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RESUMEMWN

‘La concentracion actwal de la poviacion, requiere
una intensiriic‘a:ian en la produccién de los alimentos, lo
cual 'requiere de un mejor aprovecham:iento del suelo. Una
arlterna\‘.lv‘a para  la conservacion del suelo y la mejor
px;agycc_ion alimentaria es el Sistema de Labranca de
.Conservacion, con el uso de leguminosas s1lvestret§ como
avono’ en . cobertura foliar, ddda su’ capacidad de fijar
“mrtrdneno biolédgicamente., ELl presente trabajo se llevd a
cabo en dog parces, una de campo ¥y una en laboratorio. En
2l trabajo de cajpo se caracterizo morfolegicamente a las 5
ospecies de leguminosas, se realizaron .observa:ianes de su
dasarrolla y se prepararen las plantas para evaluar si
capacidad de fijacion: de nitregene. En el traba)o dge
laboratorio se determind la actividad nitrogenasa de las
leguminosas Y s& caracterizaron las cepas nativas de

Zhaizobrym. Con los resultados obtenidos, se correlaciond el

potencial da fijacieon ga mitrdgeno con el peso seco de las
nYoulos y con el geso seco de follaje. S5e encontrd una
correlaciaon directa entre el potencial de fijacion con el
peso <Heco de los nodulos, y se encontrd una correlacian
:ndirecta ontre el potencial de fijacidn con el peso seco
del follaje. Cabe mencionar que dos leguminosas
scbresalieron para ser usadas en 2l Sistema de Labranza de

Conservacion: Aeschinomens amaricana ¥y Crotalaria pumila,




INTRODUCCION

.

En los ultimos aAes la produccién agricola a
aumentado considerablemente para  poder satisfecer .lqs
necesidades humanaﬁ; lo cual ha reéuarido tambidén, un
aumsnko en la utilizacidn de fertilizantes nitrogenados, ya
que el nitrégeno es un elemento esencial para las plantas .
El nitrdgeno interviene en la estructura de la moléculas

proteicas, asi mismo se - encuentra en el ADN, ARN,
citocromes y vit;minas.

» La fuente de nitrdgeno mas abundante en la
haturaleza es el de la atmésfera, donde se encuentra en
:Eqrmé indccesible’ para’ las plantas, sin embargo, algun&s
pléntas : éuberiores' come - las leguminosas lo hacen

?ndibectam‘nte con. ayuda de microorganismos del suelo, a

estaukilizacidn.de nitdgeno molécular se le llama £ijacion

.giﬁbﬁotiéa_d: ﬁitraganu. Otra via de adicion ge nitrdgeno a
;Esvﬁlénﬁasysan los Eertilizéntes quimicos, los cualeé al
Tut{li:a:sﬁ excesivamente han acelerado el procesa erosivo,
:pégdiendaae con esto grandes zonas agricolas, disminuyendo
la  fertilidad de ,1QS /;uelcs y la calidad y produccion
agricola. Ademas 19 altos costos de los fertilizantes
quimicos, se ha traducido en altos costos de produccidn,
‘sin que @sto se refileje en aumento en la relacidén beneficio
- costo. =Zsto ha conduycide ha buscar alternativas para

la producceidn, concervasr loz «aurlos vy disminoir los




emx dJde Labran.ca

Una alternativa coniiéﬁie, es w8
de Conservacien con el uso de lwgum;ﬁomus »1lvestres como
abona organico @n -cobertura foliar, dada la capacidad de
estas plantas de fijar nitrégeno bioldédgicamente.

Hasta el momento solo se ha trabajado con las
leguminosas cultivadas y no con leguminosas silvestres, para
determinar Su capacidad de fijacion bioldgica de nitrdgeno.
Algunas experiencias sobre este tépico han dejado en claro
que existen abundantes ejemplares en el estado de Jdalisco
que pueden servir al proposito de ser coberturas foliares,
aportar nitrdgeno y evitar la erosiéon del suelo ( Moreno,
1989; Martinez, 1989; Pax"ra, 1991,

El ;tSSente trabaje pretende dar respuestas a
varias cuestiones que parcialmente se han planteado y que se

espacifican ed los siguientes objetivos:
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OBJETIVOS

Carattepiza: mor folégicamente cinco géneros de
leguminosas ' V- ‘silvestres { Crotalaria incana,

ia’ Cpumila. Chamagchrista rotundifolia,
ChzerNinomans americana v__Dalea leporinal

‘ciltivadas' ‘en condiciones de campo.

"D‘everminéyxjrla Capacidad de Fijacién Biolbgica de

4genc bajo  condiciones de campo de los cinco

géneros deé leguminosas silvestres sin inocular.

Déterninar el grado de nodulacién de los cinco aéneros

¢eilleguminosas silvestres y caracterizarlos de acuerdo

al esquema 'proguesto por Corby {(1981).

Ffiislar y caracterizar las cepas de apariencia mds
efectivas de Rhizcbium que se desarrollen en los
nodulos de. las :ineyf géneras de leguminosas

silvestras en condicicnes de campo.
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HIPOTESIS

- Existen diferencias en la capacidad de fijacion de

nikrageno de las cinco géneros de legquminosas
silvestres en simbiasis con _Rhizobium _sp en

condiciones’ de campa y sin uso de inoculantes.

Existen aifereﬁtes- - cgpas de Rhizobium sp. . en ‘el

suelo,  _que’’. permite " que cada uno - - de “los

génercs acan':apaceé de roducir  nodulacidn. y a

‘BU- . vez  fijéci6n de  .nitrageno.



REVISION BIBLIOGRAFICA.

L.- Fijecidn Bioldgica de Nitrogeno.
. El nitrdégeno ademas de ser el componente mas abundante
cde la atmiz{ora es un elemento esencial para la vida, en los
organismas vivos io encontramos an compuestos tan
xmp:rtﬁntes come los 4cidos nucleicos, reguladores de
crecimiento y vitaminas, @ interviniendo en la mayoria de
las reacciones bioquimicas de éstos (Devliin, 1975).
Las plantas requieren wun suministro continuo de
nitrogena para amantener su estructura y metabolismo, sin
emnbargc en la atmosfera se encuentra en forma molécular, la

cual inaprovechable por las plantas, y so0lo algunos

microcrganismaos procariédticos, como ciertos grupos de
bacterias vy nlgnﬁ (verde—azules) presentan la maquinaria
entimAtice capaz de realizar la conversion biolégica del
vnitrogena moigcular en forma asimilable.(Devlin, 19753
Bidwesl, 19793 Wincent, 1977; Lie, 1981).

Las plantas dJe la Familia Leguminosae tienen 1l
capacidad de utilizar el nitrégeno molécular de forma
indirecta por medio de una asociaciédn simbidtica con
bacterias de suelo del género Rhizobium, las cuales

zne de le atmédczfera en amonio, una forma

b3l2  por las plantas "(Deviin, 19753




Lan ‘raices de. las leguminosas . excretan  clertos

- factores de creciamtenta, la pared oo Ly oblcia radicular
sufre una invaginacidn iformando un tubo de infeccidn que

contiene una colonia de células de Rhizobium proliferantes

“{Erill, .citado por Gandarillas, 1987), asi las bacterias
atravicsan los pelos radicales blandos o rotos y progresan a
través del tubo de infeccidn. Las bacterias solo infectan
célulaﬁ con aoble ndmero de cromosamas del normal donde
x;eali:'an una actividad de tipo merismatico y originan el
ntculo. Otro £a;tcr que estimula la formacion de nédulos es
‘1a pfaduccion de Acido indodil acético por Rhizobium.

La capacigad de fijacion de nitrdgeno de una
iegﬁ-ninosa estd ‘en rel;\cin.‘;n directa con el contenido de
aigmento rojs lLeg-hemaoglebina) en los nddules, el cual solo

se  va .a. presentar cuande exista el complejo Rhizohium-

leauminaosa (Devlin, 1975; Lie, 1981).

2.~ Microsiabionte.

El género Rhizibium es una bacteria gram negativa con

ifud de 0.% a 0.9 um de ancho por 1.2 a 3.0 um de

largo. Aparecen individualmente o an pares, con flagslos

23 0 subpolares con frecuencia con granuloc prominentes

ce poli-B-hidroxibutirato, y no farman esporas {(Vincent,

1277y,

3.-. . Familia Leguminosae.



Hutchinson (1973), citade’ por Moreno (1989),
caracteriza 5 la familia Leguminosae de la siguiente manera:
pueaen ser Aarbholes, arbustos o hierbas; con las haojas
simpies o bipinadas; {lores actinomorfas o cigomorfas,con
oétalos lipres o parcialmente unidos; cstambres
frecusntesn2nte diadelfos; carpelo solitario, superior; fruto
uria legumbre, indheiscente, algunas veces alado; semillas
sin enéosperma. :

Cemprende unos &350 aéneros v 18000 especies
distribuiaas en. tres grandes subfamilias: Caesalpinodeae,
Mimosoideae y Papilionoideae (Polhill, et. al., 1981, citado
por Mereno, 198%9), cuyos caracteres diagnésticos principales

.

en la tabla 1.

e Nreset

Lentro de la sqbfamilia Papilionoideae encontramas 21
geénzro Crotalaria, Delea y Aeschinomene, y dentro de la
subfamilia Caesalpinoideas encontramos el géenera
Chamaechr.sta {(Sanche:, 1980), para familiaricarse con los

géneraos que fueron utilizados en el presente estudio.



