los valores de peso seco de follaje, de raíz, 

d~ nódulo=: y el número total de estos. Por lo cual, son aceptadas 

las hipótesis planteadas por este experimento. 

4. Los potenciales de agua (~w) del suelo menores a -15 barias, aba-

tieron el número de mut¡intes de R. pha..6e.ol.i viab1es1 presentandose 

siempre una caída drástica durante el estado vegetativo y una post!!_ 

rior disminuci6n paulatina a lo largo de la floración y el llenado 

de vaína. En general, el rango de abatimiento de las poblaciones 

de mutantes introducidas,fue del orden de 2 a 5 números logarítmi-

cos. 
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S. El severo efecto de la sequía en la sobrevivencia de los mutantes 

de R. pha..6eo.li. introducidos, probablemente, esta relaCionado con: 

a).Laparticular sensibilidad de R. pfra.óeo,e,¿ a la desecación, 

b}.Sucondición de rápido crecimiento, y 

c).Suinhabilidad de producir suficiente polisácarido extracelu-

lar. 

6. Los porcentajes de nodulación bajo sequía dados por las cepas in-

traducidas fueron: alto, medio y bajo en los estados vegetativo, 

floración y llenado de vaína, respectiva.mente. 

7. En los genotipos Negro 150G3 y Bayo Durango, 1a cepa CPMEX22Spe200 

dió los valores más altos de nodulación bajo sequía; a diferencia 

de la variedad Michoacán 12A3, donde la cepa CPMEX1Str150 fue la 

más exitosa. En términos generales, la CPMEX1Str150 fue ligera­

mente más sensible a la sequía, en la formaci6n de n6dulos. 

8. Bajo condiciones restrictas de humedad, la actividad nitrogenasa 

en el estado vegetativo fue drásticamente reducida, incluso sin 

detectarse volares significativos de reducci6n de acetileno 

(O µmoles de c
2

H
4
); no así durante la floraci6n, donde a pesar de 

que fue abatida la actividad nitrogenasa, no se obtuvieron valores 

de cero. 

9. En general, los valores más altos de inactivación de la nitrogena-

sa, bajo sequía, se presentaron en los tratamientos inoculados con 

la cepa CPMEXlStrlSO" 
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IX. APÉNDICE 

APENDICE I. MEDIO CALDO DE EXTRACTO DE LEVADURA ~ 
NITOL, CELM CVIIJCENT, 1975). 

K
2

HP0
4 

0.5 g 

Mgso
4

• 7H
2

0 0.2 g 

NaCl. 0.1 g 

Ex.tracto de Levadura 1.5 g 

Manito1 10.0 g 

Agua 1000.0 ml. 

EL pH SE AJUS'J?A A 7 

SE ESTERILIZA A 18 LIBRAS DURANTE 1 8 MIN. 

APENDICE II. MEDIO EXTRACTO DE LEVADURA MANITOL 
AGAR ROJO CONGO, ELMARC (VINCENT, 7975) 

K
2

HP0
4 

0.5 g 

MgS0
4

.7H
2

o 0.2 g 

Nacl. 0.1 g 

E...~tracto de Levdaura 1.5 g 

Manito1 10.0 g 

Agar. 15.0 g 

Agua 1000.0 ml. 

Solución de Rojo Congo* 10.0 ml. 

*SOLUCION DE ROJO CONGO: lG RN 400 ML. DE AGUA 

EL pH SE AJUSTA A 7 

SE ESTERILIZA A 18 LIBRAS DURANTE 18 MIN. 
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APENDICE iII. SOLUCION NUTRITIVA SADMAN USADA EN EL 
SISTEMA HIDROPONICO DEL EXPERIMENTO -
PRELIMINAR EN INVERNADERO (SUMMERF1 ELV, 
ET. AL., 1977}. 

