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RESUMEN. 

La importancia de la asociación Rhizobium-Lcguminosa, radica 

la capacidad potencial que presenta para suplir los fertilizan-

tes nitrogenados, además del enriquecimiento de los suelos con este 

nutrimento, y por lo tanto, la reducción de los gastos de produ

cci6n, ya sea para cultivos de interés forrajero o alimenticio. 

El presente trabajo, un estudio de los leguminosas sives-

tres y cultivadas nativos de los suelos cercanos a la prcna de Son 

Luis Taxhim~y, Estados.de llidalga y México, así como lo obtención 

de sus cepas infectantes, evaluando su efectividad, así como su po-

sible especificidad. 

Se colectaron un total de 35 especies de leguminosos llcuando 

o dctcrminurse hasta especie 20 de ellas, mismas que fueron deposi-

tadas en el herbario de la E.N.E.P. Zaragoza. 

Asimismo se obtuvieron 16 cultivos puros de Rhizobium n partir 

de los n6dulos simbióticos determinandose de ellos como ~-

.!!..i!!..!!!. phaseoli y otros tren como Rhizobium caupi. De igual manera se 

observ6 que el suelo de la zona de estudio presenta propiedades fí

sicas y qu1micos (Textura, D.A., D.R., : M.O., pll. y% Nt) ndecua

das para el desarrollo de los rizobios, sin embargo, el alto conte

nido de arcilla provoco que el suelo se compacte y esto dificult6 

un buen desarrollo radicular de las leguminosas que se utilizaron 

en el experimento de invernadero. 

Se realizaron pruebas de inocu1nci6n cruzada entre tres legurn!. 

nasas silvestres y una cultivada con sus respectivas cepas infecta~ 

tes en un diseño cxpcrimentnl de 4X4 rnás un lote testigo, del cual 

los resultados obtenidos fueron válidos únicamente para Phaseolus -

vulaaris y Crotalarin pumila debido principalmente a problemas de 

no germinaci6n con las otra~ don especies de leguminosas (~ .s.!.-
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triodora y Phaseolus sp.), encontrándose que la ccpn más efectiva 

para las especies citados fueron FN 4 y FN 19 respectivamente. 
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I N T R o D u e e I o N . 

La familin de las leguminosos presenta características muy PªL 

ticularcs que la hacen fácilmente difercnciablc; esta familia posee 

alrededor de 550 géneros y 13 000 especies. de las cuales Rzedowski 

(1979) reporta para el Valle de Mixico, 139 especies. 

Dentro de este grupo de fnncr6gamas estan representados todos 

los tipos de crecimiento vegetal, a los que pertenecen herbáceos n-

nuales y perennes, arbustos, enredaderas, árboles; tienen una dis-

tribuci6n mundial, sin embargo, se dice que su origen es tropical -

(Postgate, 1981). 

Para el hombre, esta familia tiene una importancia primordial, 

ya que proporciona alimentos, para él y para sus animales domésti-

cos, utiliznndosc inclusive con fines ornamentales. 

La legumbre o vaina. es el fruto característico de la familia, 

esta formado por carpelo simple con un 16culo y numerosos semi-

llos, en la mayoría de los géneros es dehiscente y s6lo unos 

tos de ellos, lo presentan indehiscente (Postgate, 1981). 

Hay en esta familia la presencia de una característica impor-

tante en cuanto a su metabolismo, ya que la mayor porte de sus miefil 

bros posee la capacidad de fijar nitr6geno de manero simbi6tica, al 

asociarse a bacterias del género Rhizobium, formando n6dulos en el 

tejido radicular del vegetal (Sanchez, 1979). 

Las bacterias del género Rhizobium, son bacilos Gram Negativos 

que contienen el complejo nitrogenaso, capaz de fijar el nitrógeno 

atmosférico, este proceso se realiza en el interior de las bacte-

rias en formo anacr6bico, de esta forma lo bacteria obtiene corboh~ 

dratos de lo planto y esta última aprovecha el nitrógeno fijado por 

aquello. 
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Como ._producto de la simbiosis se obtienen plantas más vigoro

sas, además se enriquece el suelo, una vez que se da el proceso de 

descomposici6n de los tejidos vegetales y su posterior incorporo-

ción al sustrato (Allcn y Allen, 1981). 

Es bien conocido que lo asociaci6n Rhizobium-Leguminosa prese~ 

ta tres fenómenos que determinan en gran parte su existencia y 6pt~ 

funcionamiento, éstos son; la especificidad, infectividnd y efe~ 

tividad (Quispel, 1974). 

La inocula.ci6n de semillas de leguminosas, puede ser benéfica 

en suelos en los cuales la especie particular de Rhizobium esta au-

sente, muy esparcida o cuando la cepa local es inefectiva o su cap~ 

cidad de fijaci6n en minima (Vargas, 1969). 

Las tierras agrícolas requieren de insumos tales como riego, -

fertilizantes, plaguicidas, etc. Sin embargo, la utiliznci6n sostc-

nida del suelo provoca una necesidad creciente en el suministro de 

fertilizantes, que llega a hacer incosteeble la obtenci6n de produ~ 

tos alimenticios. De este modo, en un ecosistema agricolo, el apor-

te de nitr6geno, producto de la simbiosis antes mencionada, consti-

tuye una alternativa biol6gica que puede sustituir una buena porte 

de los insumos de origen sintético y así evitar el empobrecimiento 

de los suelos agricolas (Azc6n, 1983). 

Todo lo anterior, lleva a considerar la importancia de lo rea-

lizaci6n de estudios relacionados o la esociaci6n simbi6tica ~-

.!!..!.!!l!!.-Leguminosa, encaminados a lo reducción de los costos de insu-

mos agr!colos y pecuarios. 

El presente trabajo, es un estudio de los leguminosas silvcs-

tres y cultivadas nativas de los suelos cercanos a la presa de San 

Luis Taxhimay, Estados de llidalgo y M~xico, as{ como la obtenci6n 
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de sus cep~s infectantcs, evaluando su efectividad. asi como su po

sible especificidad. 
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III.- R E V I S I O N B I B L I O G R A F I C A • 

1.- IMPORTANCIA DEL NITROGENO. 

El nitrógeno es un componente esenc!al de las proteínas, áci

dos nucleicos y muchas otras biomoléculas que se encuentran en los 

seres vivos y en la mayoría de los casos es el elemento limitante -

en la productividad de los ecosistemas, lo que constituye una para

doja, ya que el 80% del aire esta compuesto por nitrógeno, mismo 

que no puede ser incorporado al metabolismo de los aut6trofos ya 

que encuentra en forma inerte; sin embargo puede participar en -

los sistemas biologicos, cuando ha sido 11 fijado 11 ~ es decir. cuando 

se combina con otros elementos como el hidrógeno y el oxígeno, cap~ 

cidad que la naturaleza reserva únicamente a bacterias de algunos -

cuantos géneros y a las algas verde-azules (Mishustin y Shilnikova. 1971). 

Ningún otro organismo superior ha desarroll~do esta capacidad. 

por lo tanto. se dice que el nitrógeno atmosférico es fijado por d.!. 

ferentes tipos de bacterias, las de tipo simbiótico asociadas a le-

guminosas y que pertenecen al género Rhizobium, o lus asociadas a .Q. 

tro tipo de plantas y que se ubican dentro del género ..E.!:.!!.!!.!~.!.~,; am

bos géneros bacterianos forman nódulos en los tejidos radiculares -

de sus hospederos, o bien los hay de vida libre como Azotobactcr, -

Clostridium, Acrobacter, Methanobacterium, Azospirillum, Chromatium, 

Rhodomicrobium, Chlorobium y otros organismos, aparte de los géne

ros antes mencionados (Stumpf y Conn, 1980). 

Dentro del ciclo del nitr6geno, el siguiente paso es la asimi

lación. que consiste en la conversión biológica de los compuestos -

nitrogenados, fijados en forma de iones nitrato y amonio, en nitró

geno orgánico. Para las plantas verdes el proceso se inicia con la 

absorción del nitrógeno inorgánico teniendo, como mayor fuente el -
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ión nitrato; éste se incorpora como grupo amino a moléculas orgáni

originondose así los aminoácidos. (Bonner y Vnrner, 1976). 

En esta asimilación, la primera reacción es la reducción de n~ 

trato a nitrito (catalizada principalmente por la nitrato reducta

sa) y posteriormente por la acción de la nitrito rcductasa el ión -

nitrito se transforma en ión amonio (Larcher, 1977). 

Al morir los seres vivos, la descomposición de las proteínas y 

otros compuestos nitrogenados produce amoniaco; a este proceso se -

le conoce como amonificación. 

La nitrificación es la conversión de amoníaco i6n nitrato, 

este proceso se ven involucradas las bacterias del género l:!!!...!:.!?.

~ (transforman el amoniaco en ión nitrito), y las bacterias -

del género Nitrobacter (transforman el ión nitrito en ión nitrato); 

gracias a este paso parte del nitrógeno del suelo mantiene -

ahí mismo, debido a que el amoníaco es muy volátil, pero por otra -

parte, los nitratos fácilmente lavados por la lluvia; aunque 

parte de ellos pueden ser usados por las plantas antes de ser lava-

dos. Por lo tanto, presento una pérdida que $Ólo es equilibrada 

por los diferentes pasos del ciclo, en especial la fijación del ni

trógeno (Postgate, op. cit.). 

Por último esta la desnitrificaci6n, lo cual el ión nitrato 

utilizado como suplente del oxígeno en la respiración por bacte

rias de los g~neros Pscudomonas, Micrococcus y Thiobacillus y da 

por resultado la formaci6n de nitrógeno molecular que se incorpora 

así a la atmósfera, cerrando el cilco (Brill, 1977). Ver figura l. 

2.- CARACTERISTICAS DE LA FAMILIA DE LAS LEGUMINOSAS. 

La clasificación de las leguminosas según Sanchez (1979), 
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la siguiente: 

Reino: Vegetal. 

Subreino: Embryophyta. 

División: Magnolophyta. 

Subdivisi6n: Pterosida. 

Clase: Angiospermae. 

Subclase: Dicotyledonae. 

Orden: Rosales. 

Familia: Leguminosae. 

Las leguminosas son plantas leüosas o herbáceas, de hojas gen~ 

ralmente alternas, espaciadas, estipuladas, pecioladas o sésiles, -

compuestas, pinnadas, bipinnadas, digitado compuestas, trifoliadas 

o bien pueden ser simples. Flores cigomorfas o actinomorfas, solit~ 

rias o dispuestas en fascículos, cabezuelas o racJmos, que pueden -

ser asilares o terminales, normalmente hermafroditas, algunos uni

sexuales o polígamas, con preflornci6n valvar o atejadn. Cáliz de 5 

sépalos, libres o algo soldados. Corola de 5 pétalos libres, igua

les o desiguales, imbricados o vnlvndos, por lo general con 5, 10 6 

más estambres, con los filamentos libres, o algo soldados entre si 

y anteras biloculndas, de dehiscencia longitudinal, gineceo súpero, 

unilocular, unicarpelnr. con uno o varios 6vulos. Su fruto es típi-

cemente 

millas, 

legumbre dehiscente o indehiscente, con una o varias s~ 

el fúniculo por lo común expandido formando un arilo 

carnoso, casi no tiene endospermo. Sus raíces estan provistas de n~ 

dosidades, debidas a la simbiosis con las bacterias del género .!ih..i

~ (Snnchez, op. cit.; Rzedowski, op. cit. y Allen y Allen, 

1979). 

Las leguminosas tienen una amplia distribución, ocupando entre 

el segundo y tercer lugar en el número de especies de plantos con -
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flores, la mayoría de éstas son árboles, arbustos o hierbas tendi

das, trepadoras o erguidas, a menudo se encuentran en hábitats tro

picales inaccesibles. Aquellas especies que son cultivadas y otras 

silvestres, incluyen la mayor parte de las plantas comestibles, fo

rrajeras y de pastoreo, así como las que producen madera para cons

trucci6n y otros productos (Rzedowski, op. cit.). 

Para el Estado de México, Martíncz (1955), menciona que las l~ 

guminosas más importantes desde el punto de vista agronómico y de -

forraje, son las siguientes: 

TIPO DE INTERES: 

• Agron6mico. 

+ Forrajero. 

~ farnesiana Willd, + Minkelersia multiflora Rose. + 

Calliandra houstoniana (Mill). St.+ Phnseolus coccineus L. + 

Canavalia ~ Benth. + Phaseolus heterophyllus 11.B.K.+ 

Desmanthus pumilus (Schl). Macbr. + Phaseolus pedicelatus Benth. + 

Medicago denticulata Willd. + Phaseolus vulsaris L. 

Medicago hispida Gaertn. + Tamarindos·~ L. 

Medicase lupulino L. 

Medicase ~ L. 

Melilotus alba Willd. 

Minkelersia ~ Hemsl. 

+ Trifolium amabile H.B.K. 

+ Trifolium mexicanum Hemsl. 

2.1.- CARACTERISTICAS DE LAS SEMILLAS DE LEGUMINOSAS. 

Las leguminosas son una familia que abarca todas las formas de 

desarrollo, es decir, encuentran desde rastreras hasta arb6reas, 

por lo mismo su fruto (vaina), y desde luego la semilla varían am-

pliamente tanto en forma como en tamaño. 

En general, las semillas de las leguminosas del estrato herbó

- 10 -
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cea, son aquellas que presentan el tamaño más reducido en cuanto a 

semillas, sin embargo, el tamaño no afecta de ninguno 

propiedades germinativas. En esta familia, las testas de las semi-

llas tienden a ser duras y con frecuencia impermeables al agua, se-

gún lo señala la U.S.D.A. (1962), esto afecta directamente la cnpa-

cidad germinativa de las mismas, al evitar las reacciones hormona-

les que involucran al embrión. Aún en el caso de que se pueda pre-

sentar lo germinaci6n, penetrando el agua al interior de la semi-

lla 1 la testa al estar constituídn por tejido deusamente compacto, 

impide la salida del embri6n al exterior. 

Otra característica que disminuye la viabilidad de las semi-

llas es el endospermo, Duffus y Slaughtcr (1980), mencionan que el 

endospermo de la mayor parte de las leguminosas, es s6lo una delga-

da membrana, la cual se reduce más, si la scmilld no esta completa-

mente madura, por lo que no es aconsejable el almacenamiento prolo~ 

godo de los mismas. 

3.- EL GENERO Rhizobium. 

Las bacterias del género Rhizobium. son bacilos sin endospo-

ros, aer6bicas, Gram Negativas. Incitan hipertrofias corticales en 

las plantas infectadas: en leguminosas, forman n6dulos. dimen-

sienes varían entre 0.5 y 0.9 micr6metros de ancho, por 1.2 a 3.0 

micr6metros de largo, m6viles en estadios juveniles. En su met~ 

bolismo respiratorio, el oxigeno es el aceptar final de electrones. 

No licúan la gelatinn, producen muy poco H2 S o no lo producen (Ber

gey, 1974). Las bacterias de la familia Rhizobiaceae no utilizan el 

citrato, no producen 3-Cetolactosa, si se habla de las que pertenc-

cen al g6nero Rhizobium. El grupo 11 1 11 de este g~ncro, se caracteri-

za por tener un crecimiento rápido en un medio con extracto de lev~ 
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dura, sin embargo las pertenecientes al grupo "II'', presentan 

crecimiento lento sobre el mismo medio (Bcrgey, op. cit.). 