TABLA 1.— Coaracteristicas sobresalientes para separar a las tres mayores familias .de
de las leguminosas (Heywood, 1971, "g¢itado por Moreno, 1989).

Subfamilia- . Habitat Flores Calixz en boton Corona en hotén

Mimosoidea Arborea y Actinomorfas Valvado (imbrin- Valvada (raramente
arbustivo cada en Parkieae) imbrincada)

Caesalpinoidea Arboreo o + Zigomorfas Imbrincado (rara- Imbrincado, el petalo

arbustivo mente. valvado) adaxial saobrepuasto

por las laterualec.

Papilionoidea Arboreo o Fuertemente Imbrincado Inbrincado el por«in
arbustivo zigomarfas o valvado adaxial (estand:arte)
extremo a loo lafira—
les {(alas).



La capa:gdad de las ieguminosas de fijar el nitrdgeno
atmasféricn es una caracteristica que solo esta familio
ppeéeh;a en. forma clara y ayuda a mantener el balance de la
naturaleﬁa, Bond ( L1976 ) citado por Aguilera ( 19846 )}, ya
gue ~constituye un . eslabdn importante @n el ciclo del
'n;t§¢gano ( Castillo vy Cardenas, 1&67 ). Ademds las
leguminoeas | son las plantas que producen la mayor cantidad
de nitrdgeno fijado bioldgicamente, lo  cual es  una
ccntribu:i\‘.mr vital para mantener la productividad de los
sum=los HOT 1ar§cs periddos, NAY ( 1979 ) citado por Aguilera
t 1586 ).

El Sistema de Labranza de Comservacidn es una técnica
agric:la}”qéé tiene coeme objetivaos el de mantener la
prcduétividad de los swelos y conservarlas evitando la
erosien. ” Se . han desarrollado métodos de labranza de
conservacién, en los cuales las leguminosas juegan un papel
importante. Estos sistemas ayudan a prevenir la erosidn de
l?s suzlos dejando o ip{.‘u:icndc una CL‘JbiE‘L‘t{.\ vejetal sobre
el suele, lo cuzal 83 un prablema que se d=be de atender de
inmediatc { Aczosta 1986); ya gue disminuye el fendmeno de
escurrimiento y formacion de agregados, aumenta la
conservacién de la humnedad y la infiltracidn d=1 agua,
concerva la fauna del suelo y rantiene la temporzture del
suzlo a niveles gque =22 eviian Lot Cambdlos Drusngn Jurnnbte Sl

dia, lo cual influye o favorecer la germinecién de la

zemilla y desarrolle ce la plarta, Bathhker vy EBlebke ( 1984 };
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Brow at. al. 1983) 7 Dancer. v dansen {1981 Y3 Derpsh et

al. ( 178& ); Hargrove ai\:.r ail, {.198u vy v Hargrones

(1988 )y Kadivko et. ‘al (2986 ;. Sojka e2t. al. (1984 )

citados por Moreno ( 1989 ); Barcia ( 1985 ). Ademas las

leguminosas no sdlo aportan nitrdgeno, sino también carbono
organico, Ca, Mg, K y P ( Lal, 1976 ), lo gue las hacen mas
importantes.

Algunos da los factores que pueden afectar en 1la
£ijacién de nitrdégeno son la temperaturé fuera del dptimo,
avngue @sta na se ve afectada entre los 12 - 32 °c, Gibson
(17272 ), citado por Cubero ( 19383 ); el oxigeno es esencial
on este proceso, el excoso oe humedad restringe la difusion

de ga y la sequia produce anaercbiosis en el interior uel

nﬁdulo! Spren--y BGallacher ( 1976 ), citados por Cubere
T(1983).
lﬁiéebhan'ahsarvada en estudios realizados en distintos
cultivos’ .de -“leguminasas gue  las  forrajeras  fijan  mas

nxﬁrogeno ﬁue las de granma ( Burns y Hardy, 1975 ) citados

0

pDP'CUDéPD'l 1932 1.
Segun estudios recientes, el nitrogeno f1jado por las

‘leguminosas cultivadas fue de 32 x 10 ton / afo y si se

tonan  en cuenta los pastos naturale la cifra e elava

congtdeorablemente, en tanto que el consumo mundial de
fartilizantes nitrogenados fue ce 43 x 10 ten / afo, Burns

v A2xdy (1973 ) citacos por Cubero ( 1983 ).



Las leguminosas son unAd opciédn como fuente de abono

e
orgdnico gue rostituye la fertilidad y los fertilizantes
quimices, los cuales por un lade tienen un elevado costo vy
‘comn conse@cu@ncia  altos costos en los alimentos, y por otro
lado  son una fusnte de contaminacidn. Ademas, la mala
administracién de log fertilizantes con uso excesivo de los

Gz afectan la calidad y cantidad de produccion,

Vmi:
aciditican los suelos, disminuyando su productividad
(Martinen, 1988 ).

= Si ée tieng un buen conocimiento sobre las
condiciones e#n que la fijacidon de nitrdgeno por leguminosas
es’ la dptima vy cudles de éstas plantas son  las més
eficientes e2n este groceso, se tendrdn mejores resultados en
el aporke del n:itrdgeno al zuelo y como consecuencia mejores

cosechas, ademds de elevar su nivel proteico ( Pelletier,

‘Los  estudios sobre el Sistema de Labranza de
Consarvacisn en Estados Unidos de Norteamérica, México vy
ptros padises. utilizanco las leguminosas como cobertura

foliar han s:ido satisfactorios, incrementan la productividad

del suelo, mejoran la calidad y cantidad de los alimentos y

nuz=shoo pai alcanza magnitudes

Lo fue ha pravouoeds rias perdidas e suelu v

afzmads de la pobreza ratural dz2 los suelos,

la 2eCeroT de agua, la incostrabilidad en la produccidén, vya

12



A e

quer  ac tualmente e

perdido completamerta el Rz en nuasteo

pais no haya grandes esfuertos para utilizar practicas
agricolas que se evoquen a conservar la humedad y &l suelo.
Esto ha originado que se acelere el preoceso erosivo. El

Bistoma ode Labranza de Conservacién, es una practica que

avita ias pérdxnas de suelos por erosidn, favorece la mejor
captacién de humedad por los suelos, deja en el suelo
residuos de comecha gque ayuda a incrementar la Eeréilidad,
le ju2 sirve para producic mas ( Acosta, 1986 ).

£5 por esto que ha sido el 1nterés del presente
trabajo  estudiar a las leguminb;as silvestres, primero
carscteri:arlas. taxondmicamente y Eramatologicamente.

i

iareno 1989, Martinez 1989 ), después se intentd saber como
influian en diferentes tipos de suelo cuando se incorporaban
sobre la productividad de las miamas (Espafia, 1990 ).

Tamhrén aztediads las leguminosas desde el punto de

Wiska dé caracteriracidn de cepac de louw géneros en estudio
( Ruiz, 1971 ). En el presente trabajo se desca conocer como
influye el medic ambiente natural en la fijacion de

NILTLgeno;, de Aaschinomeneg americana, Dalea leporina,

Char rotundifolia, Crotalaria numila v Crotalaria

tncana,



‘En el estudio realizado por Parra (1991) sobre ia
Distribucion BecgrAfica de la Leguminosas Herbaceas de
interés en el Sistema de Labranza de Conservacion, se
Erzccubn*.r'b gue los geén2rcs de Crotalaria, Aeschinomene, Dalea

vy Chamapchsrista estdn distribuidos en el estade de Jalisco

de acuerdo como se wmuestra en los mapas de las figuras

1.2,3,% vy 5.



Fig.i. Municipios localizados en el estado de Jalisco

(INEGI, 1588).
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Fig.2. Distribucion del género Dalea en el estado de

Jalisco,Parrali991i).