M E D I O 

Ca(N0
3

)
2

.4H
2

0 

MgS04 .7H20 

Caso4 
K2so4 
NaFe EDTA 

Ca (H2Po4 J
2

.H20 

Microelernentos 

Agua 

BASICO 

0.06 g 

0.33 g 

0.29 g 

0.36 g 

0.01 g 

0.062g 

o.os ml 

11.lOO.OO mi 

MICROELEMENTOS 

KCi 27.0 g 

H3Bo3 30.0 g 

Mnso4 .tt
2

o 17.0 g 

Znso4 .tt2o 2.7 g 

(NH4)6Mo7024" 4H20 2.7 g 

cuso
4

.stt
2

o 2.4 g 

H2so
4 

10.8 mi 

Agua 1990.0 mi 



ORIFICIO PARA 

IMTRODUCIR LA 

RADICULA PP.F.­

GF.RMI NADA, 

FRASCO co~· TE­

ZCNTLE FH!O 

(Z5Q G APROX,) 

APÉNDICE IV. UNIDAD DE CRECIMIENTO C.P. 
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APENDJ:CE V. ESC1\LADA DE MC. FARLAND (CAMPSELL, ET. AL, 
1910). 

NO % BaCl. 2 1 "'(:1~º4 NO. APROX. DE 
TUBO (ml.l BACTERIAS 

( X 106 ) 

0.1 9.9 300 = 3 X 108 

2 0.2 9.B 600 = 6 X 108 

3 0.3 9.7 900 = 9 X 108 

4 0.4 9.6 1200 = 12 X 10
8 

5 0.5 9.5 1500 = 15 X 108 

6 0.6 9.4 1800 "' 18 X 10
8 

7 0.1 9.3 2100 21 X 10B 

8 0.8 9.2 2400 24 X 10
8 

9 0.9 9.1 2700 . .,, 27 X 108 

10 1.0 9.0 3000 °'! 30 X 108 



APENDICE VI. RESISTENCIA ESTOMATAL (r5 ) Y TRANSPIRACION MEDIDAS SOBRE EL TRIFOLIO CENTRAL DE LA ULTIMA 
HOJA, A LAS 12:00 HRS., EN LOS TRES GENOTIPOS DE Pf!ASEOLUS VULGARIS L. DURANTE EL ESTADO 
VEGETATIVO. 

G E N O T I P O 

NEGRO 150G3 

BA'iO DURANGO 

MICHOACAN 12A3 

NIVEL DE 
HUMEDAD 

RIEGO 

SEQUIA 

RIEGO 

SEQUIA 

RIEGO 

SEQUIA 

RIEGO 

SEQUIA 

RIEGO 

SEQUIA 

RIEGO 

SEQUIA 

PARAMETRO 

r 
s 

rs 
TRANSPIRACION 

TRANSPIRACION 

r 
s 

r 
s 

TRANSPIRACION 

TRANSPIRACION 

r 
s 

r 
s 

TRANSPIRACION 

TRANSPIRACION 

10. 

1.863 

1.325 

5.319 

r
5 

DADA EN cm seg-l TRANSPIRACION DADA EN µG H20 cm-
2 

DI A 

So. 

1.203 

1.169 

15.450 

-1 
seg 

CADA CIFRA CORRESPONDE AL PROMEDIO DE 12 UNIDADES EXPERIMENTALES. 

DE 

7o. 

0.930 

1.053 

11.619 

*A PARTIR DEL ULT:IMO RIEGO (EN EL CASO DE LOS TRATAMIENTOS BAJO SEQUIA). 

LECTURA* 

9o. 110. 

0.930 

5.440 

16. 594 

1.306 

97 • .731 

5.262 

120. 

0.812 



APENDJ:CE VJ:J:. RESJ:STENCJ:A ESTOMATAL (rsl Y TRANSPIRACION MEDIDAS SOBPE EL TRIFOLIO CENTRAL DE LA ULTIMA 
HOJA, A LAS 12:00 HRS., ÉN LOS TRES GENOTIPOS DE PHASEOLUS VULGARIS L. DURANTE LA FLORA-
CION. 

NIVEL DE D I A DE 
GENOTIPO 

NEGRO 150G3 

BAYO DURANGO 

MJ:CHOACAN 12A3 

r 5 DADA EN cm . 

-HUMEDAD PARAMETRO 
1o. 

RIEGO r 0.671 s 
SEQUIA r 

s 0.611 
RIEGO TRANSPIRACION a.so 
SEQUJ:A TRANSPIRACJ:ON 17.05 

RJ:EGO r 0.671 s 
SEQUJ:A r 

s 0.610 

RJ:EGO TRANSPIRACJ:ON 17.04 

SEQUJ:A TRANSPJ:Rl\CJ:ON 20.24 

R:tEGO r 0.672 s 
SEQUJ:A r 

s 0.614 

R:tEGO TRANSPJ:RACJ:ON 17.25 

SEQUJ:A TARSNPIRACION 19.03 

-1 
seg TRANSPJ:RACJ:ON DADA EN µG H

2
0 cm- 2 -1 

seg 

CADA CJ:FRA CORRESPONDEN AL PROMEDJ:O DE 12 UNJ:DADES EXPERJ:MENTALES 

4o. 

