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RE S U MM E N 

La finalidad de este trabajo es b4rsicarnente establecer 

una doble simbiosis que permita lograr un rendimiento efec-

tivo de la a1fotif . 

T;n la introducción se hace referencia acerca de la bac 

ter. la Rhizobiiam meliloti la cual fijt el nitr6geno de la a • 

mósfera en forma sirnbi6tica con plantas Leg_tininos:ts y de - 

que el hongo endomicorrízico obligadoGl¥omu, s _ fa.sciculatus 

interviene de manera simbiótica en 1a c ¥pt j•ci¥Sn de r6 Í'oro-

y otros nutrientes por diversos I;ipos :le planU is. 

Estos dos microorg sni !reos si,niiiont i3 Fr jf :rcc n .n:,. ►or ac-

ción cuando las condiciones del u.uel.o son pobr.¥s en nitróge 

no y fósforo , o bien cuando se trae ta de un celo int órtil,-

con base en tal conocimiento se buscó un suelo que presenta 

ra talas con'tici.ones ; as i como a los dos rnicroorganisrnos - 

para efectuar el trabajo • . 

El -suelo del ter._r'i,no •:xperi nenti¥l presentaba alunas - 

oaraeterfaticas que se consideraron como problemas para el-

desarrollo óptimo de la alfalfa , por lo que se hacía nece-

sario inocular los microorganismos simbiontes • Se trata- 
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de un suelo poco profundo , con grandes cantidades de arci-

lla a lo largo .del perfil , permeabilidad muy lenta , poca- 

humedad ; condiciones poco favorables para el desarrollo de 

la raíz y de la misma planta . 

El suelo presenta arcil1r..s 2 :1 , las cuales se expan- 

den 	o contr.'n de acuerdo al conteni'l o ', _lt;.lilÑ '; .:'. , t n 

rente son áridos . n el caso pie Ftut-, l o.3 1,¥. 	o `,lc. r hi. sol- 

( 	̂,.V TA 	J ?+'QI,Q rSCA CT¥í;N_ I,, 	1976 ) 	; 	los: ciclos r3.el 	ni.•;ró- 

geno y fósforo presentan dificultades para estar a disposi-

ción de las plantas , ya que en estas condiciones las gran-

des cantidades de arcilla actuan como absorbente y adsorben 

te , como agente intercambiante ; lo cual implica un mayor-

trabajo para la planta el adquirirlos . 

Por todo esto se pensó de inmediato en el estableci --

miento de la simbiosis' bacteriana para la captación de ni - 

tró'eno y la simbiosis micótica para la captación del fósfo 

ro . A pesar de que las condiciones que se presentan en el 

terreno experimental no son las óptimas , se tratará de es-

tablecer el cultivo de la. alfalfa ; ya que el problema de - 

la escasez de forraje en la zona es muy fuerte . 

Por otro lado el suelo de la zona nunca ha sido sometí 
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do al cultivo de la alfalfa por lo que se hizo la prueba pa 

ra ver si hay resultados positivos 
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•INTR 0DUCCI 0N 

Este proyecto está enfocado al uso de biofertilizantes 

como una medida complementaria al empleo de fertilizantes , 

ya que estos llegan o causar problemas embientt.,l,=.s e inclu-

so a destruir el equilibrio ecológico , pudiendo también — 

cambiar la estructura del suelo ( Tiedale, S.L. y Nelson ,- 

W.L., 1975 ) 
Por otra parte México no produce la suficiente canti - 

dad de fertilizantes nitrogenados para satisfacer las deman 

das agrícolas ( González , V.E. y Reyes , R.G., 1977 ) 

Existe además la posibilidad de aumentar la producción 

de alimento y mejorar su calidad mediante el uso adecuado y 

prudente de las Leguminoea.e en asociación simbiótica con --

ciertas bacterias. 

Los investigadores alemanes Hellriegel y Willfardtn — 

(1886) , manifestaron en su descubrimiento , que ciertas --

bacterias , que más tarde se denominaron Rhizobium , pene - 

tran en las radiculas de las semillas de las Leguminosas en 

etapa de germinación e inducen la formación de nódulos , --

dentro de las cuales , trabajan en forma simbiótica con el- 
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hospedero para fijar el nitrógeno atmosférico ( opus cit.). 

El fósforo , potasio y nitrógeno son los, tres principa 

les macronutrientes de las plantas ; pero de ello:: el mIs - 

importante en el nitrógeno , por sér el elemento principal-

de las prote.fnas que r;on co ,)oneZte:-3 inlispen s :'role 3 de lós-

tejidos tanto vegetales corno animales , Siendo las protei-

nas la, base de la vida , las Leguminosas constituyen una ri 

quena , pues tr¥:'o;. ;:.ndo en forrna •3i.Tbi6tica 't iu ?i Zo -- 

1)1`a 1 especifico , el ill 	]." 	i ri 1. 	t'i1. era - 

es fijado y proporcionado e.l hombre en forma proteica - 

( Hanson , C.H., 1972 ) 

Los estudios citados y otro ̂ , ponen en evidencia la - 

importancia de las Leguminosas como fuente protéica para el 

hombre , ya sea en forma directa como alimento o bien indi- 

rectamente como forraje para animales , adem1s de acondicio 

nar y enriquecer el suelo . 

En este último aspecto , las Leguminosas son de gran - 

interés ecológico y agrícola como fuente de nitrógeno , ya-

que sostienen la macrovida y le microvida propias del siste 

ma suelo y compensan las continuas pérdidas de nitrógeno --

que caracterizan dicho sistema ( opus cit. ) . 
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As£ pues , es necesario desarrollar una tecnología de- 

la producción, de inoculantes para Leguminosas , dicha techo 

logia no puede ser desarrollada úricamente en el laborato - 

rio , pues la fijación simbiótica del nitrógeno es una reta 

ción compleja que se ve r,fectada por tres factores : la bac 

tenia , la planta y el medio. ambiente . Un mejor conocimien 

to de la naturaleza y un manejo adecuado del sistema bioló-

gico puede poner a nuestro alcance métodos económicos y efi 

cientés para tener plantas de. alta calidad protéica ( opus-

cit. ) . 

Por otro lado existe otro tipo de simbiosis entre hon-

gos y plantas superiores en Breas ampliamente distribuidas-

en todo el mundo . Este tipo de asociación entre hongos fi-

lamentosos y plantas vasculares se conoce cono micorrizas 

( Rovira , A.D., 1965 Y 

Con respecto a las micorrizas se' sabe comúnmente que - 

tienen ramificaciones más cortas , pero más gruesas y con - 

frecuencia más abundantes que las raicee ordin;-rias , ade - 

más poseen pocos o ningún pelo radical . 

¡ti hongo micorrizico se Le encuentra parte en el suelo 

y parte en la raf z del hospedero y a menudo forma una red - 
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de filamentos sobre l- superficie de la rafz (manto) ; - - 

de tal manera que la raíz no está en contacto- directo con - 

el suelo. Tsto fué observado por primera vez por el mic6lo 

go francés Louis René Tulasné ( 1841 ) 

Existen tres tipos de hongos micorrizieos : endotr6fi- 

cos , ectotróficos y peritr6ficos de acuerdo principalmente 

a la forma como se encuentran interaccionando los filamen - 

tos de los hongos con las raíces ( Wilde , S.A., 1954 ) 

Nuestro trabajo está enfocado principalmente al estu - 

dio de hongos end.otróficos , que son los hongos endomicorri 

zicos vesiculo-arbusculres . Generalmente la mayoría per-

tenecen al grupo de los Ficomicetos y gran parte de ellos - 

penetran en las células de la raíz , encontrándose muy ex - 

tendidos en las rafces dé las plantas; son muy difíciles de 

• estudiar y de cultivar . ( opus cit. ) 

Se sabe también que los endofitos involucrados en las- 

micorrizas vesfeulo-arbusculn.res ( V-A ) producen propágu - 

los como clamidosporas o zigospora:. que son frecuentemente-

grandes y pobremente adaptadas para la diseminación ; pero-

a pes?.r de ésto , están distribuidos en todos lora suelos ,-

desde vírgenes hasta habitate ecológicos clímax ( Barrow .- 



N.J., 1977 ) 

Por todo• lo anterior , estos hongos se les encuentra - 

estrechamente asociados  a una gran variedad de plantas cul-

tivadas y silvestres, esto tiene ventajas ecológicas , espe 

cialmente en.aquellas plantas de habitato con deficiencias-

de fósforo y nitrógeno . Además este tipo de hongo propor-

ciona a las plantas un gran suministro de otros iones apar-

te de fosfatos ; tales como hierro , cobre , zinc , molibde 

no , etc. La captación de fósforo por la planta hospedera-

se debe básicamente a que el hongo endotrófico posee una - 

red extensiva de micelios con lo cual incrementa el (rea de 

superficie ocupada , es decir r!ue estos micelios aumentan - 

el volíimen de suelo explorado y toman por un mecanismo seme 

jante al de la raíz el fosfato de z onc s alejadas a ella, en:  

donde se está agotando ; luego de captarlo lo traslocen y - 

libera n :n la corteza de la raíz hospedera 

Así como resultado de esta acción por el hongo se tie-

ne un mr: j ora.miento en la nutrición del fósforo y el consi - 

";mente aumento en el rendimiento del crecimiento vegetal . 