Fig.3. Distribucién del gé¢nero Aeschinomene en el estado de

Jalisco.Parra(i??1i).



ig.4. Dickribucion del género Chamaechrista en el estado de

Jalizco,Parra(1991).
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5. Distribucidn del género Crotalaria en el estado de

Jaliaero,Parrali?21).
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120 Zapopan 1i4 Villa Corona 101 Tonald
124 Zapotldnejo 120 Zapopan 105 Tuxpéan
121 Zapotiltic 110 Unidn de Tula

178 Yahualica
124 Zapotianejo
120 Zanzoan

* 121 Zapotiltic

113 Venustiano C.



CROLATARIA

002 Acatlan de Judrex ‘ 101 Tonald

006 Ameca 110 Unién de Tula
013 Atotonilco el Alto 113 Venustiano
015 Autlan i Carran:za

021 Casimiro Castillo 120 Zapopan

Q22 Cihuatlan 124 Zapotlanejo

023 Cd. Buzman .
027 Cuautitlan

. 029 Cuguio
034 Ejutla .
037 E} grullo
(3% Guadalajara
QL0 Hostotipaguillo
G432 La huerta
O47 Jdamay
050 Jocotepec
0b8 Purificazian
377 San rMartin Hgo.
08¢ San Sebastian
08y Talpa
0as Tama:u;a
087 Tecalitlan
096 Tizapan el Alto
0s7 Tlajomul;c

099 Tolimdn
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MATERIALES Y METODOS
CARACTERIZACION DEL SITIO.
1.~ LOCALIZACION.
El experimento de campe se realitd en la huerta
"La Torecasita " localizada en San Sebastian el Grande
Municipio da Tlajomuleo ZuRiga, Jdalisco (Fig.&). El
Municipio se encuentra en la Regidn Céntral del estados
limitadn al narte con Zapopan y Tlaguepaque, al sur con
Jocotepec y Chapala, al oeste con Tala y Acatldn de Juarez y
cal e;te can Juanacatlan e Ixtlahuacdn (Fig.7). Tiene una
extensidn territorial de 63,653 ha. Prasenta una topografia
irregular, suela féozemhaplico.
£l clima es semi-seco en otoRo y en invierna, y en
primavers es seco y semi-cdlido, sin cambio térmico invernal
bien definido. La temperatura media anual alcanza un
prumsdlé de- 20.5°C, teniendag registrada como maxima 37°C vy
yhcc.cmma minima,
Se lacaliza en los 20°28° de latitud norte y a
103525‘;latitud oeste, 5}tura de 1578 & sobre el nivel del

mar. Sd‘aétividad principal es la agricultura (Mora, 1988)%.
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oGuadalajara
‘s’ Tlajonulco

Fig &6, Localizacién del Municipio de Tlajomulco de Zuidiga en

el estado de Jalisco.. .. . - o
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Zapopap

'Tlaquepadue S SR
: : . Presa el:Molino -

Tala ‘N Jj BT O

San Sebastfan B

"ElvGrande P

e Tlajomulco Juénécatiin»
Acatién de ’
Judrez

Ixtlahuacan
de los Membrillos

Jocotepec

“Fig.7. ‘Localizacién de San Sebastian el Grande en el

Municipio de Tlajomulco de Zufiga.
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F PARAMETROS BVALUADOS:
A) EN .CAMPO.
— Suelo.
Para conocer el suelo donde se establecid el trabajo,
e ltomardn. 3 muestras al’ azar y se mandarédn analizar a la
SARH.
- Colecta de semillas.

Las semillas de Crotalaria incana, Crotalaria pumila,

Dalea - leporina, Acschinomene amaricana , Chamaechrista

fueron colectadas de un campo esperimental de

Bugambilias en la :o%a centro de Jalisco, subregidn
Guadalajara. )
~. Sizmbra.
Para odbtener una mejor germinacién de las semillgs,
@ considerd necesario humedecerlas wun dia anterior a la
siembra. La siembra e realizd en el mes de agosto de 1989.
Las semillas s& sambrarédn, cada una en un SuTco de 10
m de largo y la distancia entre surces fue de 50 cm.
~ Desarrolle vegetativo.
Se hicieron observaciones semanales de las 5 especies
ce leguminosas silvéstres, tomando en cuenta las siguientes

caracteristigas:
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1.-Datos de la planta: * S.-Datos de la semilla:

-Azpecto Vegetativo -Tamafo
~Tipo de planta | —Coiot
-Altura final ~Forma
~Tallo ~Brillantez
;Acéme

.2.—Datos de la hoja:
=Tipe de hoja
~Longitud de la hoja

3.—ﬁatns de la‘inflcrescen:ia:
~Tamadc
-Color
—Dias a florac:on
—Duracidn

4.-Datos del fruto:
~Coler
—Curbatura
-Madurez fisiolégica
-Dias a maoure:s . /
-Persistencia foliar
-Vainas por planta

-Semillas por vaina

(Acosta, 1988).
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o) EN LARORATORID:

—mugskran,

.cqlé;:‘r.a:'On 3 f’plan’tas’ al.. azar de cada género en

Elurac'i’ér‘i".}. .
="Tipo d'e;rr{gdl.)‘lac'iari .

beﬁpﬁéb ‘;:le 'cblédtadas’ las plaitas, ‘las raices se

‘sg:uqie;bﬁ 9 iavérpn, érétandﬁ.ge ho.aaﬁar los nédulos.
uetérmina el numera y ‘posicion de los nedulos en la raiz. Se
abz;ervaron a sipple vista y al microscepio estereoscoédpico
. para determinar’ el tipo de ngallo que prasentaban de acuerdo
a LCarby 11951).

(Reducci16n de Acetileno).

- Actividad Nitrogen

Se seleccionaron aquellas plantas que presentaban
néadules ‘con una apariencia mads 2fectiva (sin inocular) para
determipnar la capacidad de fijacidn biologica de nitrogeno
de las cepas Mnativas. Se sepsrd la raiz de la parte aérea.
Las r.\i:e:; se. sacudieron suwavemente opara eliminar log

arrollaran. €1 sistema

residuas del soporte donde‘ se de
.radicular se colact en frascos y se cercaron 1nmediatamente.

' Se extrajo el 10 % del volumen de la atmésfera del
aire del frasco con wna jeringa. Inmediatamente se inyectd
el mismo volumen caon acetileno y sa incubd por una hora a
temperatura ambiente (29 °C. Transcurrido este tiempo se

extrajeron 3 muestras de 1 ml de la atmédsiera de los frascos

y s2 1inyactaron en el cromatdgrafo (Shimadzu GC-LCPF),



equipado con una cclumna de poropack N de acero inoxidable
con dimenciaones de 1.5 m x 1.5 mm, la temperatura del horno
- de 100°C y la del detector de ionizacidn de flama de 150°C,
el gas acerreadar fue de N 2 en flujo de 4O ml/min. La
calibracidn fue hecha con 3 standares de etileno 1000, 100 y
13 ppm (INFRA).
‘1éiﬁlam;entu.‘
Se ' separaron 3 nadulos por _planta (con 3
repeticiones) de apariencia mas efectiva, dejandoloes una
-ﬁequeﬁa>parte de la raiz para facilitar su manipulacidn y no

dafar.al microorganismo durante el proc®so de esterilizacion

ﬁé ia supé 5{c1é nadular.

! Lig hodulos s& colocaron en pequefios cedatos y se
dasinfectarén sumergidndolos en alcohol durante 10 segundos,
vy de<puss se trataron en MgCl2 0.1 % durante 3 minutos para
ndadulos grandes y durante 1 minuto para nédulos pequeRos. Se
pasardn por agua destilada estéril tres veces, una vez por
leche estéril y dos veces en agua destilada estéril. Toda
esa scecusncia 52 efectud en una Area de proteccidn del
mechesro.

El nédulo se pésé a un tubo con dos gotas de agua
estdril y se triturd con una varilla de vidrio estéril. Ya
macerado el nédulo se tomd con el asa una muestra v e aisld
por =)l mitodo de estrias cruzacss (V:nceni, 1G971L) aabre La
s2perficie de una place con medio extracto de levadura vy

menitol con agar (ELMA) (Vincent, 1975).
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Se incubaron las cajas a 29°C nasta obtenec colonias
aisladas, las cuales aparecieron entre los 3 y § dias
dependiendo de la leguminosa que procedian los aislados. De
las cajas se tomo una muestra con el asa y se aislo por el
método de estrias en un tubo de ansaya sobre una guperficie
ce medio ELMA. Se incubardn los tubos a 29°C hasta obtener

colonias aislddas. .
- Caracteristicas de los aislados.
D& los aislados de cada leghminosa Se pbservaron las

siguientes caracteristicas:

~Tamado -Luz transmitida

~Forma © =Luz reflejada .
—Sorhe * -Aspecto

~Elevacion -Superficie

-Color ~Censi1stencia

~ Morénmlogia microscépica.

De les tubos se htowd una muestra con el asa, se
coloco en un portacbjetos con unas gotas de agua y se dejo
wacar al aire.

. Be f1jd al calor sin llegar al sobrecalentamiento, se
resliza la tincidén de Gram y se observé al micrdéscopio

compuesto 100x, con aceite de inmersion.



- Peso seco.
e determind el peso seco de la parte adrea de la

< d
planta y nodular de cada planta en un horno de circulacion

a 100°C (FELI Aut. SC-DGE-11524) por 24 h y despuds

forzada
s2  pasaron a un desecador el cual contenia cloruro de
clacio, durante 2 h y posteriormente se pesaron en una

balencza digital.
~ Aptibiogramzs.

bium ¢p se crecid en caldo

Cada aislado de Rh

erxtracto de levadura y manitol (ELM) bajo condiciones de

agitacién de 80 rpam en un baRo metabdlico (Forma Scientific

Model 2544) a 26°C por 24 h. De este cultivo se tomd una

alicunta de 0.5 ml extendiéndose sobre la superficie de una

placa con medio extracto de levadura y manitol con agar

M Innediatamente s coloucaron sensidiscos con

LZiMay .