2.426 

11_.621 

15.53 

14'.20 

.. Cl~962 

. 1 .205 

15.23 

14.27 

0.865 

0.861 

14.76 

12.SB 

*A PARTJ:R DEL ULTJ:MO R:tEGO (EN EL CASO DE LOS TRATAMIENTOS BAJO SEQUJ:A). 

LEC TU R A* 

60. ªº· 
4.768 1.901 

99.352 

7.BO 14.45 

8.10 0.22 

0.954 1.324 

o.sos 338.250 

17.02 11.94 

16.78 0.27 

1.0·20 0.835 

3.272 40.854 

11.33 13.72 

6.78 0.34 

~ 



APENDICE VIII. RESISTENCIA ESTOMATAL (rsl Y TRANSPIRACION MEDIDAS SOBRE EL TRIFOLIO CENTRAL DE LA ULTIMA 
HOJA, A LAS 12:)) HRS., EN LOS TRES GENOTIPOS DE PHABEOLUS VULGAR IS L. 
DE VAINA. 

NIVEL DE D I A 
GENOTIPO 

HUMEoAD PARl\METRO 
ro. •fo. 

RIEGO r 
s 1.836 2.302 

SEQUIA r 
s 2.051 2.852 

NEGRO 150G3 
RIEGO TRl\NSPIRACION 8.53 5.79 

SEQU'.IA TRl\NSPIRACION 8.251 4.86 

- ,_-----';"-. -· -----.,o:-=- --·~-~ 
RIEGO r 2.306 3.104 s 
SEQUIA r 2.306 

BAYO DURANGO s 
RIEGO TRANSPIRACION 3.05 2.76 

SEQUIA TRANSPIRACION 2.56 3._19 

RIEGO r 1.255 2.358 s 
SEQUIA r s l .481 8.106 

MICHOACAN 12A3 
RIEGO TRANSPIRACION 7.23 8.73 

SEQUIA TRANSPIAACION 8.95 1.87 

r 9 DADA EN cm • seg-
1 1 TRl\NSPIRACION DADA EN µG H

2
0 etn-2 seg-l 

CADA CIFRA CORRESPONDE AL IU'OMEDIO DE l 2 UNIDADES EXPEJUMENTALES. 

DE 

So. 

1.574 

1. 783 

7 .13 

2.43 

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

L ECT 

66. 

1.762 

60.536 

6.61 

0.96 

DURANTE EL LLENADO 

U R A* 

7o. 80. 

2.451 

76.900 

5.73 

0.36 

3.405 2.651 

11.735 83.103 

2.89 2.30 

2.10 0.25 

·-

ta 



- 152 -

APENDICE IX. ANALISIS DE VARIANZA PARA Ll\ PRODUCCION DE PESO SECO DE 
FOLLAJE (g) EN EL EXPERIMENTO DEL EFECTO DE LA SEQUIA -
SOBRE LA SIMBIOSIS RHJZOBIUM Pf/ASEOL1 - PHASEOLUS VULGA 
RJS L. -

FUENTE G.L. 

N 3 

H 

V 2 

EF 2 

N*H 3 

N*V 6 

N*EF 6 

V*H 2 

H*EF 2 

V*EF 4 

N*H*EF 6 

N*V*EF 9 

N*H*EF 3 

N*V*H*EF 14 

ERROR 129 

TOTAL 191 

SUMA DE 
CUADRADOS 

1103.673 

461. 418 

4640.853 

8885.633 

4.439 

94.614 

413.188 

1.711 

97.854 

1359.871 

32.665 

41.583 

5.083 

36.813 

376. 577 

17 565.982 

* * SIGNIFICATIVO AL 1% 

n.s. NO SIGNIFICATIVO 

c.v. 13.5363 

CUADRADO 
MEDIO 

367. 891 

461.418 

2320.426 

4442.816 

4.813 

15.769 

68.864 

0.855 

48.927 

453.290 

5.444 

4.620 

1 .694 

2.629 

F.C. 