De la misma manera que en el establecimiento de la sim 

biosis para la fijación del nitrógeno , los niveles de fós- 



foro afecttin al desarrollo del hongo , dado que l infec — 

eión micorrfzica es más densa sobre los suelos inf Srtiles ; 

debido e. que la adición de fertilizantes con estos rna.cronu-

trientes llegan a reducir la infección micorrízica . Esto—

se debe princinalmente a aue el fósforo agregado al. suelo — 

reacciona con las arcillas tornr'.ndose cada vez menos asimi—

lables nufmicrrmente por las pl:m.nte.s ; por lo que los suelos 

fertilizados regularmente tienen grandes resorve.<; de f6sfo—

ro no disponible y aunque el endofito no moviliza la frac — 

ción insoluble' de algunas fuentes de fósforo corno la harina 

de hueso, fosfato de calcio, apc.tita, roca fosfórica, fosfa 

to de hierro, fosfato de aluminio, etc., si se asegura una—

mejor utilización clel fósforo disponible presente en estas—

fuentes ( Azcon—G , C. y Miguel , B.J., 1980 ) 
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OBJETIVO GENERAL 

Aumentar el rendimiento de la alfalfa (Variedad Astro) 

mediante el uso de una doble simbiosis (-Leguminosa -  Tre --

dicago sativa,-  Bacteria fijadora de nitr6geno -  Rhizobium- 

rneliloti,-  Hongo endomicorrisico -  Glomuo fasciculatus  ) en 

un suelo arcilloso (Vertisol; 7a. aproximación) en Loma Al-

ta , Municipio Villa del Carbón, Edo..de México 
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A E T E C E D E N T :; S 

1.- LOCALIZACION : 

La zona de trabajo se localiza al ÑW de 

la Presa Taxhimay en el poblado de Loma lata , lunicipio - 
Villa del Carbón , Edo. de México . Las coordenadas en que-

se encuentra , corresponden a los 190  21' y 190  51' Latitud 

Norte y 990  20' y 990  25' Longitud Oeste (CET''mPAL, - - - 

1971) - Ver fig. 1 

11.- CLI!'A : 

El lugar presenta.una elevación de 2220 m.s.n.m 

por lo que el clima. predominante ahi , es templado subhuine-

do; con lluvias en verano ( Cw ) y. con porcentaje de lluvia 

invernal entre 5 y 10.02 de la anual, la precipitación del-

me b más seco es menor de 40 mm con variantes , dependiendo-

del grado de humedad en diversos puntos de la zona ( Clasi-

ficación de KBppen modificado por Garcfa , 1978 ) 

III.- SUELO 

En la zona de trabajo se reportan los siguien-

tea tipos de suelo : Feozem H plico , predomina principal - 

mente y tiene una textura media a los 30 cm superficiales - 
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FIGURA 1. 
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del suelo. Se encuentra también el Vertisol Pélico , con - 

textura media en los 30 cm superficiales (CARTA EDAFOLOGICA 

CET-:NAL, 1976) 

En tériiinos generales son suelos delgados y muy pesa - 

dos , limitados por un estrato endurecido (.Feozem , Verti-

sol y Litosol ) *y presentan cierta pedregosidad . 

IV.- VT;GF.TACION : 

La vegetación natural de la zona contrasta 

con el tipo de clima , pues en ella se encuentran plantas - 

caracterfsticas de regiones drid.e.s : huizaches ( Acacia - - 

eg. ) ,nopales ( •  Opuntia sp.. ) y magueyes (ap vvee_sp. ) 

Sin embargo esto se. explica por la accidentara topografía , 

que promueve un excesivo escurrimiento del agua de lluvia - 

y consecuentemente una baja absorción y retención de agua - 

por el suelo ; esto favorece la presencia de texturas finas 

y estratos endurecidos. 

Los terrenos cultivables son en su mayoría de temporal 

y se someten a monocultivo (maíz) , aunque también es posi-

ble encontrar frijol , calabaza y alfalfa .  

Las zonas dependientes pronunciadas presentan vegeta - 

ción natural principalmente de tipo secundario ( matorral - 
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ineri e , nopalera -) , mientras que las partes superiores de 

éstas laderas .se cubren principalmente de pastos inducidos, 

generalmente sobrepaetoreados 

( Subsecretaria Forestal y de la Fauna ..., 1979 ) y datos ob-

tenidos de observaciones directos de los personajes que rea 

lizaron este trabajo . 

v . - PARCELA EXPTRII=TAL : 

La parcela fue rentada mediante - 

un convenio entre dueño y UNAM , por lo que el tiempo para-

experimentar en ella era limitado (un año , de rfiERO 1980 - 

ENERO 1981) . El terreno está ubicado frente a la casa del 

dueño y a otro terreno cultivado con maíz 

La parcela experimental fue cultivada los íntimos años 

sembrando maíz primeramente , después avena y por último --

otra vez mai.z . Durante estos cultivos la tierra ha sido - 

barbechada con tractor usando arado,  de disco y cultivando-

con arado de bueyes . A principio de enero de 1980 , el --

terreno recibió un primer barbecho con tractor , con arado-

de disco y le acondicionaron después estiercol pulverizado-

el cual se dispersó en el terreno . A fines de enero del --

mismo año , se efectué el muestreo que consistió en hacer - 
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dos perfiles . in esta misma fecha el terreno recibió un - 

segundo barbecho con arado de bueyes , eliminando toda la - 

vegetación . El 23 de febrero el terreno fue nivelado , se 

abrieron los surcos de riego , mismos que dividieron el te-

rreno en 5 parceles experimentales de aproximadamente 4x6 - 

mt. aue fueron marcadas como : Parcela Testigo , Parcela --

312 , P. 313 , P. 314 , P. 305 , (numeración que correspon-

de al tipo de bacteria utilizado , para facilitar su nom€-- 

clatura); y se conectaron con la afluencia permanente de a- 

gua. ( Ver fig.2 ) . 

El terreno es utilizado fuera de. temporal dado que pro 

lenta una pendiente. favorable pera el riego por gravedad . 

Ver fig. 3 - •  

Todos los antecedentes ant(¥riores fueron proporciona - 

dos por el dueño de la parcela experimental . 
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FIGURA 3. 
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JAATERIALYMETODO 

1.- Realización y descripción de perfiles del suelo del -- 

área de estudio 

2.- Determinación de parámetros físicos y químicos del sue-

lo , tales como : Textura , Color , PH , Densidad Apa--

rente , Densidad Real , Iateria Orgánica , Capacidad de 

intercambio caati6nico total , Calcio , 1Vagnesio , Fósfo 

ro , Potasio y Nitrógeno . . 

3.- Propagación de bacterias Rhizobium meliloti, tanto en - 

medio liquido como en sólido . 

4.- Inoculación de las cepas de bacterias a las semillas de 

alfalfa , arreglo del terrero y siembra de las semillas 

en el campo e invernadero 

5.- Inoculación de las cepas de bacterias a conejos , para-

obtener antisueros , los cuales servirán para comprobar 

la. existencia• de las bacterias en los nódulos de las - 

raíces de la alfalfa 

6.- Propagación del hongo endomicorrizico Glomus fascicula-

tus, en tres hospederos vegotc.les ( cebolla, cebada y - 

alfalfa ) . 