En general los rizobios pueden encontrarse libres o formando -

simbiosis intracelular, pudiendo fijar nitrógeno e~ ambos casos (A-

lexander, 1980). 

Generalmente se distingue a los dos grupos que forman al géne

Rhizobium, de acuerdo a tres características principales: 

l) Número y posici6n de flagelos. 

2) Producci6n de ác1dos o bases. 

3) Tiempo de generaci6n. 

El grupo I, se caracteriza por poseer 6 flagelos en posici6n -

per!trica, producci6n de ácidos y con tiempo de generaci6n de 2 o 4 

horas, encontrandose en este grupo a Rhizobium phnseoli, B.. ~

.!.!..!.• !. m~ Y K· lesuminosarum. 

El grupo II, se distingue por tener un s6lo flagelo polar o 

subpolar, su producción de álcalis le permite una mayor tolerancia 

en medios ácidos, su tiempo de generación es de 4 a 6 horas y den

tro de este grupo estan; K· lupini, K· Japonicu·m y Ji.. caupi (Quis

pel, 1974). Ver apéndice 1, Tabla C. 

En general los rizobios se encuentran forma pleom6rfica 

(bacteroides) dentro de los sacos membranosos producidos por !a 

planta. Los bacteroides del n6dulo, característicamente implican la 

fijaci6n de nitr6geno molecular, en formas utilizables por la plan

ta hospedadora. 

Todas las cepas de Rhizobium, presentan cierto grado de afini

dad al hospedero, lo anterior se conoce como especificidad y se re

fiere e que las especies de Rhizobium, s6lo se asocian a determina-

das especies de leguminosas, aún cuando pueden darse casos de inOC.!!,. 

loción cruzada; la infectividad se podría definir como la capacidad 
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de la bacteria para penetrar ul tejido cortical radicular de lo pla.!!,. 

ta y formar n6dulos, por otro lado la efectividad es lo capacidad -

de fijación de nitr6geno por la asociaci6n Rhizobium~Leguminosa, es 

decir, el nitr6geno que puede ser aprovechado por el vegetal. La 

fectividad var!an ampliamente entre las cepas de una misma especie, 

se estima que alrededor del 25% de las cepas existentes el mundo 

son inefectivas, otro 50% tiene una eficacia media y el 25% restan

te fija el nitr6geno de manera 6ptima (Alexander, 1980). 

La infectividad y efectividad, representan un fen6meno discre-

to que varia amplios límites, dependiendo de factores genéticos 

presentes en la cepa bacteriana y en la planta hospedadora. Las 

pruebas con vegetales son necesarias para establecer una determina-

ci6n especifica (Bergey, op. cit.). 

4.- FORMACION DEL NODULO. 

La relaci6n entre la bacteria y la leguminosa, inicia a pnJ: 

tir de la proliferaci6n de la primera en el suelo y lu posterior a~ 

sorción de la bacteria por el pelo absorbente de la leguminosa; lo 

bacteria, entonces, perfora la membrana del pelo radical y penetra 

en dicha célula un filamento de infecci6n bajo la influencia del 

mismo núcleo celular del pelo absorbente, posteriormente se da la -

formoci6n y penetración del filamento infeccioso dentro y alrededor 

de las células corticales, donde después de pasar las tres primeras 

capas celulares, comienza a ramificarse induciendo a la vez la div~ 

si6n de las células del tejido radicular de la leguminosa con lo 

cual da la formaci6n del nódulo (Nutman, 1976 . Ver figura 2 ) • 

La forma del n6dulo, va a estar determinada primeramente por -

el hospedero, pero puede modificarse por la efectividad del~

~asociado. El n6dulo puede ser más o menos esférico, cilíndrico 
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F !GURA 2 DESARROLLO DEL NODULO 

1) ttultiplicaci6n 2) Adsorción de lo 

de los rizobiÓs. bacteria y torsi6n 

del pelo radical. 

3) Formaci6n del fi- 4).Proliferoción de los 

lamento de infección. rizobios en tejido cor-

5) N6dulo 'maduro. 

Figura 2.- FORMACii1N DEL NODULO. 1) Proliferación de rizobios en la rizos
fera de la leguminosa, en 2) la adsorción del rizobio que parece estar relaciona 
do a proteinos especificas de lo leguminosa y bacteria. 3) Filamento que crece 3 
través y entre los células, en 4) división de los células rodicularcs diploidcs. 
5) Nódulo i!!nduro, cuando es efectivo posC?e una zona ccntrnl roja. 
(Tomado de Azc6n. 1983). 
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o circular. La forma elongada puede incluir pequeñas protuberan

cias. la superficie puede ser lisa. costrosa o acanalada (Quispcl, 

1974). 

Según Quis.pel (1974). un nódulo efectivamente funcional, tiene 

relativamente amplia regi6n roja, debido a la leghemoglobina, ésta 

puede ser enmascarada por pigmentos externos de la raiz o pigmentos 

oscuros del centro del mismo n6dulo. esta última condición. parece 

ser especifica, a ciertas asociaciones de Rhizobium-HoSpcdr.ro, los 

n6dulos expuestos a la luz se tornan verdes, debido a la clorofila, 

pero el verde localizado en la parte basal del n6dulo, puede indi-

car una modificación de la leghemoglobina, debido a la senescencia 

o como respuesta a condiciones anormales para la fotosíntesis y lo 

continuación de la fijación de nitrógeno. 

La longevidad del n6dulo, refleja el h5bito de crecimiento del 

hospedero, los nódulos de las especies herbáceas son relativamente 

frágiles y funcionan por periodo corto del afta durante el cree!-

miento vegetativo activo de la planta, ciertas condiciones dcsfavo-

robles pueden ocasionar su dcsintegraci6n o vaciamiento. Las cspc-

cies perennes pueden producir n6du1os frescos estacionalmente o pu~ 

den persistir por varios años. La necrosis del n5dulo comienza con 

la autolisis de la zona más antigua de los bacteroides, ocasionada 

por la desintcgraci5n de los células del hospedero. Los Rhizobium -

residuales vegetativos pueden multiplicarse en los espacios intcrc~ 

lulares e invadir la lámina media de la pared de las células hospe-

dadoras (Quispel. op. cit.). 
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5.- FACTORES QUE LIMITAN LA SUPERVIVENCIA DE Rhizobium. 

5.1.- DESECACION Y TEMPERATURA ELEVADA, 

La muerte más rápida de los rizobios tiene lugar durante el PS 

riodo seco de la aplicaci5n del in6culo. La proporción se incremen

ta marcadamente con cualquier incremento en la temperatura a la 

cual es expuesto el inóculo de la semilla, encontrándose toleran

cias de manera regional (Vinccnt, 1970). 

5.2.- FACTOR TOXICO DE LA CUBIERTA DE LA SEMILLA. 

Se atribuye la muerte más rápida sobre la semilla (en la supeL 

ficie) a un material tóxico asociado con la cubierta. Este hecho ha 

sido confirmado por hallazgos posteriores y toles sustancias han s~ 

do caracterizadas quimicnmente. !• trifolii muere más rápidamente -

sobre las semillas enterradas del trébol que sobre cultivos .!n. .!.!.

.!.!..2. y los extractos de semillas de trébol dieron una morcada toxic~ 

dad o la superficie del vidrio, La gomn arábica, más no la maltosa, 

protege a los rizobios contra este efecto (Vargas, 1969). 

5.3.- CONTACTO CON FERTILIZANTES, 

La muerte de los rizobios sobre las semillas que estan en con

tacto con superfosfatos, hn sido bien establecida. La col mezclada 

superfosfatos para neutralizar la extremo acidez o el uso de 

cal adherente en la semilla, son métodos por medio de los cua-

les ésta muerte puede ser evitada. Los componentes de fcrti1iznn

tes, incluyendo metales como Cu y Zn, pueden tener efectos sobre la 

tolerancia de los rizobios, cuando se acercan a la semilla inocula

da (Vargas, 1969). 
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5.4.- APLICACION DE PESTICIDAS. 

Los efectos t6xicos debidos a estos agentes presentan un serio 

problema, sobre todo cuando se usan de manera sostenida para protc

cci6n de los plantas. Muchos de estas sustancias han sido estudia-

das por su acción sobre los rizobios, aunque con frecuencia sólo en 

condiciones artificiales de laboratorio (tales como una zonn de in-

hibición un medio de agar), las cuales dificilmcnte pueden reta-

clonarse a las condiciones prácticas que en último lugar son las 

realmente necesarias para cuantificar la sobrcvivencia sobre las s~ 

millas inoculadas en contacto con el pesticida, y los datos de nodu 

lación permiten las comparaciones 

das. La confusión asociada con el 

controles libres de pestici

dc marcas registradas sin la 

suficiente descripci6n qutmica es otra causa de dificultad; como es 

de esperarse, todos los fungicidas tienen un cierto grado de toxi

cidad hacia los rizobios. Los riesgos son muy grandes con los com-

puestos orgánicos o inorgánicos que contienen metales t6xicos, ta

les como Hg o Cu y menores con corbamatos (tales como Thiram, tetr~ 

metil thiuram disulfuro); las quinonas, estan intermedias en su to

xicidad (Vargas, op. cit.). 

Entre los insecticidas presentes en el mercado, hoy evidencias 

indirectas de toxicidad del Hexocloruro de Benceno y del D.D.T. 

cuando es usado junto con semillas inoculadas. Los hidrocnrduros 

clorados, como la dieldrina, no tienen un efecto adverso sobre la -

nodulación de Phnscolus lathyroides, o bien pueden di~minuirla pero 

no eliminarla¡ el Dimethoato (Rogar), es extremadamente t6xico para 

los rizobios. Hay varios reportes de reducci6n o completa dctenci6n 

de n6dulaci6n aún cuando la semilla fue tratada varios dios avanza

da la noduloci6n. La pobre nodulaci6n obtenida con este insecticida 

(Rogar), reflcj6 unn baja sobrevivcncia de rizobios sobre la super-
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ficie de la semilla tratada, cuando muy pocos rizobios son encentra 

dos después de un dia de almacenamiento y ninguno después de 3 a 8 

dias. El efecto t6xico del Rogar fué más drástico con la turba 

in6culo (Vargas, op. cit.). 

6.-FIJACION BIOLOGICA DEL NITROGENO. 

El proceso de fijación biológica de nitrógeno se observa entre 

los organismos procarióticos; se encuentran desde anaerobios oblig~ 

dos, anaerobios facultativos. aerobios obligados. aut6trofos, qui-

mioautótrofos. hasta heterótrofos; bacterias fotosintéticas y algas 

verde-azules (cianobacterias) (Stumpf y Conn, 1980; ver Apéndice I, 

Tabla B). 

Es bien conocido que dos grupos de microorganismos fijan el nl 

trógeno atmosférico. Unos en simbiosis con plantas superiores gene

ralmente formando nódulos sobre sus raíces, mientras que otros vi-

el suelo independientemente de las plantas. Las potencíalidA 

des de las bacterias simbi6ticas y las de vida libre, no son igua

les (Quispcl, 1974). 

En términos de nitrógeno total fijado, los sistemas simbióti-

cos, particularmente la asociaci6n Rhizobium-Lcguminosa, son mucho 

más importantes para la agricultura que las bacterias de vida li-

bre. Las directas; cconomia de espacio, tiempo y la-

bor, sin embargo algunos aspectos de la fijación simbi6tica del ni

trógeno has sido ampliamente estudiadas (Stumpf y Conn, op. cit.). 

De específicu se puede referir a la nitrogcnasa la 

causante de la transformación de nitrógeno atmosférico asimilado d~ 

rante la respiración, en amoniaco o ión amonio, como producto del -

metabolismo de las bacterias. Ln nitrogenasn es uno enzima complejo 

que catoliza la reducción de diversos sustratos (Apéndice 1, Tabla A). 
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FIGU!1A3 VIAS MET.ABOUCAS OENmo DEL NOOULO 
FOTOS! TESIS 

~~-;g:~!!~~ Nl\3 

L-_. ____ _. FOTOSINTATO 

CITOSOL 

Tomado de Sturnp( y Conn ( 1980). 



La enzima contiene dos proteínas C:llcrro-Azufre) fácilmente S.Q. 

parables, una de las cuales contiene molibdeno (Sturnpf y Conn, op. 

cit.). Ver Figura 3. 

En cuanto a la nomenclatura varía de acuerdo al autor, pero en 

general conoce co~o dinitrogenasa (Ferro-Molibdo-Protcinn o Com-

ponente I) y Dinitrogennsa Reductasa (Ferro-Proteína o ComponcnLe -

II), esta nomenclatura debida a la diferencia en los tiempos de 

paración de cada componente, por cromatografía (A~cón, 1983). 

De esta forma la enzima requiere un reductor, un sustrato red~ 

cible y un sistema generador de ATP, además de un ambiente anacrúb~ 

co. Estudios recientes has demostrado que la enzima requiere de Ng• 

como un actiwador. El sistema generador de ATP es necesario debido 

a que el ADP inhibe la actividad de la nitrogcnusa (Yates, 1981). 

El mecanismo de la fijación bi6logica del nitrógeno puede ser 

el siguiente; la activación de Componente II a partir de su forma -

reducida se realiza con átomos de hierro, con gasto de ATP y con lo 

racci6n de iones Magnesio. vez activada se une al Componente 

el cual un clectr6n de más ha atrapado un sustrato reducible 

el átomo de Molibdeno, de esta manera. ol formarse el complejo ni-

trogennsa, se dffn sucesivas transferencias de electrones del Campo-

nente II al Componente I, después se separa el Componente II conti-

nuando la transferencia de electrones hasta dar como prodt1cto el 

Ntl 3 que no puede ser retenido en la proteina y se libero. El clec

tr6n adicional en cada repetici6n del proceso es donado al Compone~ 

te II por un donador de electrones tal como la fcrredoxina o lo fl~ 

vodoxina (Postgate, op. cit.). 

El incremento en lo actividad fijadora de nitr6geno en los bn~ 

teroides durante el desarrollo del n6dulo. es seguido al mismo tic!!!. 
- 20 -



po por un incremento en el nivel de lcghemoglobina y enzimas de as~ 

milación de amonio en el citoplasma que rodea a los bacteroides. -

Las enzimas de asimilación de amonio convierten a este en aminocom

puestos que son transportados fuera del nódulo a otras partes de la 

planta, vía xilema. Las enzimas en el citoplasma de las células de 

la planta, estan también involucradas en el metabolismo del fotosiE 

tato, aportado a los nódulos, vía floema. Algunos de los producto9 

de este metabolismo son usados por los bactcroidcs como un recurso 

de energía paro sostener la fijaci6n de nitrógeno (Nutman • op, cit,). 

7.- VIABILIDAD DE LAS CEPAS DE LOS INOCULOS. 

Numerosas formas de inóculos han sido aplicados por muchas 

vías con azúcares, adherentes, leche, cal, fósforo, estiércol y 

tras sustancias, pero sólo se han obtenido éxitos ocasionales. 