126.02 

158.06 

794.88 

1521.92 

1.65 

5.40 

23.59 

0.29 

16. 76 

155.28 

1.86 

1.58 

0.58 

0.90 

2.919208 

Ft SIGNIF. 

n.s. 

n.s. 

..... 
n.s. 

n.s. 

n.s. 

n.s. 
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APENDICE X. ANALISIS DE VARIANZA PARA Ll\ PRODUCCION DE PESO SECO DE 
RAIZ (g) EN EL EXPERIMENTO DEL EFECTO DE LA SEQUIA SOBRE 
LA SIMBIOSIS RHIZOBIUM PHASEOLI - PHAS~OLLJS. VULGARZS L. 

FUENTE 

N 

H 

V 

EF 

N*H 

N*V 

N*EF 

V*H 

H*EF 

V*EF 

N*H""V 

N•V•EF 

V*H*EF 

N*V*H*EF 

ERROR 

TOTAL 

G.L. 

3 

2 

2 

3 

6 

6 

2 

2 

4 

6 

12 

4 

17 

145 

215 

SUMA DE 
CUADRADOS 

9.81391 

6.52877 

3.01162 

141.89987 

0.16709 

0.37233 

2.32738 

0.09319 

1 .33747 

4.39406 

o. 21075 

o. 57047 

0.18343 

0.70016 

4.038016 

175.64857 

* * SIGNIFICATIVO AL 1% 

n .. s. NO SIGNIFICATIVO 

c.v. 11.4080 

CUADIU\DO 
MEDIO 

3.27130 

6.52877 

1.50581' 

70.94993 

0.05569 

0.06205 

0.38789 

0.04659 

0.66873 

1. 09851 

Q.03512 

0.04753 

0.04585 

0.04118 

0.02784 

F.C. Ft SIGNIF. 

117.47 

234.44 * * 
54.07 

2547.72 * * 
2.00 n.s. 

2.23 n .. s .. 

13.93 

1.67 n.s. 

24.01 

39.45 

1.26 n.s. 

1.71 n.s. 

1.65 n.s. 

1.48 n.s. 
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APENDICE XI. ANALISIS DE VARIANZA PARA LA PRODUCCIC'N DEL NUMERO TOTAL DE 
NODULOS EN EL EXPERIHEtlTO DEL EFECTO DE LA SEQUIA SOBRE LA 
SIMBIOSIS RHIZOB1UM PHASEOLI - PHASEOUiS VllLGARJS L. 

SUMA DE CUADRADO 
FUENTE r: .. L. CllADRADOS MEDIO F.r.. Ft SIGNIF. 

N 3 1025643.42 341881.14 584.20 • * 

H 487264.93 487264.93 832.63 * • 

V 2 1774715.77 aa7357 .as 1516.30 

EF 2 5137029.47 2568514.73 4389.02 

N*H 3 110605.05 36935.01 63.11 

N*V 6 212693.96 35446.99 60.57 

N*EF 6 506643.66 84440.64 144.29 

V*H 2 107260.98 53640.49 91.66 

H*EF 2 258554.06 129277 .03 220.91 

V*EF 4 357999.69 89499.92 152.94 . . 
N*ll*V 6 49736.43 8289.73 14.17 .. 
N.*ll*EF 12 76966.59 6414.04 10.96 .. 
V*H*EF 4 10141. 13 2535.26 4.33 n.s. 

N*V*H*EF 17 65426. 24 3648.60 6. 56 

ERROR 145 64656.00 585.2137 

TOTAL 215 10265761.66 

SIGNIFICATIVO AL 1'& 

n.s. NO SIGNIFCATIVO 

c.v. 13. 1239 
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AI'ENDICE XII. ANALISIS DE VARIANZA PARA LA PRODUCCION DE PESO SECO DE 
tlODULOS (g) EN EL EXPERIMENTO DEL EFECTO DE LA SEQUIA 
SOBRE LA SIMBIOSIS Rf/IZOBIWI Pf/ASEOLl - Pf/ASEOLUS VULG~ 
RTS L. 

SUMA DE CUADRADO 
FUENTE G.L. CUADRADOS MEDIO F.C. Ft SIGNIF. 