7.- Recuperación e identificación de 1..s espora:- del hongo-

Glomus fasciculatus 

8.- .Inocula.ci6n de las semillss de alfalfa con esporas a - 

nivel do campo y de invernadero . 

9.- Cuantificación de la nodulación en las raíces de la al-

falfa e identificación de la simbiosis que se llevó a - 

cabo 

10.- Interpretación estadística de los datos obtenidos de --- 

los resultados del cultivo de la alfalfa 
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Para la determinación de parámetros físicos y químicos 

del suelo se realizaron dos perfiles , uno se hizo a la mi-

tad del terreno experimental y otro entre las parcelas 305- 

y 314 , esto se hizo para ver si no hay alguna variación de 

las condiciones del suelo dentro del terreno . Ver fig. 3. 

En el primer perfil se encontró la roca madre a los 69 

cm de profundidad ; la primera capa u horizonte tiene de 0- 

a 15 cm , la segunda capa de 15 a 32 cm , la tercera de 32-

a 49 cm y la cuarta de 49 a 69 cm . 

En general se presenta una transición muy marcada , --

textura arcillosa hasta los 20 cm superficiales y cambia a-

arenosa hasta los 69 cm., su consistencia es pegajosa prime 

ramente y después arenosa . El color varia de pardo obscu-

ro a pardo amarillento (color en húmedo) 

En el segundo perfil encontramos la roca madre a los - 

72 cm de profundidad , la primera capa u horizonte fu é de - 

0 a 15 cm , la segunda de 15 a 35 cm , la tercera de 35 a - 

50 cm y la cuarta de 50 a 72 cm . 

También encontramos una transición muy marcada y una - 

textura arcillosa en la capa superficial y la segunda capa-

después hay una variación brusca dado que la textura se -- 
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vuelve arenosa hasta la roc,-! r.,adre . In cuanto a su consis 

tencia se presentó pegajosa de los 0 a 35 crn, despucss se — 

vuelve crenosa hasta los 72 cm ; el color fué en la capa su 

perficial hasta los 35 cm pardo claro , y de ahí hasta la — 

roca madre se presentó pardo amarillento (color en húmedo). 

Se tomaron muestras de los dos perfiles del suelo para 

realizar los parámetros físicos y químicos anteriormente se 

alados . Esto se hizo con el objeto de determinar si es — 

factible llevar a cabo la doble simbiosis en ese tipo de --

suelo , ya que se sabe por un lado que la bacteria fijadora 

de nitrógeno Rhizobium meliloti requiere para su desarrollo 

óptimo de un PH de 6 a 7 y una, tempere.tura de 30 a 35 oC — 

(Vincent J.M., 1975) . Siendo más resistente a. la alcalini 

dad que a la acidez 
o 

F.n cuanto al hongo endomicorrízico vesículo-arbuscular 

Glomus fasciculatus solo requiere para su desarrollo óptimo 

un PH entre 7 y 7.5 y una temperatura de 23 a 25 oC . Ade— 

más de uri suelo pobre en .fósforo preferentemente , así como. 

un hospedero vegetal aue le proi¥orcione hidratos de carbono 

para su nutrición ya que se trata de un hongo simbionte -- 

obligado ( Nicolson , T.H., 1967 ) . 
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Con respecto 'al hospedero , se escogi6 a la alfalfa , 

Medicago sativa ( Variedad Astro ) ; es una Leguminosa que-

requiere para su crecimiento de un suelo profundo , con ni- 

veles altos-  de potasio y fdsforo , asf como de un buen dre-

naje y baja salinidad . Requiere adem4s de un PU en el 

rango de 6.8-7.2 . 

Se experimentó con esta Leguminosa , por considerarla- 

como la más adecuada para nuestro trabajo ; dado que es una 

especie herbácea , perenne, la cual se puede observar por - 

tiempo indefinido ; y en virtud de que en la zona no existe 

producción de forraje para el ganado ( Hanson , C.H. , 1972) 
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DETNRMINACION DE L ATRIA ORGANICA : 

Se us6 el método de Via-Húmeda de Viallcey y Black , por 

ser un método rápido y eficaz , se basa en la titulación 

del exceso de agente oxidante sobre la materia orgánica ; - 

este oxidante suele ser dicromato de potasio , dnicamente - 

se utilizan 0.5 a de suelo . Este proceso tiene como venta 

ja la poca preparación de la muestra ( Jackson LI.L„ 1976; 

Chapman , H.D., y Pratt , P.F., 1976 ) 

DÉTE RT .INACI ON DE PH' : 

Se emplearon dos métodos para tener una relación más - 

confiable , el colorimétrico y el electrométrico 

En el primero se usan colorantes adecuados o indicado-

res ácido-base , cuyo color cambia con la actividad del i6n 

hidrógeno, se usa más en el carpo , proporciona resultados-

que están dentro de 0.3 de error ; dichas variaciones son - 

causadas por interferencia: y errores de manejo de los irsdi 

cadoree , El segundo método está basado en un potencial - 

con electrodos indicativos del ibn , se lee contra un elec-

trodo de referencia , y el PH es más exacto (opus cit.) . 
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DETE11  MINACION DE ' TEXTURA : 

Se usó el método del Densímetro de Bouyoucus, por con- 

siderarlo eficiente; consiste propiamente en la dispersión-

de las partículas del suelo(arena, limo, ercilla) eliminan- 

dolos factores que determinan su arre jraci6n para realizar-

después un análisis granulométrico que consiste en la sedi- 

mentación diferencial de los distintos 1•otec o clases de - 

partículas de suelo . 	Todo esto presupone el cumplimien- 

to de la Ley de Stokes, que nos indica la velocidad de ca:!-

da de las partículas en función de su radio ; debido a esta 

sedinertación diferencial ocurre un cambio de la concentra- 

cióny de la densidad de la suspensión , hecho que se re.i.s 

tra con la ayuda del densímetro (opus cit.) 

DENSIDAD APARENTE : 

Se determinó por el método de la probeta, sabiendo que 

la densidad aparente es la relación que existe entre el. pe-
so de la masa del suelo y su volumen total, tomando en ev.en 

ta el aire y el agua de sus poros . La determinación en el 

campo se hizo de la siguiente manera: se removió un voluSmen 
conocido de suelo en su estado natural y posteriormente se- 

determinó en el laboratorio su peso seco, para conocer la - 
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densidad en e/cc. (opus cit.) 

DENSIDAD REAL : 

Se determinó por el método del picnómetro, pesando - 

las partículas en suspensión del suelo, dentro de un vold - 

mon conocido • En este caso se considera únicamente a las 

particular del suelo (opus cit.) 

COLOR DEL SUELO : 

Se determinó con las Cartas de Colores Estándar Mun: •---

sell, Co. Inc. ( 1958 ), estas tablas estfn constituidas - 

por 175 o 177 colores diferentes y montados sistemáticamen-

te de acuerdo a las tres propiedades esenciales del color - 

(matiz, pureza, intensidad) 

CAPACIDAD DE INTERCA:, t-DIO CATIC.41C0 TOTi+L : 

Para la determinación del parámetro anterior, se usó - 

el método de saturación del suelo por un catión , por ser - 

recomendable para suelob dcidos(I:4too del Vorsenato) 

Esta técnica se basa en la saturación del suelo por - 

un catión indice como el NH4  , Na , Ba , Ca, oto., lavado - 

del exceso de sales y determinación de la cantidad de cati-

6n indice retenido (opus cit.) . 
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DETER?¥INACION DE NUTRII NT ¥S ( AT,'ONIO , NITRATOS , FOSFORO 

NITROGENO ,- POTASIO , CALCIO , MAGITESIO ) 

La determinari6n pie estos elementos en el suelo es - 

esencial ya que es sabido que son constituyentes del tejido 

vegetal, además de que actúan como catalizadores o estimo - 

lantes . Son importantes porque ayudan a regular el conte - 

nido de ácido de las plantas , pueden afectar la presi6n - 

osm4tiea , asf como la entrada de otros elementos a la plan 

ta; o bien puede ayudar al crecimiento de la planta . 

Los niitrientes señalados anteriormente se determina - 

ron todos por el método de Iti1organ y otros mt todos ; los - 

cuales se describirán a continuaci6n . 

El Nitrógeno , fu é determinado por el método del acro 

Kjeldahl. ( Vincent , J.M., 1975 ) 

El Fósforo , se detertnin6 por el método de Bray y ----

Kurtz ( 1945 ) . 