Los métodos de inoculación más efectivos sobre un tipo de scm~ 

llas, no necesariamente son efectivos sobre otras. Las semillas de 

las leguminosas difieren ampliamente de tamaño, forma, carnctér o 

naturaleza de la testa y otras características ,(Nutman, op. cit.) 

Les especies y las cepas de Rhizobium, pueden también variar 

en su capacidad para sobrevivir sobre ln semilla o en el suelo. En 

general, los medios a base de turbo son superiores a los demás inó

culontes. Los medios a base de turba requieren también de esterili

zación para elevar la probabilidad de sobrevivcncia de los fil!..!..!g

.!!..!.E..!!l· Lo sacarosa y maltosa en los medios de inoculación, disminu

yen la mortalidad de los rizobios sobre las semillas. Las gomas na

turales y sintéticos (arábiga o de mesquita), aplicados ol medio de 

inoculación, adhieren el inóculo a lo semilla e incrementan lo lon

gevidad del mismo. 

Una abundancia de rizobios, particularmente importante cua~ 
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do las semillas son sembradas bajo condiciones adversas. o en sue

los donde existen poblaciones de rizobios inefectivos (Nutman. op. 

cit.). 
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IV.- A N T E C E D EN TES • 

La zona de San Luis Taxhimay y en general las áreas circundan

tes a la presa del mismo nombre has sido objeto de numerosos estu

dios relacionados o la fijaci6n de nitr6gcno por alumnos de la 

E.N.E.P. Zaragoza, de los Laboratorios Integrales de Biología IV, V 

y prestadores de Servicio Social. Se han realizado diferentes revi

siones respecto a la simbiosis Rhizobium-Leguminosa; entre los más 

importantes se pueden mencionar los siguientes estudios: 

- "Estudio presiminar de la influencia del P en lo simbiosis ~ 

.!!!.!!. vulgaris-Rhizobium phaseoli; tanto en cepas inoculadas como 

nativas del suelo de Toxhimay, Estado de H5xico-Hidnlgo, en el 

invernadero", Baena, il-tl; ( 1983). 

Bcnitez, V. A. R., (1982). TESIS. ''Uso de biofertilizantes, sim

biosis entre leguminosn-hongo-bncterio, para incrementar el 

dimiento de la alfalfa en una zona cercana a lo presa de Tnxhi

may, Estado de M~xico''. U.N.A.M. 

- "Contribución al estudio de las bacterias fijadoras de nitr6gcno 

asociadas a leguminosas silvestres para la implemcntaci6n de PO.:!. 

tiznl", Durán, ~-tl; (1986). 

- "Evnluaci6n de algunos efectos del plaguicida Mnlnthion en lo 

loción simbiótico Pisum sativum-Rhizobium lcguminosnrum bojo CO.!!.. 

diciones de invernadero", Esquive!,~-.!!..:!:.; (1983). 

Estoñol, B. E., (1987). TESIS. "Efectos de la inoculación de 

(Rhizobium phaseoli) y de la cndomicorrizn Vesiculo-Arbuscular 

(V-A) sobre el purasitismo de los nemiítodos (Mcloidosyne incogni 

ll y Ditylcnchus dispnci) en cultivos de frijol y ccbolla 11
, 

U.N.A.M. 

- ''Influencia de fertilizantes orgfinicos e inorgánicos en lo nodul~ 

ción de Phoseolus vulsaris por Rhizobium 11
, To res, ~-!!.!_; (1982). 
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- ''Evaluac~6n de la fijaci6n de nitr6geno de tres diferentes cepas 

de Rhizobium sp. asociadns n leguminosas; Prosopis sp •• ~

.d.!!. ~ y Medicago ~. boj o condiciones de invernodero" • 

Urrieta, il-.! .. !_; (1986), 
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V.- OBJETIVOS . 

OBJETIVO GENERAL. 

ESTUDIAR LA SIMBIOSIS ENTRE BACTERIAS DEL GENERO Rhizobium Y 

ALGUNAS LEGUMINOSAS DE SAN LUIS TAXHIMAY, ESTADOS DE HIDALGO Y ME

XICO, BAJO CONDICIONES DE INVERNADERO. 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

- Enlistar las leguminosas del 6rca de estudio y conocer sus curuc

teristicos morfológicas. 

- Aislar los cepas de Rhizobium a partir de nódulos radiculares de 

las distintas leguminosos presentes en la zona de estudio. 

- Determinar las coracteristicus cualitativas de los rizobios. 

- Determinar las propiedlldcs tísicas y químicas del suelo que son 

de mayor importancia paro el desarrollo de los Rhizobium (pil, 

% de Materia Orgánica, Textura., Densidad Aparente y Real, % de E!!. 

pecio Poroso y Nitrógeno Total). 

- Analizar la respueSto a lo inoculación en invernadero, evaluando 

la efectividod y la especificidad de los rizobios asociados u lus 

leguminosas. 
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VI.- DESCRIPCION DE LA ZONA DE ESTUDIO. 

LOCALIZACION: 

El área se encuentra limitada por los paralelos 19º51 '39" y 

19°50 1 de Latitud Norte; 99"'22 1 36 11 y 99°25 1 12 11 de Longitud Oeste 

del Meridiano de Greenwich, n una altitud media de 2 500 m.s.n.m. -

Geográficamente hablando, se localiza dentro de la reg~ón fisiográ

fica denominada Meseta Central (Rzedowski, op. cit.) Ver Figura 4. 

GEOLOGIA: 

Ea rara la prcse11cia de rocas ígneas en la zona. Se observan -

abundancia rocas sedimentarias, principalmente areniscos en aso-

ciaci6n con conglomerados (CETENAL). 

CLIMA: 

Este lugar tiene un clima C(w
1

)(w)bg: es decir, Templado Subh.Q. 

medo con lluvias en Verano, cuya temperatura media anual oscila en-

tre 12 y 18ºC, siendo la temperatura del mes má.s frío entre -3 y 

lSºC y la del mes más caliente de 6.5 a 22ºC, con un verano fresco 

y lluvia invernal menor al 5% (CETENAL). 

TIPO DE SUELO: 

En la zona de estudio se observa el predominio de Fcozem hñpl.!_ 

con Vcrtisol sobre el Litosol (CETENAL). Ver Figura 4. 

Según FitzPatrick (1984), las características de éstos tipos -

de suelo son las siguientes: 

Feozem: Suelos con horizontes A mélicos carentes de un hori-

zonte cálcico o concentraciones de cal suave dentro 

de los primeros 150 cm. de profundidad. Sin salini-
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FIC':iURA 4 LOCALIZACION DEL AREA DE ESTUDIO 
CLASE TEXTURAL : 

19"50" 

99"2!1·~1r-·...L-"~__=.:~~~~~~....C:~:.L...LL.'.L..LL~::.l<~~~~~~~~ 

E'7ZZJ PRESA 1- - -- 1 camino dP T•rr..,.ria 99'22'Jfi" 
~PASTIZAL 1 •• • · · 1 Rio 

e i-5 Sitios de Toma de Muestras dE> SUPLO 



dad elevada, carente de propiedades hidromórficas 

dentro de los primeros SO cm. 

Vertisol: Suelos que tienen 30% o más de arcilla en todos los 

horizontes a una profundidad no menor de SO cm. Des!!_ 

rrollon grietas en lo superficie. Suelos de color 

obscuro con textura uniforme y fina con bajo canten!. 

do de materia orgánica. 

Litosol: Suelos con roca dura a muy poca profundidad (10 a 20 

cm.), presentandose principalmente en zonas montaño

sas. 

YEGETACION: 

Las zonas que no cstan cultivadas se encuentran ocupadas por -

manchones de bosque natural latifoliado de Encinos, con pastizal i.!!, 

ducido o con matorral espinoso (CETENAL). 

VIAS DE COMUNICACION: 

La zona de estudio se encuentra comunicad~ por la carretera n! 

mero 57 M5xico-Quer6taro, de la cual sale un camino de terracerla a 

un costado de Tepejl del Río, Hidalgo, el cual es transitable todo 

el año y conduce a San Luis Taxhimay con destino a Villa del Car

bón, Edo. de M5xico (CETENAL), 
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VII.- MATERIALES Y METODOS. 

El presente estudio se compone de cuatro etapas; trabajo de 

campo, laboratorio, invernadero y gabinete. Ver diagrama de flujo. 

El trabajo se inició con la colecta de leguminosas cultivadas 

y silvestres durante los meses de julio a septiembre de 1987, en t~ 

rrcnos de cultivo cercanos a la presa, a orillas de los mismos; as! 

como en zonas de pastizal ubicadas en sitios más altos y/o lejanos 

de la misma, extrayéndolas con todo y raíz, asegurándose donde fue-

ra posible de la presencia de nódulos y con una porción de sustra-

to; de cada especie encontrada se colectaron tres ejemplares para -

su cultivo en invernadero, extracción de bacterias y montaje para -

la colección del herbario, respectivamente. De igual manera se co-

lectaron semillas de éstas leguminosas. Uno vez en el laboratorio 

se determinaron las leguminosas colectadas mediante el empleo de 

claves, elaborando un listado de ellas y su montaje para herbario. 

También se determinaron las propiedades físicas y químicos del sue-

lo colectado junto con las leguminosas (de O a 40 cm. de profundi

dad), tales caracteristicas fu.eran: 

- Densidad aparente por relaci6n peso/volumen (Método de la probe-

ta; Garcia, 1981). 

- Densidad real, por exclusi6n volumétrica del agua; método del piE 

n6metro (Garcia, 1981). 

- % de Espacio poroso (Gorcin, 1981). 

% E.P. • 100 ( 1 - ~) 
D.R. 

- Determinación de la Textura por el método de Bouyoucos (Gnrcia, 

1981). 

- Determinación potenciométrica del pH a punto de snturaci6n y en -
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DIAGRAMA DE FLUJO DEL ESTUDIO EXPERIMENTAL. 

~------MUESTREO-------~ 

MUESTRA DEL 

SUrLO 

DETERMINACION DE 
LAS PROPIEDADCS 
FISICAS Y QUIMI
CAS DEL SUELO. 

1 
SELECCION 
DE NODULOS 

l 
DESINFECCION 

DE NODULOS 

l 
MACErCION 

SIEMBRA 

l 
CULrVO 

PURIFICACION 

1 
PRUEBAS 

BIOQUrICAS 

PREPARACION 
DE INOCULOS 

l 
INOCULACION DE SEMI
LLAS EN EL INVERNADERO 

l 
OBSERVACION DE ESPE

CIFICIDAD Y DETERMINA
CION DE EFECTIVIDAD 
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SEMILLAS Y l 
LEGUMINOSAS 

DETERMI N ACION 
DE LAS LEGUMINO 

SAS -

l 
ELABORACION DEL 

LISTADO 

l 
MONTAJE DE LAS 

LEGUMINOSAS 



relación 1:1 (Jackson. 1982). 

% de Materia Orgánica por el método de Walkley-Black por vía húm~ 

da (Jackson, 1982). 

- Determinación de Nitrógeno Total, por el método de Kjeldahl (Jnc~ 

son, 1982) .. 

Simultáneamente, las ralees fueron examinadas, extrayendo y S.,!! 

leccionando los nódulos de apariencia más vigorosa y consistente, -

los cuales fueron lavados con agua corriente y sumergidos por 5-10 

segundos en etanol al 95% y después en HgC1 2 acidificado al 0.1% de 

l a 3 minutos. posteriormente se enjuagaron con agua estéril por 5 

ocasiones procediendo a macerarlos para obtener un jugo lechoso 

blanco que fue sembrado en medio de cultivo sólido, n base de ex

tracto de levadura, manitol, agar y rojo congo (ELMARC). Ver apénd.!. 

2. 

La purificación de las bacterias realizó por medio de re-

siembras en cuadrantes por estría, en el mismo medio (Vinccnt, 

1970). 

La determinación de las bacterias se realizó en primer lugar 

por tinci6n de Gra•, que permitio observar sus caractcristicas mor-

fológicas y posteriormente se llevaron a cabo pruebas bioqurmicas a 

partir de colonias aisladas y purificadas. Estas pruebas fueron: 

1.- Producción de H2S, por desdoblamiento anaer6bico de proteí

nas. Medio SIM • 

. 2.- Producción de indol por degradación de triptofano. Medio SIM. 

3.- Movimiento medio SIM. 

4.- Reducción de nitratos a nitritos. Medio Agar Nitratado. 

5.- Producción de ácido y gas a partir de carbohidratos comunes. 

Medio TSI y Agar Clucosado con Rojo de Fenal. 

6.- Aprovechamiento de citratos como finica fuente de carbo110. Me-
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dio Agar Citratado. 

7.- Prueba de Rojo de Metilo. Para observar si hay producci6n de 

ácido a partir de glucosa. Medio Caldo Glucosado y Rojo de H,!t 

tilo. 

8.- Prueba de Voges-Proskauer. Desdoblamiento de glucosa en ace-

til-metil-carbinol. Medio Caldo Glucosado 1 KOH y o(-naftol. 

9.- Licuefacci6n de la gelatina. Medio Gelatinosa. 

10.- Prueba de la Catalasa para desdoblar 11 20 2 • 

A las cepas bacte~ianas obtenidas a partir de las diferentes -

especies de leguminosas se les denot6 con las siglas FN (de manera 

provisional. que son las iniciales de "Fijadoras de Nitrógeno'') y -

un número arábigo progresivo ascendente, de acuerdo al orden de 

colecta en campo. 

Por su parte, la preparaci6n de inóculos se hizo partiendo de 

una suspensión baéteriana en un medio nutritivo líquido (aproximad~ 

mente 3 ml.; ver Apéndice 2 para su composición), con el cual se i~ 

pregn6 la turba previamente esterilizada (aproximadamente 3 g.) den 

tro de bolsas de polietileno, que se sellan e incuban aproximadamen 

te 96 horas a una temperatura de 28°± 2ºC, homogeneizando diariamen 

te el inóculo. Cada bolsa con inóculo fué destinada para una sola -

semilla. 

Se realizaron pruebas de germinación de semillas de las espe

cies de leguminosas colectadas, previa cscarificaci6n con H2so 4 al 

10% durante 15-30 segundos, esto debido a las características que -

presentan las semillas en cuanto a dureza, impermeabilidad, etc. 

Las semillas una vez escarificadas se colocaron en cajas de P~ 

tri con papel filtro húmedo en condiciones de esterilidad, y llevan 

do un registro de la germinación; eligiendose para la siguiente fa

se del proyecto (invernadero) únicamente las especies que reunieron 
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las siguientes características: 

1) Disponibilidad de semillas. 

2) Rapidez de germinaci6n, y 

3) Disponibilidad de cepa bacteriana infectante. 

Debido a esto. solo cuatro especies reunieron tales requisi-

tos. y estas fueron; Crotalaria pumila • ~ citriodora, Phaseolus 

sp. y Phaseolus vulgaris. 

La cantidad de bacterias por inóculo se determinó por lo técn~ 

de conteo en p1aca a base de diluciones (hasta 10-7 ) y desarro-

llo de colonias a partir de una sola célula (Vincent. 1970). 

