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RESUMEN

La demanda creciente de alimentos y el problema de 1a
contaminacién ambiental, han determinado que en los dltimos
afos, se de especial atencién al proceso de Fijacién
Biolégica de Nitrégeno, particularmente al efectuado por la
asociacién Rhizobium~Leguminosa; estableciéndose que 1la
eficiencia de esta asociacién y el rendimiento de las
lequminosas puede ser nejorado mediante la utilizacién de
cepas y variedades seleccionadas, y que este efecto puede ser
limitado o favorecido por las condiciones ambientales.

Considerando lo anterior, asf como, la importancia que tiene
en nuestro pafis el cultivo de la soya (Glycine max (L.)
Merril) y los reportes que indican que el rendimiento de este
cultivo puede ser incrementade mediante la inoculacién y
fertilizacién nitrogenada simultdneas, pero que esta
respuesta varia con el tipo de cepa, de variedad y dosis de
fertilizante nitrogenado: en el presente trabajo se procedid
a evaluar el efecto de la fertilizacién nitrogenada sobre la
interaccién Bradyrhizobium japonicum-Glycine max (L.) Merril-
Suelo. Con tal fin se emplearon dos cepas de Bradyvrhizobium
Japonicum (FQ-9 y FQ-12), con estas se inocularon semillas de
soya variedad Jupiter; las semillas inoculadas se senbraron
en dos suelos diferentes (Feozem y Fluvisol), a los que se
les aplicaron los siguientes tratamientos: sin fertilizante,
superfosfato sdlo o superfosfato mds nitrato de amonio. Los
experimentos se realizaron en invernadero y a los 45 dias de
desarrollo se determiné la presencia o ausencia de nddulos y
el peso seco de la parte aérea. El contenido de nitrdgeno en
el suelo en forma de amonio y nitratos se determiné al tiempo
cero y después de la cosecha.

los resultados obtenidos permitieron confirmar gque las
caracteristicas del suelo influyen de manera decisiva en el



establecimiento de 1a simbiosis y en 1la fijacién de
nitrégeno, procesos que fueron totalmente inhibidos en uno de
los suelos en estudio (Feozem), el cual se caracterizé como
calcdreo, tipo de suelo en el que se reportan deficiencias de
fésforo, hierro, manganeso y otros nutrimentos. En tanto que
en el otro suelo (Fluvisol), se logré confirmar la eficiencia
y especificidad de las cepas, asi como la respuesta a la
fertilizacién nitrogenada que varié en funcién no sélo de la
cepa sino también del hospedero. Observandose que la cepa
FQ-9 en asociacién con la variedad Jupiter (que es una de las
variedades que mas se cultivan en México), es tolerante a
nitratos y-que en presencia de nitratos no sélo es capaz de
fijar nitrégeno sino que su rendimiento es mayor a cuando se
aplica sélo el inoculante o sélo el nitrégeno mineral



1.0 INTRODUCCION

La soya (Glycine max (L,) Merril), es una leguminosa, gue en
México fue introducida por primera vez en 1911, y fue hasta
1958 que se inicié en forma comercial, sembridndose una
superficie de 300 hectdreas. Apartir de entonces su cultivo
ha aumentado de manera impresionante, llegando a sembrarse
282,000 hactdreas en 1992.

La importancia de la soya radica en que puede ser una fuente
alternativa de proteina en la dieta del humano, debido a que
su calidad proteica es considerada como la mejor del reino
. vegetal, semejante a la proteina animal.

Otro aspecto relevante de la soya Yy en la mayoria de las
leguminosas, es que son capaces de establecer una relacidédn
" simbidtica con bacterias del género Bradyrhizobium vy
Rhizobium, las que tienen la capacidad de formar nédulos en
las rafces de las plantas y fijar nitrégeno atmosférico.
Estos microorganismos al estar asociados con las plantas
utilizan como fuente de energia los compuestos orgdnicos
(fotosintatos) producidos por el hospedero, Yy reducen el
nitrégeno atmosférico a amonfaco, forma que es utilizada por
la planta y por los mismos microorganismos para la sintesis
de proteinas, lo que determina el aumento en el desarrollo y
rendimiento de las leguminosas, asi como, en el contenido de
nitrégeno en el suelo.

con objeto de mejorar este tipo de interaccién y los
beneficios que derivan de 1la mnisma, se introdujo 1la
tecnologia de 1la inoculacién, también conocida como
fertilizacién bioldgica, que consiste en introducir cepas
bacterianas seleccionadas por su alta capacidad fijadora de
nitrégeno. Esta tecnologia permite reducir el uso de
fertilizantes quimicos nitrogenados, los que debidos a 1la



ecrisis energética actual, han tenido un aumento drdstico en
su costo.