El Potasio , fu é determinado por e]. método dt Potoco - 

lorimetría ( Navarro , C .A., 1957 ) 

El Calcio y Magnesio , se realizaron por el método de-

Versenato por Centrifugaci6n ( Jackson , I .L ., 1976 ) . 
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PROPAGACION DE BACTERIAS D^  Rhizobium meliloti 

Las bacterias fijadoras de nitrógeno con las cuales - 

se llevó a cabo la simbiosis, fueron proporcionadas por la-

Escuela Nacional de Ciencias Biológicas (I.P.N.), se nos - 

dió 4 cepas bacterianas marcadas como 305, 314, 313, 312, - 

para su propagación empleamos el medio de cultivo do Levadú 

ra-Manitol propuesto por Freed y Was1 man (1975) • 

La propagación se llevóa cabo, tanto en medio liquido 

como en sólido . 

SIIiBIOSIS DE LA BACTERIA - ALFALFA ( 1N EL CAMPO ) 

Se propasaron 'las bact' t• i.as en medio lfquido dó j6 uio - 
las reproducir durante cuatro días a 28°C . Inmediatamente 

después se centrifugan las soluciones bacterianas a 3000 	- 

rev/mita durante 10 min. Las células as i concentradas se - 
mantienen con una solución salina fisiológica estéril. 

La operación siguiente consistió en la preparación de- 

la semilla para le siembra (preparación del inóculo) . 

Las semillas se impregnan de goma artbip.a, Be les 	- 

adiciona turba comercial libre de microorganismos( se este-

rilizó con calor húmedo a 120 °C durante 15 min . ) esta - 
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turba sirve colo soporte para las bacterias . Dicha opera-

ción ee realizó un dia anterior a la siembra . 

Fan cuanto al terreno, se llevó a cabo la elaboración - 

de cajetes para que haya una mayor retención de agua , se - 

removió el suelo_ y se regó . Después de esto, la semilla - 

previamente preparada con su inóculo se sembró al boleo, - 

usando 200g por cada parcela . 	,:sto nos da 83 Kg por Ha. 

SI1 BIOSIS DE LAS B iCTFRIAS-! LP LFÁ ( IN 1.RNADBRO ) 

En el invernadero se inoculé la semilla de alfalfa con 

la bacteria . Se prepararon 6 macetas por cada cepa bacte-

riana y 4 macetas testigo; sus dimensiones son de 20 cm de 

diametro por 24 cm de largo f profundidad Y- . 

Las macetas fueron llenadas con aproxim damente 7 Kg - 

de suelo, colectado de la parcela experimental, el cual se- 

utilizó sin esterilizar. 	La inoculación se realizó de la- 

misma manera iue en el c^rnpo. 	Se agregó por cada maceta - 

40 semillas , se hizo u.r Gclareo deenués, dejando 10 plan - 

tas por maceta , dado que el espacio era pequer'ío para 40 -- 

plantas , se nrocur6 dejar un ndmero edecuado de ellas para 

cue 	u CT"'C]:Iii 3Y to fu r.'t Ir1,¥•r favorable 
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OBTE,r CJ CN Di LOS SU :ROS PIflA LA ID:.IN?T11P'TCACICN DE LS CEPAS 

rN LOS 1 ODULOS DE LAS PLANTAS 

Se sabe que la superficie de las células bacterianas - 

son portadoras de antígenos que pueden reconocerse por su - 

capacidad para producir anticuerpos en mamíferos . En este 

conocimiento se basa la técnica empleada para la identifica 

ción de bacterias nue se encuentran en los nódulos de las - 

raíces de las plantas . Esto es debido a la especificided-

cue presenta el anticuerpo para cada tipo de cepa bacteria-

na , que provocó su producción . 

Para la preparación del inóculo se propE.garon las bac-

tercas en medio sólido, con diluciones muy bajas de bacte - 

rías . Con el asa bacteriológica estéril se toman las bac- 

• tercas, se diluyen con 10 ml de solución salina al 0.85 % - 

estéril en un tubo de ensaye, se tomó 1 ml de la solución , 

previamente homogeneizada y se agrega a otro tubo de ensaye 

que contiene 9 ml de solución salina(Vincent , 1.975) 

Se zlepitieron los pasos anteriores con las colonias - 

obtenidas . Este cultivo fú6 hecho para tener colonias - 

completamente aisladas y con una alta probabilidad de que - 

la colonia formada derivara de una sola célula ; con esto - 
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se obtiene una mayor confiabilidad en el clonado . 

Asi, la colonia aislada , que se obtiene por cada cepa 

fu é propagada en tubos de ensaye con el tipo de medio sóli-

do , durante 48 horas , incubadas a 28 oC y puestas después 

a 4 oC para ser usadas como „stock" 

Con los tubos usados como stock" , se realizó la 	- 

propagación de las bacterias de  Rhizobium meliloti de las 4 

cepas en medio liquido, sembrando 5 frascos para cada cepa-

con la finalidad de asegurar la cantidad de antígeno necesa 

ria y prevenir la posible pérdida por contaminación 

Teniendo un desarrollo poblacional alto después de 4 - 

días, la solución bacteriana se centrifuga a 6000 rev/min , 

durante 10 mm n para concentrar las células , y después son-

resuspendidas con una solución salina fisiológica estril. 

Esta suspensión fué calentada a baño maría hasta el - 

punto de ebullición durante 30 min con el fin de destruir - 

los antígenos flagelares dado que se obtiene mayor especifi 

cidad por parte de antígenos somáticas para la identifica - 

ción de cepas (Vincent, 1975 ; Dudman , 1964) 

Se vuelve a centrifugar la solución para eliminar los-

flr.telos, quf:dando en el fondo 1.3s p<'rtes de las e luías - 
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( la membrana celular ) a lr¥s cuales se les agrega solución 

salina estéril para poder recogerlas y ser inyectadas des - 

pues de que se hayan contado 

Las bacterias fueron contadas por el método de tic. Par 

land (1976), que se fundamenta en la medici6n de la turbi - 

dez producida por la reacción de las soluciones de ácido - 

sulfúrico y cloruro de bario en diferentes concentraciones-- 

y comparandolas con la turbidez de la suspens¥6n qu.e contie 

ne las bacterias . ( Fig. 4. ) 

A los conejos inoculados se les aplicó las siguientes-

concentraciones bacterianas en 4 días sucesivos 

ler. día 	cepa 305 	4.875x109 bacterias / ml 

cepa 314 	4.830x109 	" •  " 

cepa 313 , 	4.890x109 

cepa 312 	4.800x109 

2do. día 	cepa 305 	15.378x109 

cepa 314 	14.94 x109 

cepa 313 	14.84 x109 

cepa 312 	14.95 x109 

3er. die. 	cepa. 305 	30.00 xl09  

cepá 314 	30.22 x109 	n 	n 
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cepa 313 30.27 x109 bacterias / mi 

cepa 312 30.04 x109  

4to. dfa 	cepa 305 40. 	5 x109  

cepa 314 48.75 x109 	" 	" 

cepa 313 47.25 x109  

cepo. 312 40.95 x109 	" 	" 

La inoculación de los conejos se hizo va endovenosa - 

(en la vena marginal de la oreja) se utilizó cloroformo co-

mo vaso dilatador. F1 inóculo se preparó diariamente . 

Diez días después de la última inyección se aplico una 

dosis de activación cuya solución bacteriana era de 3 cc. 

A la semana dedo hecho anteriormente se mata el ami - 

mal y se recoge toda la sangre . Para la extracción de la - 

sangre se mata al conejo asfixiendolo en un recipiente gran 

de con cloroformo (algodón empapado) enseguida se hace un - 

corte para abrir cerca de la cavidad torLxica , se cortó la 

vena cava inferior y se recogió la sangre rápidamente para- 

evitar la coagulación en el interior del conejo o en la je-

ringa. La sangre se colocó en tubos est4riles y se pusie-

ron en bario varia a 37 0C durante 1 hora para facilitar la-

coagulación de la sangre . Se fracciona el coágulo y se in 
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cuba á 20 °C durante media hora, para facilitar la exuda - 

ci6n del suero . Despuls de esto, se separa el coágulo 

por centrifugací6n a 3000 rey/mm n durante 5 min . El suero 

limpio se c.ónserv6 en una solución concentrada de 0.05 % de 

fenol a una temperatura de 4 oC 
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PROPAGACION DEL HONGO Glomus faoeiculatus 

Dicho hongo fu é proporcionado por la Escuela Nacional-

de Ciencias Biológicas del (I .P.N . ), en la siguiente forma. 

