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ABREVIATURAS

M V A : MICORRIZA VESICULO ARBUSCULAR

VA
NH

4

NO

AIA

CIC

: VESICULO ARBUSCULAR

: AMONIO

: NITRATO

! NITROGENO MOLECULAR

: ADENOSIN TRIFOSFATO

: GRADOS CENTIGRADOS

: ACIDO INDOLACETICO

: CAPACIDAD DE INTERCAMBIO CATONICO
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RESUMEN

La demanda de alimentos ricos en protelnas es cada dia mayor,
para cubrir las necesidades de la poblacidn. Este tipo de
alimentos pueden ser suministrados por las plantas capaces de
formar proteinas a traves de la fijacion bioldgica del nitrdgeno
€M 2 rezlizada por microorganismos. Es el caso de la planta de
carahuate CArachis hypogaexs LD, leguminosa fuente de proteinas v
zoaltaes, que para <l estado da Guerreros reaprasenta el 3% de la
roduccion agricola.

= rezalizo un estudico sobre el potencizl de micorrizacion por
endoritos V A y Ehizobium gus infectan a la planta de cacahuate
originaria de Huitzuco de los Figueroa, estado de Guerrero,

obteniendose los siguientes resultadoz: 4. hupogaea o3 infectada
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de que no hubo nodulacion es
pozible que los rizobiz aislados hayan intervenido en el prdceso
lzs pruebzs para la determinacion de
nitrogenos Se obtuvo una mayor concentracion de nitrogenoe en las
ntes cepas, comparadas con los
testigos a2 lo inoculoe la bacteria. La no
nodul acian pudo ser ocasionada por la deficiencia de absorcion de
rosforo, debido a gue 2stas plantas necesitan ser i1nfectadas por
las micorrizas vesiculo-arbusculares(MVA) que ayudan en el proceso
de abtencion de elementos libres, tales como P, K v Mg, Por otra
parte, el analisis edafico para extraer esporas. mostro una gran
divaersidad de ezpecies de MVA, azi como un porcentaje muy alto de
infeccicon por estos endofitos, que fue del SOX%.
De acusrdo al analisis edafico, la planta de cacahuate se
desarrella en un suelo pobre sobretodeo en N y P ¥y poco tecnificado
gque permite la simbiosis microorganismos-planta a tal grado que la

produccidn de cacahuate en =1 Edo. de Guerrero es por arriba del

promedioc nacional.



INTRODUCCION

Todos los seres vivos requieren de una fuente nitrogenada
para su metabolismo, ya que los principales componentes celulares,
como las proteinas y los acidos nucléicos , contienen nitrdgeno.
Varian, sin embargo, los compuestos nitrogenados que los distintos
organi smos son capaces de asimilar; las plantas utilizan
compuestos inorganicos, come amonio CNH4+D o nitrate CNOQ-); los
animales superiores, ademis de amonio, requieren compuestos
organicos, como aminoacidos o bases nitrogenadas (Soberdn, 19850,

En ultima instancia, todos los compuestos nitrogenados que
los seres vivos utilizan provienen del nitrdgens molecular CNZD.
que representa el 80% de los gases gque forman la atmésfera
terrestre. Los unicos organismos capaces de utilizar directamente
este elemento son los microorganismos fijadores. de nitrdégeno, los
demas dependen del metabolismo de estos para tener una fuente
nitrogenada (Soberdn, 1985). ’

En la mayoria de los habitats del planeta, la productividad
bislogica esta limitada por la disponibilidad de una fuente
nitrogenada, de modo que si se aumentara la fijacidn de nitrdgeno
aumentaria la biomasa del ecosistema. La disponibilidad de amconio
o nitrato en el suelo condiciona también el crecimiento de muchas
plantas cultivadas por el hombre, que han de fertilizarse para
aumentar los rendimientos (Soberon, 1985).

La fijacidn biclogica de nitrdégeno es, de manera
cuantitativa, el proceso mas importante de todos los implicados en
el aporte de este elemento al suslo. Mientras que los
fertilizantes nitrogenados suministran al sueslo anualmente 60
millones de toneladas métricas de N vy la fijacidn quimica natural
representa unos 30 millones, la fijacidn bioldgica supone unos 130
millones de toneladas metricas; de éstas, algo mas de la mitad se
deben a la simbiosis Rhizobiun— leguminosa. El resto del nitrdgeno
fijado bicldgicamente, si bien importante en cantidad, reviste
poca significacidén agriceola. Se debe en su mayor parte a la accidn

de microorganismos de vida libre, aerobios o anaerobios, de un



escaso rendimiento fijador, aunque bastante abundantes en numero
CAzcdn et.al., 1983).

La fijacidn bioldgica de nitrdgeno adquiere cada dia mayor
interés, habida cuenta de la crisis actual del petrdleo, fuente de
energia y materia prima para la produccidn de amoniaco, sin
olvidar lasz implicaciones ecoldgicas gque se derivan del uso
intensivo de los fertilizantes nitrogenados CAzcon et.al., 1983);
los fertilizantes no solo regresan el nitrégeno y otros
nutrimentos al suslo, sino que restringen el crecimiento de las
semillas, lixiviando y erosionando el suelo (Norhayati et.al.,
19880,

Por otra parte, el crecimiento de la poblacion determina una
mayor necesidad de alimentos, ¥y los requerimientos nutricionales
humanos exigen una proporcion mas alta de proteinas en la dieta.
Todos estos factores, por si solos y en conjunto, hacen que el
cultive de leguminosas muestre un interes especial. no solo en
virtud de su alto contenido de proteinas, sino también por su
relativa independencia de la fertilizacion nitrogenada al poder
fijar nitrégeno atmosférice en simbiosis con Rhizobium C(Azcdn
et.al., 19830,

El éxito de la inoculacidn en campo depende del uso de una
cepa de Rhizobiun eficaz, de su empleoc en la situacidn ecoldgica
adecuada, aplicacidn en la forma apropiada y recurso coordinado y
complementario con los fertilizantes quimicos. La utilizacion de
»fertilizantes bioldégicos: en el cultive de las leguminosas no es
mas gue una manera de aprovechar el potencial natural del suelo y
las plantas. Como consecusncia de su correcto uso se ganan
alimentos Cproteinas), se ahorra dinero (fertilizantes quimicos) y
se evita la alteracidn de los ecosistemas CAzcdn et.al., 1983D.

En leguminosas noduladas por Rhizobiuwn sp., la simbiosis
endomicorricica juega, también, un papel importante debido a que
el proceso de fijacidn bioldgica de nitrdgeno genera una alta
demanda de fdésforo en forma de ATP. Por cada molecula de N_ fijado

a
en condiciones dptimas se requieren 12 ATP. El costo metabdlico
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del uso del nitrdgene atmosférico con respecto al de la
utilizacidn de formas combinadas es en general mayor, pero las
plantas son capaces de incrementar su eficiencia fotosintetica y
suministrar los carbohidrates necesarios para ese procesc, ademas
de sostener el desarrollo de su cosimbionte micorricico, quien les
confiere mayor capacidad de absorcion del fosforo necesario para
sSu ecrecimiento y para la formacidn y funcionamiento de los nodulos
CGuzman ¥y Ferrera, 1980).

La mayvoria de las leguminosas son capaces de formar la doble
simbiosis RAhltzobirun—-endomicaorriza wvesiculo-arbuscular CVAD, lo
=~ual pusde explicar en parte la busna adaptabilidad de diversas
especies de esta familia en suelos marginales., El estudio de la
endomicorriza C(VAD ha c<obrado creciente interes en los dltimos
ahos. Esta forma de simbiocsis, que se establece entre el orden del
genere Glomales (Morton vy Benny, 19902 y una alta diversidad de
espaecles vegetales, permite 2 muchas plantas que crecen en suelos
infertiles absorber fosforo y otres nutrimentos poco movibles en
forma mas eficiente gque en la condicidén no micorrizada. Como
consecuencia del mejoramiento de la absorcion bajo esas
condicines, las plantas puseden crecer mejor Yy producir mas
biomasa.

Del total del fosforo aplicado a un cultiveo en un ciclo solo
ez asimilada una cantidad menor al S0%; el resto se convierte en
formas temporal o permanentemente no aprovechables por las
plantas. For la micorrizacidn puede incrementarse la eficiencia de
absorcion de ese elemsnto, lo cual permite ahorrar fertilizantes
fozfatadoz. Ezto es importante desde el punto de vista econdmico,
energetico y ecoldgico, dado que ademas del continue incremento en
el costo de tales insumos la fertilizacidn ocupa entre 30 y 40% de
la energia usada en la agricultura; adicionalmente la formacidn de

micorriza es un factor de sobrevivencia o de dominancia en

disponibilidad de fdsforo es una limitante para el crecimiento -

CGuzman y Ferrera, 1990).

.

comunidades vegetales establecidas en su=los donde la_J{
F 4



En cuanto a la importancia econdmica del caczahuate para el
estado de Guerrero, estz leguminosa representa uno de los recursos
agricolas mejor explotados en la regidn noreste en donde las
condiciones ambientales permiten su cultive con un buen
rendimiento en la cosecha C(INEGI, 1987); también es cultivado en
Lo estadoz de Chihushus,  Zinaloa, MHavarit, Jalizco, dolima
Michoacan, Guanajuato y Morelos (Montemayor, 19802, es sembrado
generalmente en cultivo mixto con el maiz, ya que el cacahuate al
captar nitrégene permite un mejor aprovechamiento de este elemento
para otras plantas.

La importancia de este estudic radica en el conocimiento
preliminar de los microsimbiontes propios del cacahuate existentes
en la zona de estudic, ya gQue no se han relizado trabajos ds
investigacion con tales caracteristicas.

Este primer paso es la base para generar  otras
investigacicones gque se a2boquen a2zl entendimiento de su ecologia, ya
que la introduccicon exitosa de los microsimbiontes en suelos
agricolas requiere un conocimiento previo de los sistemas y de las
poblaciones nativas para poder predecir el efecto de la
introduccidn y el desempeno de las cepas y su capacidad para
competir con las nativas, que finalmente repercutiran en el
mejoramiento de la planta y su consecuente rendimiento ecdnomico,

energetico y ecoldgico



ANTECEDENTES.

EL CACAHUATE CArachis hypogaeal
ORIGEN Y DISTRIBUCION:

El cacahuate Arachis hypogceea L. al igual que tantas plantas
utiles es originario del nuevo mundo, de la parte tropical de
América del Sur, siendo probablemente Brasil el pais nativo, donde
constituia wuno de los principales alimentos de las poblaciones
indigenas. Se admite actualmente la posibilidad de que sea
criginario de la regidn del Gran Chaco, con inclusidn de los
valles de Paraguay y del Panama (Giller y Silvestre, 1970).

Tante en Brasil, Paraguay y norte de Argentina, existen
especies silvestres de este cultivo. en Peru se ha encontrado en
las prehistdricas tumbas de la zona de Ancon, Pachacamac y otros
lugares, junto con piezas de ceramica decoradas con dibujos de
cacahuate, que corresponden a la época de por lo menos 206 anos
A.C. CBox, 1971D.

A pesar de que el cacahuate existic en Mexico en la epoca
Precolombina y de que hubo contacte entre los indios de estas
regiones v los de las zonas vecinas de Estados Unidos, no se
dispone de prueba alguna acerca de la existencia de la planta en
dicho pais (Box, 1971D.

El cacahuate se cultiva en Brasil, Perud y otras regiones del
continente sudamericanco desde antes de la colonizacidn espahola,
siendo desconocido en el Continente Europeo. Los primeros
traficantes de esclavos lo introdujeron de las costas del Brasil a
las costas occidentales de Africa. Los navegantes portugueses lo
llevaron posteriormente a las Indias (Box, 1971). Fue descubierto
en el sigle XVII en las Antillas y sdlo en el transcurso del sigld
siguiente se determind su existencia en la mayoria de los paises
tropicales del mundo (Giller y Silvestre, 1970).

A principios del siglo XIX los espanfoles introdujeron la
planta en las Filipinas a partir de la costa occidental mexicana.

Desde ahi el cultive del cacahuate pudo extenderse hasta China,



Japdn, el Sureste Asidtico, 1la India y la costa oeste de
Australia (Montemayor, 1980).

Actualmente el geénero Adrachis se encuentra ampliamente
distribuide en el mundo, sobre todo en zonas tropicales o
subtropicales semiaridas; siende cultivado ampliamente en zonas
afroasidticas como la India, China, Malawi, Centro y Sudafrica
CIAN, 1987); en Sudameérica los paises de alta produccion son
Belivia, Argentina, Paraguay y Brasil (Pietrarelli, 1976); siendo
las 5 especies argeéntinas: Arachis marginata, A. prostrata, A.
willosa, A. pusilla y A. hypogaea, las mas comunes y de mas amplio
range CHermann, 1978). Otras regiones americanas de cultivo en
menor escala son: la Florida C(USA), México y algunos paises
Centroamericanos. La especie cultivable es Arachis hypogaea L.,
aunque hay muy poco acuerdo en la clasificacidn de las subespecies
CChannabyre et.al., 1983) vy generalmente se consideran mas como
formas gque como un taxon definido (Hermann, 1978D. '

En México por su parte se viene cultivando desde hace tiempo,
sin embargo su aprovechamiento se ha limitade casi exclusivamente
al consumo humano directo, no obstante dadas sus enormes
posibilidades industriales como planta ol eaginosa. En la
actualidad el cacahuate es un cultivo en el que a nivel nacional
se tienen 100,000 hectdareas aproximadamente en explotacidn, siende
los principales productores Chihuahua, Sinaleoca, Nayarit, Jalisco,
Colima, Michoacan, Guerrero v Morelos, registrandese un
rendimiento medic de 1500 kilogramos por hectdarea, del cual un 80%
se destina para consumo nacional y un 20% para exportacion (Giller

y Silvestre, 1970).

TAXONOMI A:

Las leguminosas forman una familia amplia C(Leguminosae) que
se divide en tres subfamilias, elevadas a la categoria de familias
por muchos taxonomistas modernos: MIMOSOIDEAE, CAESALPINIOIDEAE v
PAPTITONOTDFAE (de gran importancia econdmicad. La familia cuenta

con mas de S50 géneros y unas 15 000 especies, repartidas en todo



el mundo, entre las que se encuentran plantas de frecuente cultivo
como son: Phaseolus vulgartis L.Cfrijold, Victa faba Chabad, Lens
culinaris C(lentejad, Pisum sativun Cchicharod, Cicer arietinun L.
Cgarbanzod, Medicago sat iva Calfalfad, Erythryna americand
Cecolorind, Lathyrus odoratus Cchicharo de olord, Spartium junceum

Cretamod, ¥y Arachis hypogaea (cacahuated (Sinchez, 1973).