En la fase de invernadero, para la realizaci6n de las pruebas 

de efectividad se diseñ6 el siguiente modelo experimental: 

Para cada una de las cuatro especies de leguminosas se hizo la 

inoculación con su respectiva cepa bacteriana así como la inocula-

ción cruzada de las mismas; dando combinaciones de 4 X 4 m6s un lo-

te testigo; cada uno de los tratamientos tuvo tres repeticiones da~ 

dó un total de 60 macetas (ver Apéndice 2; figura 1 11 a 11
). En cada -

maceta se sembraron 5 semillas, inoculadas individualmente (ver A-

péndice 2; figura 1 "b"). 

Para esta fose del proyecto se utilizó suelo de los zonas don-

de se encontr6 la mayor cantidad y/o diversidad de leguminosas, és-

te fué esterilizado previamente con formol (diluci6n 1:3 formol-a-

gua), dejandolo reposar con esta solución durante 72 horns en una 

envoltura de plástico bien sellada. Después de transcurrir este 

tiempo se dejó ventilar para permitir la evaporación del formol. 

procediendo entonces al vaciado del suelo dentro de las macetas de 

15 cm. de diámetro por 20 cm. de profundidad. 

Para esta fase del proyecto se llcv6 un registro diario de los 

temperaturas máximas y minimas, caracteristicas de desarrollo y 
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dad de cada individuo en las macetas. El riego de las macetas se 

realiz6 con agua previamente esterilizado en autoclave (15 minutos 

a 15 lb./plg 2 ). 

La cosecha de las plantas se realizó a diferentes dias después 

de lo germinaci6n para cada especie; para Phaseolus vulgaris se 11~ 

a cabo a los 57 días y para Crotalaria pumila a los 78 dios, 

mientras que debido a la baja germinación de las dos especies res-

tantes (.P.!t!!u!. citriodora y Phaseolus sp.) obtenida en los macetas Y 

en las pruebas de germ~naci6n previas, no fueron incluidas en esta 

fase del proyecto. destinada a la evaluaci6n del Nitr6geno Total. 

Se procedi6 a analizar el contenido de Nitr6geno Total por el 

m~todo de Kjeldahl, tanto en suelo, antes de la siembra y después -

de la cosecha, os! como en tejido vegetal utilizando toda la planto 

excepto la ra!z. 

Por Gltimo se realiz6 el análisis estadistico de los datos ut~ 

lizondo la "t'' de Student con los siguientes ecuaciones: 

Cuando n 1 y n 2 tienen tamaño de muestras diferentes y ambos 

son pequeñ~s (n ~ 30); Grados de Libertad - n 1 ~ n2 - 2 

- ( u 1 - u2 

(n 1-1J Si + (n 2-l) Si 

nl + 0 2 - 2 

Cuando se compara un solo ejemplar 

yl 
ts 

- y2 (ul 

una muestro: 

- º2> 

s2 J º2 + 1 

"2 

Ecuaciones tomadas de Sokal (1969) y Spiegel (1970), 
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VIII.- R E S U L T A D O S . 

Durante la rcalizaci6n del presente trabajo, se encontraron un 

total de 35 especies de leguminosas silvestres y cultivadas tnnto 

en zonas de pastizal como de cultivo y en las margenes de éstos, de 

las cueles, 20 se determinaron hasta especie y 15 hasta género. El 

listado de tales especies se encuentra en la Tabla 1, en la que ta~ 

bien se indican las 16 especies de leguminosas de las cuales se ob

tuvo la cepa bacteriana a partir de los nódulos de sus rnlccs, osi 

la disponibilidad de semillas, que en su mayoría es bajo o nu

la (de O a 50 semillas), tambien se señalan los tiempos de germina

ci6n de las semillas; es importante señalar que las de testo más 

gruesa tardaron más en germinar. Por Gltimo se muestran los porcen

tajes de germinaci6n y se observó que en la mayorin de los casos 

(78%), este hecho no superó el 40%. 

En la Tabla 2, se muestran los análisis fisicos y qutmicos de 

suelo; en cuanto a Textura, el punto 1 muestra ln clase textura! d~ 

nominada Migaj6n-Arenoso, mientras que los restantes 4 puntos mues

treados se encuentran dentro de la misma clase textura!, a saber, -

Higaj6n-Arcillo-Arenoso, pero en general altos contenidos de ªL 

cilla, que van del 16 al 33%; los contenidos de limo estan entre 

y 20% y los de arena estan entre 51 y 75%. Por su parte la Densidad 

Real esta relacionada de manera directa con lo cantidad de arcilla 

de las muestras y la Densidad Aparente se relaciona tambi&n con la 

cantidad de arcilla y el % de Materia Org~nica. Estas dos propieda

des (D.A. y D.R.) arrojan un% de Espacio Poroso de 49.34 a 54.68%. 

En cuanto al pJI se observan valores cercanos a la neutralidad 

(de 6.4 a 7.5), a excepci6n de los de las muestras 4 y 5 que fueron 

obtenidas en zonas de cultivo aledaños a la presa Tuxhlmoy y que e~ 

tan entre 5.7 y 5.8 unidades de pH. 
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El porcentaje de Materia OrgAnica más alto es el de la muestra 

(S.348%), obtenido en zona de cultivo y el porcentaje menor es el 

de la muestra 3 (1.276%), obtenido en zonas de pastizal. 

En la Tabla 3 se dan las características de los cultivos de 

Rhizobium, macroscopicameote los colonias en medio ELMARC, son de -

color blanquecino o ligeramente rosado, circulares, convexos y de -

aspecto liso. Microscopicomente se tienen cultivos puros de bacilos 

Gram Negativos sin un arreglo especifico. En la misma tablo se mue~ 

treo los resultados de.los pruebas bioquimicas y se observa que en 

los medios SIM (indol), Agor Citratado, Agor Nitrotado, TSI, Prueba 

del Rojo de Metilo, Prueba de Voges-Proskauer y Gelatinosa lo res

puesta es negativa, en SIM (movimiento) y Prueba de la Catalosa to

das las cepos dieron respuesta positiva; en Rojo de Fenal FN 4 tuvo 

respuesta positivo, mientras las demás la tuvieron negativa; hubo -

producci6n de gas CH 2S) en todas las cepas a excepción de FN 10. 

En la Tabla 4, se muestran las caracteristicas más sobresolicn-

tes de las leguminosas determinados, de las cuales, la mayor1o per

tenece al estrato herbáceo (14 de los 20 especies determinadas) y -

también se menciono en coso dado el nombre común de dicho planta. -

En el listado A se muestran caracteristicas m6s especificas de las 

especies colectadas. 

La Tablo 5, reúne características de desarrollo y nodulnci6n -

observadas durante la fase de invernadero. Puede observarse que pa-

ro la especie Phaseolus vulgnris hubo germinnci5n en todos los lo

tes y nodulación con su propio cepa (FN 4), e inoculoci6n cruzada -

FN 15, no habiendo nodulaci6n en los restantes lotes, En los l~ 

tes con nodulación existió un mayor desarrollo vegetativo de las 

plantas, con respecto o los lotes donde no hubo noduloci6n. 

Paro la especie Phuscolus sp., se presentaron problemas de gcL 
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minaci6n en los lotes de FN 4, FN 10 y Testigo, en tanto que no hu

bo nodulación con FN 15 ni con FN 19. 

Para Crotalaria pumila hubo germinación en todos los lotes y 

nodulación con FN 15 que su propia cepa e inoculación cruzada con 

FN 10 y FN 19, aunque el desarrollo de las plantos de esta especie -

fue escaso en general. 

Para Dalea citriodora se tuvieron problemas de germinación en 

los lotes FN 4, FN 10 y FN 19; por su parte los lotes donde hubo seL 

minaci6n, que fueron FN 15 y Testigo, no presentaron nodulación y -

las plantas presentaron general escaso desarrollo vegetativo, Ta.!!!, 

bién se muestran en esta tabla los promedios de las temperaturas re-

gistradas en la fase de invernadero, siendo el Promedio H5ximo de -

34.9°C y el Promedio Mínimo de 13.2ºC. Es de hacerse notar que g~ 

neral, la germinaci6n de las semillas en esta parte del trabajo fue 

de alrededor del 17%. 

En la Tabla 6(a), se muestran los resultados de los análisis de 

Nitrógeno Total en suelo para Phaseolus vulgaris y puede resaltarse 

que genere! las macetas del lote inoculado can la cepa FN 4 tie

el valor promedio más alto (0.224%). seguido de las cepas FN 15 

(0.179%), FN 19 (0.178%), FN 10 y Testigo. Algunos cuadros estan maL 

cadas con el signo (-) lo que significa que no hubo germinación en -

esas macetas. 

En la misma Tabla 6(a), se encuentran los resultados de los nn!! 

lisis de Nitrógeno Total en suelo para Crotalaria pumiln, siendo el 

valor promedio más alto el de las macetas inoculadas con la cepa 

FN 15 (0.179:;>, seguidas por los cepas FN 4 (0.158%), FN 19, FN 10 

(0.132%) y Testigo: al igual que en el caso anterior el signo (-) i~ 

dica que no hubo germinación en lo respectiva maceta. 

En la Tabla 6(b), se encuentran los resultados de los u116lisis 
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de Nitrógeno Total en tejidos vegetales, observandosc que para Phn-

~ vulsaris el contenido promedio más alto esta en el lote ino-

culada con la cepa FN 15 (3.776%). seguido por FN 19 (3.156%), FN 4 

(2.474%), FN 10 y Testigo. En este caso el signo(-) indica la falta 

del individuo respectivo para la realización de este análisis. 

En la misma Tabla 6(b}, se muestran los resultados de los aná-

lisis de contenido de Nitrógeno Total en tejidos vegetales de ~ 

1E..r.!.!!. pumila y puede notarse que el contenido promedio más alto 

ta el lote inoculado con la cepa FN 19 (7.750%), seguido de 

de FN 10 (S.673%), Testigo, FN 4 (4.314%) y por filtimo FN 15. Al i-

gual que en el caso anterior el signo (-) indica la ausencia del i~ 

dividuo para la realización de este análisis. 

En la Tabla 7, se muestra el análisis estadístico de las comp~ 

raciones entre los resultados de los diferentes lotes de los onáli-

sis de Nitr6geno Total; paro Phaseolus vulsaris, éste indica que no 

hay diferencias estadísticamente significativas ni en suelo ni en -

tejidos vegetales. 

Para Crotalaria pumila hay diferencias estµdisticamentc signi

ficativas al comparar el contenido de Nitr6geno Total en suelo en-

tre FN 4 y FN 10 y otra diferencia estadísticamente significativa -

al comparar esta misma propiedad en tejidos vegetales entre los lo-

tes FN 4 y FN 19. 

Por último en lo referente al conteo de bacterias en los in6c~ 

los se tuvo que a la diluci6n de 10-7 , el número de colonias por c~ 

ja super6 el limite superior aceptado que es de 300 (Vincent, 1970). 
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TABLA l. 

LISTADO DE LEGUMINOSAS COLECTADAS, CEPAS BACTERIANAS. SEMILLAS DIS
PONIBLES, TIEMPO Y PORCENTAJE DE GERNINACION DE LAS MISMAS, 

ESPECIE 

1.- Vicia faba L. 
2,- Dcamodit1m srnhamii Gray. 
J,- Hcdicnso pol imorphn vulgnl'"ia 

(Bcnth) Shinners. 
4.- Phnseolus vulgnl'"is L, 
5.- Dalca rcclinuta (Cuv,) \.lilld, 
6.- Mcdic:aao lupulina L. 
7.- Phascolus sp. 
8.- ---u-s !lp, 

9.- us sp. 
10,- \IS sp. 
11,- um sp. 
12,-~sp. 
13.~n pumlln Ort. 
14,-bnlcn sp. 
15.-Acii'Cía sp. 
16,-Dalca citdodora Willd, 
17.-Dcsmod~icanum Gray. 
18.-Lupinus bilincatus Bcnth. 
19.-Phnseolus heterophvllus W'illd, 
20,-Desmodiurn unc:inatum (Jacq.) DC. 
21.-~.---

22.-TirOñBñinrtiíl lnterml!'dta Hol'"ic. 
23.-Astrasalus sp, 
24.-Mclilotus indicus (L.) All. 
25,-Zornia thvmlfolin 11.B.t.'.. 
26.-Dnlea sp. 
27, -Ac:nc:in sp. 
28.-cr:otDfarin rotundifolin (\,'nlt.) Gmclin. 
29,-Indisotcru lmrtwcgii Rydb. 
30.-Dnlea zimpanic:n Sc:haucr. 
31.~ grandiflora (L-llér,) Dcnth 
32.-Dnlea sp. 
33,-Dalen sp. 
34.-DülM sp. 
35.~ acanthoc:nnm Benth. 

CF.PA 

FN l 
FU 2 

FN 3 

FN 4 
FN S 
FN 6 
FN 8 
FN 9 
FN 10 
FN 11 
FN 12 
Fii 13 
FN 15 
FU 17 
FN 18 
FN 19 

CAtITIDAD 
DE 

SEMILLAS 

BAJA 
BAJA 

ABUNDANTE 

ABUNDANTE 
NULA 
REGULAR 
REGULAR 
NULA 
REGULAR 
NULA 
REGULAR 
NULA 
REGULAR 
BAJA 
NULA 
REGULAR 
REGULAR 
ABUNDANTE 
NUl..A 
NULA 
BAJA 
NULA 
ABUNDAl't'TE 
ABUNDANTE 
NULA 
BAJA 
BAJA 
REGULAR 
BAJA 
NULA 
BAJA 
NULA 
NULA 
NULA 
REGULAR 

• - SflULLAS QUE NO GERHI!IARON DENTRO DE UN LAPSO DE 4 SEHANAS. 

CANTIDAD DF. SEMILLAS: 

TIEMPO DE % DE 
GERMINACION GERNINACION 

(SE/'IANAS) 

80% 
90% 

0% 

40';; 

0% 
0% 

20% 

10% 

30% 
10% 

20% 
20% 

0% 

0% 

25% 
10% 

5% 
0% 

95% 
0% 

O SEHil.LAS -- NULA 50 n 100 SEMILLAS -- REGULAR 

1 a 50 SEMILLAS - BAJA MAS DE 100 Sf.Hf!,f.AS - AílUNDANTE 
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T A B L A 2 

RESULTADOS DE LOS ANA LISIS FISICOS Y QUIMICOS DE SUELO. 

MUESTRA TEXTURA DENSIDAD DENSIDAD ESPACIO pff PUNTO pff RELA MATERIA :¡; DE NITROGENO 
DE SUELO APARENTE REAL POROSO DE SATU- CION ORGANICA TOTAL EN MUES-

RACION 1: 1 TRA COMPUESTA, 
(g/cc) (g/cc) (%) (%) 

MIGAJOll- l. 26 2.78 54. 68 7.4 7.5 2.001 ARENOSO. 

MIGAJON-
ARCILLO- 1.16 2.50 53.60 7.2 7 .1 2.242 
ARENOSO. 