Se nos proporcionó 1 Kg de suelo con esporas del hon - 

go , para su propagación se utilizaron como hospederos vega 

tales .(alfalfa, cebolla y cebada), con la finalidad de com-

parar cual es más apto para desarrollar la infección , y ob 

tener esporas para la inoculación de alfalfa ; y la alfalfa 

como hospedero para determinar sise da la asociación con,-

el hongo y así proseguir con el trabajo . Para ello usamos 

dos dispositivos :,el primero llamado Botella invertida , y 

el segundo llamado Jarra - Botella de Leonard , el cual lle 

va una solución nutritiva.. - Ver fig. 5 r 6 ( Vincent , --

J .M ., 1975 ) • 

En cuanto al sembrado de loo hospederos vegetales se - 

llevó a cabo de la siguiente forma : 

Se usaron 10 enveses de cerveza tamaño familiar color-

ambar y sin fondo . Se les tapó la parte superior con alga 

dón para usarse como macetas, se afadi6 arena de río a es - 

tas y se taparon con papel aluminio, después se esteriliza- 

• 
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• FIGURA 5. 

DISPOSITIVO DE LA BOTELLA INVERTIDA. 
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ESPORAS. 



FIGURA 6. 

DISPOSITIVO DE LA JARRA BOTELLA DE LEONARO. 
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non . 	Ya frío el -uelo (arena cae rfo) se cir!mbrE!.n las se- 

millas dd cebolla • y cebada previamente desinfectadas con - 

cloruro de mercurio al 10 % . Se colocaron 10 semillas -- 
por cada envase, posteriormente se riegan con agua destila-

da estéril y se dejan germinar tapadas con papel aluminio - 

nara evitar la entrada de otros microorganismos • 

A los 10 días se añaden las esporas del hongo y medio-

de Jensen para pl!ntulas ( Vincent , J.hi., 1975 ).. 

Una vez germinadas las semillas, los dispositivos de-

Botella invertida, se traslad.an.a una pecera de vidrio ( 50 

cm de ancho y 120 cm de ?,rofundidad )` con la finalidad de - 

nue tenga luz . La pecera fue esterilizada previamente con 

alcohol y calor para evitsr le. cortas iinacibn por otros mi - 

croorganismos ; dicha pecera se tsp6 muy bien con* un plásti 

co estéril . 1n estas condiciones las plrntulas se dejan - 

crecer durante un mes 

Los dispositivos de la Jarra - Botella de Leonard se - 

mantuvieron a medio ambiente , sin utilizar la pecera 
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EXTRACCION DE ESPORA 3 TOR Ti F ETODO DE TAr°IZADO HUTI EDO 

	

Fan condiciones estériles se hace una suspenei6n de 	- 

aproximadamente 200 ml de suelo en 500 ml de agua destilada 

se agita constantemente hasta la disolución completa de par 

t1culae más grandes y se dejan sedimentar , posteriormente- 

esto es pasado a un tamiz de 841 mitras, donde se retienen-

las partículas de. mayor tcmzflio y el filtrado se recoge. en - 

un recipiente estéril . z:;ste 11quido es pasado nuevamente-

por otro tamiz de ,malla m4s fina de 44 micras,, el liquodo - 

filtrado es eliminado, dado que las esnora.s quede:-: reteni - 

das en el tamiz ; a este se le hace un lavado de manera 

	

que no se pierdan lbs esporas , dejando aproximuclamente 	- 

unos 25 ml de agua para que las esporas en solucidn sean re 

cogidas en un vaso de predipitados ( Sutton , 1972 ) 

CONTEO Dl ESPORAS 

Una,  vez que las esporas han sido obtenidas por el mé - 

todo de tamizado húmedo, la solución en que se encuentran - 

se agita vigorosamente hasta homogenizarla, luego se toma - 

1 ml de la muestra y se coloca en una caja de Petri para. - 
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ser observadas al microscopio . Así pues , el número de - 	ri 

esporas observadas en 1 m1 se toman como referencia para - 

agregárselas a las macetas con las plántulas . De' esta, ma-

nera fu é como se determinó la cantidad de esporas añadidas-

a cada una de las macetas 

TINCION DF LAS RAICES POR LA TE CICA DE PHI.LLIPS Y HY 1AN - 

t i7 t 	! • 

Las raíces de las plantas se sacaron de los dispositi- 

vos para'ver el grado de infección por el hongo, el proce-. 

dimiento consistió en lo siguiente,: 

Se colectó suelo de alrededor de las raíces de las - 

plantas hospederas . Se tonmu-ron 200 ml de suelo y se disol 

vieron en 300'ml de agua  el material radicular se lava 

dentro de la suspensión para dejar ahí le.s posibles esporas 

que queden adheridas , la solución del suelo se agita vigo-

rosamente para permitir que las partículas gruesas sedimen-

ten bien, después se pasó a un tamiz de 841 micras • Este- 

proceso se repite una vez más , la suspensión es colectada-
y pasada a otro tamiz de 44 micras , las partículas ahí re- 

tenidas se lavan con agua destilada y se recogen en un vaso. 
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In cuanto a la tinción, se usaron segmentos o raíces - 

completas frescas o fijadas en (r.A.A.)&  , se * calentaron a- 

90 °C en KOH al 10 0% durante una hora, esto es para remover 

el citoplasma del hospedero y la mayor parte de los núcleos 

ya nue los raíces se clarifican y el cilindro vascular se - 

hace distintivamente más visible . 

Las raíces se sumergieron luego en agua y se acidifica 
ron con HC1 al 1 % durante unos segundos, despuls se tifie - 

ron con aoaul de tripano,al 0.05 % en lactofenol y luego se- 

le retiró el. exceso de colorante con lactofenol . 

nseguida del paso anterior , los segmentos radicula - 

res se montaron en portaobjetos temporalmente en lactofenol 

y se presionaron ligeramente (squash) con el cubrgobjeto ,-

se hicieron observaciones al microscopio 

& = formol - ácido acético - etanol . 

41 



ID NTIFICACION DT 1SPORAS 

Como ya se mencionó anteriormente el hongo Glomus fas- 

ciculatus,  pertenece a la familia Fndogonáceae , por lo que 

para su identificación se utilizó una clave correspondiente 

a dicha familia . 

a) Con un gotero se tomó une muestre'. de 1 ml y se colocó - 

en una caja de Petri, se' observó al microscopio . 

b) La observación de las esporas consistió en ver sus carac 

teristicas tales como la forma del cuerno; si es grande, es 

férica o irregular, sus hifas de sostsn, contenidos vacuola 

res , su color (que va desde el 'hialino a café rojizo) . 

Después de la primera observación, se realizó otra, - 

las esporas de la caja de .Petri se pisaron a un vidrio de - 

reloj para verse a una ma;for ar-plif'icación y corroborar las 

características mencionadas  

Se analizaron las siguientes características : 

Forma del cuerpo, tamafo, color, número y naturaleza - 

de sus paredes que pueden ser gruesas, lisas, delgadas o - 

adornadas; la naturaleza de las hifas de sostén y base de - 

la espora (simple, hinchada, bulbosa) el tipo de poro (si - 

es ocluido o no) . 
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RESULTADOS DE LA SI1sIBIOSIS BACTERIANA . 

Se midió la talla de las plantas de alfalfa en las 5 

parcelas en el campo y todas las macetas en el inverna - 

dero . Se contaron los nódulos de cada una de las plan - 
tas que se muestrearon en el campo y en el invernadero. 

Para la medición de la talla se consideró de la coro 

na de la planta hasta las puntas de las ramas . 

En cuanto al conteo de n6dulos se hizo de la alguien 

te forma para el campo : se extraen 50 pinntas al azar-

en diferentes. puntos de la parcela, el área considerada - 

por cada extracción es el de la pala ( 20 x 20 cm ), solo 

se cuentan los nódulos de una sola planta de cada extrae-

ción 0  Esto se repite para caria una de las 5 parcelas 
En el caso del invernadero se maestrearon todas las- 

plantas de las macetas, contando el total de plantas per-

tenecientes a cada cepa , lo mismo se hizo con las plan - 

tas testigo . 