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS:

Las caracteristicas merfoldgicas (fig. 1) para la especie
son las siguientes:

Plantas anuales, de wuna raiz principal, tallo ramificade
desde la base, el tallo ¥y las ramas erectas o, en algunas formas,
postradas y enraizantes en los nodos mas bajos, de 20 a 70 cm de
largo C(en la var. gigantea cercano a 2 m), angular, liso o con
vellos esparcidos; hojas 4-foliadas, lisas (=] ligeramente
pubescentes; estipulas grandes (2 a 3, raramente S cm de i;rgoJ.
lanceoladas-acuminadas y algo encorvadas, =1 tercio mas bajo unido
con el peciolo; hojillas acvadas a elipticas, 8-60 mm de longitud,
15 a 30 mm de ancho, papiraceas, redondeadas en la base, subaguda
a obtusa en el dpice u ocasionalmente emarginada, lisa o con pocos
pelos largos en la parte baja y scbre el margen, el nervio
marginal escasamente evidente; peciolos articulades, de 1 a 15 mm
de longitud, generalmente hirsutos; inflorescencia axilar, las
flores subsdsiles en fasciculos de 2 a 6, de amarille dorade a
naranja; frecuentemente con venas rosetadas mas abajo de la base
que el estandar; tubo receptacular adelgazado, de 10 a 12 mm de
largo, piloso o desnudo; cdliz bilabiado, de 10 a 12 mm de largo,
el labio superior oval (con 3 o 4 dientes cortos), la parte mas
baja aovada-lanceclada, acuminada; corola de 10 a 12 mm de largo;
el estandar ampliamente eliptico a orbicular, muy cortamente
unguiculado, el apice emarginado; alas eliptico-oblongas, de 7 mm
de largo; quilla incluida, muy delgada, rostrada incurvada; fruta
ovoide o cilindrica-coblonga, de 2 a 6 ¢m de largo, contraida entre

las semillas, el pericarpio mas o menos esponjado, variando



FIGURA 1:

C ACAHUATE v ! ’

ESQUEMA DE Arachis hypogasa. 11 RAIZ CON NODULOS E
INFRUTESCENCIAS SUBTERRANEAS; 2:PARTE AEREA O VASTAGO;
AHOJAS AOVADAS CARACTERISTICAS DE LA ESPECIE CULTIVABLE
A. hypogaea; 4 INFLORESCENCIAS; S:VAINAS CON SEMILLAS
PAREADAS



bastante en delgadez, con 10 a 12 nervaduras longitudinales,
reticuladas entre ellas; semillas 1 a 6; ovoides a oblongas, la
testa extremadamente variable en color, ordinariamente rojo caocba,
rosa © salmdén, pero algunas veces blanco-uniforme jaspeadas,
conocida sdlo en cultivo y como una fuga ocasional C(Hermann,

1978).

CONDICIONES ECOLOGICAS DEL CULTIVO:

Clima: El cacahuate es esencialmente un cultivo de climas
tropicales y subtropicales, aungue también tienen un desarrollo
adecuado en climas templados con estacidén calurosa suficientemente
largas de 4 a § meses que asegure su normal desarrello. Se cultiva
desde una latitud N 40° Yy a una latitud = 400 desde el nivel del
mar hasta unos 1200 m de altitud. Para su optimo desarrollo
requiere de lluvias suficientes vy bien distribuidas durante el
ciclo vegetativo de la planta, alrededor de 800 a 1000 mm a;uales
CMontemayor, 19802,

Por otra parte el exceso de lluvias se traduce en exagerado
desarrollo wvegetativo y escasa fructificacidn, en zonas secas se
hace necesario proporcionar agua al cultivo mediante riegos (Box,
1971; Mazzani, 1963D.

Heladas: En este cultivo a diferencia de otros una helada no
causa dafos tan dridsticos, sin embargo no es conveniente tomar un
riesge comoc este, para lo cual sdlo basta evitar las siembras
demasiado tempranas (Breton, 1972; Gamez, 1971).

Temperatura: La temperatura ejerce un efecto muy importante
sobre la velocidad de los proceszos fisioldgicos Y por
consiguiente, en la duracidn de las diversas fases del desarrollo.
Con una temperatura alrededor de 322 a 43°C se obtiene una
germinacidn rapida de 4 a S dias (Giller y Silvestre, 1970). La
temperatura minima de germinacion es de 18°¢ vy la maxima de 117,
En la prefloracidn se necesitan de 25 a 35°C, segun las
variedades, cuando <se tienen temperaturas menores de 18°C la

floracidén experimenta un retrase y es extracrdinariamente debil.
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La temperatura dptima de floracidn estia entre los 25 y 33% segun
la wvariedad, y en la madurez es de 22 a ESGC (Montemayor ,
19800,

Humedad: El cacahuate es considerado con frecuencia comoe una
planta relativamente resistente a 1la sequia. En realidad el
régimen hidrice no repercute del mismo mode scbre el desarrolle
vegetativo, la floracion, la maduracidn y finalmente sobre los
rendimientos, segun la eépoca en gque se manifieste (Montemayor,
19800.

En general se requieren de 380 a 650 mm teniende el periecde
critico de falta de humedad en la germinacidn, floracidn, y
llenado de la vaina. En el periodo de prefloracidn es muy
resistente a la sequia. Los excesos de humedad son dafinos en el
periocdo de la . cosecha, ya gque se pueden germinar las semillas
CGiller y Silvestre, 18970).

En general la cantidad de humedad necesaria para este cultivo
varia ampliamente, dependiendo directamente de la variedad
CBretdn, 1972; Gamez, 1971D.

Suelos: Los terrenos ligeros claros y arencsos profundos y
aereados son los que sSe recomiendan, porque permiten la
penetracion del clavo y el desarrollo de la vaina, evitindose de
esta manera una mala formacidn de la misma y al mismo tiempo gque
se facilite la recoleccidn . Se desarrolla bien en las =zonas
intertropicales, en sueslos poco fertiles, muy lavados y escasos en
materia organica, siendo el cacahuate una de las pocas plantas que
pueden ser cultivadas en estos terrenos (Giller y Silvestre,
op.cit.d>. En resumen se considera un suelo ideal aquel que tenga
una composicion aproximada del B60% de arenas, 25% de arcillas, 8%
de humus y 7% de cal; con un pH que varie de 6.5 a 8.0, teniendo

su optimo ligeramente alcalino (Bretdn, 1972D.
COMPOSICION Y CARACTERISTICAS DE LA SEMILLA Y DEL ACEITE:

Las diferentes partes que componen la semilla del cacahuate

se encuentran en las siguientes proporciones:
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Tegumento. ...... 3%

Embridn......... 3%

La composicidn quimica de la semilla es la siguiente:

Humedad......... 4-8%
Proteinas...... 22-30%
Grasas. ..« s o 43-45%
Hidratos de Carbeno...... 11-16%
FLIBFEEL o0 v s vun 3-3.54%
Minerales...... 1.4-2.8%

El aceite de cachuate pertenece a los no secantes, en frio es
casi inodore, untuoso, muy fluido e insipido. En caliente tiene un
color amarillo, ademas posee un peso especifico de 0.89118 a 0.9145
a una temperatura de 20°c.

Los Zdcidos grasos que lo componen se encuentran en las

proporciones siguientes:

Palmivicos; i i . 6-8. 5%

Estearico..... 2.6-6%

Araquidico....2.6-4.9%

Lignosérico...2,.5-3. 0%

Oleico: ou v o 50.6-71.5%

Linoleico...... 13-26% (Montemayor, op.cit.)
usos:

El cacahuate tiene infinidad de usos obteniéndose diferentes
productos y subproductos derivados del mismo, los cuales son
aprovechados en diversas formas, algunas de ellas son las
siguientes:

1. La parte aérea heneficada es empleada como forraje en la
alimentacidn de ganado C(Montemayor, 18980).

2. Los frutos son empleados en la alimentacidén humana como
cacahuate de boca, como cacahuate de confiteria y en la
alimentacion animal como forraje (Bretdn, 1972D.

3. La semilla se emplea en la fabricacidn de mantequillas, en
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la extraccicén de aceites CAlvarez, 19772, en la manufactura de la
torta y de la harina de cacahuate, etc. (Mazzany, 1963; Tisdale y
Nelson, 1966D.

4, El aceite se usa como aceite crude de masa, en la
manufactura de mantecas vegetales, oleomargarinas, mayonesas,
cosmeticos, productos farmacéuticos, jabones, etc.(Tisdale ¥y
Nelson, 19552.

5. La torta se emplea en la alimentacion de los animales y en
la confeccidn de diversos productos industriales, como material
pldstico, pinturas, adhesivos, fibras textiles, emulsificantes,
etc. (Montemayor, 1980).

6. La semilla blanqueada se usa en la manufactura de la
mantequilla de cacahuate, para la preparacion del cacahuate
tostado y salado, en la industria del dulce ¥y helados y en la
fabricacidn de harina comestible despues de extraide el aceite
CBretdn, 1972). '

7. El tegumento de la semilla se emplea principalmente para
alimentacidn de animales y en la preparacidn de compuestos con
alto contenido de vitaminas del complejo B (Bretén, 1972; Gdmes,
Ta71.

8. La cascara en combinacidn con resinas es prensada para
formar paneles de madera resistentes al fuego, como material
inherente en fertilizantes quimicos, alimentos en forraje vy
salvadillo para consumo animal (Montemayor, 1980).

9. En crudo el cacahuate fresco se usa para la elaboracidn de
leche que es de coler blanco ¥y tiene el olor caracteristico de

cacahuate (Mazzani, 18963).

FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO:

A traveés de la fijacidn bioldgica llega a la Tierra cuatro
veces mas nitrdgeno que por los fertilizantes quimicos, productos
comerciales de elevado precioc y contaminantes de los ecosistemas.
La mitad del nitrégeno fijado bioldgicamente lo suministra 1la

simbiosis Rhizobium-leguminosa mediante un proceso en el que la
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energla consumida procede de la fotosintesis. Por otra parte, para
que el nitrdgeno captado por fijadores libres pueda ser utilizado
por las plantas ha de tener lugar una secuencia de acontecimientos
Ccitolisis, amonificacidn, etc.), en la que intervienen grupos de
microorganismos especializados. En el transcurso de tales
transformaciones ocurren pérdidas de nitrdgeno asimilado por
inmovilizacidn, fijacion a coloides del suelo o desnitrificacion.
En la fijacidn simbidtica el nitrdgeno es utilizable por el
vegetal CAzedn et al. 1883D.

Como en =1 caso de otros elementos, las transformaciones del
nitrogeno vegetal forman parte de un cicle, en el que participan

enormes cantidades de materia:

N {(aire)
2
reducci g de
nitrate ass- anasailsmae compuerres  orgdni-
siads
" Y o+ caxr rmitrogsmodor ¥
NO » NH » o 3
93 4 Frcaen 4 i
carassli sme Lplantosmisre-
GrgenIFmos s
campuastar orgdricos
L

nitrogendder (animalss ).

La desnitrificacdn (respiracidn de nitratod y la fijacidn de
Nz solo pueden ser realizadas por procaricotas (Strasburger et.al.,
1988).

La mayoria de las plantas toman nitrdgenc del medioc en forma
de idn nitrato o amonio, aunque algunos organismos especializados
absorben N2 de la atmosfera, el nitrdgeno se introduce siempre en
los compuestos organicos en forma reducida. El nitrato y el N2
deben, pues, ante todo, reducirse.

Tanto los hongos como las plantas verdes reducen el nitrato

en dos pasos, catalizados por enzimas, primero a nitrito y luego a

NH T Aitrarorraducrasa mtrirarraductora

NO ~ > NO » NH™
a3 2e~- 2 4

Sdlo unos pocos procariotas pueden utilizar la gran reserva
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de nitrdgeno molecular de la atmésfera. El sistema de enzimas
necesario para ello, la nitrogenasa, existe en todas aquellas
bacterias que fijan nitrdégeno, incluyendcs las que viven en
simbidsis, en los nddulos radicales de algunas Anglospermas.

La reduccion de Nz a NI—I; con ayuda de nitrogenasa necesita B
electrones, qgque “in vivo", son suministrados por la ferredoxina
reducida; en esta reaccidn no han podido ser aobservados productos

intermedios de la reduccion, solo el NH; es liberado por la

enzima.
Para transferir los atomos de hidrdgeno se requiere del
transporte activoe de electrones. Los protones  se  capturan

libremente a traves del medio acuoso de la celula. Los electrones
zon donadeos primero al componente II vy despugs al componente I de
la enzima, en donde ocurre la verdadera reduccion del nitrdgeno.
E! funcionamiente de ambos componentes reguiere de ensergia, que se
proporciona en forma de ATP, el cual =23 producto del metabolismo
de la glucesa, estimandose que la preoduccicon de dos moleéculas de
amoniaco a partir de nitrdgenoc molecular requiere de 12 a 24
moléculas de ATP (Brill, 1978, citado por Cuenca, 1988).

La especificidad de sustrato de la nitrogenasa es
relativamente pequena; asi, por ejemple, puede reducir también b%_
CoN_#NH>, NO CaN_+H O, H'C a1 -2 H> y acetileno (CH +CHD,
probablemente por distintos tipos de conformacion de la enzima.
Sobre todo la reduccidn del acetileno por la nitrogenasa ha
facilitado mucho el analisis de la accidn de la enzima y el
descubrimiento de nuevos organismos portadores de nitrogenasa
Ccapdces de asimilar NZJ: el etileno que resulta es facil de
reconocer por cromatografia de gases. Cepas de Rhizobium
poseedoras de una hidrogenasa gue vuelve a fijar, el Hz que se
forma como producto lateral de la fijacidn de Nz. presentan una
capacidad de fijacidn de nitrdgenoc mas elevada (Strasburger
et.al., 1988). '

En las bacterias aerobias de vida libre y en las simbidticas,

la presidén parcial de CE en las células que contienen nitrogenasa
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esta reducida a consecuencia de la gran intensidad de la
respiracidn que es necesaria para atender el gasto de energia de
la reduccicon del Nz' En los rizobios simbidticos de las
nudosidades de las raices de leguminosas el consumo de hidratos de
carbono se ha valorado en 5 a 20 mg-/mg de Nz' El suministro de
oxigeno es facilitado  por un transportador especial, la
leghemoglobina, localizade en las células del hospedante, fuera de
las celulas del rizobieo; tal sustancia ejerce una funcidn
semejante a la de la hemoglobina de los animales.

La sintesis de la leghemoglobina se produce en el citoplasma
de la ceélula hospedante; pero, segun parece, genes de la bacteria
son responsables de la sintesis del componente heminico
CStrasburger et.al., 1988).