N 3 0.83895 0.27965 98.25 

H o. 72995 0.72995 256. 47 

V 2 0.37918 o. 18959 66.61 

EF 2 5.66511 2.83255 995.20 * * 

N*H 3 0.21658 0.07219 25.36 

N*V 6 0.34850 0.05808 20.41 

N*EF 6 0.88949 0.14824 52.09 

V*H 2 0.00333 0.00166 o.59 n.s. 

H*EF 2 1.01707 o. 50857 178.67 

V*EF 4 0.48790 0.12197 42.86 * * 

N*H*V 6 0.27660 0.0461 16.20 

N*V*EF 12 0.92246 0.07687 27.01 * * 

V*H*EF 4 0.14671 0.03667 12.89 

N*V*H*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 



APENDICE XIII. MEDIAS DE LAS INTERACCIONES EN LA PRODUCCION DE PESO SECO DE FOLLAJE ( SIGNIFICANCIA 
0.01). 

INTF.RACCION 

FUENTE DE N - VARIEDAD 
FUENTE DE N 

~=:~~str1so 
CPMEXlStr150 
CPMEX2~ tr 1 50 
CPMEX22Spe200 
CPMEX22Spe200 

Spe200 
N O kg/ha 
N O kg/ha 
N O kg/ha 
N 60 kg/ha 
N 60 kg/ha 
N 60 kg/ha 

VARIEDAD 

NEGRO 150G3 
BAYO DURANGO 
MICHOACAN 12A3 
NEGRO 1SOG3 
BAYO DURANGO 
!·~ICIICJ\C.."\!~ 1 21\3 

NEGRO 150G3 
BAYO DURANGO 
MICHOACAN 12A3 
NEGRO 150G3 
BAYO DURANGO 
MICHOACAN 1 2A3 

INTERACCION 

19.8461 
10.4166 

6.6933 
18.2050 
9.6027 
5. 7258 

15.6683 
7.3623 
4.7325 

20.9294 
16.9633 
8.7ll6 

NIVEL DE HUMEDAD-ESTADO FENOLOGICO 
NIVEL DE HUM. EDO. FENOLOGICO X 

RIEGO 
RIEGO 
RIEGO 
SEQUIA 
SEQUIA 
SEQUIA 

ESTADO VEGETATIVO 3.715 
FLORACION 19.213 
LLENADO DE VAINA 21.874 
ESTADO VEGETATIVO 2.528 
FLORACION 14.623 
LLENADO DE VAINA 18.982 

INTERACCION 

FUENTE DE N - ESTADO FENOLOGICO 
FUENTE DEN 

CPMEXlStr150 
CPMEX1Str150 
CPMEX1~tr150 
CPMEX2 Spe200 
CPMEX22Spe 200 
CPMEX22Spe200 

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

EDO. FENOLOGICO 

ESTADO VEGETATIVO 
FLORACION 
LLENADO DE VAINA 
ESTADO VEGETATIVO 
FLORACION 
LLENADO DE VAINA 

ESTADO VEGETATIVO 
FLORACION 
LLENADO DE VAINA 
ESTADO VEGETATIVO 
FLORACION 
LLENADO DE VAINA 

INTERACCION 

VARIEDAD-ESTADO FENOLOGICO 
VARIEDAD EDO. FENOLOGICO 

NEGRO 150G3 ESTADO VEGETATIVO 
NEGRO 1 50G3 FLORACION 
NEGRO 150G3 LLENADO DE VAINA 
BAYO DURANGO ESTADO VEGETATIVO 
BAYO DURANGO FLORACION 
BAYO DURANGO LLENADO DE VAINA 
MICHOACAN 12A3 ESTADO VEGETATIVO 
MICl!OACAN 12A3 FLORACION 
MICHOACAN 12A3 LLENADO DE VAINA 

* NO SE DETERMINO. 