Con respecto al peso de las plantas,solo considera - 

mos adecuado pesar las del invernadero; puesto que aquí - 
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no hubo alteraciones de los factores climáticos , ya que - 

las condiciones de estos fueron constantes ;'de tal manera 

que no se vió afectado el crecimiento por este aspecto. 

Sin embargo en el campo, la variación de estos facto- 

res fue muy extremosa , dado que el cultivo recibió dos - 

temporadas totalmente diferentes, una de sequía y otra de-

lluvia abundante, con lo cual se alteró mucho el crecimien 

to de las plantas . Por tanto el peso de las plantas en - 

el campo no se obtuvo. 

El resultado en peso seco de las plantas en el inver- 

nadero son': 	cultivo 	No. de plantas 	peso seco(g) 

Testigo 	26 	47.122 

305 	24 	 51.694 

312 	20 	 152.629 

El conteo de n6dulos se hizo para cada planta, consi-

derando únicamente los n6dulos adheridos a las raíces 

Ver los datos de modulación y talla en el Apéndice A, 

A los resultados obtenidos se les di6 una interpreta-

ci6n estadística , utilizando contraste de hipótesis para-

diferencia de medias ( Erwin, K. , 1976 ) entre las plan.- 
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tas testigo y las problema ; además se aplicó el análisis-

estadístico de T de student ( opus cit. ), pdra obtener un 

grado de aceptación o de rechazo de las hipótesis anterior 

mente mencionadas para las medias poblacionales . 

Ver fórmulas y planteamiento de las hipótesis en el - 

Apéndice B . 



PROPAGACION Y SIP.TDIU:3IS f¥;ICOT'ICA 

En cuanto ¡a. la propagación del hongo con el dispositi-

vo de la botella invertida se obtuvieron resultados positi-

vos con un solo hospedero ( cebada ) . 

Con el dispositivo de la jarra botella de Leonard la--

uropagaci6n fue nula . 

Con respecto a la simbiosis del hongo con le alfalfa - 

v la bacteria no se llevó a cabo debido a la pérdida de mu-

chas esporas del hongo Glomus fELscicul.tus , cu:;ndo se es;pe 

riment6 con el dispositivo de la jarra botella de Leonard . 
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IDT;T;TIFICACIOPI DE -:$ O AS Di: Glomus fcsciculr tue 

Se encontraron los siguientes tipos de esporas : 

1.- Tipo de espora de Tndogond.ceae con accesorios 

a) simple 	b) hinchada 	e) bulbosa 

2.- Tipo de esporas con accesorios con conductos 

a) 	abierto 	b) cerrado con membrana 

3.- Esporas de Fndo;on¥iceae con pedúnculo 

a) abierto 	bl) y b2) con tapón 

Ver la fig. •7 . 
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INT ;RPPT:TACION DE RESULTADOS 

El suelo con el cual se trabajó , fue reportado por-

( CETENAL, 1976 ) como Vertisol ( 7a. aproximación ) , - 

presentando las características anteriormente señaladas - 

en los resultados . 

Este suelo tiene ventajas y desventajas agrícolas: 

Las ventajas que presenta este Vertisol son ; alto - 

porcentaje de arcillas 2:1 que permite que halla una ele-

vada capacidad de intercambio catiónico, presenta alta - 

concentración de calcio, magnesio v potasio; ademásposee 

un elevado porcentaje de materia orgánica y una densidad-

real caracterfstica , as i como una densidad aparente baja. 

Las desventajas son; grn cantidad de arcilla que va 

desde el 30 - 40 % , con lo que se hace dificil la germi 

nación de las semillas, ya que ente suelo se encuentra en 

climas aue presentan dos temporadas extremosas, una de se 

Bufa y otra de humedad excesiva . 	En el caso de sequía 

la semilla puesta a germinar nc emerge debido a la dureza 

y agrietamiento del suelo. En el otro caso , en la época 

de lluvia , el suelo presenta poca permeabilidad debido a 



que las arcillas se expanden porque existe un exceso de - 

agua , y la semilla puesta a germinar se ahoga . 	Sin em 

bargo segi5n los resultados obtenidos , nuestro suelo pro;. 

senta las siguientes características: 

La densidad real y aparente nos dan en forma indirec 

ta el % de porosidad y este a su vez se relaciona con el- 

de humedad Que determina la cantidad de agua disponible 

para las plantas . En este caso las densidades nos indi - 

can que el agua disponible es baja , aunando a esto e? ;á-

de arcilla que es muy alto; por lo que se necesita riego-

constante pero sin inundación. Por tanto las plantas no-

se afectan , puesto que el terreno se somete a riego . 

El PIi encontrado en los dos perfiles es de 6.3 a 6.7 

por lo que no es un limitarte para el crecimiento de la - 

alfalfa donde se desarrolla el fnizobiym , este a su vez-

está en su PH óptimo, en cambio el hongo endomicorrizico, 

está muy por abajo del óptimo 

El aplicar estiercol a la parcela experimental, hace 

que disminuya el PH , por lo que consideramos que esto ,-

puede afectar el establecimiento de la. simbiosis . 

En cuanto a la materia orgánica, se tiene un porcenta 
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je muy alto, ya que se reporta que el 3%  es un suelo - 

muy rico en materia orgánica, el nuestro se encuentra - 

por arriba de este nivel. 

En cuanto al calcio y magnesio se tiene que para el 

perfil I , el nivel de calcio es muy elevado , va de 6 - 

12 ton/Ha ; el nivel de magnesio es alto, va de 0.5 - 2.7 

ton/Ha. En el perfil II, el calcio es bajo pero no es un 

limitante para el crecimiento de la alfalfa, va de 1.9 -- 

3 ton/Ha ; el magnesio es también bajo, va de 0.04 - 0.8 

ton/Ha. 

La capacidad de intercambio catiónico es alto, pro-

bablemente corresponde a los niveles altos de materia or 

gánica, que fueron elevados por el abono. adicionado en-

tes de realizar los análisis físicos y químicos del sue- 

lo . 

El nitrógeno para los dos perfiles, se encuentra en 

una cantidad considerada como media, lo que permite que- 

el establecimiento de la simbiosis y el mismo crecimien-

to de las plantas. 

El fósforo se determinó por dos métodos, uno cuali-

tativo y otro cuantitativo . 



El primer método fue determinado por el de ( Morgan, 

1970 ),solo se usó para el primer perfil , los resultados 

dieron muy elevados , los cuales no son confiables ya que 

el método por ser cualitativo tiene mucho error. 

El segundo método fue determinado por el de ( Bray - 

y Kurtz, 1945 ), y solo se usó para el segundo perfil, - 

les resultados dieron muy bajos , en estos hay mayor con-

fiabilidad dado que el método por ser cuantitativo tiene-

menos error y es más aceptable; por tanto el fósforo es - 

un. limitante para el establecimiento de la doble simbio - 

sis. 

El potasio se le encuentra en cantidad elevada; por- 

lo que no es un limitarte vara el desarrollo de la alfal- 

fa. 

De los resultados.  obtenidos del análisis físico y - 

qufmico del suelo., se observa que el fósforo es bajo y -+ 

el nitrógeno se encuentra en término medio ; siendo estas 

las condiciones que el suelo debla presentar , de acuerdo 

con el planteamiento del problema , en el cual se espera-

que con la influencia de la bacteria al fijar el nitróge- 
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no y el hongo al trastocar el fósforo escaso de la rizós-

fera de la planta , compensen en cierta formó el deficit-

de esos macronutrientes en el suelo ; y beneficien de esa 

forma a las plantas. 

Por tanto se determinó que el suelo era favorable pa 

ra el cultivo de la alfalfa , siempre y cuando se le den-

las condiciones de humedad adecuadas ( riego en época de - 

estío, y en época de lluvias hacer canales de riego para-

evitar inunu?aciones , considerancl.o ¡-¥•'¥F1=: 5 que el. t^rreno-

debe estar constantemente x•e ,r¥do oero no anegado 

Con respecto a la rJiI 1  :<i :3 se encontró lo siguiente 

para el caso del invernadero . 

En este aspecto se trabajó con dos cepas bacterianas 

(312.y 305) debido a que las otras dos cepas se perdieron 

por conta►ninación . 	Se encontraron diferencias entre - 

los cultivos inoculados y los testigo. 