Tanto el NHQ‘ procedente de la reduccion dsl nitrato y de la
fijacidn de Nz como el que se toma del medio, en la célula se
introducen de inmediato en compuestos organlicos, a éaber,
aminoacidos o amidas.

El NH4* formado por la deshidrogenasa en los rizobios
simbidticos de los noddulos radicales de las leguminosas pasa al
citoplasma de las células del nddule y allil es incluido en la
glutamina por la glutamin-sintetasa. Con la ayuda de 1la
glutamato-sintetasa puede formarse entonces glutamato, con la de
la asparagin-sintetasa, asparagina. El transporte a partir de los
nodulos radicales se realiza por el xilema con la corriente de
transpiracidn, en la que la asparagina, el &dcido asparaginico, la
glutamina, el acido glutdmico y la alanina son los aminodcidos de
transporte de mayor importancia cuantitativa. La tasa de fijacién
es de 320-100 mg N-sg de peso fresco de nddulos por dia, es decir,
un nodulo puede transformar de 3 a 10 veces su propio contenido en

nitroégeno (Strasburger et.al., 1988),
SIMBIOSIS Rhizobium-LEGUMINOSA:

La simbiosis Rhizeobiun-leguminosa se establece como resultado

de la expresion de unas caracteristicas propias de la bacteria, de
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la planta hospedadora o de la asociacion de ambas. Estas

caracteristicas o propiedades simbidticas, reciben los nombres de

especificidad, infectividad y efectividad CAzcon et.al., 1983D.

Cualquiera que sea el mecanismo de la invasidn de las raices
por Rhizobium, a traves de los pelos radicales o de los espacios
intercelulares de la corteza de la raiz, existe un grado de
especificidad variable. Ciertas leguminosas tienen requerimientos
muy concretos para +csu: EBhizobium, mientras gque un determinado
Ehizobium puede infectar una sola especie de leguminosa, un grupo
de especies © incluso miembros de distintos generos o subfamilias
CAzcdn et.al., 19830,

El esquema propuesto por Nutman en 19585, .en el gque se recogen
las interacciones bacteria-raiz que conducen a la infeccidn de los
pelos radicales, sigue aceptandose en sus lineas generales, y es
descrito comc sigue:

1.-Cuando 1la infeccidn ocurre a traves de los ‘peleos
radicales, el primer hecho que se aprecia es la elongacion Yy
ramificacién de los mismos. El periodo de susceptibilidad a la
infeccidén es corte ¥ transcurre durante la elongacidn de leos
pelos. Las infecciones no se presentan al azar, sino gque se
registran en sitios determinados. La formacidn de cordones de
infeccidn despuds del periode de =susceptibilidad puede no dar
lugar a la formacidn de nddulos y, en todo caso, estos pueden
resultar inoperantes para fijar NzA

Las enzimas hidroliticas de la pared celular intervienen de
una manera destacada en el proceso de infeccidn, en particular,
las pectinasas producidas inducen una relajacidn de la pared
celular permitiendo la penetracidn de las bacterias en el interior
de los pelos radicales. Por otra parte, se ha sugerido que la
liberacidn de &cido indol-acético CAIAD por algunos RAtizobium,
tiene una participacion en la formacidn, curvatura y desarrollo de
los pelos radicales.

2. -Establecidos en la rizdsfera de una leguminosa, ciertos

rhizobia se unen a la superficie de la raiz, tantoc de los pelos

17



radicales como de las celulas epidérmicas. La unidn ocurre siempre
con el eje mas largo de la bacteria perpendicular a la rizoplana y
solo se manifiesta entre un Rhizobium y su leguminosa apropiada.

Se ha sugerido que estas bacterias podrian unirse a las
raices a traveés de las lectinas (fitohemaglutininas) situadas en
el +sitio+ de unidn peolar. Una hipdtesis sugiere gque estas
glucoproteinas son las responsables directas del control de la
especificidad en la asociacidn Rhizobiun-leguminosa.

Una vez que la bacteria ha reconcocido a su leguminosa provoca
la curvatura de los pelos radicales de la planta, procesoc que
posee una elevada especificidad, aunque se ha observadeo la
reaccidn de curvatura Crcurling) de una leguminosa frente a
Bhizobia sp.. no especificos suyos. Hay que distinguir, no
obstante, entre una ‘moderada curvatura- de los pelos radicales y
una ~curvatura marcada+, en la cual los pelos muestran en su
extrems un dngulo de unos 180°. Sdle en el caso de una curvatura
marcada se puede hablar de gran especificidad, que ocurre
tinicamente cuando existe un contacte fisico intimo con el
Rhizobium especifico infectivo. Parte de los pelos deformados
conducen a la formacidn de nddulos; la infeccidn parece iniciarse
en los puntos mids agudos de los pliegues de los pelos.

3. -La cbservacidn de que Rhizobium no disuelve ni penetra a
la pared celular del pelo en el sitio de contacto condujo a la
hipotesis de que la infeccidn empieza a traveés de un proceso de
invaginacidn del pelo radical. Tal invaginacidn va a dar lugar a
la formacidn del co;dén de infeccidn, por donde Rhizobiun penetra
en el pelo y alcanza el citoplasma de las células corticales. Una
vez alli tiene lugar una serie de reacciones enzimidticas gque
acabaran por romper el ceorddn, gquedando las bacterias libres en el
citoplasma de la ceélula huésped.

El corddn de infeccidn es una estructura tubular, cuya
superficie interna esta formada por celuleosa y rodeada por la
membrana plasmatica de la célula huésped. En su interior se

encuentran las bacterias unidas extremo con extremo, inmersas en
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una matriz de polisacarideo. El corddn crece hasta alcanzar la
corteza de la raiz, donde se ramifica.y divide. El crecimiento del
corddn de infeccidn ocurre probablemente por aflojamiente de la
celulesa bajo la influencia de las auxinas producidas en el
interior del tubo por Rhizobium, ya que estas hormonas inducen la
sintesis de celulasas.

4. ~Posteriormente, el cordon de infeccidn se disuelve
liberandose las bacterias al citoplasma de la célula hudsped.
Segun parece, las pectinasas intervienen de una manera destacada
en los primeros estadios de la infeccidn, mientras que las
hemicelulasas y celulasas actuarian en la rotura de los filamentos
de infeccidn que liberan bacterias dentro del citoplasma de las
celulas corticales envueltas en plasmalema formando bolsas o
vesiculas gque contienen una o varias bacterias.

5. —Cuando el corddn de infeccidn alcanza la corteza de la
raiz, las celulas de &sta son estimuladas en su ritmo de divisidn
v a partir de ellas se desarrollara el nddulo, aunque solo un
porcentaje relativamente bajo de infecciones da lugar a nodulos.
La mayoria de estas células iniciales del nddule son disomaticas,
pero se dividen también algunas celulas normales. Las celulas
disomaticas produciran el tejido central del nddulo, en el cual
las bacterias se transforman en bacteroides y tiene lugar la
fijacion de nitrogeno. Las otras células daran lugar a los tejidos
no infectados del nédulo:.la corteza v un rudimentarioc sistema
vascular que conecta con el floema y xilema de la raiz.

Cuando la infeccidn es a través de los pelos radicales, en la
zona central del nddulo aparecen celulas invadidas y no invadidas
segun haya entrado o no en ellas el filamento de infeccidn. Una
vez invadida, la célula ya no se divide. .

6. -La efectividad es la tercera propiedad o rcaracteristica
simbidtica: de la asociacidn mutualistica Rhizobiun-leguminosa.
Las reacciones clave de la fijacidn de N2 ocurren en las celulas
infectadas por Rhizobium en forma de bacteroides existentes en el

tejido central del nddulo. Los bactercides difieren de las células
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normales en su morfeologia, en que poseen alteraciones en los
citocromos y otros componentes de la cadena de transporte de
electrones Y en que contienen nitrogenasa activa. Como
consecuencia de la correcta expresion de esta caracteristica, se
desarrolla en el nodulo una secuencia de procesos bioquimicos que
conducen a la reduccion del N2 de la atmdsfera hasta NH*4, el cual
pasa a la célula heospedadora en forma organica y del nddulo al
%ilema, siendo asi transportados para su utilizacidn por la planta
CAzcon et.al., 1983).

Se ha relacionado con la masa del tejido nodular activeo y la
velocidad de f1jacion, mas que con el numero de nodulos. Es
importante que cuando se haga una evaluacion de fijacidn de
nitrégenos, se tomen en cuenta datos tales como: el numero de
nédul os producidos por una cepa, gque facilmente puede determinarse
usando el met odo de aglutinacidn, inmunodifusidn,

inmunofluorescencia y tipificacion de fagos (Mendoza, 1983,

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE RAhizobium:

Rhizobiwn es un bacilo Gram (-) que mide 0.5 a 0.9gm por 1.2
a 3.0 m, presenta pleomorfismo bajo condiciones de estrés de
crecimiento; frecuentemente, contienes granos de
poli-f-hidroxibutirato, los cuales presentan refraccidn bajo el
microscopic de contraste de fases, es aercbico, crece en medio con
carbohidratos simples usualmente acompanhade de formacidn de
polisacaridos excretados por la bacteria (Manual Bergey's, 1984D.

La posicion taxondmica de Rhizoblium es causa de controversia
existen clasificaciones de acuerdo EY las diferentes
caracteristicas de la bacteria. Presenta flagelos peritricos
subpolares, de acuerdo a esto se le divide en dos grandes grupos,
I: las especies que tienen de 2 a 6 flagelos peritricos, con
velocidad de crecimiento rapida de 3 a 5 dias; dentro de este
grupe estan Rhizobium legumineosarwn, Rhizobium phaseolil, Rhizobiunm
trifolir, Rhizobium meliloti; II: bacterias que tienen flageleos

polares o subpolares, con velocidad de crecimiento lento de 4 a 7
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dias, dentro de este grupo estan Rhizobilum jganpenicum, FRhizobium

lupint y Rhizobium del grupo cowpea (Mendoza, 1983D.

CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS:

Para la propagacidn de Rhizobiwn a menudo se necesitan una o
varias vitaminas del complejo B. Las vitaminas que se requieren
incluyen Tiamina, Acido pantoténico, ¥y alguna veces Ribeflavina,
ademis de la Bictina (Mendoza, 1933).

Ehizobiun prolifera en ausencia del hospedero tanto en la
naturalezé, como in vitro+, de tal modo que la ascociacidn entre
los dos no es obligada. Incluso si no se supiera que los nddulos
radicales fijan nitrdgeno, debiera concluirse que es un organismo
patogénico, debido a que los nddulos parecen tumores (Mendoza,

1983D .

Las cepas de Rhizodbium para inoculantes de leguminosas debesn
evaluarse en dos o tres fases, la primera es una preseleccidn para
la efectividad en la fijacidn de nitrogeno en condicicnes de
invernadero, la segunda ez un ensayo de las cepas preseleccionadas
bajo condiciones de campo ¥ la tercera cuando sea necesario cubrir
otros aspectos tales come la adaptacidn al pH del suelo, la
tolerancia a los pesticidas, la sobrevivencia en cultivos y sobre
la semilla (Mendoza, 19832.

La efectividad también se puede medir directamente al
determinar la cantidad de nitrdgeno fijado o, indirectamente, al
medir =1 peso seco de la planta, pues estos dos pardametros estan
correlacionados. Se utilizan otros pardametros para evaluar la
capacidad de fijacidn de distintas cepas de Rhizobium, algunos se
refieren a las caracteristicas de los nddulos, como son: su

aparicidn temprana, su numero, peso fresco y pesco seco. Otros se

refieren al rendimiento de la planta, tales como el peso fresco y
el peso seco total o el de la parte adrea, agua y cenizas de la
parte adrea. (Mendoza,1983).

Es una responsabilidad importante para la manufactura de

inoculantes que las cepas de Rhizobiwn sean seleccionadas, de
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acuerdo con Mendoza (19832, en base a las siguientes cualidades:
adDeben formar nddulos fijadores de nitrdgeno en la planta
especifica y proveer un adecuado aporte de nitrdgeno.

b)Deben ser competitivos en la colonizacidn de los pelos radicales
vy nodular en presencia de otras cepas de Rhizobium altamente
infectivas.

c)Que la nodulacidn ocurra bajo un amplio range de temperaturas y
que la planta tenga un buen crecimiento.

ddLas cepas de Rhizobium deben crecer bien en medio de cultivo, en
medio acarreadeor y en el suelo despues de sembrada la semilla.
e)El organismo debe tener la habilidad de scobrevivir en el suelo

de una estacidn a otra (Mendoza, op.cit.Dd.

CARACTERI STICAS ECOLOGICAS:

La sobrevivencia de ERhizobium en el suelo v en el nddulo, ast
como el funcionamiento del mismo, estan influenciados por diversos
factores entre los que encontramos: temperatura, humedad, pH v
nutrimentos.

La temperatura superficial del suelo sin cobertura wvegetal
pusede alcanzar los 50°C en regiones tropicales y subtropicales, lo
que puede ocasionar efectos adversos sobre las poblaciones de
microorganismos que habitan en el suelo (Cuenca, 1988).

Se pusede decir que las temperaturas extremas disminuyen el
proceso de infeccion y formacidn del nddulo, asi como el
funcionamiento del mismo. No obstante, se sabe que los rhizobia de
crecimiento rapido son mas sensibles a altas temperaturas que los
de crecimiento lento (Cuenca, 1988).

En condiciones de labcratorio, la temperatura optima para el
crecimiento de Rhizobiun es de 28 a 32°C, pero estos valores
varian de acuerdo con la especie.

En el caso del agua, ésta ejerce un efecto directo no sdlo
sobre las poblaciones de microorganismos, sino también afecta a la
planta y a la simbiosis. Asi, la escasez de agua es mucho mas

drdstica que un periodo de exceso, particularmente cuande se
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combinan altas temperaturas y el suelo carece de coleoides (Cuenca,
1988).

La falta de agua afecta el numero, la distribucidn y la
estructura de los pelos absorbentes infectadeos y el numero de
nodul os formadeos CCuenca, op.cit.D.

Por otra parte, diversos nutrimentes influyen especificamente
en el crecimiento de la planta y en la fijacidn de nitrdgenoc. En
general, las mayores exigencias .se presentan en el nivel de
funcidn nodular. El fdésfore es importante porque participa en la
fijacidn de nitrédgenc en forma de ATP vy, por lo tanteo, una
deficiencia de este puede acarrear alteraciones en el proceso. Sin
embargo, se necesitan pequehas cantidades de nitrdgeno para el
crecimiento de la planta, la formacion y funcionamiento del nddulo
CCuenca, 1988).