3.302 
16.877 
21 .817 

2.718 
16.683 
18.334 

2. 767 
14.193 
14.986 

3.884 
19.918 
26.575 

4.179 
26.184 
25.623 
3. 176 

13.648 
15. 233 

2.009 
10.922 
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APENOICE XIV. MEDJ:l\S DE LAS INTERACCIONES EN LA PRO 
DUCCION DE PESO SECO DE RAIZ {SIG~UFI 
CANCIA = O. Ol l_. -

INTERACCION 

FUENTE DE N - ESTADO FENOLOGICO 
FUENTE DEN EDO. FENOLOGICO 

~;~~str150 ESTADO VEGETATIVO 0.4466 
FLORACION 1. 7461 

CPMEXl Strl 50 LLENADO DE VAINA 2.4205 
CPMEX2~tr 1 SO ESTADO VEGETATIVO 0.3938 
CPMEX22Spe200 FLORACION 1.6800 
CPMEX22Spe 2 00 LLENADO DE VAINA 2.4555 

Spe200 
N O kg/ha ESTADO VEGETATIVO 0.3542 
N o kg/ha FLORACION 1 .1127 
N o kg/ha LLENADO DE VAINA 2.0488 
N 60 kg/ha ESTADO VEGETATIVO o.4446 
N 60 kg/ha FLORACION 1.7700 
N 60 Kg/ha LLENAOD DE VAINA 2.6955 

INTERACCION 

NIVEL DE HUMEDAD-ESTADO FENOLOGICO 
NIVEL DE HIJM. EDO. FENOLOGICO :it 

RIEGO 
RIEGO 
RIEGO 
SEQUIA 
SEQUIA 
SEQUIA 

ESTADO VEGETATrvo 
FLORACION 
LLENADO DE VAINA 
ESTADO VEGETATIVO 
FLORAC10N 
LLENADO DE VAINA 

INTERACCION 

0.4552 
1.8144 
2.6158 
o. 3569 
1.3400 
2.1944 

VARIEDAD-ESTADO FENOLOGICO 
VARIEDAD EDO. Ffil!OLOGICO X 

NEGRO 150G3 ESTADO VEGETATIVO 0.3933 
NEGRO l50G3 FLORACION 1.6859 
NEGRO 150G3 LLENADO DE VAINA 2. 8037 
BAYO DURANGO ESTADO VEGETATIVO 0.4404 
BAYO DURANGO FLORACION 1.4616 
BAYO DURANGO LLENADO DE VAINA 2. 3544 
MICHOACAH 121\.3 ESTADO VEGETATIVO 0.3845 
MICHOACAN 121\3 FLORACION 1. 5845 
MICHOACAN 12A3 LLENADO DE VAINA 2.0575 
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APENDICE XV. MEDIAS DE l.J\.S INTER!\CCIONES EN l.J\ PRO­
DUCCION DEL NUMERO TOTAL DE NODULOS 
(SIGNIFICANCIA = 0.01). 

INTERACCION 

FUENTE DE N - NIVEL DE HUMEDAD 
FUENTE DEN NIVEL DE HUMEDAD 

g::~~str1 so 
RIEGO 323.651 
SEQUIA 175.407 

CPMEX2i¡¡tr150 RIEGO 317.259 
CPMEX22Spe2 00 SEQUIA 190.333 Spe200 

N o kg/ha RIEGO 159.666 
N o kg/ha SEQUIA 109.962 
N 60 kg/ha RIEGO 124. 750 
N 60 kg/ha SEQUIA 69.516 

INTERACCION 

FUENTE DE N - ESTADO FENOLOGICO 
FUEN'rE DE N EDO. FENOLOGICO X 

g::~~str15o EDO. VEGETATIVO 119.61 
FLOR!\CION 527.16 

CPMEXlStr150 LLENADO DE VAINA 102.11 
CPMEX2~tr150 EDO. VEGETATIVO 101.66 
CPMEX22Spe200 FLROACION 540.66 
CPMEX22Spe200 LLENADO DE VAINA 119.05 Spe200 

N O kg/ha EDO. VEGETATIVO 45.33 
N O kg/ha F!..OR?!CTON 325.36 
N o kg/ha LLENADO DE VAINA 52.77 
N 60 kg/ha EOO. VEGETATIVO . 21.93 
N 60 kg/ha FLCRACION 213.66 
N 60 kg/ha LLENADO DE VAINA 36.66 

INTERACCION 

NIVEL DE HUMEDAD-IlSTADO FENOLOGICO 
NIVEL DE HUM. EDO. FENOLOGICO l> 

RIEGO 
RIEGO 
RIEGO 
SEQUIA 
SEQUIA 
SEQUIA 

EDO. VEGETATIVO 
FLORACION 
LLENADO DE VAINA 
EDD. VEGETATIVO 
FLORACION 
LLENAOD DE VAINA 

96.305 
496.386 
100.361 

47.916 
305.055 

55.949 
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APENDICE XV. MEDlAS DE LAS INTER,1\CCIONES EN LA PRO­
DUCCION DEL NUMERO TOTAL DE NODULOS 
(SIGNIFICANCIA = 0.01). 