,,. HIGAJON-
o ARCILLO- 1.02 2. 1 7 53.00 6.3 6,4 1. 276 

ARENOSO, 
0.111 

MICAJON-
& ARCILLO- 1 .08 2.38 54.62 5.8 5.8 5. 34 7 

ARENOSO, 

HIGAJON-
& ARCILLO- 1.15 2.27 49 .34 5.7 5.8 2.139 

ARENOSO, 

SUELO COLECTADO EN A REAS DE PASTIZAL. 

& SUELO COLECTADO EN A REAS DE CULTIVO. 



T A B L A 3 

RESULTADOS OBTENIDOS DE LAS SIEMBRAS DE BACTERIAS EN DIFERENTES PRU§. 
BAS BIOQUUIICAS Y CULTIVO A 28ºC DURANTE 48 HORAS. 

+ - REACCION POSITIVA 

REACCION NEGATIVA. 

CEPA FN 4 FN 10 FN 15 FN 19 

MEDIO 

SIM (H 2S) + + + 

SIM (MOVIMIENTO) + + + + 

SIM (INDOL) 

AGAR NITRATADO 

TSI (Gas) 
(Acido) 

ROJO DE (acido) + FENOL 

AGAR CITRATADO 

PRUEBA DE ROJO 
DE METILO. 

PRUEBA DE VOGES-
PROSKAUER. 

GELATINAS A 

PRUEBA DE LA + + + + CATALASA. 

CARACTERISITCAS MACROSCOPICAS MICROSCOPICAS DE Rhizobium. 

MACROSCOPICAS: COLONIAS BLANCAS O LIGERAMENTE ROSADAS EN MEDIO ELMARC, 
CIRCULARES, CONVEXAS Y DE ASPECTO LISO. 

MICROSCOPICAS: CULTIVOS PUROS DE BACILOS GRAM NEGATIVOS SIN UN ARREGLO 
DEFINIDO. 
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L I S T A D O A . 

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LAS ESPECIES DE LEGUMINOSAS COLECT~ 

DAS. 

El número que antecede a cada especie es el que le corresponde 

la Tabla 1. 

27.-~ sp. Hierba de 15 a 20 cm. de altura; de raiz engrosado 

de color café y anillos de color amarillo. Ramas sin espinas; hojus 

alternas, pinnadas¡ foliolos de 12 a 16, de de 4 a 5 mm. de largo, 

de borde ligeramente piloso. Frutos amarillos de 3.5 o 4 cm. de loL 

go, por 5 o 7 mm. de ancho, cado uno con 3 a 5 semillas; éstas son 

de color café claro con manchas café 

21.-~ sp. Hierba de aproximadamente 40 cm. de altura; raíz t,!! 

bular costrosa de color café. Ramificada desde lo base; bipinnado -

con 24 o 30 foliolulos por foliolo; los foliolulos tienen 3 a 5 

de largo, por 1 a 2 de ancho; frutos de 1 o 2 cm, de largo, por 

5 o B mm. de ancho, el ápice ligeramente curvado haci~ adentro 

y mucronado, con 2 a 5 semillas; semillas lisas de color beige. 

15.- Acacia sp. Hierba de 40 a 60 cm. de altura. Ramificado desde -

la base y parcialmente tendido. flojos bipinnndos, con 24 o 32 foli~ 

los, coda 46 a 52 foliolulos; cada foliolulo mide de u 2 

mm. de largo, por aproximadamente 1 mm. de ancho. !lajas de 5 a 7 

cm. de largo. Ramas sin espinas, pilosos al igual que lus hojas. 

Los foliolulos tienen el borde piloso. Flores pequeñas en cabczue-

las, de color amarillo y los botones son globosos. Base de los es-

tambres con ligera tonalidad rosa. 

23.- Astrngalus sp. Hierba erguido o tendida de 30 o 40 cm.; con 

lñs ramas y hojas tomentosas; foliolos lanceolados; cada hoja con -

5 a 8 foliolos de 5 a 10 mm. de largo, por 3 a 5 mm. de ancho. Eje 

de la inflorescencia entre 5 y 7 cm.; espiga de 1 a 2 cm.; flores -
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con bráctea, de color amarillento, de aproximadamente de 5 a 7 mm. 

de largo. 

22.-Brongniartia intermedia Moric. Planta arbustiva, de tallo pu

bescente y hojas cortamente pecioladas de 1 a 2 cm. de largo con 

11 a 37 foliolos, opuestos. Flores axilares, solitarias o en pares, 

de corola roja o morada, legumbre anchamcnte oblonga de semillas 

globosas, pardo-rojizas, lisas (Sanchez, 1979). 

31.- Calliandra grandiflora (L'Hér) Benth. Arbusto con hojas de 

15 mm. o más de largo Y. raquis algo angulado, pubescente, pinnas de 

B a 20 pares de foliolos linear oblongos, glabros o algo pubescen

tes el envés. Capitulos con pedGnculos, formando racimos termin~ 

les densos. Semillas ovovadas de color amarillento (Rzcdowskl., 1979). 

13.- Crotalaria pumila Ort. Hierba anual, de hojas trifoliadas¡ fo

liolos aovados, de S mm. a 1.3 cm. de longitud. Flores pequeñas de 

color amarillo-rojizo agrupadas en racimos axilares. Legumbre sésil 

o subsésil de 1 a 3 cm., inflada (Sanchez, 1979). 

28.- Crotnlaria rotundifolia (Walt) Gmelin.Planta herbácea perenne 

de 16 a 20 cm. de largo, muy ramificada desde la base¡ hojas sim

ples subsésiles, orbiculares, ovados, oblongas, lanceoladas o clip

ticas de 1 a 4 cm. de largo, por 5 a 20 mm. de ancho. Inflorescen-

cios opuestas a las hojas, racimos con 3 a 6 flores, corola amori-

lla; legumbre inflado de 15 n 25 mm. de largo por 5 a 10 mm. de di~ 

metro (Rzedowski, 1979). 

16.-~ citriodora Willd. Hierba de unos 30 a 50 cm. de altura, 

con la superfici~ glnbro, hojas imparipinnodas, los folialos peque

ños, ovales o elipticos, con intenso olor n lim6n. Inflorsccncios -

cortos, pedunculadas, la regi6n floral con formo elíptica; con flo

res blanco-purpureas (Sanchez, 1979). 

30.-~ rcclinnta (Cov.) Willd. Planto herbliccn, anual, de apro-
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ximadamentc 30 cm. de altura, con tallo ciltndrico, a menudo con 

t.intes de color morado, piloso. Hojas impari.pinnndns, follolos 11n

gost.amentc el!pt.icos. Flores en espiga, sésiles, con el tubo del e! 

liz acampanulado, corola azul-violeta. Semillas lisas. brillnntes -

de color verde amarillento o pardo amarillento (Rzcdowski, 1979). 

14.- .!!!!..1.2 sp. Hierba parcialmente erguí.da de unos 40 cm. de longi-

tud. Ramificada desde la base. Hojas imparipinnndns con a 7 fo 1 i_g_ 

los de 6 a 8 mm. d.e largo, por 3 a 5 mm. de ancho. Raíz de e.olor 

marillo intenso y textura coriácea. Flores en racimos con corola de 

color violáceo. Faliolos glandulosos en el envés. 

26.-~ sp. Hierba de' 40 n 50 cm. de altura; tallos verdes o ve.E. 

de-amarillentos. Hojas imparipinnadns con 11 a 15 foliolos, glandu

losos, de 2 a 5 mm. de largo, por 1 a 2 mm. de ancho, ápice hendi

do. Inflorescencias densas de 2 a 3 cm.; cáliz densamente piloso 

glándulas verdes y amarillos; corola púrpura. 

33.-~ sp. Hierba de ralees muy extendidas de color café. Muy -

ramificada desde la base, ramas de 20 a 30 cm. erguidas o semicrgu~ 

dos con el primer tercio de las mismas desprovisto de hojas. llojos 

imparipinnadas con 9 a 15 f oliolos que t.iencn de a 6 mm. de lar-

go, por 2 a 4 mm. de ancho, que tienen glándulas s6lo en el envés 

y éstas de color oscuro. Los foliolos son de borde entero y neL 

vadura central prominente, can el úpice bilohulado que posee inva

riablemente una glándula. Ramas. hojas y foliolos pubescentes. 

34.-~ sp. Hierba perenne de unos 20 a 30 cm. de longitud; rami_ 

ficoda desde lo base, ramas semicrgutdas; raíz omarillu gruesa y 

con numerosas vellosidades. Hojas con 12 n 23 foliolos de 1 a 3 mm. 

de largo, por 1 a 2 mm. de ancho, borde entero, no mucronadns, ápi-

ligeramcnte bilobulado. glándulas sólo en el envés. Hojas y 

mas glabras. Brácteas envolventes y glangu1osas. Caliz glanduloso; 
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flores purpúreas. 

32.-~ sp. Planta herbácea de 10 a 20 cm. de altura. Tallos gl~ 

bros ramificados; hojas con 3 a 9 foliolos oblongos, de 4 o 10 mm. 

de largo, por 2 a mm. de ancho. Flores en espigas densas de 2 o 

cm. de largo, por 8 mm. de diámetro, en pedúnculos terminales de 

1 a 3 cm. de largo. Corola azul. 

30.-~ zimpnnica Schauer. Arbusto de 1 a 3 m, de altura, con 

los ramas lisas y delgadas, hojas pinnadas, brevemente pecioladas; 

de 11 a 19 pequeños fol.iolos, el1pticos, de 2 a 6 mm. de largo, li

sos en ambas caras, con puntos glandulosos en el envés. Infloresce~ 

cias cortas, subglobosas u oblongos, de 1.5 o 3 cm. de largo, serí

ceo-vellosas, flores con el cáliz ciliado, velloso, con glándulas ~ 

marillentas y corolas tambien amarillentas o moreno-rojizos (San

chcz, 1979). 

2.- Desmodium grahnm.!.!. Gray. Planta rastrera o más o menos erecto. 

Trrifoliada, foliolo terminal aovado, de 2 a 4 cm. de largo, por 

1.2 a 2.4 cm, de ancho; foliolos laterales más o menos obtusos, o

blicuos, mucronados, por lo general truncos en ·la base, de 1.3 o -

2 • 7 cm • de lo rg o, por O. 7 a 1 • 5 de ancho, Nervadura central y 

nervios principales prominentes en el envés, ambas superficies pil~ 

sas. Inflorescencias terminales o axilares. bracteadas. Semilla rc

niforme café-rojiza (Rzedowski, 1979). 

17.- Dcsmodium neomcxicanum Gray. Planta herbácea con tallos cortos 

o largos, que pronto se vuelven procumbentcs. Folíolos onsostnmcnte 

a estrechamente ovado-angu1oso o elípticos. Inflorescencias en rae~ 

mos cortos o largos, semillas pardas, el1ptico o r6mbico-reniformcs 

(Sanchcz, 1979). 

20.- Desmodium uncinatum (Jacq.) DC. Planat herbácea. trepadora o -

erecta; estípulas ovados, largamente ciliadas. Foliolos más bien 
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delgados, el terminal más o menos ovado, obtuso en el ápice Y muer~ 

nulado, foliolos laterales similares, algo oblicuos en ln base, de 

3 a cm. de largo, de t.S a 2.8 cm. de ancho. Inflorescencias la-

y alargadas (Rzedowski, 1979). 

29.- Indisofere hnrtwegii Rydb. Planta herbácea perenne de raíz 

gruesa y tallo leñoso en la base; ramas algo angulado-estriadas, 

tendidas. Peciolo y raquis estrigosos, foliolos con ápice obtuso o 

redondeado. Flores dispuestas en racimos cortos y densos, de corola 

roja, legumbre recta, cstrigosa (Rzedowski, 1979). 

18.- Lupinus bilineatus Benth. Planta mayormente anual o bienal, en 

ocasiones perenne de vida corta, tallos huecos. Las flores subvcrt~ 

ciladas o dispuestas en espiral, de corola glabrn, de color lila. -

Legumbre con pubescencia pilosa (Sanchez, 1979), 

6.- Medicago lupulina L. Planta anual, decumbente~ tallos finamente 

pilosos; hojas cortamente pecioladas; folíolos ovovados, ovales 

suborbiculares. Flores dispuestas en racimos ovoides muy cortos de 

corola amorilla, legumbre ligeramente encurvada, de color amarillo

verdoso o pardo-amarillento y de superficie lisa (S~nchoz, 1979). 

3.- Medicaso polimorpha vulgaris (Benth) Shinners. Planta anual, 

tendida, de tallo muy ramificado desde la base. llojas pecioladas, -

foliolos ovovedos u obcordados. Flores dispuestas en racimos axila

res solitarios, más cortos que las hojas; corola amarilla. Legumbre 

enroscada en espiral, reticuladn, con 2 a 6.5 espiras, armadas de -

numerosas espinas; semillas varias, rcniformes. Esta variedad tiene 

el fruto discoidal. de 3 a 4 espiras de hasta 

ganchudas y diveregntes (Rzedowski, 1979). 

mm. de longitud, 

24.- Melilotus ~(L.) All. Planta anual de 30 a SO cm. de al-

tura de tallo erecto, ramificado; foliolos oblanccolados n veces c~ 

si lineares. Flores dispuestas racimos de color amarillento. Le-
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gumbre subglobosa (Sanchez, 1979). 

32.-~ acanthocnrpa Benth. Arbusto de 1 a 2 m. de altura, arm!!. 

do de fuertes espinas recurvadas, que miden de 4 a 5 mm. llojns bip~ 

nnadas, de contorno general oblongo-ovado, de 3 cm. de largo, por -

1.5 cm. de ancho. Divisiones primarias oblongas, de 1 cm. de largo, 

formado de unos 20 foliolulos, de 3 a 4 mm. de largo. Inflorescen

cias axilares, de 10 a 12 mm. de diámetro, de color blanco-rosado. 

Frutos espinosos en el margen, comprimidos, de color moreno-violá

ceo, de 3 cm. de largo •. por 4 a 6 mm. de ancho, angostos hacia la 

base y el ápice (Sanchez, 1979). 

19.- Phaseolus heterophrllus Willd. Planta herbácea perenne, de ta

llo delgado, corto, postrado. Folio los de forma variable; flores 

muy cortamente pcdiceladas, casi sésiles, corola de color púrpura o 

color salmón. Legumbre pedúnculo, de semillas oblongas, amorillo

verdosas con tintes negros (Sanchez, 1979). 

7.- Phnseolus sp. Planta herbácea, muy ramificada desde la base, Í.2. 

liolos ovados de 1 • .3 o 2 cm. de ancho, por 1. 5 a 2 cm. de largo. T.!!. 

da la planta 

duos la raíz 

pilosa, flores de color violáceo. En estos indivi

engrosa y forma un camote de 3 cm. de largo, por 

1.5 a 2.5 cm. de diámetro. 

B.- Phaseolus sp. Hierba tendida, pilosa. Foliolos ovados de 2 a 3 

de ancho por 3 a 4 cm. de largo. Flores violáceas. Se encuentra 

mUy ramificado desde la base. Sus raíces no se engrosan Y no forman 

camote o tubérculo. 