El calcioc también es importante en el proceso de infeccidn de
los pelos absorbentes y la formacidn del nodulo. El carbonato de
calcio se usa para cubrir las semillas inoculadas con Fhizobium,
protegiéndol as mientras se inicia la infeccidn. Los
micronutrimentos son importantes porque intervienen en la
formacidn molecular ¥y el funcionamiento de las enzimas que

participan en la simbiosis (Cuenca, 1988).

MICORRI ZAS: ::

El término micorriza deriva del vocablo griege myce: hongo vy
rhiza: raiz; asi gque las micorrizas son asociaciones simbidticas
mutualistas entre hongos microscdpicos y las raices de plantas. La
planta ofrece al hongo nutrimentos y un nicho ecoldgico protegido
de los depredadores microbianos de la rizdsfera (Janerette, 1991;
Le Tacon,19862. Por su parte el hongo ayuda a la planta a absorber
nutrimentos minerales del suelo. Se sabe que las hifas del hongo
que se desarrollan en la raiz y emergen de ella desempehan un
importante papel en la translocacidn de iones fosfato hacia la
planta, por lo que, en suslos con un bajo contenido de fésforo

asimilable, caso generalizado en la mayoria de los suelos

ﬁt:)
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agricolas, las micorrizas representan una contribucidén fundamental

para la economia nutritiva de la planta CAzcén y Barea, 1980).

TAXONOMI A:
Las micorrizas se han venide clasificando, con base en su
estructura y morfologia, en tres grandes grupocs:
' ECTOMI CORRI ZAS
ENDOMI CORRI ZAS
ECTOENDOMICORRIZAS CJanerette, 1991; Azcdn y
Barea, 1980D).

En las primeras se incluyen micorrizas en las cuales el
honge, normalmente de micelio septade, forma un manto de hifas
que rodea la raiz. El desarrollo del honge en el interior de la
corteza es intercelular, dando aspecto de red Cred de Hartig). En
las endomicorrizas, sin embargo, el honge no forma mante sobre la
raiz y las hifas penetran en el interior de las células de la
corteza. Y en las ectoendomicorrizas se presentan ambas
caracteristicas CAzcédn y Barea, 1980).

Las micorrizas mas extendidas son las de tipo
vesiculo-arbuscular (VA), ya que esta simbiosis se encuentra en
todos los climas y permiten el desarrollo vegetal sobre el planeta
de la mayoria de las plantas de interéds agricola e industrial
CAzcdn y Barea, 1980; Le Tacon, 1986).

Los hongos endomicorriciceos VA son Zygomicetos, del orden

Glomales que se dividen en dos subdérdenes CMorton y Benny, 19905,

SUBORDEN FAMILIA GENERO

Glominie Glomaceas Glomus

Sclerocystis

Acaul osporaceae Acaulospora
Entrophospora
Gigasporinae Gigasporaceae Gilgaspora

Scutellispora
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MORFOLOGI A

Las endomicorrizas VA se caracterizan por la produccioén de
hifas, wvesiculas y arbusculos en el parenguima radical.

Hifas: La endomicorriza VA presenta una extensa red de
micelio en el suelo, unida al sistema radical de las plantas
hospederas, el micelio externo tiene estructura dimérfica con
hifas de pared gruesa (20 a 30 gm de didmetrod y a menudo con una
protuberancia de las que ramifican hifas finas (2 a 7 g de
diametrod), de pared delgada vy efimera, las cuales se tornan
septadas antes de morir. Hayman (18978) y FRhodes y Herdemann
19750, determinaron mediante Psz gque el micelio puede extenderse
en el suelo hasta una distancia de 7 cm de la raiz (Guzman Yy
Ferrera, 1830). I

LLas estructuras fungicas intrarradicales se distribuyen en el
tejido parenquimatosc y no invaden los haces vasculares. Las hifas
del interior de la raiz se ubican inter o intracelularmente; su
forma puede ser lineal, curveada o irregular. Las hifas que
invaden el interior de las celulas se separan del citoplasma por
plasmalema, sintetizade de nuevo vy por una zona com{:acta de
apariencia similar a la pared celular cortical (Guzman y Ferrera,
1990).

Arbuscul os: Son estructuras altamente ramificadas,
tipicamente intracelulares, que se localizan en las células
cercanas al cilindro vascular ¥y cuya funcidn es la transferencia
de nutrimentos desde y hacia el hospedante. Se forman a partir de
una hifa inter e intracelular, mediante ramificaciones dicotdmicas
sucesivas, hasta formar series de ramas cortas bifurcadas, de
diametro menor a 1 pgm. Durante su desarrolle y madurez son
separados del citoplasma hospedante por material de apariencia
similar al de la pared celular vegetal. Los arbtisculos maduros
ocupan gran parte del volumen celular; al formarse aumentan
notoriamente el wvolumen citoplasmitico, desaparecen los granulos
de almiddn, el niucleo aumenta de tamafio y en las cercanias de las

ramas arbusculares se detectan abundantes mitocondrias, reticulo
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endoplidsmico y plastidos. Los arbusculos se forman a partir del
segundo dia de iniciada la infeccidn y permanecen viables de 4 a S
dias; su degradacidn se inicia en las ramas mas finas ¥y progresa
basipetalicamente, formando agregados con apariencia de terrdn. En
una misma célula puede haber arbusculos en formacién ¥y en
degradacidn (Guzman y Ferrera, 1990).

Vesiculas: Son estructuras de forma ovalada a esferica, cuya
funcidén mas probable es la de almacén de nutrimentos. Se forman
inter o intr;celularmente. En su Juventud. contienen citoplasma
homogénso y su pared es delgada y estratificada. Con la maduraciodn
los materiales lipidicos coalecen gradualmente v el protoplasma se
torna denso (Guzman y Ferrera, 19302,

Esporas: Son de tamafio grande (20 a S00gm); su forma puede
ser globosa, eliptica, ovoide, reniforme, claviforme o irregular.
Algunas especies forman esporocarpos, mientras que otras forman
esporas solitarias, ya sea en el interior o en el exterior de la
raiz. Las esporas extrarradicales son preoducidas por las hifas
gruesas del micelio externo (Guzmidn y Ferrera, 19903.

Ademas de las esporas, la endomicorriza VA puede establecerse
a partir de la colonizacidn del sistema radical hospedante, por
hifas procedentes de residuos de raiz previamente colonizados o de
sistemas hitfales preestablecidos en el suelec (Guzman y Ferrera,

19202,

PROCESO DE INFECCIOM

La infeccidn se desarrolla a partir de las clamidosporas o
bién a partir de micelio originario de wuna raiz previamente
infectada. Las clamidosporas, que resisten condiciones adversas en
el suelo tales como el calor y la sequia, germinan cuando las
circunstancias son faveorables, peroc los tubos de germinacidn
producidos mueren a no ser que encuentren una raiz hugsped y
penetren con éxito en ella. En este caso el tube de germinacidn o
la hifa infectiva, forma un aprescrioc sobre la superficie de la

raiz, produciéndose asi la penetracidn del hongo, que tiene lugar
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normalmente entre dos células epidermicas. A continuacidn, la hifa
invasora se ramifica intercelularmente de forma rapida, en la
corteza de la raiz, sin invadir endodermis, tejidos vasculares, ni
meristemos CAzcdn y Barea, 1980). '

Poco tiempo despues de iniciada la infeccidn se desarrollan
los arbtisculos a travées de ramificaciones dicotdmicas repetidas de
hifas intracelulares, hasta la formacidn de hifas de menos 0.2 mm.
Cuando se forma un arbusculo, el almiddn de la celula invadida
desaparece, al tiempo que el nicleo se alarga y divide. Los
arbusculos son digéridos rapidamente y su contenido, absorbido por
el huesped. Despues de que los arbiusculos son digeridos los
nicless vuelven a su tamano normal ¥y el almiddn suele reaparecer
CAzcdn ¥y Barea, 1980D.

Posteriormente a los arbiusculos se forman las vesiculas,
estas son organos de reserva y en algunos casos su pared gruesa
las asemeja a clamidosporas. Se forman intra o intercelularmente y
tanto fuera como dentro de la raiz. El desarrollo de la infeccidn
en el interior de la corteza esta acompanado por un crecimiento
exterior de las hifas, estableciéndose posteriores puntos de
entrada. Las hifas que emergen de la raiz se extienden varios cm
dando lugar al micelio externo que constituye el sistema de
absorcidn de nutrimentos. Este consta de una red tridimensional de
hifas. Sobre el micelio externo se forman grandes esporas
vegetativas que wvan madurando hasta convertirse en clamidosporas

CAzcdn y Barea, 1980D.

BENEFICIOS

Los beneficios de la simbiosis micorricica VA son debidos

principalmente a la mayor capacidad de las raices para absorber
fosfates ¥y otros iones poco moviles en el suelo.

La formacion de micorriza VA induce cambios fisioldgicos en

las plantas, las cuales contribuyen, a su vez, a mejorar la

absorcidn de nutrimentos; Hayman €1983) los resumid de la

siguiente manera:

27



adlLas raices se mantienen funcionales por mas tiempo cuando
estan micorrizadas.

bdLas raices micerrizadas pueden absorber fdsforo del suelo
cuando este elemento se encuentra en concentraciones tan bajas
Cmenos de 3 mg de P soluble en NaHCOBJ que no puede ser absorbido
por las no micorrizadas.

cd)las raices colonizadas son mas activas porgue contienen mas
energia metabdlica que les permite absorber fdsforo contra un
gradiente de concentraciodn.

) Como consecuencia de su mayor capacidad para absorber fosforo
en suelos deficientes, las plantas micerrizadas tienen un mejor
desarrollo radical, lo gqus les permite asimilar mayores cantidades
de otros elementos para satisfacer su nueva demanda nutricional
CGuzman y Ferrera, 19900,

Otros beneficios considerados son:
12Incremento de la biomasa.

2)Incremento en la concentracidn de S, N, P, Ca, Cu, Mn, K,

32Mayor rendimiento de grano.

4 Mayor contenido proteico.

BS)Mayor contenido de aceites en semilla.

G)Mayor capacidad nodulante.

7iMayor crecimiento.

8)Mayor absorcidn de agua.

9)Raices mas sanas y longevas.

10>Mas tolerancia a la sequia.

11)Tolerancia a altas temperaturas en el suelo.

12)Teolerancia a la toxicidad de metales pesados.

13)Tolerancia a cambios extremos de pH C(Janerette, 1991;
Guzman y Ferrera, 1930).

Especificamente para las Leguminosas, se sabe que el sistema
radical es mas reducido que el de las Gramineas, Lo cual hace a
estas plantas micdtrofas obligadas, especialmente por su mayor

regquerimiento de fdsforo para la fijacidn de. nitrdgenoc y su
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especial demanda de Mo, Co, B, Cu y Zn. La doble inoculacidn (de
Rhizobiuwm y hongos micorriciceos) tiene un gran efecto en el
cacahuate, en las siguientes caracteristicas:

amayor crecimiento

bl)mayor peso seco

cImas Leghemoglobina producida

ddmayor nodulacidn

edalta concentracidn de proteinas

fImayor rendimiento de grano

gldmayor cantidad de Nitrdgeno

e)mayor absorcidén de agua

fOmas resistencia al trasplante

gimejor recuperacion al estrés hidrico

hldresistencia a patdgenos (Guzman y Ferrera, 189320)

ORIGEN DE Rhizobiun y MICORRIZAS:

Hace unos 400 millones de afhos las plantas comenzaron a
colonizar la superficie terrestre, heche importante en la
evolucion de los seres vivos. GCGeneralmente se acepta que las
plantas se originaron a partir de las algas verdes. El transito de
estas desde su habitat acuiatico hacia ambientes secos y la
evolucidn en ellos a plantas con raices, antecesores de los
actuales wvegetales superiores fug en efecto punto crucial en la
historia de la vida sobre la Tierra. Sin lugar a dudas, el hambre
v la sed, las dos grandes y eternas dificultades de la existencia
sobre nuestro planeta, incidieron de forma decisiva en los
primeros pasos de la evolucidn de los vegetales. La opinidn comin
sostiene que la colonizacidn de aquel suelo, seco y pobre, por las
algas fue posible gracias a que éstas se asociaron con
microorganismos, lo cuil permitiéd que pudieran captar sus
alimentos minerales. Por un lado, se asociaron microorganismos
fijadores de nitrdégeno molecular CNZD atmosférico (Rhizobiumd, ¥y
por otre las plantas se asociaron con hongos microscdpicos y

formaron las primeras micorrizas C(Azcédn y Barea, 1980).

é..--
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ANTECEDENTES DE LA ZONA DE ESTUDIO.

La zona de estudio se ubica en el municipio de Huitzuco de
los Figueroca, en la parte noreste del estado de Guerrero, entre
los paralelos 18°16° y 1822’ de latitud Norte y los meridianos
99®17' y 99°23° de longitud Oeste CCETENAL, 1983). Con una
elevacidn de 900 m s.n.m., cuenta con un clima de tipo aﬂ'wﬁ(w)(i’ Jg
de acuerdo con la clasificacidn climitica de Koppen modificada por
Garcia (1981). Ceolinda al norte con Buenavista de Cuellar y el
estado de Morelos, al Sur con Martir de Cuilapan, Zitlala vy
Copalillo, al Este con el Estado de Puebla y Atenango del Rie y al
Ceste con Tepecoacuilco de Trujano ¥y parte de Iguala de la
Independencia (fig B

El estado de Guerrero presenta un aspecto fisiografico
determinade por la presencia de la Sierra Madre del Sur en la
porcidn Austral y los macizos montanhosos del Eje Neovolcanico en
el Norte, 1lo cual determina que los wvalles y llanuras sean
escasos. Considerando los valles de Iguala, en donde se ubica el
municipio, ¥y Chilpancingo, las llanuras costeras y las de Tierra
Caliente y acaso uno que otro valle mas pequeno, se cubre la parte
no montafosa de la entidad. Estas zonas son las que se utilizan en
actividades agricolas, lo gue determina que su extensidn se limite
aproximadamente a la octava parte de su territorio CINEGI, 1987).

En términos generales, el estado cuenta con suelos ricos en
materia organica que son utiles en actividades primarias. En 1la
porcidén Norte se localizan suelos originados por roca caliza
CRendzinas) C(INEGI, 1987), particularmente en la zona se cuenta
con suelos de drenaje interno bueno, la presencia de piedras o
rocas va de O a 5%, tienen una pendiente de 1% uniforme,
generalmente no hay inundaciones, presentan susceptibilidad ligera
a la erosidn si se desmontan, sodicidad salina normal CCETENAL,
1977).

La precipitacidn media anual es de 1127 mm (CETENAL, 1977

permaneciendo el suelo himedo de 3 a 5 meses CINEGI, 1987).
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La zona de estudio se encuentra irrigada principalmente por
el rio Huitzuco, aunque tiene muchos afluentes en forma de arroyos
como scon: el Potrero, Amatitlan, el Limén, Zintetitla, la
Cacahuatla, la Calera; y la presa Atopula con una capacidad de
1810 Mm®, utilizada fundamentalmente para riego.