(CONTINUACION) 

INTERACCION 

FUENTE DE N - VARIEDAD 
FUENTE DE N VARIEDAD 'll 

g:~strlSO NEGRO 150G3 408.50 
BAYO DURANGO 177.88 

CPMEXlStr1 50 MICHOACAN 12A3 162. 50 
CPME.l.:2~trl 50 NEGRO 150 431.00 
CPMEX22Spe200 BAYO DURANGO 173.44 
CPMEX22spe200 MICHOACAN 12A3 156.94 Spe200 

N O kg/ha NEGRO 150G3 256.44 
N O kg/ha BAYO DURANGO 85.14 
N o 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 

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

NIVEL DE HUM. 

RlEGO 
_SEQUIA 
RIEGO 
SEQUIJ\ 
RIEGO 
SEQUIA 

390.916 
232.166 
165.305 

96.194 
140.833 
80.555 

INTERACCION 

VARIEDAD - ESTADO FENOLOGICO 
VARIEDAD EDO. FENOLOGICO x 

NE~O 150G3 EDO. VEGETATIVO 121.50 
NEGRO 150G3 FLORACION 578.66 
NEGRO 150G3 LLENADO DEVAINA 234.45 
BAYO DURANGO EDO. VEGETATIVO 53.41 
BAYO DURANGO FLORACION 338.83 
BAYO DURANGO LLENADO DE VAINA o.o 
M:tCHOACAN 121\3 EoO. VEGETATIVO 44.31 
MICHOACAN 12A3 FLORAC:tON 287.66 
M:tCHOACAN 12A3 LLENADO DE VA:tNA o.o 
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l\PENDICE XVI. MEDIAS DE LAS INTERACCIONES EN LA PRO 
DUCCION DE PESO SECO DE NODULOS (SIG= 
NIFICANCIA = 0.01). 

INTERl\.CClON 

FUENTE DE N - NIVEL DE HUMEDAD 
FUENTE DE N NIVEL DE HUMEDAD ¡¡ 

CPMEX1Str150 RIEGO 0.2267 

CPMEXl~tr150 SEQUIA o .1225 

CPMEX2 Spe200 RIEGO Q.3559 
CPMEX22Spe200 SEQUIA Q.1405 

N O 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.DEN ESTADO FENOLOGICO ~ 

CPMEXlStr150 EDO. VEGETATIVO 0.0307 
CPMEXlStr150 FLORACION 0.4178 
CPMEXl:¡trl 50 LLEANDO DE VAINA 0.0754 
CPMEX2 S 200 EDO. VEGETATIVO 0.0232 
CPMEX22 pe FLORACION 0.6085 
CPMEX22Spe200 LLENADO DE VAINA 0.1130 Spe200 

N O kg/ha EOO. VEGETATIVO 0.0174 
N O kg/ha FLORACION 0.3194 
N o kgfnéi LLEI:!l".DO DE V1\INA 0.0535 
N 60 kg/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 EQQ, EENOT.OGICO x 

NEGRO 150G3 EDO. VEGETATIVO 0.0235 
NEGRO 150G3 FLORACION 0.4051 
NEGRO 150G3 LLENADO DE VAINA 0.2048 
BAYO DURANGO EDO. VEGETATIVO 0.0190 
BAYO DURANGO FLORACION 0.4337 
BAYO DURANGO LLENADO DE VAINA o.o 
MICHOACAN 12A3 EDO. VEGETATIVO 0.0159 
MICHOACAN 12A3 FLORACION 0.3919 
MICHOACAN 12A3 LLENADO DE VAINA o.o 
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APEND:ICE XV:I. MED:IAS DE LAS INTERACCIONES EN LA PRO 
DUCCION DE PESO SECO DE NODULOS (S:IG:;: 
NIFICl\NCIA = 0.01) 

(CONTINUAC:ION) 