9.- Phascolus sp. llierba tendida de 30 o 40 cm. de longitud. La ra

íz se engroso hnsto 1.5 o 2 cm. de diámetro, por 8 a 15 cm. de lar

go y es de textura coriáceo. Ramificada desde lo base. Hojas trifo-

liadas, foliolos aovados de 2.5 o 3 de largo, por 1.3 a 1.7 cm. 

de ancho. Densamente pilosa. Frutos rectos de 2 a 3 cm., cafés muy 
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pilosos, con 3 a 5 semillas pequeñas de color caí6. Inflorescencias 

con brácteas, en racimos, corola púrpura. 

10.- Phaseolus sp. Hierba tendida, pilosa. Foliolos digitados, lan

ceolados u obvovados de 2 a 3 cm. de largo, por 1 a 1.5 cm. de 

cho. Ramificada desde la base, raíz engrosada de 2 a 3 cm. de lar

go, por 1.5 a 2 cm. de diámetro. 

12.- Phaseolus sp. Hierba tendida de unos 40 cm. de largo. La raíz 

no se engrosa. Densamente pilosa en tallos y hojas. Foliolos ovados 

de 2 a 2.5 cm. de ancho, por 2 a 3 cm. de largo. Prefloración imbr~ 

cada. Racimos axilares o terminales. Corola púrpura. 

4.- Phaseolus vulgaris L. Planta herbácea de unos 60 cm. o más de 

altura o longitud. Trepadora o rastrero. Hojas trifoliadas, pilo

sas. Racimos axilares, flores de varios colores, dependiendo de la 

variedad de que se trate. Se le conoce comunmente como '1 frijol 11
• 

11.- Trifolium sp. Hierba de 20 a 30 cm. de largo, parcialmente te~ 

dida. Ralz cilindrica tubular. Tallos pilosos. Hojas trifoliadas 

con peciolos de hasta cm.; foliolos clipticos de 15 a 18 mm. de -

largo, por 4 a 5 mm. de ancho, ápice finamente mucronndo, borde li

geramente aserrado, nervadura central pilosa. Flores en racimos de 

1 a 1,5 cm. de di~metro, con 15 a 20 flores. Eje floral de 2 a 5 

cm.; corola blanca del mismo tamaño que el cáliz. Flores con brác

teas pequeñas. Vaina mucronado de 4 a 6 mm. de largo por 2 a 3 mm. 

de ancho, con 2 semillas por lo general, de color café-pardo. Se 

conserva el cáliz y la corola aún en lo madurez del fruto. 

1.- .Y!.E.!.!!, ~L. Planta herbácea erguida de unos 40 cm. de altura. 

Trifoliada. Con inflorescencias en racimos axilares. Su superficie 

es lisa. Flores de color violáceo. Se le conoce como ''haba''. 

25.-~ thxmifolia H.B.K. Planta perenne, de tollo tendido muy 

ramificado, delgado. Hojas con el peciolo delgado, piloso, foliolos 
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ovado-lanceolados. Flores dispuestas en espigas largas, muy cerca

nos entre sí, dando a la espiga un aspecto denso y compacto. Flores 

sésiles de corola amarillenta pálida. Semillas de color amarillento 

rojizo al principio y obscuras después (Rzedawski, 1979). 
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TABLA 4. 

CARACTERISTICAS DE LAS LEGUMINOSAS DETERMINADAS 

HASTA ESPECIE. 

LEGU~IINOSA 

Dronenlnrtin intermedio Moric. 

Callinndra arandiflorn (L~llér.) Benth. 

~p11mtlnOrt.. 

~ rotundifolin (Walt,) Gmelin, 

~~Willd. 

Dalen ~ (Cav.) Wllld, 

~ dmpnnicn (Schnuer. 

~ srnhomii Crny 

Desmodtum neamexicanum Gray. 

~~(Jacq;)DC. 

Indigofara harl\.egii Rydb. 

Lueinus bilinentus llenth. 

Medicnso 110limorplm vulsnris (Bcnth.) 

Shinners. 

Medicngo lupul!na L. 

Melilotus ~(L.) All. 

Mimosa acnnthocnrpa Be:ith. 

~ heterophrllus Willd, 

~ vulgnris L, 

Vicia .!.!.tl!..!!. L. 

~ thymifolin H.B.K. 

ESTRATO FLOR o 
INFLORESCENCIA 

Arbustivo Axilar solitaria 

Arb6reo Racimo terminal 

llerbúcco EUptica cort:n 

llerbúceo Racimo axilar 

Herbáceo Espigo terminal 

llerbúceo Espiga terminal 

Arbustivo Espiga terminnl 

Arbustivo Espiga terminal 

llerbiiceo Rncimo terminal 

llerbi'icco Racimo turminnl 

R.rnlreru Ruc1mo corto 

llerbi'icco Espiga termino! 

Herbliceo Racimo lermlnal 

Herbiiceo Rucimos ovoides 

Herbáceo Racimo terminal 

Arbustivo Racimo nxilur 

lfrrbliceo poRtrndo Artlnr solitaria 

Herbáceo Rocimo uxilur 

Hcrblkeo Racimo Axilar 

Herbáceo tendida Sésil solitaria 

NOMBRE 
VULGAR 

No se le conoce 

"Colo de c11b11llo" 

"Cascnbcl" 

"Cnscnhel" 

"Tercio¡ielillo" 

No se le conoce 

No se le conoce 

No ne lo conoce 

No fie le conoce 

No se le conoce 

No 80 le conoce 

No l'iC lu conoce 

"ütrretillu" 

No su le conoce 

"Trébol de olor" 

"Ui'la de gatD" 

No De le conoce 

"Frijol" 

"liaba" 

No se le conoce 



TABLA 5. 

CARACTERISTICAS DE OESAHIWLLO Y :rnDULACION DE LAS LEGUMINOSAS ESTU-

FN 4 

FN 10 

FN 15 

FN 19 

TESTIGO 

Phnseolus 
vulgoris 

3 Individuos en - NO 
desarrollo vegeto 
tivo. - llUBO 
l Individuo con -
fruto inmaduro. GERMlNACION. 
Nodulnción 

cepo. 

Desor-rollo 
Vegetativo. 

No hubo no
duloci6n. 

3 Individuos en -
desarrollo vegeta 
tivo. -
3 Individuos con 
fruto inmaduro. 
Inoculación 
zodu. 

Todos los indivi
duos con fruto, -
en un caso maduro 
No hubo nodulo
ci6n. 

Desnrrol lo 
vegetativo. 

NO 

HUBO 

GERHINACION. 

Desarrollo 
vegetativo. 

No hubo no
dulnción, 

Desarrollo 
vegetut..ivo. 

No hubo nu
dulación. 

NO 

Crolnl.nrin 
pumi la 

Desorrol lo 

vegetnti vo. 

No hubo no-

dulnci6n. 

O eso r ro 11 o 
veget¡1tivo. 

lnoculuci6n 
cruzndn. 

--------
Dnleu 

citriodorn 

NO 

HUBO 

GEfUIINAClON. 

NO 

HUBO 

GERMINACION. 

Dcsurrol lo 
vegetativo. 

1 lndivtduo con 
[ruto y el r~sto 
en desarrollo ve
getativo. 
NodulnciOn con 
propia cepo. 

No hubo no""I dulnci6n. 

Inocu lnc i ón \ NO 
cruzada. 

, HUBO 

Desorr-ol lo ~ 
vegetativo. - -~RMINACI-~ 

Formación Desarrollo 
de fruto. vegetut.ivo. 

l!UHO 
No hubo no- No hubo no- 1 No hubo no-

~---~-d~u~l~nc~i_6_n~·--~-G_E_Rt_ll_N_A_C_I_O_N~. ~---•-•_l •_oc_i_6_n • _______j_ d u l uc 1 ó n • 

En todos los casos ln nodulaci6n fue escusa (1 o 5 nódulos por indi
viduo}. 

Crotnlarin pumiln: Tnllu o 78 días de germinnciún: 15 n 17 y con 
una solo roma. 

Dnlea citriodorn: En general con cscano desarrollo vogetat..ivo. 

Tempcrnturos registradas durante lo fase de invcrnadoro: 

Temperatura Múximo Promedio: 34 .9ºC. 
Temperatura Mínimo Promedio: 13.2ºC. 
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T A B L A 6(a) • 

ANALISIS DE NITROGENO TOTAL DEL SUELO DE LAS MACETAS DESPUES DE LA 
COSECHA DE LEGUMINOSAS. 

(cantidades en%). 

E1 signo (-) indica que los datos requeridos para dicha casilla no 
existen, debido principalmente a problemas de germinación. 

Phaseolus vulgaris 

MACETA 
1 2 3 ¡¡ 

~ºº 

FN 4 0.182 0.254 0.234 0.223 

FN 10 0.163 - - -

FN 15 o .195 - 0.163 o. 179 

FN 19 0.176 o. 189 o. 169 o .178 

TESTIGO 0.130 - - -

Crotalaria pumiln. 

MACETA 
1 2 3 i1 

noOA 

FN 4 o .150 o .1 76 0.150 o .158 
-

FN 10 o. 130 o .137 0.130 o .132 

FN 15 o. 195 o .163 - o .179 

FN 19 o. 139 - - -

TESTIGO o .130 - - -
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T A 8 L A •< b). 

ANALISIS DE NITROGE!W EN TEJIDOS VEGETALES. 
( t::flnti rl'1•1cl'4 en X). 

I~' DUC 
CE 

FN • 1 .692 

FN 10 1 .953 

FN 15 

'"··:···¡-::r=,~ ~---=i::=J 
f----+-----+--'-· s_1_s_r-_-2-~_•_1_•_-T1-'-~-'I'"u ~~~-1~4 

2.083 3. 51 s 

FN 19 3 .906 

TESTIGO 1 .172 

5.078 1.822 3.1.!5 -~ 3.776 

t-----t------r--'-· 1_,_·--¡lc--2_._ª_2_ª-i----- -- ---- -- -----¡--'-·_'_'_º--¡ 
- ! -,___,___ ______ L __ _ 

Crotularta pumila. 

¡-~ 
6 ! X 

t="-"--"-+--~--t--~~-1-----t-------r--------i 

~I uo 

FN • 4 .bl 3 3. 730 4. 490 4 .633 3. 326 5. 293 4. 300 

FN 10 7. 315 4 .903 4. 800 5. 673 

FN 15 4 .340 4 .130 ..... 235 

FN 19 9 .640 5 .859 7. 750 

TESTIGO 5. 208 -'----~--___ \ ___ -__ 
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TABLA 7. 

RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADlSTICO DE LA DETERrllNACION DE NlTROGENO 

TOTAL EN SUELO DE LAS }!ACETAS CON ~ vuluaris. 

11 0 •Las dos muestras provicnt.-n de la misma pobluciún. 

lla • Las dos muestras provienen dt! di (eren tes poblaciones, 

Nivel de confianza • 0.95 

En el cuadro la hip6tcsis aceptada, 

CEPA FN 10 FN 15 FN l<J TESTIGO 

----
FN 4 110 110 110 11 

o 1 
1 

FN 10 

1 

110 
1 

11 o 110 
-------

1 
FN 15 "º 110 

FN 19 11 o 

RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO DE LA DETERMINAC!ON DE NITROGENO 

TOTAL EN TEJIDO VEGETAL DE f.~ vulsaris. 
Nivel de confianza • 0.95 

CEPA FN 10 FN 15 FN l<J TESTIGO 

FN 4 11 o 11 o 11 o 11 o 

FN 10 11 o 11 o 11 
o 

FN 15 11 o 11 
o 

~. 

FN 19 "º 
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Tablo 7 continuación: 

RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO DE LA DETERMINACION DE NITROGENO 

TOTAL EN SUELO DE LAS MACETAS CON Crotalnria pumila. 

Nivel de confianza • 0.95 

CEPA FN 10 FN 15 FN 19 TESTIGO 

FN 4 "• "o ~~-1 "o 
FN 10 "o "o "o 

FN 15 "o "o 

FN 19 "o 

RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO DE LA DETERtHNACfON DE NITROGt-:rrn 

TOTAL EN TEJIDOS VEGETALES Dt-: Crotolaria pumt la, 

Nivel de confianza "'0.95 

CEPA FN 10 FN 15 FN 19 

~~---·----

FN 4 "o "o "o 
FN 10 "o "o 

FN 15 "o 

FN 19 
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IX.- D I S C U S I O N . 

En la Tabla 1 se listan todas las especies encontradas (35) 1 -

tanto las que se determinaron hasta especie ( 20), asr como las que 

se determinaron hasta género (15), esto último se debió principal

mente a la falta de claves más precisas a nivel de especie. 

Se menciona asimismo la cantidad de semillas en cuatro cntego

rins arbitrarias que son las siguientes: 

O semillas Nula. 

1 a 50 semillas Baja. 

51 a 100 semillas 

Ma§ de 100 semillas 

Regular. 

Abundante. 

De esto manero y debido al diseílo experimental empleado se ti~ 

ne que los especies de leguminosas las que podio realizarse lo 

determinación de la efectividad de las cepas, se restrigicron sólo 

a las especies que se ubicaron en las últimas dos cat~gorías (Regu

lar y Abundante) y que además cumplieron con otras cnracter!sticns, 

hecho que se discute más adelante. 

En lo misma Tabla 1, se nota que en general las leguminosos e~ 

centradas tenían bojo cantidad de semillas, dcbido o que el pe-

riada de colecta fué reducido. 

También se muestra el tiempo que tardaron los semillas de cado 

especie en germinar, habiéndose observado que las semillas que más 

tardaron en hacerlo fueron los de testa mús gruesa, debido o los e~ 

racterísticns que poseen las mismas, aunque posiblemente su período 

de germinaci6n es muy largo y bujo condiciones de temperatura y hu-

mednd específicas• tales los que se encuentran en campo y tal 

vez a que el tratamiento de escarificnción utilizado debió de s~r -

más severo. 

Por su parte, lns semillas de r5pidn gcrminucl6n fueron nque
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llas correspondientes a plantas herbáceas, tanto anuales (por ejem

plo Crotalaria pumila) • como perennes (por ejemplo Phaf!E?Olus sp.); 

tal vez debido a que al recibir condiciones de humedad y previa es

carificación, éstas germinan como una respuesta fisiológica para 

completar su desarrollo vegetativo, anr.es de llegar a la época de -

sequía (Bidwcll, 1979). 

Por último se anotan en esta misma tabla los porcentajes de 

germinación de las semillas de cada especie, que en su mayoría 

(78%), no superan el 40% en este renglón. Por comodidad las causas 

paro esta baja germinación se discuten más adelante. 

Con base en el análisis conjunto de 4 parúmetros (leguminosa, 

cepa, cantidad de semilla y tiempo de germinación) 

lo 4 especies lograron reunir los requisitos de: 

1) Disponibilidad de semilla. 

2) Rapidez de germinación, y 

3) Disponibilidad de cepa. 

tiene que só-

Estas fueron, Crotalaria pumila, Dalea citriodora, Phascolus -

sp. y Phaseolus vulgar is. 

En la Tabla 2, se muestran los resultados de los análisis de -

las propiedades físicas y químicas del suelo, encontrando que para 

la muestra 1 la clase textura! es Higajon-Arenoso, mientras que la 

textura es la misma para los restantes 4 puntos de muestreo, ubica~ 

dose dentro de la clase textura! Migajon-Arcillo-Arenoso; los por

c~11Lujes de arcilla van del 16 al 33%; los de limo estan entre 9 y 

20% y los de arena cstan entre 51 y 75%. 