La zona de estudio presenta una vegetacidn natural de selva
baja caducifolia ¥y subcaducifolia, este tipo alcanza una altura de
entre 4 y 5 m, presentando algunos manchones de asociacidn con
Palmar; en su mayor parte se encuentran tierras con pastizal
inducido ¥y tierras de cultiveo fundamentalmente de temporal.

Otros datos de importancia econdmica son los siguientes:
2)Se estima que viven en la entidad 2’462 000 personas C(INEGI,
1987), observandose un deterioro demografico en los ultimos 40
afos del 3.6% al 3.1% comparativamente al resto del pais. La
poblacidn de Huitzuco en 1980 era de 33 403 hab. con una densidad
de 36.27/km”.
bJ)El estado se situa entre las entidades cen menor desarrolleo de
la Republica, con un nivel general de bienestar semejante a los
estados de Hidalgo y Chiapas.
cdLa zona de mayor bienestar social se localiza en la regidn
centro-norte de la costa ¥y en una franja que se extiende en la
parte central de la entidad, desde los municipios de Acapulco y
Coyuca de Benitez, hasta Huitzuco de los Figuerca y Taxco de
Alarcdén en la parte oriental del Estado.
dilLas actividades predominantes en la entidad en relacidn con la
media nacional son: las agropecuarias que representan el 14.3% del
PIB estatal contra un 8.3% para el pais en 1980, el comercio
(34.4% contra 23.4%, el transporte (8.0% contra 6.5%, los
servicios financieros (8.6% y 7.9%) y la electricidad (2.3% y
1.0,
ellos principales productos agricolas de la entidad son: maiz,
copra, café oro, ajonjoli, toronja y mango, gque en conjunto
representaron el 74% del valor de la produccidn agricola del
estado en 1981. Para 1985, el valor de la produccidn fué de S3 847

31



millones de pesos, con predominio de maiz (738% del wvalor totald,
cacahuate (3.0%, ajonjoli (2.7%) y frijol (2.1%.

f2)Se aprecia que debido, entre otras cosas, a la menor
infraestructura de riego disponible, la entidad presenta
rendimientos promedio menor a la media nacional de productos como:
maiz, frijol y meldn; en cambio en ajonjoli, cacahuate y café oro
los rendimientos son mayores CINEGI, 1990).

El cacahuate en la regidn constituye uno de los principales
cultivos anuales de ciclo corto en materia de oleaginosas, es
sembrade generalmente en cultivo mixto con el maiz, como fuente
enriquecedora de nitrdgeno.

Entre los municipies que cultivan cacahuate se encuentran:
Atenango del PRio, Coahuayutla de Guerrero, Huitzuco de los
Figueroa, Iguala de la Independencia, Mochitlan, Pilcaya v
Tepecoacuilco; siendo Huitzuco el mayor contribuyente con mas del

8.1% estatal C(INEGI, 1930D.
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FIGURA

2.

ZONA DE ESTUDIO

MAPA DE LA REPUBLICA MEXICANA QUE MUESTRA
LOCALIZACION DEL ESTADO DE GUERRERO Y LA ZONA
ESTUDIO CORRESPONDIENTE AL MUNICIPIO DE HUITZUCO DE
FIGUEROA, UBICADO EN LOS PARALELOS 18716 ¥ 18 22’
LATITUL NORTE Y LO=S MERIDIANOS 99017’ Y !)9023'
LONGITUD OESTE.
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OBJETIVOS.

Durante el presente estudic se pretendieron cubrir los

siguientes objetivos:

adAislar y caracterizar las cepas de EFhizobiun sp. asociadas

a cacahuate CArachis hypogaea?, criginarias de Huitzuco Guerrero.

b)Evaluar el crecimiento de Rhizobiun con diferentes fuentes

de Carbono.

cl)Establecer la capacidad infectiva de las cepas aisladas de

Ehizobium.

d)Determinar los generos nativos de micorriza VA que infectan

a A, hypogasa.

ddEvaluar el porcentaje de infeccidn de micorriza VA en A4.

hypogaea.
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MATERIAL Y METODOS

MUESTREO EN EL CAMPO:

1.Se determind una area de muestreo de 1 1-2 ha a travées de
cuadrantes al azar, en la zona de estudio.

2.Se eligieron B cuadrantes al azar, se tomaron S muestras de
suelo de 30 x 320 cm con una profundidad de 40 cm. Asi mismo se
recolectaron plantas de cacahuate que estaban nodul adas con
Rhizobium, anotando los datos del colector, la fecha vy las
condiciones ambientales en el momento de la colecta.

3.8 determinaron las condiciones de temperatura, humedad vy

observaciones ambientales de la zZona en el momento del muestreo.

ANALISIS DEL SUELO:

1.A las muestras obtenidas secaz vy tamizadas se les
determinaron las caracteristicas fisicoquimicas en el laboraterio
de Edafolegia de la ENEP Iztacala, como son:

adpH con el potencidmetreo en dilucidn con agua 1:2.85

bdCantidad de materia orgdnica por el metodo de Walkley vy
Black €19343.

c)Textura por el método de Boyoucos (1951).

d)Humedad relativa.

e)Capacidad de intercambioc catidnico (CIC) se determind por
el metodo de Versenato (Valdez, 1986).

fiDensidad real y aparente.

glPorciento de espacio poroso.

hdContenido de Nitrdgeno total.

i2Contenido de Fdésforo por el meétodo de Bray I (Cuenca, 1988)

j)Contenido de ¢a™’, Mg™", Na© Yy K* por extraccidén con
acetato de amonio (Jackson, 19640,

Se realizd una encuesta en el campo sobre el manejo del suelo

en 2]l sitio de estudio.
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AISLAMIENTO DE Rhizobium:
1.Las plantas colectadas se utilizaron para aislar, a partir
de sus nddulos, las cepas de Rhizobiun presentes de acuerdo a la
técnica de Vincent C1970D.
2.Se caracterizaron las cepas aisladas por medio de:
a)Observaciodn macroscopica:
al.Caracteristicas de las colonias C(tamano, coler,
borde, textura, etc).
b)Observacidn microscdpica:
bl.Tincidn por la técnica de Gram.
cl)Determinacidn de pruebas biogquimicas:
cl.Velocidad de crecimiento.
c2.Crecimiento a diferentes pH (4,7 y 9).
cB‘Crecimignto en azul de bromotimol.
c4.Resistencia a antibidticos.
cS.Crecimiento en diferentes fuentes de Carboneo (glucosa,
sacarosa, lactosa, maltosa, fructosa y glicerol).
ddInfeccidn en planta para determinar la infectividad y
efectividad de las cepas aisladas (Vincent ecp.cit.2. Para lo cual
se sembraron 2 semillas originarias de la zona de estudio en
bolsas de plastico de 2 kg con un soporte de vermiculita grado 2,
con S repeticiones por cepa aislada. Se sembraron tambien, S
testigos positivos Ccon la solucidn nutritiva y una fuente de N) y
S testigos negatives (Ccon la solucidn nutritiwva sin ND;
comparandolos con una cepa patrén (Cp-892), proporcionada por el
cepario del Departamento de Microbioclogia del Suelo del Colegio de
Postgradados de Chapingo.
Se usd la solucidn nutritiva de Jensen C(Vincent op.cit.D.
Se dejaron en el invernadero por un lapso de 90 dias. Se
realizaron observaciones cada 3 dias respecto del wvigor de la
planta, el coler y el follaje.
Al finalizar se cosecharon las plantas registrando: la altura
de la parte aérea, o, el peso fresco, el peso seco, numero de

nddulos, tamaho y pesoc de los nddulos, asi como su posicidn y
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coloracidn en la planta.

Se determind el contenido de Nitrdgeno por el método de
Kjeldahl.

A los datos obtenidos se les aplicd el Andlisis de Varianza
CANDEVA) para determinar si existid significancia estadistica en
los tratamientos y dentro de los tratamientos.

Se graficaron en histogramas los datos de no. de cepa vs.

peso seco ¥y contenido de nitrdgeno.

ENDOMI CORRI ZAS VA

Se realizaron 4 salidas al campo ceon la finalidad de obtener
muestras de raices de plantas de cacahuate y suelo de la zona de
estudio. Las muestras colectadas correspondieron a los mismos
cuadrantes considerados en cada salida. Dichas muestras se
sometierdn a los siguientes tratamientos:

SUELO: Las muestras de suelo fueron procesadas en el
Departamento de Ecoloéia Microbiana de la Escu=la Nacional de
Ciencias Bioldgicas, I.P.N. Se aislaron esporas nativas de
micorrizas VA .por la técnica de extraccidn de esporas por
gradiente de sacarosa (Gerdemann y Nicolson, 19683; citado por
Schenck, 1982).

Una vez aisladas las esporas se montaron en portaocbjetos con
alcohol polivinilico para su examen al microscopio.

Al microscopio dptico se observaron a 10x y 40x para poder
determinar los generos de acuerdo a la clasificidn de Morton vy
Benny C19901.

Se tomaron microfotografias de las esporas y esporocarpos
encontrados.

PLANTAS: Las muestras de raices de A. hypogaea fueron
sometidas a la técnica de aclareoc y tincidn propuesta por Kormanik
et.al. (19800 (citado por Schenck, 1982). Para la observacidn de
las estructuras de las endomicerrizas VA.

Una vez tefidas con el colorante (Fucsina dcidad se montaron

los fragmentes radiculares en portacbjetos con Lactoglicerol para
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su posterior examen al microscopio ¥ su correspondiente
cuantificacidn del porcentaje de infeccidn como lo proponen

Phillips y Haymann (19702, (citados por Ferrera, 198%5).
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RESULTADOS Y DISCUSION

I. SUELOS:
Ia. Anidlisis fisicoquimico del suelo:

Los resultados del andlisis de suelo se muestran en la tabla
no.1. Las muestras tomadas en los primeros 40 cm de la capa
superficial indican que el suelo es arena migajosa, por lo que los
nutrimentos, la materia organica y el agua son dificilmente
retenidos debido a su alta porosidad que rebasa mas del S0%.

Su densidad corresponde a arenas que tienen un peso
ligeramente mayor de 1 g-ml, esto permite que la capa arable sea
bastante manejable ya que permite el desarrollo adecuado de la
Calz.

El color del suelo en general fue amarillo-cafesiaceo, sin
llegar a2 rojo lo que puede indicar la presencia de algunos oxidos
de fierro libres.

El contenido de materia corganica presenta valores que van de
1.1 a 1.7 lo que indica que es un suelo pobre, de acuerdo con
Ortiz y Ortiz (192800, Esta falta de materiales organicos evita que
se liguen los suelos arenosos y tengan poca plasticidad vy
cohesidn, ademids favorece la filtracidn de agua y nutrimentos,

El pH alcanza wvalores que van de S5.7 a 8.0, siendo
ligeramenta acidos en las zonas que alcanzan mayor pendiente en el
terreno, mientras que las que presentan menos pendiente van de
casi neutros a moderada alcalinidad. Cuando en el suelo existen pH
ligeramente 4&cidos se faveorece el intercambio anidnico lo que
muestra valores mas altos para el intercambio catidnico, en tanto
que en valores elevados de pH disminuye bastante el intercambio
catidnico.

Los wvalores de los cationes que se encuentran en solucidn
como el Na', Ca”y Mg"presentan cantidades mas altas en la zona
de un pH elevado, comparativamente los valores mas Dbajos
corresponden a las zonas donde el pH desciende. Este caso no se

+ A 3
aplica al K" cuyos valeres no tienen diferencias marcadas en
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de Huitzuco ds los Figusroa, E£do. de Susrrero.
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ninguna de las zonas.

En el caso del porcentaje de N presente va de 0.0014
Cextremadamente pobre) hasta 0.038 Cpobred.

El Fdésforo en todas la muestras presenta menos de 1 p.p.m.
que de acuerdo con el criterio de INIA (1977) corresponde a un

suelo extremadamente pobre.

Ib. INVESTIGACION DE CAMPO:

Se realizaron una serie de entrevistas sobre las practicas
agrondmicas mas frecuentes empleadas por los campesinos de
Huitzuco de los Figuerca en el estado de Guerrero y las resumimos
de la siguiente manera:

Ibl. Practicas agricolas: La preparacién de la tierra se
realiza en mayo, por medio del barbecho tradicional cen traccidn
animal (la wyuntal); La fertilizacidn se lleva a cabo manualmente;
no hay riego; el deshierbe y la cosecha se hacen manualmente.

Ib2. Fertilizantes: Los abonos naturales son poco usados y
cuando se emplean, lo hacen con estiércol bovino, meses antes de
la cosecha.

Los fertilizantes quimicos mas utilizados son:

Sulfato de amonio y- o urea..200-300 kg ~ha como fuente de N
Super: hrbpler: e § B SRSy 300 kg ~ha como fuente de N,P,S.

Ib3. Pesticidas: Se utiliza el sellador para controlar 1la
plaga del gusano barrenador y la gallina ciega.

Ib4. Semillas: Son seleccionadas manualmente las mejores
semillas de 1la cosecha anterior. Los lugarenos emplean dos
variedades de A. hypogaea que llaman: ad) de maton y b)) de guia.

IbS. Tipos de cultivo: Son basicamente de dos tipos:

a) Puros: Solamente se siembra cacahuate.
b2 Mixtos: Sembrados con cacahuate y maiz.

Ib6. Duracidn del cultivo: Se siembra en Junio y cosecha en
Octubre, teniende un periddo de 4 meses.

Ib7. Produccidén: 3-4 toneladas por héctarea; de semilla con

vaina.
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II.CARACTERISTICAS DE LAS CEPAS DE Rhizobium sp. OBTENIDAS.

A partir de los nddulos.- (10 por plantad) obtenidos de las
plantas de cacahuate muestreadas en las S zonas del cultivar se
hicieron un total de 38 aislados determinados como Rhizobium sp.,
al realizar la técnica de Gram se presentd la cldsica forma del
bacilo corto con tincidn negativa.

Se usd una cepa de referencia (Cp 92) que, de acuerdo con
ICRISAT (1987) vy Rongwen et.al.(1988), resulta ser muy eficiente
como fijadora de nitrdgeno en el cacahuate, esta cepa fug de
crecimiento rdpideo y se considerd dentro de las productoras de
acido Ctabla 34D.

El tiempo de aparicidn de colonias en el primoaislamiento
vario Ctabla no. 2), encontriandose que el B8.4 % de los aislados
son de crecimiento riapido (3 a 4 diasd), en tante que el 31.86%
crecieron despues de los S dias. Las colonias wvariaron de
transparentes a un coleor rosiceo, algunas mostrareon pigmentacidn,
su didmetro oscild entre 1 y 2 mm, su apariencia fus regular vy
convexa de bordes enteros.