Los ant:bidticos empleados fueron:

fnioeices,.

Ac. Nalidixiceo (ND) 30 ug' Cloranfenicol (CL) 3I0ug

S ug Ampicilina (A) 10 ug

Rifamicina (RF)
Lincomicina (LI} 2 ug Tetraciclina (TE) 10 ug
Penicilina (PE) 10 u Estreptomicinae (ES) 20 ug

Fanamicina (KA} 30 vg

Despugs de colocar los sensidiscos, las placas se

mantuvieron por 30 min a 4°C vy luego se 1incubaron a 29°C

urante 2% h, al término de las cualesz se hicieron registros

1

c¢e resistencia (-) v susceptibilidad (+) de acuesrds a la

presencia o auscnoia 32 halo ol rededor del sencidieco e
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ados’ para su caracterizacion de acuerdo

cauas una de los ais

a Brvdhp' 19761 . Todes los antiogramas '»é‘;nicxeron' por

duplicado..

- Priebas Bioquimicas.
-~ ‘Medio MR-VP

. .Se qiﬁolvieron 17 g del media’ en 1000 “ml de’ agua
désgilada'y'se distribuyd en volumenes dé 10,. se esteriliz¢
en autoclave 15 minutos a 121°C (15 Lbj. Cada tubo se
inoculd del cultaivo puro y se incubd durante 5 dias a 30°C.
~ Prueba de Voges-Proshaver.

A 5 ml del cultive se aﬁ;dieran 5 ml de una solucidn

al 10 & de hidroxido potésico, sa mezcld bien, se dejoé
.repcsar expuasto ai.aire Yy @e abservd a xntervains de 2, 12
v 24-h. ‘Una reaccién positiva se indica por él desarrelle de

un :élar rosa de eosina.
- ﬂogé de wstilo.

A 5 @l de cultivo se anadieron § dota de solucidn da
rajo"de me:ilo. Una reaccidn positiva se indica por un

di nguitle-color rojo. (&cido), y una reaccidn negativa se

indica por un color amarilia.
- Madio be;

Se suspendieron 57 g del medio en 1000 ml de agua
desgxlaca caliente hasta la ebullicidn para disolverio (no
autoclave), se enfrid a 55°C, ya solidificado se sembro. Se
incuto a 259 dursante 24 h. Una reaccién positiva se indica
Wt un vire cde color del medio. La producc.on de dcido se

incica por la aparicidn de un color amarillo.
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- Frueba de ﬁtili:acibn de diferentes carbohidratos.

- Rojo . de fenol y lactasa, de maltosa, de dextrosa, manitol
Y sdcarosa.
La zaeracterizacidn de cultivos puros se fundamenta en

las propiedades de fermentacidén de las hacterias y cuyos

iterigsw  scn valiosos para su identificacidn, y pueden

terminarse cultivando los arganismos en un medio adecuado

qué contenga la sustancia fermentable apropiada.

Se disolvieron 20 g del medio en 1000 ml de agua
destilada. A cada tubo se le colocd un tubo de Durham. Se
esterilizaron a 12 tb por 1% minutos. Se inocularon e
-incubaron a‘29°ﬁ. Una reaccidn positiva se indica por un
vire de color amarille v/o la presencia de gas. Todas las

pruebas bioquimicas se hicieron per duplicado (Difco, 1984).

AMALISIS ESTADISTICO.

Para saber si existia alguna relacidén entre 1la
actividad nitfcgena;a de ca¢z planta y la cantidad de
néculoz o el peso seco deé la parte aérea de 'la planta vy

mnodular, se realizo un andlisis estadistico de correlacion.
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ARLSM.TAEDOS

@ la GOARH se

De las 8 muasztrax de sudld anatbiz

obtuvieron los siguientes resultados.

DETERMINACION UMTOADES METODD PROFUMDIDAD EMN CNM
AR # R Hidrdmetro . 63.173
Brcilla & DT W e 131,544
Loas X “ ST 25.28
Textdra Bouyoucos
Aoua eguivalentsa X FE . 12.28 .
MATERIA ORGANICH. - AR
Nateria orgdhica k3 Walkley-Black 2.438
SaALINIDAD ¥ SOLICIDAD.
ruFﬂ‘ wléctrica - m~ahasfem - Solu Erxdge 1.886
Licnen totales ma/l Calculo 18.868
i LELDLT.AL 244
"o . - " 4.33
_DlLb‘E “ Céloulo : 6.2
xn.e‘cambxablc % _1, - Nomagrama 2.41s
£ e ' Normal
@mz/1 " Warder 3.5
" T 0.00
o : -thor - 3.433
LR " . 11.7
SO0ppm Morgan muy bajo
250%npm. B . Tico
L ACppm " bajo
R2sapw S meaio
f ro T L2Epm " haja
Nitdgeno Mitrico 2%ppm “ alto
Nit&gena amoniacolis0ppm " alto
P 132 Potencidmetro 7.36

Cuadre Mo.i.- Principales caracteristicas Sicicas y quimicas
del suelo de la huerta "La Torrnasita“ donde

3@ realic¢ el trabajo de campo.
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CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LAS LEGUMINDSAS.

En el cuadra 2 y 3 se concentra la informacion
_edtenida durante el desarrollo del experimento, en dichos
cuadros sa observa que:

Es una hierba erecta con una

altura final de 65 cm y un tallo de 4 mm de didmetro, no
ipré;enéa acame; hoja pinada compuesta de 8 cm de longitud;
-una: inflorescencia de 3mm, color naranja, &8 semanas a
~floracidn y con wna duracion de 11 semanas, un fruto color
Qerde claro, curbatura concava, con una madurex fisioldgica
dea v9 semanas, dias a madurexz de 9 semanas, persistencia
foliar ce 11 sem&nas, con 25 vainas por planta y & samillas
por  vaina. La semilla tiene un tamafio de 1mm, un color
negro, forma de frijol y es opaca.

Crotalaria pumila. Es una hierba erecta con una altura
final de 45 cm y un tallo de 3mm de didmetro, no presentd
‘acame; hoja trifoliada de 1.5cm de longitud; una
jnflurescgncxd‘dé 7mmy, color amarillo con rojo, 4 semanas a
floracidn vy con Qna duracidén de 2 semanas; .un. fruto color
verde claro, na curvatura, con una madurez fisioldgica de 8
semanas, dias a madurez de & semanas, persistencia foliar de
11 semanas, coﬁ 47 vainas per planta v 12 semillas por
vaina. ‘La semilla tin2 un %*amafo e }mm, un =olor café,

furms c2 corazdn y es Bmaca.
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una .altura final ge 22cm y un tallo ¢¢ lan de Jrdmetro, wo
pre;en;ﬁ acame2i ‘hoja pinada compuesta de 2.%cm de longitud;
uné inflorescencia de Smm, color amarillo, 9 semanas a
floracidn y con una duracién de 12 semanas; un fruto coleor
verds, no curvacera, con unad madure: {fisiologica de 19
semanas, peréxsten:ia foljar de 13 semanas, 10 semanas de
madurer, con 3 vainas por planta y semillas por vaina. La
cremilla tiene.un tamafio da 2 mm, un color café, es cuadrada
y opaca.

Dalea leporina. Es una hierba erecta, con una altura

final def70 qm‘y'un,talln de 4 mm'de di&dmetro, no presentd
S e
acames; hbj§ pinada compuesta de 4 cm de longitud, la
jnflu;g%cencna @s una espiga color morado, dias de floracion
de}é semanas;y Gna duracidn de 13 semanas, con 50 vainas por
planta. y .10 semillas por vaina. La semilla tiene un tamafo
. de 2mm; coleor café, forma de corazédn y gpaca.

rotalaria incana. Es una hierba erecta con una altura

0

finai- de 3¢ ca y un tallo cde 3 mm de diAmetro, no presentd
acnmé; HajA trifoliada de-2cm de longitud; inflorecsencia de
3. €m, :nlc? amarillo, dias a floracidn 9 semanas y duracién
de 13 gemanas, fruto color amarillo, no curvatura, madure:z
Eigiélégica de 12 gemaﬁas. persistencia foliar 15 semanas,
con 10 -vainas por planta y 33 semillas poer vaina. La semilla
tiene un tamafo de 2 mm, color amarillo, forma de corazén y

0B opsca.



L.-Batos de la
planta

ct> vegetativo

ulanta

a f:nal
Didmetrc ce tallo

Acane
2.-Datos dz la

haoja
Tipo de hoja
Longitud

3.-Datos e la
inflorescencia
Tamafo

Color

Dias a floracidn
Duracidan

L.-Datos del

fruto
Color
Curbature
Madurexs
fisiolégica
Diaz
madurex
Pers:stencia
foliar
Yainas
planta
Semillas por
vAaTnA

-}

por

5.-Datog de la
semilla.