Las plantas inoculadas con cepas 312 tuvieron mayor-

rendimiento en cuanto a nocl.ulación y talla , as f como en-

el peso; esto se debe a una posible asosiaci6n de estas - 

bacterias con las bacterias nativas del suelo , ya que - 
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este no fue e ,terilizado en la sier.:brr.. Se notó que e:; - 

tan bacterias tuvieron una mejor adapteaci6n y aue forma--

ron una asosi4ción simbiótica con las bacterias autócto-- 

nas . 	El rendimiento se midió en talla y peso seco (g), 

esto se comprobó al aplicar a los resultados una prueba - 

de hipótesis para diferencia de medias poblacionales y 

el estadístico T student ( Erwin,. K., 1976 ). 

En el caso de las plantas inoculadas con las cepas - 

305 y las testigo , no hubo diferencias, según el análi - 
sis estacdfstico (opus cit.) . 

En el campo, se encontró que no hubo .iferencias en-

la 'nodulación y en la talla de las plantes de alfalfa, ya 

que se encontró nue todas tuvieron nódulos en les reces, 

en los resultados analizados se c?etectó que nuevamente la 

cepa 312 tuvo mayor rendimiento en talla y nodulaci6n. 

Esto se debe a la afinidad que presentan las bacteri 

as 312 'con las nativas, que quizá no son tan especificas, 

y por tanto, establecieron un mutualismo, favoreciendo al-

crecimiento de esas plantas. 

Ahora con respecto a las plantas inoculadas 'con la - 

cepa 305, 314, 313, no hubo diferencias con las testigo - 
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esto se debe a.que las bacterias inoculadas son más espe 

cificas y. no pudieron adaptarse al mecho ambiente, o - 

bien no presentaron afinidad con las bacterias autócto - 

nas que•son más resistentes en su medio, y entraron en--

competencia con ellas ; de tal forma que fueron elimina- 

das de una u otra manera de ese suelo. 	Por tanto no se 

v16 ninguna diferencia en el rendimiento de las plantas-

problema con las testigo. Tampoco se manifestó alguna - 

diferencia con el contraste de hipótesis (opus cit.); se 

hizo una combinación entre todos los resultados.. 

Cabe hacer la aclaración que el muestreo para anal¡ 

zar lo6. nódulos, es, poco confiable, debido a que se tra-

ta de un suelo arcilloso muy dificil de trabajar ; dando 

como resultado una gran pérdida de nódulos, ya que estos 

se encontraban muy adheridos al suelo y no se podían - 

contar . Solamente se consideraron los que quedaban --1  

adheridos a la raíz de la planta. 

Se hace incapie de que los nódulos se les encontra-

be. en las raíces secundarias y pelos radicales, por tan-

to, dado lo delgado y fineza de estos, se perdieron mu - 

chos nódulos que quedaban atrapados en el suelo al extra. 



erse la planta . 

Con respecto al hongo, no se hizo la inoculación en 

el campo; porque se requieren grandes cantidades de espo 

ras para. ello. Además porque en la propagación de este, 

se utilizó alfalfa como hospedero, teniendo como resulta 

do que la infección es muy dificil de lograr (la propaga 

ción se debe hacer antes que la inoculación). 

Debido e. que el hongo es un huesped que requiere pa 

ra su desarrollo de un hospedero vegetal que tenga un pe 

riodo de germinación y crecimiento rápido, caracteríati- 

cas que la alfalfa no presenta, por lo que se rechazó di 

cha prueba. 

En cuanto a la identificación de las bacterias que-

se encontraban en los nódulos de las raíces de las plan- 

tas inoculadas, se prepa.reron sueros específicos , para-

obtener una reacción care.cteristica , que indicara que - 

dichas bacterias inoculadas se encontraban en realidad - 

dentro de los nódulos . 	La reacción esperada se obtuvo 

pero no fue específica para le. cepa que se trataba de - 

probar . Es decir, el suero preparado para cada cepa, - 

reaccionó con todas las soluciones de las otras cepas - 
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312, 313, 314, 305. 	Por lo que consideramos que ese mé 

todo no es factible para identificar las cepas bacteria—

nas ; ya que se reporta que estas son difíciles de monte 

nenas en condiciones iniciales, debido a. que sufren mu-

taciones . 

En la actualidad no hay información; y el desarro - 

llo experimental para este tipo de situación está muy po 

co estudiado, por lo que no se logró identificar las bec 

tenias de los nódulos. 

Se sabe bibliográficamente y experirwntalmente que-

cuando existe nodulación al undnnte, hay buenos resulta--

dos en el cultivo de las Leguminosas . 



DI S C U SI 0 N 

Mientras que la obtención de inoculantes de Rhizobium, 

es ya actualmente un proceso industrializable ; el canse - 

guir inóculos a gran escala de micorrizas, muestra actual - 

mente muchas dificultades ya. que el hongo es simbionte obii 

fiado, no crece en cultivo puro ; por lo que debe multipli - 

carse en las raíces de la planta hospedera , 

La producción de inóculo por-este método, además de - 

ser caro y lento para ser usado con fines comerciales, tie-

ne el peligro de contaminación por hongos p.t6genos que pue 

den desarrollarse a la vez que el hongo de la micorriza . 

Por lo tanto se debe estudiar en cada caso concreto di 

versos aspectos de la ecología de las micorrizas que 'pernii-

tan' establecer mes bases científicas sobre la inoculación . 

Nuestro trabajo planteó la posibilidad de tratar de so 

lucionar el problema de la escacez de forraje durante la --

época de estío (época de seca) , o bien que en un momento - 

dado la alfalfa se utilizara como complemento de la dieta - 

animal sin embargo, no se podía por nuestra parte pensar en 

un diseño experimental muy elaborado, ya que'no se tiene -- 



ninn..5n antecedente del empleo de las t6cni.cao simbióticas - 

en la producción en esta zona 

Se tiene el antecedente de nue el Gobietno del Estado-

estuvo interesado en establecer y promover pastizales o aso 

ciaciones pastos - leguminosas, que seria la base forrajera 

en la cría de ganado bovino ; para lo cual did a los campe-

sinos las facilidades necesarias para que se iniciure.n es - 

tos cultivos '(maouin_'.ria , semilla v ,._.csorin t4cnica) 

Los resultados obtenidos por -gil Gobierno del Estado - 

fueron. nulos . Por lo que al lleAo..Í a trabajar a ese zona-

encontramos este problema 

De esta manera .decidirlos .-.bordarlo y tratar de coludo 

narlo a partir de propuestas crenerade.z en el presente traba 

jo . Por otra parte se abordaron t¥cnics.s recientes en es-

te campo, como son las de propL. ;_zción del hongo y la identi 

ficacidín de las bacterianas simbiontes por medios inmunol6- 

Bicos. Aunque en intentos por cumplir con objetivos tan am 

biciosos como los planteados, nos generó una serie de pro - 

blemas experimentales ; el ensayo de estos nos indicó que - 

para lograrlo se requiere de varias pruebas y de mucho tiem 

no, quiza varios años de investigación 
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CON C L U S ION 

Los experimentos realizados en el invernadero, demues 

tran que los cultivos inoculados con las cepas bacterianas 

(312) se obtuvo mayor ndmero de n6dulos, en comparaci6n --

con los cultivo de las cenm.s,bacterianas(305) y los testi 

go (T) . 

Lo anterior se comprobó mediante un análisis estadis_ 

tico , se aplicaron pruebas de contraste de hipotesis para 

diferencia de medias poblacionales y el estadístico T de-

atudent. ( Erwin, K. , 1976 ). De estas pruebas se obser-

v6 que los cultivos de las cepas 312 , presentaron un ma--

yor rendimiento en cuanto a nodulaci6n, talla y peso; dado 

que hubo una mejor ad aptaci 6n y asosiaci6n con las bacte--

rías autóctonas del suelo, ya que este no se esterilizó pa 

ra la siembra. 

Los cultivos con las cepas 305 , al parecer no tuvie-

ron alguna influencia sobre el rendimiento de la alfalfa , 

debido a que la apariencia de dicho cultivo indica una me-

nor talla y peso ,; así como un menor numero de n6dulos . 

Esto se comprob6 al tratar los resultados estadísti- 
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camente como en el caso anterior. 