Al realizar la prueba de Bromotimol, para determinar la
produccidn de dacido o dlecali, se observd que 12 produjeron dlcali
y 27 preodujeron Aacido. De acuerde con este criterio se
establecieron &2 grandes grupos de comparacidén, a saber: de
crecimiento rapido (de 3 a 4 dias, tabla 3A) y de crecimiento
lente C+ B dias, tabla 3B). Hay que resaltar que de los 27
productores de dcido 20 crecieron bien en un pH 9 v sdlo 13 a pH
7, los aislados 1 vy 12 no tuvieron ningun crecimiento, en tanto
que el 185, 20, 30, 36 y 37 presentaron muy buen crecimiento en
todos los pH's.

De los 12 aislados productores de dlcali crecier&n bien todos
en pH 89, en pH 7 sdlo 2 no crecieron ¥y en pH 4 sdlo se
desarrollaron 8. Los aislades 29, 31 y 35 +tuvieron buen
crecimiento en la escala de dcido a alcalino.

La cepa de referencia (numero 32) crecid muy poco, aungue el

nuimero de colonias formadas es mayor en pH alcalino.
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En lo general se puede decir gque los aislados de lento
crecimiento se adaptan mejor a las variaciones de pH, en tanto que
las de crecimiento rdpido lo hacen en un pH alcalino.

El crecimiente de los aislados en las 6 fuentes de carbono se
muestra en las tablas 4A y 4B. En la tabla 4A se resumen los
aislados de crecimiento rapide (producteoras de acidel, se
observa que 13 Aislados crecieron en Glicerol, 11 en Fructosa, 13
en Glucosa, 12 en Sacarosa, 15 en Maltosa y 123 en Lactosa. Es
decir de un 28 a un 38 % de este grupo crecieron en al menos una
fuente de carbono, siendo los aislades 185, 20, 22, 23, 26, 33, 36
¥y 37 los que crecieron en todas las fuentes de carbono, que
también reportaron un amplic espectro de crecimiento en pH. La
cepa de referencia sdlo alcanzé un desarrolle adecuado en
glicerol.

En la tabla 4B se observa el resultado de los aislados de
crecimiento lento (productores de Jdlealid, es decir, 12 =se
desarrollaron en Glicerol, € en Fructosa, 8 en Glucosa, 10 en
Sacarosa, 10 en Maltosa y 10 en Lactesa, en generzl se dié un
crecimiento de un 66 a un 100% para todos los aisladoes, siendo
el 13, 21, 25, 287 y 35 los que utilizan todas las fuentes de
carbone probadas, en tanteo que es en Glicerol donde crecieron
me jor.

El andlisis de esto nos permite decir que el uso de una
determinada fuente de carbono, wva a depender del tipo de
experimento a realizar.

Por otra parte, la utilizacidn de cualquier fuente de carbono
depende del tipo de enzima presente en la bacteria y del tipo de
transportador del azudcar a la célula. )

Los resultados del crecimiento con antibiodticos para los dos
grupos de aislados se muestran en las tablas SA y SB. Los aislados
de crecimiento rapido mostraron una sensibilidad del 74% a la
Eritromicina y Estreptomicina; una sensibilidad del 28 al 40 %
para Polimixina, Ampicilina, Rifampicina, Gentamicina,

Cloranfenicol, Kanamicina y Acido Nalidixico, y la sensibilidad
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TABLA No. 5A. Resultados del crecimiento de los aislads

senstble (no hay --

f=

1stente (51 hay orecimients),

=Tes

ferentes antibioticos, R

Tetracicling 32
frpicilina 12 meg, £

Kanamicina 3@ mog, Te

Cloranfentcol 39 meq, Ka

¢l
#meg, Hd=Acido Nzlidixice 29 mecg, Px

crecimientol,

gz

29 u,

limixinz B 30

=Po
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Rif ampicinag 3 meg,

strepiomicing 1@ mog, Ef

=E

Es
¢ina 18 meg (Unidiscos Bigaux Diagnostica 5.4.)

Eritromicing 45 meg,
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TABLA Mo. OB, Resultados del crecimiento de los arslados alcalines as 1z zona de estudio, con
diferentes antibioticos, Roresistente (=1 hay crecimiento!, S=zensible {no hay-
crecimientol, Cl=Cloranfenicol 3@ mce, Kazkanamicina 30 mog, Te=Tetraciclinz --
i mog, Hd=Roido Malidixico 32 meg, FezFolimixina B 382 u, nm:hm;;clllﬁa 12 meg,
ezEritromicing 13 meg, Essistreptomicina 1@ meg, Rf=Rifampicina 3 meg, Ge=Genta-

micina 18 mog (Unidiscos Bigaux Diragnestica 5.8.),
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menor C11.1%) correspondid a Tetraciclina. El aislado 12 fue
resistente a todos 'los antibidtices, los neos. 2, 3, 4, 5, 8, 10,
11, 15 vy 18 tuvieron una resistencia del 90%, los nos. 6, 7, 9,
16, 17, 20, 22, y 32 (cepa de referencial tuvieron una resistencia
mayor al 50% a los antibidticos; en tanto que los de resistencia
menor al 50% fueron los nos. 1, 23, 24, 26, 30, 33, 36, 37 y 38.
Es decir las dos terceras parte de este grupo son resistentes a la
mayoria de los antibidtico probados.

En la tabla SB se observa gque la mayor sensibilidad para los
aislado de crecimiento lente corresponde al ac. nalidixico (83%),
siguiendo con un B66.6% de sensibilidad para el cloranfenicol,
polimixina ¥y ampicilina, el S0% de sensibilidad para eritromicina
Yy estreptomicina, el 41.6% para kanamicina y gentamicina, y el
33.3% para tetraciclina y rifampicina. Los aislados con mas de un
50% de resistencia son los nos. 13, 14, 21, 27, 28 y 29, en tanto
que los nes. 19, 25, 31, 34, 35 (el mas sensible a todos) y 38
tienen una resistencia menor al 50% de los antibidticos probados.

De acuerdo con el manual Bergey’'s (19842 los rhizobia son
intrinsecamente mas sensibles a la tetraciclina y estreptomicina.
Nuestros resultados para ambos grupos mostrareon gue la mayor
resistencia se presentd en la tetraciclina, no asi en la
estreptomicina donde la mayor sensibilidad es para el grupo de

aislados de crecimiento rapido.

III. PRUEBAS DE INFECTIVIDAD.

Esta prueba se realizd en bolsas de crecimiento adicionadas
con solucidn de Jensen y una cantidad de 0.417 g de Urea ¢ como
fuente de N> por g de soporte usade C(de la Garza, 19835); los
testigos negativeos no fueron adicionados con Urea.

Se dejaron en solaric durante 290 dias regandeose con agua
destilada cada semana.

De las 39 cepas probadas, ninguna formd nédules por lo gque
sdlo se obtuvieron los datos para peso seco, el cual se observa en

la grafica numero 1, para los aislados de crecimiento rapido.
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En dicha grafica se aprecia que el aislado numero 30 fue el
de mayor desarrolle, en tanto que el 18 y el testigo sin urea no
se desarrollaron.

El andlisis de wvarianza C(ANDEVAD realizado entre estos
aislados fué de F=2,3253 (P 0.085=1.82) que indica una gran
significancia, atribuida al efecto de los aislados sobre las
plantas.

En la grafica no.2 se observan los resultados en peso seco
para los aislados alcalinos probados, resaltando que el testigo
sin urea no se desarrolld, ademas de los aisladeos nos.: 14, 28, 34
v 329. El ANDEVA efectuado a este grupo fue de F=38.6784 (P
0.08=2.2852, que indica alta significancia entre los tratamientos

El aislado dcido que presento un peso seco mas elevado fug el
30, en tanto que el aislado alcalino de mayor peso fue el 27.

En la tabla B se muestran los resultados del analisis que
sobre contenido de nitrégeno se efectud a 2% muestras de plantas
seleccionadas al azar. El ANDEVA realizado a este grupo mostro una
F=72.043 (P 0.05=1.79) que indica alta significancia entre los
tratamientos, es decir entre las cepas Caislados) probadas.

La griafica no. 3 muestra los resultados comparativos del
contenido de nitrdgenc en las plantas tratadas con rhizobia
dcidos, se observa que el aislado no. 5 es el mayor, siguiéndole
los nos. 22, 23, 10 y 38; en este sentido se aprecia que no
corresponden al aislado de mayor peso seco (el no. 30D, ¥y que
también rebasan a la cepa de referencia usada, denotada aqui como
la no. 32.

La grafica no. 4 muestra la comparacidn del contenido de
nitrégeno para las plantas tratadas con rhizobia alcalinos, los
aislados mas representativos corresponden, er‘; orden de
importancia, a los nos.: 28, 29, 2l y 35, asi mismo la cepa de
mayor peso seco (la 27) no corresponde a las reportadas.

De los resultados obtenidos resalta la no formacidn de
nodulos que, de acuerdo con Singh et.al. (1991, Kesava Raoc et.al.

19900 y de la Garza (19862, puede ser debida a la carencia de
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TABLA Mo. 6. Fesultados del contenide de nltrogen, en 25 muestras de plantas, Lz
lecturz se refyere il valor ajustado del e*‘ra:te a la curva de ca-
ilbracidn, El factor de dilucidn =g 13 relacidn de la muestra y el
solumen al cua] fue arcrada (239 mlfp=so ds i*acl muestra), La con-
centracicn real de la muestra s= ontiens multiplicando la lectura -
del extracte por el factor de dilusidn, 3 redondsaron a dos deci--
males la lectura y el factor de dilucidn, el resuitads de la muestra
ze redondec 3 unidades (T.A. I, 1373), ;
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hongos micorricicos C(MVAD que permiten la asimilacidn de
nutrimentos minerales del suelo, especialmente elementos inmdviles
como P, Ca y Mg que son indispensables para la nodulacidn.

Por otra parte, las diferencias significativas en el contenido
de nitrdgeno serian consideradas de dos formas:

adUna que supone la asimilacidn de nitrdgeno a partir de la
Urea adicionada en el medio y otra de la fijacidn de Nz. En este
sentido la ausencia de nddulos que manifiestan en sentido estricto
la colonizacidn por rhizobia, supone que es poco probable que se
haya asimilado Nz.

b)Y otra en donde la simbiosis se haya presentado como lo
hace #Hzeopirillum-Z. maiz, que tampoco nodula. Es interesante
comentar que hay indicios de una relacion similar con & Aynegaea

CRaverkar vy Konde, 1988).

IV. MICORRIZAS:

Para poder wvalerar y  utilizar biotecnolégicamenté las
endomicorrizas VA es necesario conocer la dindmica de éstas, que
incluye la descripcion de las variacicnes del componente fungico
en relacidn con el hospedero, las propiedades de los suelos vy
algunos parametros agrondmicos bidticos o climidticos.

Antes de que se examine la posibilidad de introducir cepas es
necesario un mejor entendimiento de la ecologia de las
endomicorrizas nativas del lugar donde se pretenden introducir,
ademas estudiando la distribucidn y la abundancia de las
micorrizas en relacidn con algunas propiedades del sueleo y las

caracteristicas del lugar (Gaviteo, 1991).

IVal DETERMINACION DE LOS GENEROS MICORRIZAS VA.
La identificacidn de los hongos micorrizicos VA nativos es el
primer pasoc en la descripcidn de las poblaciones del lugar gque se
pretenda estudiar, Son pocos los listados de estos organismos, en

México casi no existen estos reportes.
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La identificacidn taxondmica de los endosimbiontes VA se basa
en el analisis de las caracteristicas de las esporas, como puede
verse en las figs. nos. 3, 4, 5, 6 y 7 donde se muestran las
caracteristicas de los diferentes génercos encontrados. Como ya
mencionamos las esporas son el medic de sobrevivencia de los
hongos VA cuando no hay plantas hospederas wvivas (Sutton y Barron,
19725.

La siguiente tabla muestra los genéros nativos de micorrizas
VA que infectan a la planta de cacahuate en el municipio de
Huitzuco de los Figueroca edo. de Guerrero; agrupados en familias,
y subordenes de acuerdo a la propuesta hecha por Morton v Benny

1990:

SUBORDEN FAMILIA GENERO N® DE SP N. I.
Glominie Glomaceae Glomus 4
Sclerocystis 2
Acaul osporaceas Acaulospora 1
Gigasporine Gigasporaceae Scutellispora 3
Glgaspora 2

Como puede observarse todas las familias estan representadas,
aungue no se encontrd ninguna especie del género Entrophospora.

Los géneros mejor representados son: Glomus (microfotografias
1, 2, 3, 4, 5, 8 vy 7) y Scutellispora con cuatro y tres especies
n.i. respectivamente. La informacidn disponible de los hongos
micorrizicos es muy escasa Yy existen pocos reportes para México
que permitan comparar, a no ser por el manual de Schenck y Pérez
€1990>, ellos determinaron que dcaulospora (microfotografias 14,
15 y 163, Scutellispora y Sclerccystis Cmicrofotografias 8, 9, 10,
11, 12 ¥y 13) son géneros que se encuentran comunmente en las zonas
tropicales y corresponden a las encontradas en la zona de estudio.

Dado que la identificacidn de los hongos VA se basa en las
caracteristicas de las esporas, la lista de los géneros de la zona

incluye unicamente a las especies que esporularon en el campo. ,Si

59



GLOMUS

EMBUDO

ESPOROCARPO

LAS ESPORAS SE FORMAN TERMINALMENTE SOBRE LAS HIFAS
INDIFERENCIADAS, EN ESPOROCARPOS o INDIVIDUALMENTE
EN EL SUELO Y OCACIONALMENTE DENTRCO DE LAS RAICES.
LA MAYORIA DE LAS VECES LAS ESPORAS SON HIPOOEAS
AUNQUE LOS ESPOROCARPOS DE ALOUNAS ESPEClEé PUEDEN
FORMARSE SOBRE EL MUsSgo, SUPERFICIE DEL SUELO o

SOBRE DETRITUS.

LA HIFA SUSPENSORIA FUEDE INSERTARSE A LA ESPORA

EN FORMA DE EMBUDO RECTA O CURVA.
FIGURA 3
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Espora

Hifa suspensora

LomiS?. Siim

MICROFOTOGRAFIA i: ESPORA SOLITARIA DE Glomus sSgc
DONDE SE OBSERVA LA HIFA SUSPENSORA RECTA.