TamaRo

Color

Forona

Grilisnte:z

Cuadro 2.~

Agschinomene Crotalaria
americana pumila
Hierba Hierba
Erecta Erecta
65 cm u5 cm
4 @mm 3 mom
No No
Pipinnado comp. Trifoli
& cm 1.5 cm
2 mm 7 mm
Naranja Amarillo con
8 sem. sem.
1i sem. ? sem.
verde claro verde claro
concava nocurbatura
? sem. & sen.
9 sem. & sem.
11 sem. 11 sem.
33 segl 47 sem.
& sem. 12 sem.
lmm imm
negro negro
frijol corazdn
opaca opaca

Chamaechrista
rotundifolia

Hierba
Erecta
22 cm
1 mm
No

Pinada
2.5 em

ada

S mm
Amarillao
? sem.

sem,

rojo

12

verde
nocurbatura
10 sem.
10 sem.

13 sem.

W

Sem.

r

sem.

2mm
café
cuadrada
cpaca.




1.+ Datos de la
planta

Aspacko vegetativo--

Tipo de planta
Altura final
Dramotro de tallo
Acama

2.~ Datos de la
hoja

Tipo de hoja

Longitud

2.- Datos de la

xnflarereqcencxa
Tamafia.”

Color

Dias ‘& floragidén
Duracién

4.~ Datos de fruto
. Color. .

Curbkatura

Maduras fisiolégica
& madures
istencia foliar
por planta

Semilla por vaina

5.- Datos de la
samilla

- Tamano '

Calor

Formna

Dalea Crotalaria
laporina incana
Hierba Hierba
Erecta Erecta
70 cm 30 cm
Y mm - 3 mm
No No
Pinnado compuesta Trifoliada
T cm 3 cm
Racimo 4 cm. c/u 3 mm 3 cm
Morado Amarillo
7 sam. 9 sem.
13 sem. 13 sem.
Crema Amarillo
ovoide Mo curbatura
11 sem. 12 sem.
11 sem. 12 sem.
13 sem. 15 sem.
50 10
1o 35
2 am 2 mm
Cafe Amarillao
Corazén

Cuadro 3.- ObaLrvac'uncs semanales

. Cpaca

del desarraollo

“fenolsegico de Dalea lepering vy Cralalaria

incana, 2n condiciones

41
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3.~-CARACTERIZACION NODQLAR.__

Despudés = 'la/ cosecha se realizardn observaciones
nodulares para hacer la caracterizacién nodular (cuadro 4)
(fig. &)

inorene americana. Presentd 86 nddulos en la raiz

principal y 90 nddulps en raices secundarias, perc cercanas
2 la: parie aerea; con un tamafo de imm y coler crema.

Qfét#laria pumila. Presentd &8 ndéddulos en raiz
principal y 22 nédulos en raices secundarias; con un tamafio-

‘g2 imm-yicolor rosa claro.

Chamazchrista rotundifolia. Presentd 8 nddulos en raicx

principal . v 3 nddulos en raices secundarias; con un tamafo

de imm'y color rosa claro.

Dalea lepurina. No presentd nddulos en la raicz

princioal pero presento £8 nddulos en raices secundariasj

con un tamado de 2mm y un color rosa claro.

No presentd nddulos en  raiz

)
-
2
i
g3
v

rotalarvia
orincipal gare aresontd 7 rddulos en raices secundari:as; con

un tamafo de imm y un color rosa claro.
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Acschinomane
amaricana

No. de naddulos en
raiz principal 88

No. de nodulos en

raices secundarias | {0

Tamafio 1 mm

Color crema -
CUADRO 4.- Observaciones nodulares

monento de la cosecha.

Crotalarias
pumila

32

1 mm

rosa claro rosa .claro

de las 4 e

rotundifolia

Chamaechrista: Dalea
leporina

a -
3 58
1 mm 2 mm

species de leguminusas en estudia, al

rasa claro

Crotalaria
incana

1 mm

rosa claro



La :aracteri:acién_ de 1los nddulos de acuerdo al
esguema propuesto por Corby (1981) fue de la manera

ciguiente: Peschinomene americana presentd ndduleos de tipo

Aeschynomenoides; ratalaria pumila vy Crotalaria incana

presentaron ndédulos de tipo Crotaloide vy Dalea leporina vy

Cha iste  rotundifeolia presentarén nédulos de  tipo

Astragalcide.
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Y.~ ACTIVIDAD' NITROGENASA (REDUCCION DE ACETILENG).

En el <cuadro 5 -se. ohserva gue las cepas  de

Chamagchrista _rotundifolia mostraron wuna baerd ahe alte an.la

redqucaldn de acetileno con LMU2.6 nmol ce etilene/h /oy de
noculo seco; seguida por Aecchinome americana con 922.2 nmol
de atileno/h / ¢ de nodulo seco; Crotalaria pumila can 902.86

nmol de etilenao/h / g de ndédulo seco; Dalea leporina con

702.3 nmol de etilsna/h / g de nodulo secoc y Crotalaria
incana con 445.3 nmol de etileno/h / g de nadulo seco.( fig.
? .
5.~ MORFOLOGIA éULGNIAL.

Dempués de la cromatografia de gases, se realizaron

.

a1slados de los nodulos dé apariencia mas efectiva. Los
aislados de los cinco géneros de leguminosas silvestres
prescntaron la misma morfologia nodular. Las colonias '
precentarcn un tamafo grande, farma circular, borde entero,
elevacion ccnv.axba, la luz transmitida fue translucida, 1la
luz raflejada fua wrillante, tenia wun aspecto liso,
supariicie humeda y una consistencia blanda ( cuadro & ).
T &= MORFOLOGIA MICROSCOPICA.

I'a los aislados se tomaron muestras con un 'asa, Sse

n

olczaron en portacb jetos, se realizd la tincidn de Gram vy

o chservaron .al microscopio compuesto 100x con aceite de

Ca

inmessidn . para’ eabservar la morfologia microscdpica de los
ai18lados. LOs . Rhizebium sp observados presentaron una

mcrfologia de coconac:lo.
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Sy

PLANTA . nmel etilena/b/gobdulo spreo

Accchinonene
amer 1eand - Q22

Crotalaria : B -
pum la L9202

Camaechricta :
rotundifolia L,u4h2
Dalea leporina 703

Crotalaria :
ineana L45s

CUADRO 5.~ Resultados obtenidos en la cromatogralia de gases , que nos mueshkran la
) la cantidad de nmol de etileng producida por.hora porgramo de nodulo seca.



Ly

Horinlogia calonial-

Tamafio

Forma

Borde

Elevacidn

Luz trancmitida
tuz reflejada
Aspecto
Superficie

Consistencia

" Brande

americana

‘Circular
Entero
Convexo

. Translucida
Brillante
Lisa
Humeda

RBlanda

pumila

Grande
Cireuleos
Entero
Convexo
Translucida

Brillante

_-Aeschinomene’ Crotalaria Chamaechrista
rotundifolia

Grande
Circular
Entero
Convexo
Translucida
Brillante
Lisa
Humeda

Elanda

Dalea
leparina
Grande
Circular
Entero
Convexao
Translucida
Brillante
Lisa

Humeda

Blanda

CUADRD &.- Todos 1os aislados de las § especies de leguminosas en estudio,
presentaron.las mismas caracteristicas coloniales.

Crotalaria

ncana

Grande
Circular
Entero
Convexn
Transluc.
Brillante
Lisa
Hiimead a

Blandh



7.~ PS50 HUMEDD 'Y PESDO SECO.
De las cinco especies de leguminosas silvestre se tomo
tanto el peso hisedo como 21 g so seco de la parte asdrea y

ce o3 nacdulos ( cuadro 7 ).

E1 . peSe  htmedo de Chamaochrista rotundifolia de 1la

parte‘aéréa-ﬁé’la nlanta fue 4.4 g Yy de nédulo fue de 4 g,

la parté atres de Crotalazia puinila peso 9.7 g y fos nodulos

L.2g . la parte aerea de deschipomence americana peso 11.6 g

y los néduleos b.h g, la marte aérea de Crotalaria incana

neso

7.2°9 'y los nédulos 4.1 g, y la parte aérea de Dalea

len nddulos 4.1 g.

12 peso 6.5z y los nddules

a ‘patle atrea de fizschinomene americana peso

1000y los Addulosio. 11 gr;- la parte a¢rea de Crotolaria

‘peso 5.2 é y ‘los niéddulos 0.05 g vy la parte aérea de

peso 7.0 y loz nddules 0.04. (Fig.10 y L1),

" 48.
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PESH. HUNEDO : : PESD SELD
Parte acrea  Naduleos . oo Parteraerves  Nodulos

Camaechrista

Wl .02

rotundifolia by

Crutalaria SR R P . .
pumila 9.7 Looha2 8.5 .03

Aeschinomene R R

americana 11.6 bl #11

Crotalaria ; L R : SR
incana 7.6 - LT P ISR L 08T

Dalea leporina 8.5 e T R Sl 70RO

CUABRD 7.~ Peso humeto y seco en gramos, de la parte aerea’ v nodulax‘ de 1«\«; 5
especices de leguminusas silvestres en e:,tudxn. SRR -




8.~ ANTIBIOGRAMAS,

Algunas chservaciones adicionales a los antibiogramas
£on . las que se preseﬁtan en el cuadreo 8, las cuales nos
<:rven para ratificar la purecza de nuestros aislados.