INTERl\CCION 

FUENTE DE N - VARIEDAD 
FUENTE DE N NIVEL DE HUMEDAD '5t 

~=~~Str150 NEGRO 150G3 0.3110 
BAYO DUAANGO 0.1378 

CPMEXlStr150 MICHOACAN 1 2A3 o. 0750 
CPMEX2~tr150 NEGRO 150G3 0.2714 
CPMEX22Spe200 BAYO DUAANGO 0.2097 
CPMEX22Spe200 MICHOACl\N 1 2A3 0.2635 Spe200 

N O kg/ha NEGRO 150G3 0.1675 
N o kg/ha BAYO DURANGO 0.1383 
N o kg/ha MICHOACAN 12A3 0.0644 
N 60 kg/h" NEGRO 150G3 0.0946 
N 60 kg/ha BAYO DURANGO 0.1336 
tl 60 kg/ha MICHOACAN 12A3 0.0342 

:INTERACCION 

N:IVEL DE HUMEDAD-ESTADO FENOLOG:ICO 
NIVEL DE HUM. 

RIEGO 
RIEGO 
R:IEGO 
SEQU:IA 
SEQUIA 
SEQU:IA 

EDO. FENOLOGICO 

Eüi:J. 'VI:GET.nTIVO 
FLORACION 
LLENADO DE VAINA 
EDO. VEGETATIVO 
FLORAC:ION 
LLENADO DE VAINA 

0.0228 
0.5385 
0.0061 
0.0161 
0.2286 
O.GS04 
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APENDICE XVII. MEDIAS DE LA INTERACCION' VARIEDAD X FUENTE DE NITROG.!:O 
NO X ESTADO FENOLOGICO X NIVEL DE HUMEDAD, EN LA SOB~ 
VIVENCIA DE RIZOBIAS POR GRAMO DE SUELO DEL RIZOPLANO 
(SIGNIFICANCIA = 0.01). 

FUENTE DEN ESTADO LOG DEL NUMERO 
VARIEDAD t CEPA ) FENOLOGICO BACTS/G DE SUELO 

CPMEX1strl 50 ESTADO VEGETATIVO 5.08 
CPMEX 1Str150 FLORACION 6.14 
CPMEX1Str150 LLENADO DE VAINA 6.27 
CPMEX1Str150 ESTADO VEGETATIVO 4.36 
CPMEX1Str150 FLORACION 3.93 
CPMEX 1~tr 150 LLENADO DE VJ\ULl\ 3.34 NEGRO 150G3 
CPMEX2 Spe200 ESTADO VEGETATIVO 5.30 
CPMEX22Spe 200 FLORACION 6.12 
CPMEX22Spe200 LLENADO DE VAINA 6.27 
CPMEX22Spe200 ESTADO VEGETATIVO 5.13 
CPMEX22Spe200 FLORACION 4.04 
CPMEX22Spe200 LLENADO DE VAINA 3.01 

~::~~str150 ESTADO VEGETATIVO 4.20 
FLORACION 6.04 CPMEX1~~~~;g LEENADO DE VAINA 6.29 

~::~~Str150 ESTADO VEGETATIVO 3.70 
FLORACION 3.61 

BAYO DURANGO CPMEX1Str150 LLENADO DE VAINA 3.46 CPMEX2~tr150 ESTADO VEGETATIVO 5.00 CPMEX22Spe 2 00 FLORACION 6.27 CPMEX22Spe200 LLENADO DE VAINA 6.32 CPMEX22spe200 
ESTADO VEGETATIVO 4.50 

CPMEX22Spc:?OO FLORACION 4.34 CPMEX22Spe 2 00 LLENADO DE VAINA 3.06 Spe200 

~::~~Str150 ESTADO VEGE'.rATIVO 5.75 
FLORACION 6.02 CPMEX1str150 LLENADO DE VAINA 6.28 CPMEXlStr150 ESTADO VEGETATIVO 3.41 MICHOACAN 12A3 CPMEXlStr150 FLORACION 3.85 CPMEX1Str150 LLENAO DE VAINA 2.81 CPMEX2~tr150 ESTADO VEGETATIVO 5.26 CPMEX22Spe 200 ;E'LOMCION 6.06 CPMEX22Spe 200 LLENADO DE VAINA 6.14 CPMEX22Spe200 ESTADO VEGETATIVO 3.78 CPMEX22Spe200 FLORACION 3.94 CPMEX22Spe200 LLENADO DE VAINA 3.07 Spe2oo 
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