Se puede observar a partir de esto que las muestras de suelo 

tienen cantidades altas de arcilla (16 a 33~); cuyas propiedades 

más importantes son la de disminuir la permeabilidad y la aerca

ción, favorece la conscrvac~ón de agua y aumenta la cohesi6n, esta-
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biliza la estructura, modera los cambios de temperatura y asegura -

la conservación de minerales nutritivos e interviene en el intcrcam 

bio de iones del suelo (Gaucher, 1971). 

En cuanto a los limos, se puede mencionar que se constituyen -

elementos de impermeabilidad del suelo; y cnrcccn de propieda-

des coloidales, de tal manera que abund~ncia de los mismos en -

el suelo influye como un elemento de inestabilidad en la ~structur•I 

{Gaucher, 1971). 

Las arenas por su parte, dan al suelo una buena nercnci6n y 

drenaje, pero al mismo tiempo se tiene poca retcnci6n de agua y una 

baja cohesión, por lo mismo, no presentan dificultad al desarrollu 

radicular de las plantas y son penetradas con facilidad por lus in~ 

trumentos de laboreo {Gaucher, 1971). 

Ahora bien, si se toman en cuenta las tres fracciones del 

lo en sus porcentajes, se tiene que en general, los datos paro are~ 

lla son especialmente altos (sobre todo los de la muestra 4 que es 

de 28.33% y los de las muestras 3 y 5 que cstan por arriba del 30%) 

y esto trae varios problemas consigo. a saber. un suelo compacto 

que se hnce difícil de trabajar, alta microporosidad que tiene como 

consecuencia el encharcamiento del agua, además del riesgo derivado 

de labores de cultivo sobre el mismo, ya que al alterar la estruct~ 

se tiende a compactar más el suelo y esto n menudo deriva en Ja 

obstrucción del desarrollo radicular de lus plnntas; de la misma m~ 

nera se puede mencionar que todas estas caracteristicas traen cons~ 

go implicaciones pnra los microorganismos, ya que por ejemplo, lu -

alta retención de humedad facilita la prolifcraci6n de los mismos, 

incluidos los rizobios, que encuentran de esta ma11crn condlcione~ ~ 

decuadas para su e~tablccimiento~ 

Por otra parte, se tiene que los dntos pura Densidad Real y -
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Densidad Aparente. coinciden con lo expresado en relación 3 lo tex

tura; particularmente la Densidad Real esta relacionada en forma di 

rectamente proporcional a lo cantidad de arcilla de la muestra y la 

Densidad Aparente se relaciono de tal con la Densidad Real, 

que indica que la mayor porte del Espacio Poroso, esta compuesto 

por los microporos del suelo, con las consecuencias ya mencionadas 

cuanto al comportamiento del agua en el mismo. 

En cuanto nl pH del suelo, en general se encuentra dentro de -

los límites de tolerancia parn el desarrollo bacteriano, que según 

Bergey (op. cit.), se encuentra entre 5.0 y 8.5. Las muestras 4 y 

5, presentan un ptt 6cido, hecho que puede deberse a lo acumulaci6n 

de materia orgánica, yo que paro Vertisoles el pH de 6.0 a 8.5 y 

para Feozems en la superficie puede ser mayor de 7.0 (FitzPatrick, 

1984), pues se trata de muestras pertenecientes a las zonas aleda

ñas o la presa, receptoras de material (suelo y materia orgánica) -

de los zonas más elevados. Es necesario mencionar que lo materia ar 

gánica es util a los rizobios por proporcionarles sustruto y nutri

mentos paro su desarrollo cuando se encuentran ~n vido libre, ade

más de incrementar la retención de humedad (Alexandcr, 1980). 

Como puede observarse en la misma tabla, los resultados de M.O. 

obtenidos caen en su mayoría dentro de los límites expresados por -

Ortiz (1985) y FitzPotrick (op. cit.), es decir, del 1 ol 5%; exce~ 

to la muestra 4 (5.347%), que al ser de uno zona aledaña o la preso 

recibe aportes de materia orgúnica. Según la Closificoción Tentati-

va para M.O. propuesto por Moreno (1970), la muestro 

mente Pobre en materia organica, las muestras 1, 2 y 

es Hedinnn-

tienen un 

contenido Mediano de fista y lo muestro 4 es Extremadamente Rica 

(Ver apéndice JI, Tablo D). 

Cabe hacer lo aclaración de que se encontró una mayor propor--
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ci6n de nodulaci5n en zonas cercanas a la presa. en comparación J 

las zonas de pastizal, que su encuentrun en zonas m5s altns. Esca 

puede asociarse al hecho de que istas zonas poseen un mayor aporte 

de agua debida a la acción de capilaridad en el suelo, favoreciendo 

el establecimiento de leguminosas y rizobios 

do la relación simbi6tica. 

el suelo. auspicinE 

Por lo que respecta a los resultados expresados en In Tabla 3, 

tanto las características macro como microscopicns observndus en 

los cultivos puros, coinciden con las expresadas por Vincent (1970), 

es decir, son bacilos Gram Negativos, que forman colonias blancas o 

ligeramente rosadas en medio ELMARC, &stas son de forma circular y 

aspecto liso. Acerca de las pruebas bioquímicas rcali~ndas, el com-

portamiento mostrado por las cepas, concuerda con las caractcristi-

expresadas por Bergey (op. cit.) y que a continuación se mcnci~ 

(Koncman. 1983). 

TOdas las cepas a exccpci6n de FN 10 produjeron H2S en medio -

SIM y TSI (~ste Gltimo no aparece en la Tabla 3, sin embargo, se 

menciona como corroboraci6n del primero), 

Movimiento detectado para todas las cepas en el medio SIM. 

Ln no utiliznción de citrato como única fuente de corbona por 

ninguna cepo. 

La licuefncci6n de ln Gelatina por parte de ninguna cepa. 

En la mismo fuente menciona un metabolismo respiratorio con 

el oxigeno como aceptar final de electrones; paro comprobar esto se 

hicieron varias pruebas, con los siguientes resultados; respuesta -

negativo por parte de todas los cepas en el medio Agnr Nitratado -

(no hay ceducci6n de nitrato a nitrito); la no producci6n de icido 

en los medios TSI y Pruebn de Rojo de Metilo (indican que no se re.!! 

liz6 fermentación), resultado negativo la Prueba de Voges-Pros-

kauer (no hay degradación fermentativa de la glucosa), respuesta p~ 
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sitiva a la Prueba de la Catalasa (indica la presencia de catalasa, 

enzima presente en bacterias aerobias y anaerobios facultativas). 

La Prueba del Rojo de Fenal, es positiva para FN 4 (producción 

de ácido) y negativa para las demás cepas (reacción neutra o bási

ca)¡ esto indica la mayor diferencia entre las cepas y coloca a 

FN 4 dentro del grupo I, mientras las demás se ubican dentro del 

grupo II. 

No hay producción de ácido a partir de carbohidrotos, como se 

en 1a respuesta negativa o gas en medio TSI, esto tiene relación 

directa también con el metabolismo aerobio, que no produce ácidos -

tan fuertes como una fermentación. 

Por último, esta la pruebo del Indol, que fué negativa en to

dos los casos (carencia de la enzima triptofanasa). 

Todos estos resultados aunados a los de nodulación, que mues

tran la infección de FN 4 solamente en Phaseolus vulgaris, u1ientras 

que Crotalaria pumila, es infectada por las cepos FN 10 , FN 15 y -

FN 19, llevan a afirmar que FN 4 es cepa perteneciente a la es-

pecie Rhizobium phoseoli, mientras que los restantes cepas utiliza

das pertenecen a la especie Rhizobium caupi. 

Como puede observarse a partir de la Tablo 4, la mayor porte 

de los ejemplares colectados durante el período de muestreo perten~ 

cen al estrato herbáceo, debido principalmente a lo facilidad que -

presentan éstos para 

y manejo en &enero!, 

prensado, cxtracci6n de nódulos, transporte 

comparación con los individuos pertenecicn-

tes al estrato arbustivo y arbóreo. Asimismo es importante mencio

quc para árboles y arbustos de esta famiJin por el hecho de Rer 

perennes, presentan un período de floración y fructificación anual 

más temprano (Sanchcz, op. cit.), Esto provocó que no se reconocie

algunos individuos arbustivos y arbóreos como ejemplares perte-

necientes a la familia estudio, además de que por tratarse de á-
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reas de pastizal y de cultivo, existe una baja distribución de los 

individuos de éstos estratos. 

En el Listado A, se presentan características más detalladas 

de todas las especies colectadas, aún de aquellas que no fueron de

terminadas hasta especie. 

En la Tabla 5, se muestran las caracteristicas de desarrollo 

de las plantas en el invernadero, tales como la germinación de lus 

semillas; así por ejemplo, Phaseolus sp. no germinó en los macetas 

inoculadas cepa respectiva (FN 10), el mismo caso de~ -

citriodorn con FN 19. En general durante esta fase del proyecto, se 

registro un bajo porcentaje de germinación (16.7%), lo que redujo -

las dimensiones de la determinación de la efectividad de las cepas. 

En cuanto a las causas posibles de la baja germinación de las 

semillas, Duffus y Slaugther (1980), mencionan que; •.• "en la mayor 

parte de las leguminosas, el endospermo es de corta duraci6n y an

tes de la madurez se reduce a una delgada capita que envuelve los -

cotiledones, y/o al embri6n 1
' ••• ; por lo tunto, 

ménto de colectar las semillas en campo, éstas 

posible que nl m~ 

estuvieron total-

mente maduras, hecho que afectó el desarrollo total del endospermo 

y por lo tanto la viabilidad de los semillas. 

Cabe mencionar aqu! el texto de la U.S.D.A. (1962), que a lo -

letra dice; ••• "las cubiertas de las semillas tienden o ser duras y 

quebradizas y con frecuencia impermeables al agua. Durante los pro

cesos de limpieza y selección a veces se mülLrutan las scmillns al 

rajarse o descascararse su cubierta" ... ; esto sirve para justifi

car dos hechos; el primero, referente al tratamiento de escarifica

ción dado a las semillas o fin de facilitar la germinación; el 

gundo, relacionado a que tal vez, procedimiento no fue del todo 

eficaz, y pudieron haber ocurrido dos fenómenos; uno, la escorific~ 

ci6n no fué efectiva y por lo tanto el aguo no pudo penetrar al in-
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terior de 1as semillas y dos, el tratamiento pregerminativo pudo h~ 

ber dañado el endospermo de la semilla y/o el embrión. 

Es probable que el problema de germinación se encuentre tnm-

bién relacionado el efecto de la temperatura. ya que. según Bi~ 

well (op. cit.), las mejores temperaturas previas a la germinación 

se encuentran entre O y lOºC, y les semillas utilizadas en el pre-

sente trabajo, se mantuvieron guardadas en el laboratorio, protegi-

das de los cambios de temperatura, evitando que los semillas cum

plieran con su período de horas frío requeridas para desarrollas 

complejo hormonal, proPiciando los resultados ya mencionados. 

Cabe mencionar un fenómeno que se presentó en el estudio y es 

que las plantas noduladas incrementaron en general el periodo de su 

desarrollo vegetativo en comparación con las que no nodularon. con 

el desarrollo en éstas filtimas de frutos, incluso antes de la época 

de cosecha. Otro hecho importante es que las plantos noduladas po

seían de 1 a 5 nódulos y su desarrollo radicular fué pobre, sobre -

todo en f. pumila y~· citriodora. debido a que el suelo vaciado en 

las macetas, por las caracteristicas que le confiere la alta propoL 

ción de arcilla que contiene y que fueron disc¿tidas con anteriori

dad. obstruy6 el desarrollo de las ralees de les especies menciona

das; en cuanto a Phaseolus sp. y Phaseolus vulsaris (la primera es 

una planta que presenta una semilla pequeña pero forma tubérculo, -

mientras que la segunda posee una semilla grande y vigorosa), aún -

cuando el desarrollo radic~lar se vi6 afectado, este hecho no infl~ 

yó tanto en el desarrollo de las plantas. 

En cuanto a los datos de nodulaci6n, pudo notar que FN 4 es 

cepa especifico y que sólo pudo infectar a Phaseolus vulgaris, 

que es lo leguminosa de donde se obtuvo dicha cepa. 

Por su parte FN 10 mostró inoculación cruzada con~. pumila 0 -

lo que llevo a suponer baja especificidad, sin embargo, debido 
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a los problemas de germinaci6n no se pudo constatar este hecho en -

las demás especies inocu1adas con esta cepa. 

Ln cepa FN 15 mostró un hecho interesante ya que se observa i~ 

fectividad en f.. vulsaris 1 que es una especie de interés económico 

alimenticio e indica potencialidad para obtener una cepu con alta -

efectividad a partir de otros trabajos; además también muestra nod~ 

!ación con la misma leguminosa de donde fué obtenida (f.. pumtla), -

ambos hechos ayudaron a la determinación de la especie bacteriana. 

La cepa FN 19 presenta nodulación con f.. pumila, pero no hubo 

germinación en los lotes de Phascolus sp. y ~ citriodora, por -

lo tanto también presenta la alternativa de efectividad para f.. lU!.-

!!!.!.!..!!.. al comparar este aspecto en los lotes. 

Por filtimo es esta misma tabla se anotan los promedios de Tcm-

peraturn Máxima (34.9°C) y Hlnima (13.2°C), los cuales pueden cons~ 

dernrse adecuados para el desarrollo de las planats (Bidwell, op. -

cit.). 

Por otro lndo 1 en la Tabla 6(a) se muestran los resultados de 

la determinación de Nitrógeno Total en el suelo. Pnra ~· vulgnris, 

el lote que mAs nitr6geno aport6 nl suulo fue FN 4 1 seguido en or

den decreciente por FN 15, FN 19, FN 10 y Testigo, lo que concuerda 

precisamente los datos de nodulación y que llevo o suponer que 

1as cepas FN 4 y FH 15 son las más efectivas. 

Al analizar los resultados de contenido de nitrógeno en plan-

tos de f· vulanris, noto que orden decreciente se tiene n 

FN 15 1 FN 4, FN 19 1 FN 10 y Testigo. La diferencio entre este orden 

y el orden dado para nitrógeno en suelo se relaciona ul hecho de 

que el lote inoculado con FN 15 había empezado a formar frutos en -

tonto que el lote i~oculodo con FN 4, estahn en etapri vegetativa; 

esto significa que la formnci6n de vaina en FN 15 eleva los result~ 
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dos de contenido de Nitr6geno Total, ya que como se sobe las semi

llas de leguminosas tienen altos contenidos de proteínas (Allen, -

1981); sin cmbar20, una planta vigoro5a y con buen desarrollo vege

tativo (como las del lote FN 4), es posible que sostengan una prod~ 

cci6n más alta de semillas, y que un mayor aporte de nutrimentos al 

suelo sea obtenido al darse el proceso de descomposición de los tc

j idos vegetales en comparación con una planta que no se desarrolla 

mucho, aunque fructifique mfis rfipido, si bien esto Oltimo puede ser 

una ventaja adaptativa en climas no muy adecuados para la planta -

(Bidwell, op. cit.). 