: Se hicieron inoculos de los aizlados, creciendo los
bajo las  condicion2s preestablecidas, para realizar los
antiﬁ;qgramas y las gpruebas bicquimicas. No .todos los
inculos presentaron crecimiento & las 24 hr de incubacién,
ni . tampoco oresentaron las mismas caracteristicas. Los
inéulcs que crecieron a las 2% inr fueron: D1 color amarillo,
ﬁ2 verde clara, £p3 verde muy claro, Cin3 verde, Ch2 verde
clara y A3 amarillo. Los inculos que crecieron a las 48 hr
fuercn: Al verde muy claro, b3 verde clarao, Chi verde

weralda, Ch2 verde ci:o, €Cpt verde claro, Cini verde claro

-4

y Cin2 verds ecneralda. Los que crecieron a las 72 hr fueron
A2 azul claro, D3 atul claroc y Cp2 arul claro.

Un color amarillo indica que son bacterias de
crecimiento rdé4pido v un ceolor azul indica que son
bacterias de crecimiento lento.

Obtenidos 1oz aislados se realizardn los antibiogramas.
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2k huras

ITnoculao

DL
D2
Cp3
CinZ2
Cha
AR

Color

amarillo

verde claro
vorde muy claro
verde

verde claro
amarillo

‘48 ‘hopas. .

Tnocilo

AL
+-D@
LehL
.Ch2
~CpY
Cink
Seing

Color-

" verde
Ui verde

verde

“verde

verde
verde
verde

muy claro
claro
esmeralda

‘claro

claro
claro
esmeralda

72 horas

Inoculo

A2
D3
Cp2

CUADRD a.~ Tiempo de cpec1mxeﬁto/déwlné;znoculos y-caracteristicas de creci

Colar
azul claro

azul clare
azul slaro

RN =1y R



De los aislados obtenidos de Aeschinomene americana. se

caracterizarén 3 :epaé de Rhizgbium_ _sp en cuanto a

resistencia y suceptibilidad a 9 antibidticos (cuadro ?).

De’ “ios aislados obtenidos de Dalea eporina se

caeractericarén 3 . cepas de Rhizobium sp en cuanto a

resistencia.y suceptibilidad a 9 antibiéticos (cuadro 10).

o De’ ' los aislados obtenidos de Chamaechrista

olia se caracterizardn S5 cepas ce Rhizobium_ sp en

.a ,res'stenéia y suceptibilidad ‘a 9 antibidticos

,(cﬁadra:ii);""  B
‘De' leos’ aislados obtenidos de Crotalaria _incana se
daré;tg}iiéfcn S cepas de Rhizobium sn ‘en cuanto a

cresistenciay suceptibilidad a 9 antibidticos (cuadro 12).
De.. los - aislados obtenidos de Crotalaria_pumila se

caracterizaron 3 cepas de Rhizobium _sp en cuanto &

‘resistencia y suceptibilidad a 9 antibidticos (cuadro 13).
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[ - ~ . o B . .
Lii1 RES €130 NDAO ES 10 KA 30 - DE 10 A 10 TE 10

Rhizobium sp (A 1) - - + S - + -+ - - +
" A 2) - + - 4 - + + + C e "
Rhizobium sp (A 3) - + + L “+ + - - B

Cuadro 9. Antibiogramas de los aislados de Rhizghium_sp obtenidos de laos nadulu"

Aeschinomene _americana. {(-/ Resistente, (+) Susceptible.




T 9§

Li2 RES CL 3O NG A0 ES 10 KA-B0 PE 10 A 10 TE 30

Rhicobium sp (D 1) B T A Rt
“ PERT N TR + -
2 - -

" L {D3)

Cusdra ~107 Antibiagramas de las aislados de R

- + + - - -
- + + - - +
-~ + + - + +

sp abtenidos de los nddulds de

{+) Susceptible.
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Li2 RES C1 30 ND 30 ES 10 KA 30 . PE 100 A 10 TE 10

Rhizabium sp (Ch 1) - + - - - - T . - -
" (th 1) - + - - = + - - s
" {Ch 20 - + - - - + - - -
" (Ch 2» - - - - - - - - : ;7
" (Ch 33 - - - - - - - - +
hium_up obtenido de las nodulos de

Cuadro 1i. Antibjiogramas de los aislados de Rb

Chamaechrista_rotundifolia. (-} Resistente, {+) Susceptible. .
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Lii2 RE5-- G130 °ND730 ES 10 kA 207 PE 0 A L0 7E 3w

Rni:obipm sp (Cln 1) - + + + + + - + +
" (Cln 2) - + + - + . + - - +
" BT Y - + - - e 4 - - "
" cin D - + - + N “ _ - .
" (Cln 3) - + - + + + - + +

Cuadro 12. Antibiogramas de los aislados de Rhizobium_sp obtenidos de los nddulos de

Croptalaria_incana. (-) Resistente, {+) Susceptible.



LS

Rhizobium sp

Cuadro

'

Li2 REBELlEo- np A0 B8 10

(Cp 2) + + + +
(Cp 2) - - - -

13. Antibiogramas de los aislados de Rhizobium_sp obtenido

Crotalaria pumila. (-) Resistente,

(Cp 1) - + + ) +

- +
+ +
+ “+

(+) Susceptible.

:=3

HA 30 PE 10 A 10 TE 30

+
+ +
- T

de los nddulos da



7.- PRUEBAS BIOGQUIMICAS.

£n cuanto a las pruebas bioquimicas, de los aislados
ootenidas de los nédulos de Dalea leporina se caracterizaron
4 cepas de HRhizobium sp  (cuadro 14%); de Pbschinomene

se caracterizaron 2 cepas de Rhizabium_sp (cuadro

15); de Crhamaechricts rotundifolia se caracterizaron &6 cepas

de Rhizobium _so (cuadro 16); de Crotalaria incana se

caracterizaron & cepas de Rhizobium sp (cuadro 17); y de

En txse a las pruebas bioquimicas, se observa que no

se pueden diferenciar las cepas, ya que la mayoria utilizan
13 mismos sSubstratos. En el caso de Chaemechrista, se

@hserva gue no utilizacon los substratos.
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Bioquimicas

Rhizobium_sp (Dalea leporina}l
D1 D2 D3 D3

~Xilosa. . + Lo+ . - . -
Lis; A . + + - -
,DESSNicniata - - - -
finjo de metilo - = - -
Vugas—Fruskaver. - - - -
Dextrasa - . - Ty -
Maltosa : - - (+) L
Sararasa - - ' (+) -
Manitol - - = -

Lactosa . - -
» e ‘éaﬁbxns ocurridos a las 24 h.

{(+) Cambios ogurridos a las 72 h.
Cuadro l4. Pruebas bioquimicas de los aislados de Rhizobium

sp, obtenidos de los nédulos de Dalea leporina,
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Rhizobium sp (Aeschinomene americanal

Al A2 A3
Xilass . - - -
Lisina : - - -
Desoxicolato - - -
ROjo de metilo - - -
Voges —Pro;kaver - - +
bextrnsa . - + +
Gas de la dextrosa - ’ (+) +
Maltosa - + : ;
Gas de la maltosa - - +
Sacarosa - ) ’ (+) -
Gas de la sacarosa - (+) -
Manitol - (+) -
Gaz del manitol - C+) +
Lactasna . —// - -

+ Cambios ocurridos a las 24 h.
{+) Cambicz ocurridos a las 72 h.

Cuadro 15. Pruebas bioquimicas de los aislados de Rhizobium

%o obter:ide de loz nddulos
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' Rhi:dbiumrébnlcﬁamgéﬁhr';ta-}aiundkfnlia)

ch'i . coht _."L‘!h 3.
Xilosa - = SRR
Lisina . - R -
.Desaxicolato - R -
Reojo de metilo - - - =~ - -
Voges—-Proskaver + + - + N -
Dextrosa ‘—' - + ' - R - -
iﬂaltnsa - - - + - =
Sacarosa - . - - - - (+)
Manitol - - - - - -
Lactosa - - - - - -

+ Cambios ocurridos a las 24 h.

(+) Cambios ocurridos a las 72 h.
Cuadro 14&. Pruebas bioquimicas de los aislados de Rhizobium
sp obtenideos de los ndédulos de Chamaechrista

rotundifolia.