Pared laminada

MICROFOTOORAFIA 2: LA MISMA ESPORA AMPLIFICADA A
40X. SE OBSERVAN LAS DIFERENTES CAPAS QUE FORMAN LA
PARED LAMINADA.
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Insercion hital

MICROFCTOGRAFIA SAMPLIACION DE OTRA SECCION DE LA
ESFORA DONDE SE OBSERVA LA PARED LAMINADA Y LA HIFA
SUSPENSORA RECTA. VISTA A 40X,

Esporas 3

7\

Esporocarpo

MICROFOTOURAFIA 4 ESPORGCARPO DE s Lo s - f Fiard gl
SE OBSERVAN GRAN CANTIDAL DE ESPORAS EMBEBILAS EMN

UNA MATRIZ DE HIFAS VISTA A 10X
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itcmiO, 2Um

MICROFOTOMGRAFIA
ANTERICR DONDE
TIENE UNA HIFA

MICROFOTOGRAFIA

s

-

=1 AMPLIACION DEL

ESPOROCARPO

E OBSERVA GUE LA ESPORA DESPRENDIDA
SUSPENSORA RECTA TIPICA

Lomus sp.

VISTA A 40X.

DEL GENERO

[

1cmid4d. 20m

ESPORA DE Glomus sSp QUE DEBIDO A
SU MANEJO HA PERDIDO LA HIFA SUSTENTORA. 10X.
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MICROFOTOGRAFIA 7: Glomus sSp DONDE
PARED EXTERNA MUY ORUESA.
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SCLEROCYSTIS

ESPOROCARPOS

ESPORAS
IPLEXO HIFAL

PERIDIO

CON PERIDIO SIN PERIDIO

ESTE GENERO SE CARACTERIZA POR FORMAR ESPORAS
ARREOLADAS ORDENADAMENTE ALREDOR DE UN PLEXO
CENTRAL DE HIFAS FORMANDO SIEMPRE ESPOROCARPOS.

FIGURA 4
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i 1cmiZaim l

MICROFOTOOGRAFIA :H CORTE DE UN ESPOROCARPO DE

Sclerocystis sp 10X DONDE SE OBSERVAN LAS HIFAS QUE
WOPEAM LA ESRPORAR FORMARNIDO B PERIDIO,

Peridio
1cmi33. 8Lm
MICROFOTOGOGRAFIA o CORTE DE UN ESPOROCARPO DE
Sclerocystis sp, 10x, DONDE SE DISTINGUEN ESPORAS QUE
PRESENTAN FORMA CLAVADA. TAMBIEN SE OBSERVAN LAS

HIFAS PERIDIALES QUE RODEAN LAS ESPORAS.
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Peridio

4
F &

Insercion hifal

Sl

MICROFOUOGRAFIA 1OICORTE DE LB ) ESPORGLCARPOD
_—— £.40 X SE DISTIGUEN LAS HIFAS ST EINE
MUY ENTRELAZADAS QUE FORMAN EIl PERIDI!

t'.‘\l_,“l‘!"l

MICROFOTOGRAFIA 11: ESPUORA ANCHAMENTE CLAVADA

Seclerccystiits sgo. 410
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Esporas

MICROFOTOGRAFIA 12: ESPORGCARPO DE Sclerocys & =X

GUE CARECE DE PERIDICO. 10X,

Plexo hital

tomiO. 130Lim

MICROFOTOGRAFIA 13 VARIAS ESPORAS DE = = vwsiis

DONDE SE OBSERVA LA DISPOSICION DE LAS MISMAS Y
FORMA ANCHAMENTE CLAVADA. 40X,
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ACAULOSPORA

ESPORA

ESPORAS QUE SE FORMAN LATERALMENTE SOBRE UNA HIFA
SUSTENTORA QUE TERMINA EN UN SACO ESPOROGENO DE
PARED DELOADA. EL SACULO o ESPOROGEND PUEDE
ALCANZAR HASTA DOS VECES EL TAMARO DE LA ESPORA Y
su CONTENIDO ES TRANSFERIDO A LA ESPORA EN

DESARROLLO.

FIGURA 5
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Restos ’

del

saculo 4

MICROFOTOGRAFIA

1

DONDE SE DISTINGUE

Il

ESPORA DE Acaul

Ay L,

UNA PARED ORNAMENTADA

SACULO ESPORIFERO.

1omiod. 2um

i 5 0, 10X
Y RESTOS DEL

MICROFOTOGRAFIA

150

AUMENTO A 40X DE
pE Acaulospora sp.
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MICROFOTOGRAFIA 1o ESPORA MADURA DE Aca
VISTA AL MICROSCOPICO OPTICO A 10X
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SCUTELLOSPORA

ESCUDO DE GERMIMACION

SUSPENSOR

CELULA AUXILIAR
VERRUCOSA

LAS ESPORAS SE FORMAN TERMINALMENTE SOBRE UNA
CELULA SUSPENSORA BULBOSA. LAS ESPECIES DE ESTE
GENERO FORMAN EN EL SUELO CELULAS AUXILIARES
VERRUCOSAS o AMPLIAMENTE PAPILADAS. NO
FORMAN VESICULAS DENTRO DE LAS RAICES. LOS TUBOS DE
GERMINACION SE PRODUCEN A PARTIR DE UN ESCUDO DE
GERMINACION. LAS ESPORAS PRESENTAN AL  MENOS DOS

ORUPOS DE PAREDES.

FIGURA ©
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GIGASPORA

ESPORA

ULBO
N/

CELULAS AUXILIARES

\

PAPILADA

B
HIFA SUSTENTORA

&
o
9

S

",

ESQUINULADA

LAS ESPORAS SE FORMAN

CELULA SUSPENSORA BULBOSA.

GOENERO FORMAN EN EL SUELOC

EQUINULADAS o FINALMENTE

VESICULAS DENTRO DE LAS

OERMINACION SE PRODUCEN DIRECTAMENTE DE LA PARED DE

LA ESPORA. LAS ESPORAS

PAREDES.

FIGURA 7
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existe alguna especie que no forme esporas, lo cuil puede suceder,
su identificacidn no es posible con los manuales de identificacidn
actuales.

La presencia o ausencia de ciertas especies de micorrizas en
algunos sistemas es indicadora de la seleccidn que existe por
diversas condiciones del medio, una de estas condiciones es la
conversidn a la agricultura, gue provoca una serie de cambios
relacionados con las practicas agricolas, ademas de otras

condiciones que no son producidas por el hombre.

IVb. CUANTIFICACION DEL PORCENTAJE DE INFECCION

Los hongos micorrizicos VA son simbiontes obligados que no
presentan especificidad para asociarse con las plantas hospederas
y el estudioc de sus poblaciones se realiza generalmente para un
sistema particular con cierto tipo de hospederos (Gavito, 18991D,

La descripcidn de la dindmica puede hacerse mediante la
identificacidn de las esporas y la estimacidn del porcentaje de
infeccidn micorrizica en el campo o por ensayos de infectividad
del suelo o por combinaciones de estos C(Moorman y Reeves, 1979).
La infectividad mas gque una forma de identificar propidgules, es
una forma de determinar su viabilidad y su capacidad de infeccidn.

La cuantificacidn del hongo resulta muy dificil porque no se
pueden identificar los individuos en una raiz, debido a gque las
especies producen estructuras muy parecidas que hacen muy
complicada la identificacidn y se pusden encontrar varias especies
de hongo infectando diferentes segmentos C(Hetrick, 1985). Aunque
algunos trabajos han logrado identificar las especies que estan
colonizando las raices. en sistemas radiculares con varias
especies de hongos VA nativeos resulta muy complicade e implica
tener mucha experiencia para reconocer las estructuras gque forman
cada especie, por esta razdn se cuantifica generalmente la
infeccidn micorrizica causada por cualquier hongo, el numero total
de esporas y si el conocimiento de las especies lo permite, el

numero de esporas de cada especie.
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IVbl.PORCENTAJE DE INFECTIVIDAD.
Se observaron al microscopio dptico 580 fragmentos de raiz de
A. hypogea, determindndose el porcentaje general de infeccidn con
el método de Phillips y Hayman C(1970):

No. de campos colonizados

% de CDloanac:.on_No. Total de campos observados % 100~

1392
e 0_
1740 X 100 80% de INFECTIVIDAD.

La estimacidn wvisual del porcentaje de infeccidn aungue no
permite una estimacidn segura C(Giovanetti vy Mosse, 19800, es
riapida y suficiente para determinar cuales son las estructuras
fingicas predominantes en cada etapa de la planta. De esta manera
se pudo apreciar que durante la colonizacidén de las raices se
observe unicamente miceliec. En el crecimiento y desarrollo de la
planta hasta la floracién se encontraron predominandoe los
arbisculos ¥ el micelio; en la fructificacidn las vesiculas C(ver
microfotografias de infeccidn nes. 17, 18, 19, 20, 21 y 22). En la
senescencia de la planta sdlo quedan algunas vesiculas y muy poco

micelio.
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CONCLUSIONES

Las caracteristicas fisicas gue presentd el suelo son
adecuadas para que el cacahuate se desarrolle en condicones

dptimas, dada su ligereza, gran, porosidad, poca cantidad de

materia organica, etc. que permiten que el gindforo Cclavod
penetre en el suelo. A pesar de la enorme cantidad de
fertilizantes que aplican los campesinos, sSuponemos dJue los

nutrimentos se lixivian ¥y no son bien aprovechados por la planta,
depositandose en los mantos acuiferos por gravedad. Por lo tanto,
se hace un gasto innecesarie y sSe contaminan las aguas
subterraneas.

Basandonos en el contenido de P y N, este tipo de suslos
constituyen un buen material para estudiar el efecto de una doble
inoculacidn con Rhizobium y hongos VAM.

Los microorganismos (Rhtzobium sp.) aislados nos muestran que
no parece existir una especificidad estricta en cuanto a2 las cepas
que se asoclian con 4. hypogaea, ya que se encontraron dos grupos
principales, uno de crecimienmto lento y otro de crecimiento
rdapido. Para poder afirmar que son en ralidad dos grandes grupos
se requieren ensayos de hibridacidén de DNA y la cuantificacién del
contenido G-C.

En general todos los aislados se compoertaron como rhizobia
tipicos de acuerdo con las caracterizaciones bioquimicas
realizadas.

La utilizacidn de diferentes azucares como fuente de carboneo
no mostré un patrén preferencial, por lo que el azudcar probado
dependera de los cbjetivos de estudio a que sean sometidos estos
rhizobia.

La prueba de resistencia a antibidticos corrobord 1la
informacidn bibliografica y puede ser wutilizada como marcador
diferencial en estudios ecoldgicos.

En el ensayo de infectividad ninguna cepa formé nddulos en
las plantas, lo que es bastante desconcertante ya que ni la cepa

de referencia noduld; esto puede deberse a que como afirman Guzman
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MICROFOTOGRAFIA 17 : RAILZ MICORRIZADA 1 X CON ~MVA
OBSERVESE LA GRAN CANTIDAD DE VESICULAS GUE INFECTAN
TAN SOLO A LAS CELULAS CORTICALES DE Arac! NV ooRaed
it ) _ § —
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MICROFOTOGRAFIA i8 : RAIZ MICORRIZADA 10X OBSERVESE
COMO LAS PAREDES SON DEFORMADAS POR LAS VESICULAS: LAS
MICORRIZAS NUNCA INVADEN LOS HACES VASCULARE:S.
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Hita iptraradia

AUMENTO A 40X. RAIZ MICORRIZADA DE
LA FLECHA INDICA A LA HIFA INTRARADIAL
GQUE SOSTIENE LA VESICULA.

e e s
f
|

\JL‘.\II\'LII;\%; |

MICROFOTOGRAFIA 20! AUMENTO A 40X. COMO SE MUESTRA
EL HONGO NO INVADE LOS HACES VASCULARES Y SOLO
INFECTA LAS CELULAS CORTICALES
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MICROFOTOGRAFIA 21 RAIZ MICORRIZADA 10X . OBSERVESE
LAS VESICULAS EN LA 20NA CORTICAL.

MICROFOTOGRAFIA 22: RAIZ DE CACAHUATE MICORRIZADA 10X
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y Ferrera (1990) debe haber infeccidn micorricica para gque se
pueda utilizar el P disponible en el suelc y se forme el ATP que
serd utilizado en la formacidn del nddule y su consecuente
fijacidén eficiente de nitrdégeno, asi como  también para la
asimilacidn de elementos como Ca y Mg.

Se detectd que A. hypogaea es muy sensible a modificaciones
=en el ambiente y las condiciones de nuestro cultive fueron muy
diferentes a las naturales. Sin embargo, el peso seco de las
plantas, asi como el contenido de nitrdgenco, sugieren que debid
existir algun aporte de este elemento. En este sentido se piensa
que Rhizobium pudo haber establecido una relacidn parecida a la
simbiosis entre Azospirillum y maiz, en donde no hay nodulacidn
aunque la bacteria crece en la rizdsfera de la planta y es ahi
donde se efectua la fijacidn de nitrdgeno. Esto podria ser punto
de partida de estudios posteriores.

Los anidlisis de varianza realizados mostraron en todos los
casos diferencias significativas entre los aislados utilizados y
también con el testigo, por lo que podemos concluir gque cualquiera
de estos aislados es mejor que el testigo positiveo, y aun que el
negativo.

Es  sorprendente que aun con las condiciones edificas
detectadas la produccidn de cacahuate para Huitzuco sea tan
elevada, lo que sugiere gque los rhizobia al igual que los hongos
VAM muestran una gran eficiencia tanto en la fijacidn de nitrdgenco
como en la translocacidn de iones P y K, asi come la resistencia y
supervivencia a condiciones extremas de variacidn en su medio
natural.

La infeccidn que tiens A. hypogaea por la endomicorriza VA
es elevada ya que presentd un 80%, ademds de la diversidad de
especies encontradas de estos endofitos a través de la
identificacidn de las esporas. La endomicorriza VA le ayuda a la
planta a absorber mas eficientementemente tantoc nutrientes como
agua.

La fenclogia biocldgica de la endomicorriza estd en estrecha
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relacidn con la de la planta, encontrandose el mayor numero de
arbusculos cuando la planta estaba en crecimiento y maduracicn ya
que es cuando mas nutrientes necesitaba incluso en la floracion y
fructificacidn, siendo también importante el porcentaje de
vesiculas presente.

Al llevar a cabo el aislamiento de esporas para su
sidentificacidén se encontrsd, gue por cada 100 g de suelo, hubo un
promedic de +/- S0 esporas. esto supone que la infeccidn por
esporas es importante pero no es la uUnica ya que posiblemente la
infeccidn por fragmentos de raiz de cacahuate de la cosecha
anterior o de otras plantas que contengan hifas de endomicorriza
VA contribuyen a la alta infectividad que se presenta.