Los cultivos testigo , tuvieron resultados semejantes 

a los de las cepas 305, al encontrar nodulación en las --

plantas testigo; se detectó que en el terreno experimental 

también existen bacterias fijadoras de nitrógeno. 

De los experimentos realizados en el campo, se en -- 

contró que no hubo diferencias significativas entre los - 

cultivos inoculados con las cepas bacterianas ( 305, 314,- 

313, 312 ) y el cultivo testigo (T). 

De acuerdo con el análisis estadístico utilizado (onus 

cit.) , las pruebas de hipótesis nos indican que si hay di-

ferencias ; para el caso de las plantas cultivadas con ce - 

pas 312 , se apreció una mayor talla y un mayor número de - 

nódulos. .Por tanto se concluye aue esta cepa bacteriana - 

es menos especffica que la cepa 305; y que por tanto presen 

ta mayor afinidad con las bacterias nativas del suelo, for-

mandose ast una relación' simbiótica entre ellas. 

En' cuanto al rendimiento de la talla y peso de las - 

plantas , en el invernadero se encontraron resultados más- 

favorables que en el campo. 

Lo anterior se debe a que en el campo la influencia - 
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de los factores climáticos no son controlables, por un la-

do la variación de la temperatura es más frecuente ; y por 

otro, se presentaron dos estaciones anuales muy diferentes 

una de estro y otra de lluvia abundante, por lo que la ab-

sorci6n de agua no fue constante. 

En cambio en el invernadero , los factores climáticos 

estuvieron controlados y fueron, constantes, por lo que con 

sic.eremos que estas condiciones tuvieron una influencia - 

mds favorable para el rendimiento de las plantas. 

No se puede afirmar que la simbiosis bacteriana esta-

blecida fue efectiva, dado que los resultados de campo.,e - 

invernadero fueron semejantes en la mayoría de los casos , 

esto se concluye al realizar un contraste de hipótesis pa-

ra cada caso . 

La doble simbiosis no di6 resultado porque la alfal - 

fa no fue el hospedero adecuado para el caso del hongo. 

Se recomienda ensayar otras técnicas más perfecciona-

das, asi como identificar las cepas bacterianas nativas 

en el campo con claves adecuadas. 
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APENDICE 	A. 

RANGO DE LA TALLA DE LAS PLANTAS. 

CAIBAP0 

PARCELA No. 	DE 	PLANTAS RANGO (cm) 

TESTIGO 50 I5-20 

312 50 25 - 35 

3,3 50 25- 30 

314 50 20- 30 

305 50 15- 20 

INVERNADERO 

MACETA No. 	DE 	PLANTAS RANGO (cm) 

TESTIGO 27 12-59 

312 27 26-72 

305 	 24 	 10-40 
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TALLA DE LAS PLANTAS EN EL INVERNADERO. 

TESTIGO PARCELA 305 PARCELA 	312 

PLAI TA TALLA (cm) TALLA (cm) TALLA (cm) 

1 59.0 48.5 47.0 
2 26.2 18.7 57.5 
3 50.5 31.0 42.0 
4 36.5 26.0 59.0 

5 45.5 36.0 34.2 
6 40.8 32.0 31.5 
7 15.0 12.8 40.0 

8 29.0 21.0 38.5 
9 33.0 23.0 57.5 

10 31.5 24.8 31,5 
1 	1 28.0 29.5 28.0 
la 14.5 26,0 44.0 
13 16.0 17.0 46.0 
14 49.5 21.0 34.0 
15 36.0 31.0 42.2 
16 21.0 9.0 55.0 
17 47.0 14.0 35.5 
18 57.5 16.5 50.5 
1 9 42.0 31.8 46.6 
20 39.0 35.5 24.0 
2$ 17.0 40.0 29.0 
22 13.0 36.0 42.5 
23 35.0 35.0 47.5 

24 21.0  1 6.0 72.5 
25 39.2 35.5 46.5 
26 18.6 48.0 23.2 
2? 12.0 10.5 70.0 
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NUMERO DE NODULOS POR PLANTA (CAMPO). 

PARCELA PARCELA PARCELA PARCELA PARCELA 
PLANTA. TESTIGO. 312 313 314 305 

.1 1 35 27 7 7 
2 5 17 22 12 3 
3 S 9 5 5 7 
4 9 4 17 a 5 
5 11 7 4 9 la 
s $5 lo 3 7 6 
7 Is $5 3 12 l0 • 17 $5 7 4 s ! 9 14 5 2 13 

10 36 6 4 5 • 
I 19 9 6 5 I6 

12 2 19 5 12 11 
13 5 $4 17 2 7 
14 5 la 34 7 2• 
15 ºº 6 • 3 s 
Is Is 3 13 2 13 
17 s $5 15 5 6 
I• 7 $2 6 9 4 
$9 17 9 • 2 3 
ºO ts 04 7 3 7 
21 9 9 14 6 6 
22 12 10 3 6 4 
23 13 15 le lo 6 
24 13 4 6 17 17 
25 Is 4 7 7 .1l 
26 $7 22 9 1 	1 2 
27 6 IO 5 • 7 
t• lo s 19 s 22 
ts a a a lo 12 
30 1 4 lO 12 3 
31 14 8 12 II 13 
32 1 3 $3 21 6 6 
33 1O II 12 17 8 
34 5 16 14 • 35 
35 9 13 9 12 12 
36 1 7 4 28 5 15 
37 ! 6 43 ó 9 
3• 1 15 25 1 
39 10 te. 11 8 • 
40 13 2 32 3 3 
41 a 4 6 3 5 
42 5 14 24 24 4 
43 II 20 ó 7 9 
44 43 14 12 1 5 
45 6 $5 14 7 7 
46 6 8 3 4 II 
47 6 6 29 • 10 
4• 6 6 17 5 6 
49 20 25 $2 lo 9 
50 4 9 4 20 34 
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NUMERO DE NODULOS POR PLANTA (INVERNADERO). 

TESTIGO 	 PARCELA 305 	 PARCELA 312 

PLANTA NODULOS PLANTA NODULOS PLANTA NODULOS 

23 1 3 1 31 

2 20 2 14 2 26 

3 e .3 1 I 3 11 

4 7 4 4 4 32 

5 5 5 5 5 21 

6 3 6 2 6 12 

7 7 7 5 7 23 

e 4 e 62 e le 
$ 2 9 27 9 1 4 

10 1$ lo 7 10 16 

11 14 11 39 II 12 

12 9 12 35 12 17 

13 5 13 ! 13 17 

14 6 14 7 14 • 16 

15 2 15 32 15 21 

16 le 16 5 16 26 

17 3 17 6 17 32 

II 2 le 17 1e 14 

19 21 19 30 19 19 

20 6 20 7 20 12 

21 13 21 f0 

22 14 22 5 

23 lo 23 a 
24 15 24 5e 

25 1• 

26 11 
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APENDICE 8. 

CONTRASTE DE HIPOTESIS PLANTEADAS PARA 

LOS CULTIVOS EN EL CAMPO. 

HO )1 ° ,M305 

HI :,1t$Y305 
H0 ' tit ' M314 

H1 ' ftt ¥ J9314 

HO 	t¥ A312 . 

HI ¥t 312 

H0 :)4,,M33 

HI 	91 0 313 

Ho ' $3o5 = 314 

• H1 	303 0,93I4 

H0 ,M305 = 312 
H, 	)4305 6 312 

H0 ',4305 — /4313 

• N I ' 	305 	313 

H0 : 4314 =,M312 

HI '%4314 ¥)4 312 

HO ° 314 - 313 

HI '314 	313 

HO ° )4312 = 313 

H I '14312 ¥ 313 

NOTAS En el contraste de hipotssis 
planteados, se hizo uno combinacion 
de medios poblacionales entre 	los 
resultados de todas las parcelas en- 
tre si. 

.!t 



CONTRASTE DE HIPOTESIS PLANTEADAS PARA 
LOS CULTIVOS EN EL INVERNADERO. 

Ho ` )4305 -)(312 
HI ' 4305 oj43la 

Ho : 4305 ' 4, 
H1 : )43os ¥)4, 

Ho :)4312 =)4t 

H1 18312 {j4t 

FORMULAS EMPLEADAS. 

Ho :14I = I2 
H1 1M *J92 

I-X2 T.tud•M = 

¥I Ẑ 

J
1- 192 tn2SZ 

nitn2- 2 
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