Rhizobium sp (Crotalaria incana)

Cin 1 Cin L Cin 2 Cin 2 Cin 3 <Cin 3

Xilosa - _— - - - -
Lisina - - - - - -
Deczoxicolato - - - - - -
Rojo de metilo- - - - - -
Vogues—-Proskaver - - = - - -
Daxtrosa - +) p S ) : + ()0
Maltoza + - . S e :l + (+)
Sacarasa - ¢+ - ey (+)
Manitol - - +) = - T (4)
Lectusa - - +) - - (+)

+ Cambios ocurridos a las 24 h.
(+) Cambios ocurridos a las 72 h.
Cuadros 17. Pruebas bioquimicas de los aislados de Rhizobium

o obtenidos de los nodulos de Crotalaria _inea

Od.
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Rhizobium sp (Crotalaria pumila)

Cp & Cp L Cp 2 Cp 2 Cp 3

Xilosa e - - - -
tisina + - - - o
Desoxicolato '~ » - . - - -
Vaggcs—?rnskaQer— - - - -
Dextrosa o L= - () -
Maltosa + - oL - v
V. .
Sacarosa - - = - -
Manitol - - . - - -
Lactosa i - - - -

+ Cambos ocurridos a las 24 h.

(+} Cambios ocurridos a las 72 h.

Cuadro 18. Pruebas bioquimicas de los aislados de Rhizobium

sp obtenidos de los nodulos de Crotalaria pumila.
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de campo y sin inocular. (1) A. americana _ (2) C. pumila (3) Ch. rotundifolia (4) D. leporina

(5) C. incana.
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DISCUSION

Ante "la enorme prgocqpe:xOn del haﬁbre pcr'produ:ir
el ‘suficiente &'imento para su sustento, ha desarrnilabo
diversas técnicas aé}icolas, pero los altos costos aque éstas
imﬁlican, lo ha llevado a buscar alternativas tecnolégicas,
una de las cuales es el Sistema.de Labranza de Conservacion,

:qcn'el uso ‘de legumindsas silvestres como abono en cobertura
foliar dada su capacidad de £ijar nitrdgeno biolégicamente.
El presentz trabajo llevd por objetivo determinar el
'”paten:ial de la capacidad de fijacion biolégica de nitrégeno
dé'cxnco especies de legquminosas silvestres, y relacionar
esa capacidad con sus caracteristicas morfoldégicas.

' En el cuadro 2 y 3 se muestran las caracteristicas
mariologicas de las S5 especies de leguminosas silvestres en
estudio, vy se observéd cque dichas caracteristicas van de
acuerco a las reportadas por Mc Vaugh, 1987. A. americana y

En. rotundrfolia =ze caracter:izaron como hierbas erectas; sin

embargo, su crecimiento tiende a ser un poco inclinado, lo
.cual es favorable para el suelo, porque evita la erosidn,

conserva la humedad y la fauna del suelo, mantiene la

temperatura y aporta nutrientes.__D.leporina y C.pumila
presentaron una mejor germinacion, tanto en ndmero de
plantas como en rapidez de crecimiento, a eéstas les

siguleron A. gmericana y C. ipcanma, vy par Gltimo Ch.

rotundiénlia. C. incana, C. pumila vy D. leponrina presentaron

mayor numero de vainas y mayor numero de semillas por vaina,

la cual da una mayor probapil:dad de propagacién.
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"Chamaechrista Moench.Hierbas, arbustos o pequefos drbales,

con hajas uniformenete pinadas, hojillas ojuwsitas; peciolos
frecuentemenate sopertando la glandula nectaria. Glandulas
adicionales, algunas veces nacen del peciolo o raquis,
inflorescencias racimosas racimos algunas veces paniculados
o reducidos a una o dos flores; pédicelos bibracteolados;
cinco sépalos 1mbrincados; cinco pétalos de naranja a
amariltlo, all':amente heteromorficns; estambres funcionales
son 2,5 & 10 anteras basifijas mds largas que el filamentao,
cada teca apicalmente dehiscente por un poro o iﬁ:isiOn;
sncroceo actinomérfico, anteras de diferentes longitudes;
fruto él:‘vsk:x:amente dehiscente, valvulas enrolladas,
semillas deltai.des, lisas, sin ar'eala en sSu margen o Ccara
(Mc Yaugh, 1987 citado por Parra, 1991). )

aria L. Hierbas K anuales o perenes o arbustos, hojas

digitalmente trifoliadas o wunifoliadas; pinas enteras;
estipulas libres duesde los peciolos, algunas veces
decurrente sobre leos tallos, algunas veces pequedos o
deficientes, flores en racimos, ' estos morfoldgicamente
terminales; bracteas + florales pequedas, bracteolas
insertadas en la base del tubo del caliz o aparentemente
sabre el pedicelo; hipanto corto; caliz con cinco dientes
mas largos que el tu-hc, el limbo en algunas especies con dos
marcados labios. Corola papiliondcea amarilla, normalmente
orbicular, alas oblicuamente redondeadas u oblongas, mas

cortas qua2 las pormales , quilla encurvada o filosamente
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inclinéd#fhgcia deptrn con pico, el cual frecuentemente esta
torcido; dieé Estambfes, los filamentos unidos dentro de un
tubo. abierto ‘del lado adaxial, anteras alternatsvamente
largas’y basifijas, cortas y versdtiles, ovario sésil o casi-
séail} pocos O mucéos évulos, estilo encurvado o doblado
h%cia:deﬁtro por encima del ovario, bandado distancialmente
con dos  linsgas de pelos. Fruto (legumbre) marcadamente
ipﬁ}aﬁd. globoso u obldngo can 2 valvas continuas por
dentfo, gemillas atestadas en .el fruto, sobre funicules
f?lifcrmes, conprimidos, oblicuamente cordiformes, con una
“ﬁénd;dura central en los lébulos a un lado de la hendidura

dgsiguai central (Mc Vaugh, 1987 citado por Parra, 1991).

Hierbas o arbustos perenes o anuales, tallo, hojas

Yy usualmente flores contienen vesiculas secretoras
(llamadas glandulas), eéstas toman la forma exterior de
arpalias, plantas mds o meﬁos pubescentes con  pelos
espirales, estas cuando se secan son rejizos, estipulas
herbdzeas o subglandulares, hojas raro - pinadas (raramente
con 3 foliolos) pina terminal o sésil, glandulas cominmente
pres2nies za pares o sobre ambos lados de los peciolos. La
inflorescencia es una espiga (usualmente) o racimo,
mederadanente perdido terminalj; bracteas de la
infloresrencia decidua persistente, el mAs bajo a veces
difiern de los interflorales, bracteolas usualmente
diminutas; c&liz persistente, cavendo con el fruto, tubo del

caliz con 5 costillas producidas dentro del diente, cinco
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costillas. *alternadas bifurcadas  en ¢ wWdébdjo | de lac
'

. cavidades del diente y anastosomagas. Gl.ﬁl‘-(il.pi;.. de pat'ronug
caracte;‘is‘tico:‘-; dientes del cdliz wcortos a largos y
aristados; pétalos del ala y quilla insertados en y la
mayoria desarticulados, pétalos todos blancos o de varios
colores excepto el verdadero rojo, normalmente insertados en
la arilla del h‘lpanto; variable en talla y forma; pétalos de
la quilla libres o imbricados y adherentes por sus caras o
valvadamente unidos por sus bordes; diez estambres, 4-5
.fum:ionales, r_ncwﬁodelfc:s; estilo glabro; dos dvulos
calatzrales, sdlo madura unoj fruto indehiscente, corto,
rechcenche o latgralmeate comprimido, fuera de linea,
ghlicuamente ovalado a deitado, sutura ventral derecha o
ligeramente curvada, @l lado adaxial siempre mds largo o
inclinado (Mc Vaugh, 1987 citado por Parra, 1991). .

Aeschvnomens _L.- Hierbas, arbustos o pequefos &arboles, de
habitats secos o homedos, pubescentes o de pelos simples,
glénuulias basales wmulticelulares (base vbulbosa); hojas
pinodanente compuestas, raquils terminando en un mucra, de 20
a 80 hojillas, la mayoria pequeias o enteras, mucronadas,
alternadas o subopuestas, estipulas peltadas, apendiculadas
o terminales en racimos o paniculos, bracteolas pareadas en
la base del cAliz similar a las bracteas, hipanto cortoj;
cdliz campanulado con 5 dientes; 1los dientes mas bajos
frecuventemente son mas largos y angostos que los otros.

Flores papiliondceas; corola.bdasicamente amarilla, variando
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de casi blanca, naranja, roja o morada; pétalos normalmente

con ufas cartas, normalmente con pubescencia externa, este
£:1o radondeado, inclinade hacia fuera de la flor, alas tan
largze como les normales, uniauriculadas en la base, pétalos

la quilla con inclinacidn de 60-90°%; diez estambres en
grupos de cinco, anteras uniformes; ovarios estipitados con
pocos  évulos (2), estilo encurvade no barbado, fruto
subsésil, usualmente estipitado, de 1-18 artihulaciones,
articulos planos o convexos, dehiscentes ‘o indehiscentes a
la largo de la sutura mas baja {carinal}, semillas
reniformes, suaves, mas o menos lustrosas, hilum casi

circular. (Mc Vaugh,198? citade por Parra, 1991i).