En resumen se tiene que la cepa más efectiva para ~· vulgnris 

FN 4, seguida de FN 15, y al no haber nodulnción en los demús ca 

sos no tiene sentido mencionar la efectividad para esos lotes, 

Al analizar la cantidad de Nitrógeno Total en plantas para ~. 

pumila (Tabla 6(b)), se tiene que la cepa más efectiva es FN 19, s~ 

guida de FN 10, Testigo, FN y FN 15; la razón por la que el lote 

Testigo mostró un contenido más alto de este elemento que FN 4 y 

FN 15, es q11e la finica planta que germinó en aquel lote, detuvo su 

desarrollo vcsetativo antes de la época de cosecha y form6 frutos y 

semillas maduros, éstas tienen altos contenidos de nitrógeno y por 

los resultados se vieron alterados. 

Al comparar el orden de las cantidades de nitrógeno en plantas 

la cantidad de Nitrógeno Total en suelo para -º.· pumila, hay al

gunas diferencias, siendo mayor la cantidad de nitrógeno en el lote 

FN 4 que en el lote FN 19; sin embargo, esto se puede atribuir al -

nfimero de individuos germinados por maceta, ya que el primer ca-

se tuvieron hasta 5 individuos por repctici6n y en el segundo c~ 

solamente individuo en cada repetici6n, este factor en combin~ 

ción con los datos de nitrógeno en plantas indica la verdadera efe~ 
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tividod de las cepas, osí por ejempo, el lote de la cepa FN 19 que 

es la más efectiva en los análisis de tejidos vegetales, este por~ 

rriba de la cepa FN 4, que tuvo el mayor número de individuos gcrm~ 

nadas por maceta, pero que no nodularon, esto la coloca arribo del 

lote FN 10 que sí presentó nodulación y por supuesto arriba del lo

te Testigo, éstos dos últimos lotes presentaron un sólo individuo -

germinado por maceta. 

En lo Tablo 7, estan los resultados del anúlisis estadístico 

de los datos del contenido de nitrógeno del lote experimental de lo 

fase de invernadero. Cabe mencionar que el análisis estodistico es 

usado aquí sólo como un auxiliar o los observaciones hechos durante 

el desarrollo del trabajo. En esto tablo se establece una compara

ción entre cada una ce los cepos paro verificar si todas prcsentnn 

cantidades similores de nitrógeno o alguna de ellas tiene diferen

cias significativas con respecto a lo fijación de este elemento. ?1~ 

nejondo un nivel de confianza de 0.95 se puede o[irmor que poro f. 
vulanris, ninguno de las muestras presenta diferencias significnti-

respccto a lo fijación de nitrógeno, aún cuando son compor~ 

dos el lote testigo; hecho que se ntribuyc principalmente nl h~ 

jo número de individuos que se compararon. 

Sin embargo, paro el caso de f. pumilo, existen diferencias 

significativos en cuanto a la fijación de nitrógeno entre los ce

pas, teniendo FN 10 menor contenido de nitr6geno que FN4 cuando son 

comparados los contenidos de nitrógeno en suelo; esto se atribuye n 

la mayor cantidad de plant3s germinados que tuvieron desarrollo 

getativo y que por lo tanto aportaron mayor cantidad de tejidos ra

diculares en los macetas inoculadas con FN 4, debido a ésto, el ca~ 

tenido promedio de nitrógeno en las macetas de este lote fue mayor 

que el contenido promedio de nitróneno determinado pera lus macetas 
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inoculadas con FN 10, no habiendo una diferencia real debida a la~ 

fcctividad de la cepa. 

Por el contrario, al comparar el contenido de nitrógeno en 

plantas, se encontr6 una diferencia significativa entre los indivi-

duos inoculados, teniendo que entre FN 19 y FN 4 la diferencia es -

atribuible a la efectividad de lo primera cepa, ya que el lote de -

la misma presenta la mayor cantidad de nitrógeno fijado. El resto -

de las cepas no presentaron diferencias significativas en cuanto a 

la fijación de nitrógeno para la planto analizada, tal vez se debo 

como en el caso anterior al bajo número de individuos de que se di~ 

ponía para el análisis estadístico. 

Por último puede decirse que el conteo de bacterias por inócu

lo superó el límite de 300 colonias por caja a 10-7 (Vincent, op. -

cit.), esto hace necesario lo realización de más diluciones, pero -

tambien indica una sobrcvivencia alto de rizobios en el mismo inóc.J.!. ... • .· 

lo, lo que podría hacerlo un medio adecuado para este fin. 
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X.- e o N e L u s I o N E s • 

- Se clabor6 el listado de leguminosas encontrando 35 especies, in

cluyendo 2 cultivadas, habiendo determinado 20 de ellas l1astn 

pecie y 15 hasta género. 

- De las leguminosas encontrados 30 pertenecen al estrato hcrbócco, 

4 al arbustivo y 1 al arbóreo. 

- La germinación de semillas de leguminosas silvestres es muy baja, 

siendo necesario aplicar diferentes métodos de escarificación. 

- Se obtuvieron 16 cultivos puros de Rhizobiurn de las leguminosas -

presentes en lo zona de estudio, determinando 4 de éstos hasta e~ 

pecic. 

- Las caractcristicas físicas y químicas del suelo estudiada {pll, -

% de Materia Orgánica, Textura, Densidad Aparente y Real, :t de E!!, 

pacio Poroso y Nitr6geno Total) en conjunto presentan condiciones 

adecuadas poro el desarrollo de las bacterias del género ~-

E.!.!!.!!!· 
- La cepa FN 4 pertenece a ln especie Rhizobium phnscoli y no mues-

tra inoculación cruzada con Crotnlarin pumiln, 

- Lns cepas FN 10, FN 15 y FN 19 son de ln especie Rhizobium cnupi. 

las tres presentaron nodulación con Crotalnrin purriiln, udemlis 

FN 15 presentó nodulación con Phnseolus vulsnris. 

- Para Phnscolus vulsnris la cepa más efectiva es FN 4 seguida de -

FN 15. 

- Para Crotnlnria pumila la cepa más efectiva es FN 19 seguida de -

FN 10. 

- Bajo las condiciones del ~rcscnte estudio, el inóculo se mostró ~ 

decuado. 
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TABLA A. 

REACCIONES CATA LIZA DAS POR LA NITROGENASA. 

"2 + bH+ + •• 2NH
3 

CH 3 N•C + 611+ + 6e - CH 4 + CH
3

NH
2 

llCN + 6H+ .. Cll 4 NU 3 

;;: 
llCN 411+ + 4e CH 3 Nll 2 

UN 3 
211+ le "2 Nll 3 

"2º + rn• + 2e "2 + 1120 

Tomado de Yates (1981), 



TABLA B. 

SISTEMAS BIOLOGICOS QUE FIJAN NITROGENO. 

LIQUENES Nostoc, Annbncno, Tolypothrrx. (*) 

ANGIOSPERMAS (Gunnero) ~ 

AZOLLA 

PASTOS TROPICALES 

NODULOS RADICULARES 

AEROBICOS 

FACULTATIVOS 

ANAEROBICOS 

{*) FOTOSJNTETICOS 

A.no bncnn nzolloc. 

Azotob~ .l?.!!..!!..1!.• Azospirillum sp. 

Leguminosos + Rhizobium. 

No-Leguminosos + Frnnkio (Actinomyceto) 

Nostoc, Anobncna, Plcctonemn, Trtchodesmtum, Gleocnuan, etc(*) 

Azotobnct:er, Dei 1 crinckio indico, ~ summosn. 

Hycobncterium e~. roseonlbum, U?.Ot-nb.sorptum). 

Bacterias que oxidan metano (ej. Hcthylococcus cupsulntus). 

Xont:oboctcr nutotrophicuR, Azosrlrillum lipofcrum brosilicnsc. 

Klebsicllo pncumontnc, Bacillua ~. Aqunspirillum (pcrisrt.num). 

Eschcrtchin coH (a), Cltrobncter freundil, Erwinin ~. 

Rhodospi ri 1 lum, Rhodopscudomonns (*). 

Clost:ridium (pnsleurionum, but:yricum, butyltcum, kluyvcrti, etc.). 

Ucsu lfot:omnculum, lJcsul fo vi br lo. 

Chrom11tium, Chlorobium (*), 

(e) POR TRANSFERENCIA GENETICA DE "nif" DE Klcbs:lcllo pncumoninc, 

Tomado de Yutes (1981), 



T A B L A C . 

CARACTERISTICAS GENERALES DE Rhizobium. 

GRUPO PRODUCCION DE 

ACIDOS 

II ALCA LIS 

NUMERO DE 
FLAGELOS 

2-6 

POSICION 

PERITRICOS 

SUBPOLAR 
o 

POLAR 

TIEMPO DE 
GENERACION 

2-4 HORAS 

4-6 HORAS 

ESPECIES 

..!!.• lesuminosurum 

B.• phaseoli 

.B.. !!!tlllill 

..!!.-~ 

_!i.. jnponicum 

.B.· 1 upi ni 

.B.·~ 

Tomado de Quispel (1974), 
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COHPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS EN LAS PRUEBAS BIO

QUIMICAS PARA DETERHINACION DE BACTERIAS. 

AGAR NITRATADO INCLINADO. 

Extracto de Carne ----------------------- Jg 

Peptona --------------------------------- SOg 

Agar 

0.25g 

12g 

Agua Desti1ada -------------------------- 1 litro 

A)~-Nnftilamina di 0.5% en Acido Acético SN. 

B) Acido sulfonilico al 0.8~ en Acido Acctico SN. 

l ml. de A + 1 ml. de B. 

AGAR GLUCOSADO. 

Glucosa --------------------------------- SOg 

Agor ------------------------------------ 20g 

Rojo de Fenal --------------------------- 0.25g 

Aguo Destilada -------------------------- . 1 litro 

GELATINASA 

Extracro de Carne ----------------------- Jg 

Peptona --------------------------------- Sg 

Gelatina --------------------------------120& 

Agua Destilada -------------------------- 1 litro 
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COMPOSICION DE LOS ~EDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS EN LAS PRUEBAS BIO

QUIMICAS PARA DETERMINACION DE BACTERIAS. 

MEDIO SUI. 

Extracto de Carne ----------------------- 3g 

Peptona --------------------------------- 30g 

H2s 2o3 ---------------------------------- 0.025g 

Fe -------------------------------------- 2g 

Agua Destilada -------------------------- 1 litro 

PRUEBA DE LA UREA. 

9. lg 

Na 2HP04 --------------------------------- 9.5g 

Bxtracto de Levadura -------------------- O.lg 

Rojo de Fenal --------------------------- O.lg 

Urea ------------------------------------ 20g 

Aguo Destilada -------------------------- l litro 

MEDIO TSI. 

Peptona --------------------------------- 20g 

Lactosa --------------------------------- lOg 

Suerosa --------------------------------- lOg 

Glucosa --------------------------------- lg 

Cloruro de Sodio ------------------------ Sg 

Sulfato Ferroso de Amonio --------------- 0.2g 

Tiosulfato de Sodio --------------------- 0.2g 

Rojo de Fenol --------------------------- 0.025g 

Asar ------------------------------------ 2g 

Agua Destilada -------------------------- 1 litro 

- 78 -



ESTA 
SAi.Ji 

n~'~ 
DE LA 

·~1 .nrnt 
oidd6TECA 

COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS EN LAS PRUEBAS BIO

QUIMICAS PARA DETERMINACION DE BACTERIAS. 

AGAR CITRATADO. 

MsS04 ---------------------------------- 0.2g 

(Nll 4 )11 2Po4 ----------------------------- lg 

K2HP04 --------------------------------- lg 

Citrato de Sodio ----------------------- 3g 

NaCl ----------------------------------- Sg 

Agor ----------------------------------- 20g 

Azul de Bromotimol --------------------- 0.08g 

Aguo Destilada ------------------------- l litro 

PRUEBA DE VOGES-PROSKAUER. 

Glucosa -------------------------------- lOg 

Agua Destilada ------------------------- litro 

Se adiciona o los tubos con este medio. 0.6 ml. de uno solu-

cion de r(-Noftol y 0.2 ml. do uno soluci6n. de KOH. 

PRUEBA DE ROJO DE METILO. 

Glucosa -------------------------------- Sg 

Agua Destilada ------------------------- 1 litro 

0,lg de Rojo de Metilo en 300 ml. de etanol y 200 ml de u-

gua destilada. 

PRUEBA DE LA CATALASA. 

"2°2------------------------------------ 30% 

Nota: Todos los medios hnstn nqu! mencionados fueron tomados 
de Lynch et-al; 1985. 
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MEDIOS DE CULTIVO ESPECIALES PARA Rhizobium. 

MEDIO ELMARC. 

O.Sg 

MgS04 ·7H 2 0 --------------------------------- 0.2g 

NaCl --------------------------------------- O.lg 

Manitol ------------------------------------ lOg 

Levad uro --------------------..:.·--.-----7 ------ l 6g 

Agar --------------------------------------- 15g 

Rojo Congo --------------------------------- 10 ml. de solución 1/400 

Agua Destilada ----------~-7---------------- litro 

MEDIO NUTRITIVO LIQUIDO. 

O. Sg 

MgS0 4 -7H 2 0 --------------------------------- 0.2g 

NaCl --------------------------------------- O.lg 

Monitol ------------------------------------ lOg 

Levadura ----------------------------------- 16g 

Agua Destilada ----------------------------- 1 litro 

Medios tomados de Vincent, 1970. 
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FIGURA l"n" ESQUE~IA QUE REPRESENTA GRAFICAMENTE. EL DISE~O EXl'ERl

HENTAL USADO PARA LA DETERtl!NAC!ON DE LA EFECTI\' IDAD 

DE LA RELACION ~-LEGUllINOSA. 

l::S. FN 4 FN lO FN 15 1 Ftl l'J TESTIGO 

. 

o o o o o o o o o o 
Phnscolus 
VüTiñriS 

o o o o o 

o o o o o o o o o o 
~ 

sp. 

o o o o o 

o o o o o o o o o o 
Crotolnrin 

pu mi la 

o o o o o 

~ 
o o o o o o o o o o 

cttriodorn 

o o o o ,<¡ 

o - 1-tACF.TA CON 5 SEMILLAS DE CADA ESPECIE DE 

"'""'º f"IGURA 1 "b". 
Oricntoci6n de las 
semi llns en las mn . . . 
CCtlHl 0 . 
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TABLA D. 

CLASIFICACION TENTATIVA PARA MATERIA ORGANICA PROPUESTA POR MORENO 

(1970). 

CLASIF!CACION 

Extremadamente Pobre 

Pobre 

Moderadamente Pobre 

Mediano 

Medianamente Rico 

Rico 

Extremadamente Rico 
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CONTENIDO DE MATERIA ORGANICA 
(%) 

Ncnor de O. 6% 

0.6 a 1.2% 

1.21 a 1.8% 

1.81 o. 2.4% 

2.41 a 3.0% 

3.01 a 4.2% 

Mayor de 4.2% 
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