Otra contribucidn importante de este trabajo es el haber
encontrado una especie no reportada para México hasta el momento.
Esta especie esta siendo estudiada en la E.N.C.B. del IPN por la
M. en C. Lucia Varela en el Dpto. de Ecologia Microbiana.

A partir del presente estudio se hace necesario incrementar
el conocimiente de la relacidn tripartita entre planta-honges
VA-microorganismos fijadores de N2 para su uso biotecnoldgico
adecuado, las vias de investigacidn que podrian abarcarse son las
siguientes:

adla dindmica de las micorrizas y las poblaciones de
Rhizobium a diferentes profundidades del suelo, asi como el
comportamiento de los nutrimentos presentes.

bl)Estudios estacionales para determinar la concentracidn de
esporas, micorrizas vy rhizobia, en relacién a las condiciones
edafoldgicas y climiaticas.

c)Diferenciacidn y utilizacidn de esporas viables.

ddIdentificacidn a nivel de especie de las micorrizas

presentes.
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APENDICE

DETERMINACION DE TEXTURA POR EL METODO DE BOUYOUCOS
CValdés, R. M., 19863

-Pesar S0 grs. (finad) ¢ 100 grs. C(arenosad) de suelo previamente
tamizado Cabertura de malla Zmm.>

-Eliminar la materia orginica agregando perdxido de hidrogeno al
30 % (15ml. por cada S0grs. de suelod

-Dejar secar durante 24 horas a 80 e,

-Dispersar la solucidn de 15 a 20 minutos en una batidora.
—Transferir la muestra a una preobeta y aforar con el hidrometro
dentro hasta 1 130 ml. v 1 280 con agua destilada.

-Retirar el hidrdmetro y mezclar la muestra.

—Temar la primera lectura a los 40 segundos.

-Intreoducir el hidrdmetro y registrar la temperatura

-Dejar en reposo la probeta durante dos horas.

—Tomar la segunda lectura en forma similar a la primera.

Calculos:
Por cada grade arriba de 19.4 °C agregar a la lectura 0.38
unidades y por cada grado abajo de 19.4°C restar a la lectura 0.36

unidades.

Primera Lectura Corregida

X 100 = % de limo + arcilla
peso de la lectura

100 - % de limo + arcilla = % de arena

Segunda Lectura Corregida

X 100 = % de arcilla
peso de la muestra

Leer los porcentaje obtenidos en el triangulo de textura.
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DETERMINACION DE PH
CValdés, R. M., 1988

~Pesar S0grs. del suelo a examinar.

—Colocar en un vaso de precipitado de 250 ml.
—Agregar 150 ml. de agua destilada

~Dejar reposar la muestra durante 320 minutos
~Hacer la prueba en el potencidmetro

-Registrar los valores obtenidos.

SOLUCION NUTRITIVA DE JENSEN

Cvaldés, R. M. 1088

CaHPO4 1.0 g
KZHPO‘ 0.2 g
MgSO4' 7 Hzo 0.2 g
NacCl 0.2 g
FeCla &1 g
Agua 1.01
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METODO DE WALKLEY Y BLACK
DETERMINACION DE MATERIA ORGANICA Cvaldés, R. M., 1986)

—Colocar en un matraz erlenmeyer de SO00Oml 1 gr. de suelo.

—ARadir 10 ml de HZSO“ concentrado y seguir mezclando

-Dejar reposar durante 30 minutos.

—Simultaneamente realizar lo mismo con un blanco de reactivo (sin
suelod

-Diluir la mezcla a 200 ml con agua destilada.

—-Adicicnar 10 ml de HaPO4 al 85% y 30 gotas de difenilamina
Cindicador).

-Titular con una solucidn de FeSQ‘I N

Al principio de la mezcla debe tener un color verde obscuro
debide a los iocnes cromato, despues se desplaza hacia azul vy

finalmente vira a amarillo.

Calculos:

Eealizar los calculos por la siguiente ecuacidn:

% de materia organica = 10 €1 © D X 1.34
T

0
]

ml de disclucidn de FeSO‘ IN gastado por el problema.

ml de disclucidn de FeSO4 IN gastado en el blanco.
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METODO DE VERSENATO
PARA DETERMINACION DE CAPACIDAD DE INTERCAMBIO CATIONICO.

Cwvaldds, R. M., 1988)

—-Colocar 5 grs. de suelo en un embudo de filtracidén que contenga

un papel filtro
—-ARadir 5 veces C(10ml cada vez) CaCl2 Cdesechar este filtradod

-Afiadir 5 veces €10ml cada vez) alcohol etilico de 96°, Cdesechar
este filtrc)

—Agregar S5 veces (10 ml cada vez) NaCl 1N (guardar este filtradod
-En el filtrado anterior se titula el Ca por el metodo del
Versanato.

—Agregar 10 ml de solucidn amortiguadora de ph 10

—Agrgar S gotas de solucidén de KCN

—Adicionar S gotas de solucicn de clorhidrato de hidroxilamina.
—Ahadir 5 gotas del indicador negro de ericromeo T

—Titular con una solucidn de Versenato hasta que el color vire de

purpura a azul

Cdlculos:

Normalidad de EDTA = 9 B 20wl
ml de EDTA gastados

CIC Cmeg. por 1005 = ™ de EDTA X N X 100

g. de suelo
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AISLAMIENTO DE RHIZOBIUM A PARTIR DE NODULO
CVINCENT 1975)

-Utilizar nddulos de rafices frescas o almacenadas en refrigeracidn
4o

—-Cortar los nddulos dejando una porcidn de raiz adherida para
manipularlas

—Lavar perfectamente el nodulo hasta que se elimine el suelo
—Colocar el Clos) ndédduleo (s en etanol al 95% por 10 segundos.
—-Sumergir entonces el nddulo en HgCl2 al 0.1% acidificado por 1-30
mins. segun el tamaho del nodulo

~Lavar vigorosamente por leo menos seis veces con agua esteril

-Ze coloca el nddule en un tubo de ensayo con 1Iml de agua
destilada estéril v se aplasta asépticamente

—Tomar una asada del jugo lechoso y sembrarlo sobre una placa de
agar extracto de levadura manitol

-Incubar a 28 °C

-Despues de 4 & S dias revisar

-Purificar en caso de ser necesario (muy contaminado)

-Sembrar entonces en tubos con agar inclinado

-Registrar el aislamiento

~Identificar la autenticidad del aislamiento con Rhizobium por

prueba de infeccidn en planta o por su caracterizacidn
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COLORACION DE GRAM
SOLUCIONES UTILIZADAS

A Solucidn Cristal Violeta
Cristal Violeta 10g
Oxalato de Amonio 4g
Etanol 100g
Agua destilada 400g
B. Solucion de Yodo
Yodo 1g
Yoduro de Potasio 2g
Etanol 25g
Agua destilada 100g
C. Alcohol C(Yodatadol
Solucidn Yodo CBD Sml .
Etanol 95ml .
D. Colorante de Contraste
Solucidn al 2.5% safranina en etanol 10ml .
Adua destilada 100ml.
PROCEDIMIENTO:

—Preparar y fijar el frotis en la forma habitual
~Tefir con la solucidn A durante un minuto
-Enjuagar con agua y escurrir el exceso
—~Cubrir con soclucidn B durante un minuto, escurrir la soluciocn
—-Decolorar con sclucidn C el tiempeo suficiente para quitar el
excesco de colorante
—Lavar con agua ¥y escurrir
-Tefiir con solucidn D durante cinco minutos
—Lavar con agua, eliminar el exceso y secar
—Examinar directamente al objetivo de inmersidn
Las celulas Gram positivas toman un color violeta y las Gram

negativas un color rojo claro.
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COMPOSICION DEL MEDIO LEVADURA MANITOL DE FREED Y WASKMAN

Cwvaldés, R. M. 19285)

KHF’O4 0.5g
MgSO"?HZO 0.2g
NacCl C.1g
Manitol 10. 0g
Extracto de Levadura 0. 5g
Agar * 18.0g
Eojo Congo diluide 1:400 10.0ml.
Agua destilada 1000. Oml.

Ajustar el ph a 8.8 a 7.0 y esterilizar en autoclave a I i o

durante 15 minutos.
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SOLUCION FISIOLOGICA DE RINGER

NacCl 6 g
CaCl 0.1 g
KCl 0.1 g
Agua destilada 1 000 ml

pH 7.4 ajustar con NaOH
~Esterilizar a 120 °C durante 20 min

—Agregar:

Sulfato de Estreptomicina 200 mg
Gentamicina 100 mg
Sol. de Hzo2 alcalinizada

NH‘OH 3 ml
HO al 10% 30 ml

2 2
Agua destilada 567 ml

-51 no hay NH4OH disponible, agregar amonio comun

-La solucion debe prepararse al momento de utilizarse

SOLUCION DE FUCSINA ACIDA-ACIDO LACTICO

Acido lactico 875 ml
Glicerina 63 ml
Fucsina &cida 0.1 g
Agua destilada 63 ml
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EVALUACION DE RAICES MICORRIZADAS
CPHILLIPS Y HAYMAN, 19703

En el Manual *“Curso de Micorriza VA del Colegio de Postgraduados,
Chapingo®. Ferrera C., RB. (1885).

Para determinar el porcentaje de colonizacioén micerricica en
raices de plantas es necesarico evaluar microscopicamente la
morfologia interna de la micorriza VA:

a) Colocar las raices coloreadas, por lo menos 100 segmentos por
cada repeticidn.

b) Agregar de 1 a 2 gotas de lactofencl o© lactoglicerol en los
extremos de las raices.

c) Tomar un cubrecbjetos y dejarle caer suave y verticalmente
sobre la preparacidn

d> Eliminar las burbujas de aire.

2) Quitar el exceso de lactofenol o lactoglicerocl con un algoddn
humedecido en alcohol.

f2 Sellar hermeticamente la preparacidn, con esmalte transparente.

g) Con ayuda del microscopio dptice en el aumento de 100 X se
observa la presencia de las estructuras fungicas.

hd> La estimacidn del porcentaje de colonizacidén de las raices se
hace realizando al menos tres pasajes equidistantes sobre cada
segmento cuando una parte de la raiz atraviesa el campo dptico
del microscopio, si contiene hifas, vesiculas o arbtsculos,
independientemente del estado de intensidad de la
micorrizacidn, se le da el wvalor uno, para cada estructura, vy
dependiendo del numero de observaciones, se saca el porcentaje
de colonizacidn micorrizica:

_No de campos colonizados

colonizacion-No Total de Campos Obser. * 100
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METODO DE CLAREO Y TINCION DE RAICES MICORRIZADAS
CPhillips y Hayman, 1970; medificado por Kormanik, et.al., 19801
En el Manual *“Curso de Micorrizas VA del Colegio de Postgraduados,
Chapingo™ Ferrera C., R. (1985).

Kormanik, et.al. C1980) publicaron un procedimiente de clareo
¥y tincidn similar al de Phillips y Hayman, en donde se eliminan
los fenoles toxicos; su procedimiento ha sido igualmente efectivo

en el clareo y tincidn de un amplio rango de plantas hospederas:

2) Las raices después de ser cosechadas se lavan perfectamente con
agua y son procesadas frescas o fijadas en FAA para su tincidn
posterior.

b) Se les agrega KOH al 10% y se calienta 30 min a 10 libras de
presidn.

¢) Retirar el KOH.

dd) Enjuagar con agua destilada.

e) Sumergirlas en HCl al 10% y agitar por 15 min.

£ No lavar.

g2 Agregar la solucidn colorante, Fucsina acida.

J2 Las raices con la solucidn colorante se calientan por 20 min a
10 1b de presidn.

k> Para eliminar el exceso de colorante se ahfhade lactoglicercl

limpio.
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METODO DE EXTRACCION DE ESPORAS POR GRADIENTE DISCONTINUO DE

SACAROSA
CMERTZ, ET.AL. , 1979).

En el Manual “Curso de micorrizas VA del Colegio de Postgraduados,
Chapingo®. Ferrera C., R. (1985).
Por este método se obtienen grandes cantidades de esporas

libres de particulas.

a) Se realizan los pasos del ad) al e) del Metode Gerdemann y
Micolson (1963D.

b) Se wutilizan las fracciones de los tamices que se crean
convenientes para cada objetivo de trabajo.

c) Primer gradiente:

Las esporas son separadas de los restos de desecho usando el
gradiente de sacarosa al 30% Cw/v).

d) El material del tamiz se disuelve en 600 ml de agua sobre 200
ml de Sacarosa en un vaso de 1 1 procurando gque el gradiente no
se pierda.

e) Después de la solucidn, las esporas y los restos son colectados
en la interfase donde son recuperadas por aspiracion al vacio y
rapidamente enjuagadas en agua fria y centrifugando en tubos de
SO ml de 1-5 min a 1600 rpm en una centrifuga clinica.

f)> La parte sobrenadante se decanta sobre un papel filtro para
observar las esporas de esta fase.

gl) Segundos gradientes:

A la parte que queda en el tubo se le agregan 15 ml de agua
sobre 20 ml de sacarosa formando asi un segunde gradiente.

La duracién de centrifugacidn es determinada por la cantidad de
restos presentes.

h> El sobrenadante se filtra sobre un tamiz ¥y se enjuaga con agua
fria.

id> El material de cada una de las fraccicnes se pasa a papel

filtro para la observacidn de las esporas recolectadas.
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{ VARIACION | CUADRADOS | MEDIO 5% 1% |
| | _:_ i |
| TRATAMIENTOS| 24 | 1946202459 | 81091756.63 | 4,79 2.28 4.3579 I
| | ]
] i i i | I
ERROR | 43 | 90970603447 | 18565430.29 i |
] ' ' ]
I | | | ! {
ToraL I 72 23433908243, 47) | i |
i k=10747, 722
[
| £.4, 200,097 !
SNALIZES DE UARIANZS DEL CONTENIDO DE NITROGENQ FEMLIZADO A LAS FLANTAS DE CACAHURTE
DE SUITZUCO DE LOG FIGUERZA. GRD
' FUENTE DE | G, DE L. | SUMA DE | CUADRADO | FRECUENCIA | F OBSERV,
| UARIACION | i CUADRADOS | REDIO | 5% 17 | g
i i | | | |
'TRATAMIENTOS| 26 AR st 4,82 3,35 23253 |
| | | ] i
| | i { i f
| ERROR | 42 | 28339 | 0.87%7 : | !
| | | | | | !
| | ! i
| orotan | 68 | 7.543 | . | i
| H | | I |
f X=1, 0334 i
I i
; £.,224,78% |

RHALISIS DE URRIANZA DEL FESD SECD RERLIZADO R LAS PLANTAS DE CACAHUATE
Ik ‘ g

FROEADAS CON RISLADOS RCIDGS D

TR L1
LLS B AL

00 DE LOS FIGUERDA,

5RO, 4931, 7

i
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