Por otra parcte, se realizé una carterviracion nodular v
se cuanti1ficod el numerea de nédulos de cada planta. '

) En cuanto al tipo de nodulos que presentaron las cinco
especies de legu;r.lnusas silvestres en estudioy la
informacion se obtuve de las plantas en floracidn, ya que
los nodulos adquieren 3sus caracteristicas en la maduresx
(l:i;rny, 1981). Aeschinomene preseno nodulos tipa
Azschynomenoides, C. pumila y C. incana presentaron nadulos
ti1no Crotaloide, y Dalea y Chamaechrista presentaron nédulos
de tipo Astragaloade. Sin  embargo, al revisar la

literatura, Calea de la tribu Galegeae, presenta nodulos

Crotaloidges (Allen y Allen, 1981). Aeschynomene presenta
nodulos Aeschynomenotdes y nodulos en el tallo, Eaglesham
(1985), lo cual no se observd, ya que este caso sdlo se da
en lugares de gran humedad. C. pumila vy C. incana
prasencaron nodulos tipo Crotaloides; Chamaechrasta presentd
Qos tipos de nadulos: desmoides Yy aeschynomenoides
(Aguilera, 1986).

En el caso de las plantas que presentan dos tipos de
nédulas en  una misma planta, pocos estumos. se han
realizado, vy no s_ei',—;ab.e__sx _eﬁtu._s 59",_.5.92‘“‘“:“‘35 por un mismo
Rhizobaium, Asi miomo, camo ste podria explicar tal
observacion, s1 se sabe que la forma del nddulo estd dictada
por la informacién genética de la planta huésped y no por la

bactaria simbionte (Dart, 1977).
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De las cinco especies deplegumincsas,'g. americana fue

AUA e
la gue presentd’ 'ayor numero de nodulos, tanto en la raiz
principal, como en lés raices secundarias; a ésta le siguid
L. lepor:ina con gran numero de nodulos en las raices
secundarias. pero sin noédulos en la raiz principal; vy
enseguida con nodulos tanto en raiz principal como en raices

secundaries fue C. pumila.

€. 1incana v Ch. rotundifolia presentaron el menor

numzro de nadulos. La baja nodulacidn de Chamaechrista cra

Gt esperars=, dado que la subfamilia Caesalpinoidea, en
gencral, presenta baja nodulacidn como la reporta Allen vy
Allen (19813, quien nropone que algunas de las barreras
imporcantes para la nodulacién de Rhizobium & dicha
subfamilia, es la presencia de una corteza muy desarrollada
¥ gura en la raiz, la presencia de compuestos toricos
liperados por la rai:z Yy la carencia de lactinas de
recenocimiento, )

La morfologia microscopica de Rhizobium fue cocobacilo,

igual a la obsarvada por Aceves (1983).
En el presente estudio se llevd a cabo uno de laos
métodos mas comunmente utilizados para la clasificaciéon de

cepas ce, fAhizobaum, que es determinando la

resist@ncra/suscestibilidad a ciferentes nivelas de

antipidricos.
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Las cepas primeramente, se agruparon «n lento y rapido
crecimiento. Las cepas de Rhizobium de rapido crecimiento
son resistentes al Acido nalidixico y las cepas de lento
crecimienta son resistentes al resto de los antibidticos de
la prueba presentaga por Hryant, 1976 (Eaglesham, 1985).
Es5to se comprueba con los resultados obtenidos en el
presente estudio y que se muestran en los cuadros 9, 10, 11,
12 y 13. Sin embargo, varios nxvelqs de resistencia se
presentan tantc_en cepas de crecimiento lento como de répido
cracimiento (Cole y Elkan, 1969; Sinclair y Eaglesham, 1984;
Ayanaba Yy Wong, 1962} Pankhorst, 19773 Chopra Yy
Venkataraman, Léb9; citados por Eaglesham, 1985), lo cual
tambien se demuestra en los cuadros anteriormente
mencilonados. '

En cuante a la caracteritacidn de las cepas de
BRhizobium mediants pruebas bioquimicas, los resultados
outenidos muestran que los Rhisobium de rapido crecimiento,
s0n capaces ae utilizar como tuente de carbono un amplio
Tango de  hexosas, pentosas, disacaridos, trisacéridos vy
ACldcs organicos (cuadros 1%,.15, 146, 17 y 18), lo cual se

relaciana  con lo reportado por Stowers (198S).




Bracias a estas pruebas de caracterizacion de aislados,
se mostrd la gran diversidad de cepas nativas del suelo, ya
que el estudio se realizd en condiciones de campo y sin
tnecular. Una sola prueba de caracterizacon de aislados,
hubrera dado resultados erroéneos, ya que en los
antibilogramas se enccntrd que una misma éepa de Rhizobium,
rnoduld dos plantas diferentes, sin embargo, gracias a las
prusbas bioguimicas se mostréd que se trataba de dos cepas
diferentes.

La capacidad de fijacién bioldgica de nitogeno, es una
caracteristica importante de las leguminosas. Sin embargo,
na todas las leguminosas tienen el mismo potencial para
fijar nitrégens. La prinmcipal interrogante de este +irabajo,
fue saber la capacidad de fijacidn biolégica de nitrdgeno de
cada especie y su posible rela;ion con el peso seco de
nodulos Yy follaje, asi coma con las caracteristicas
morfoldgicas de cada planta.

Ch. rgtundifolia fyp la leguminnéa que presentd la
maysr tasa de fijacion de2  nitrégeno con  w4bZ  amol
etilena/h/g/néddule seco, le siguieron A. americana y C.
pumila, y por Gltimo D. leporina y C. ihcana.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se observd en
genarsi, una relacidn directa entre =1 peso seco de nodulos

v sS4 mavar capacidad para fljar nitrogeno bioliagicamente.
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S1n  embargo, de wanera excepcional, oh. tundifolia
pPresento menor peso seco de nadulos v una mayor tasa de
f1j]ec16n  biolegica de nitrégeno. Por otra parte, cabe
mencionar que Chamaechrista tiene un crecimiente lento y
dificil, ademads de producir poco iollajé, por lo q;e su
posible uso como Unica vegetacion de cobertura es limitado.
Sin embargo, se tendrd que estudiar cuando se encuentre en
cultive mieltiple,

Cabe menc:énar. que una planta que 1llamd mucho la

atencién fue A. americana, la cual presentd un habito de

crecimiento muy adecuado para ser utiliczada en el Sistema de
Labranta de Conserva:%on. En cuanto a su capacidad para
fijar nitrégeno, esta fue en una correlacion inversa con el
peso seco de la parte aérea de la planta, pero a pesar de no
haber sido la que presentd mayor potencial ge fijacion, si

presentd una tasa alta con 922 nmol/etileno/h/g/ nédulo

C. pumila fus wuna leguminosa que también presntae
carascteristicas auy apropiasas para el Sistema de Labranza
ae Conservacidn, tanto en el potencial de fijacidn con 902
nmal/etilena/h/g/nddule seco, como en &l peso’ seco de
lollajye. mrees e

D. leporina y C. 1ncana foueron las leguminosas con

caracteristicas menos apropiadas para utilizarse en el

Sistema de Labranza de Conservacién.
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S1 relacionamos estos resultados con las

caracteristrcas mor foldgicas antes mencionadas, se
recomienda a £ nganomene amgricana y Crotalaria _pumila

come cobertura foliar, ya que sin ser las que presentaron
mayor capacldad en la fijaci1on biolégica de nitrégeno, si
tuvieron una buena actividad mitrogenasa, ademas de tener
mayor facilidad para su desarrollo, producir mas follaje y
tener una forma de crecimiento inclipado en el casoc de A.

americena, lo cual protegeria al suelo de la erosion vy

serviria como abono en cobertura foliar dadas sus

caracteristicas.
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SAUR BE LA BIBLIGTECK

CUNCLUSLIONES B

De acuerda a los resultados obtenidos en el presente .
trabajo, se obtuvieron las siguientes conclusiones:

Los analisis realizados en el laboratorio para la
cavacterizacign de cepas, mostraron la gran variedad de
cepas nativas Qque existen en el su2lo, Ya que el
trabajo se realizd en condiciones naturalaes y sin ingcular,
1o cual es de suma 1mportancia Ecnsxdérar en el Sistema de
Labranca de Conservacion. Asi mismo se observe la presencia
de diferentes tipos de nodulacion en las S especies de
leguminosas silvestres.

Existid ura correlacion directa entre la capacidad de
f1)acion biologica de nitrédgeno y el peso seco de nddulos, 9
eniste una correlacion indirecta entre la fijacion biologica
de nitrogeno y el pexo seco de la parte aérea oe la planta.

Chamaechrista rotundifolia presentd el mas alte nivel de

(1j)acion bioldgica de nitrogeno, s1n embargo no se
recamienda comg «abouno e=n cobertura foliar per sSu escaso

follaje Yy lento creciamienta. Aeschinomene americana vy

Crotalaria pumila son las leguminosas que presentaron mayor
peso seco de follaje y tuvieron un excelente crecimiento,
pur lo que se recomiendan como abono en cobertura foliar en

@l Sistema de Labranza de Conservacion,
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