No obstante lo anterior, se debe considerar que el éxito de
la fertilizacién biolégica, depende del establecimiento de
una simbiosis eficiente, la cual es regulada por la bacteria,
por el hospedero, por los factores climdticos como:
temperatura, humedad, intensidad luminosa y perfodo ‘de
luminosidad, as{ como por, los factores eddficos, tales como:
textura, pH, contenido de materia orgédnica y de nutrimentos
en general. En relacién al contenido de nitrégeno orgdnico e
inorgdnico presente en el suelo, se ha establecido, que
cuando se encuentra en forma disponible en altas
concentraciones este elemento inhibe el establecimiento de 1la
simbiosis Rhizopium-Leguminosa, lo que se manifiesta por 1la
reduccién de: nimero de nédulos, masa nodular, actividad de
la nitrogenasa y consecuentemente del proceso de fijacién
bioldgica de nitrégenoc. Asimismo existen numerosos reportes
que indican que en suelos deficientes en este elemento, es
necesario aplicar una pequeila docis de fertilizante mineral,
especialmente en la primera etapa del desarrollo de las
leguninosas, cuando los nédulos emplezan a formarse y no han
iniciade su actividad fljadora de nitrégeno, por lo gque la
planta y las mismas bacterias abastecen sus necesidades de
nitrégeno del que le proporciona el nitrégeno mineral ahdadido
al suelo, considerdndose este pequeiio suplemento como una
dosis de arranque que favorece el desarrollo inicial de la
planta, el  establecimiento de la simbiosis eficiente vy
consecuenterente en un buen rendimiento.

Por otra parte, también se sabe que el nitrégeno asimilado
por la soya deriva en 60% de la fijacidén bioldgica de
nitrégeno y en un 40% del suelo, lo que indica gue en suelos
deficientes de nitrégeno, para asegurar el buen rendimliento
de este tipo de cultivo, ademds de aplicar el inoculante, es
necesario asegurar la presencia de cantidades adecuadas de



nitrégeno mineral en el suelo, cuya adicién en ocasiones
puede limitar la fijacién bioldgica de nitrégeno. Lo anterior
ha conducido al estudio y seleccién de cepas bacterianas que
toleren altas concentraciones de nitrégeno mineral y que en
presencia de este conserven su capacidad para infectar a la
leguminosa, formar nédulos y fijar nitrégeno. Por lo que en
este trabajo se pretende establecer el afecto de diferentes
dosis de nitrégeno en la interaccién Bradyrhizobium
Japonicum- Glycine max (L.) Merril; para ello, se emplearon
cepas previamente seleccionadas con wuna alta capacidad
fijadora de nitrégeno y la variedad de soya Jupiter, con la
que en estudios previos se ha determinado establecen
simblosis eflcientes, los experimentos se condujeron en
invernadero en presencia de dos tipos de suelos



2.0 GENERALIDADES

2.1 Aspectos Generales de la Soya

2.1.1 Importancia

La soya es un cultivo de importancia mundial, por sus
propiedades alimenticias e industriales, se le considera como
una buena alternativa para satisfacer el déficit de proteinas
Y aceite de consumo humano; ademds de ser una fuente de
proteina barata.

La semilla de soya contiene un promedio de 36% de protefina y
18% de aceite. (Sdnchez, 1988)

La semilla verde contiene vitamina A, buena cantidad de la
vitamina B y riboflavina.

El forraje y la semilla son ricos en minerales tales como el
potasio, fésforo, calclo y fierro. (Crispin y Barriga, 1990)

2.1.2 Usos

La soya puede usarse como forraje y como abono verde. E1
forraje constituye wuna fuente de proteina para 1la
alimentacidén del ganade, que influye en una mayor produccién
de leche, grasa y carne. Como abono verde se enmplean
variedades gue producen grandes cantidades de materia verde.

El aceite de soya es empleado principalmente para elaborar
manteca, margarina y aceite para cocinar. En mantecas, el
aceite de soya es combinado con otros aceites y grasas.

La soya también se usa para la elaboracién de otros productos
alimenticios como harina, leche, carne, cereal, galletas,



pan, tortillas, alimento de infantes, dulces, salsas, etc.
Generalmente los productos derivados de la soya no se usan
solos, sino como complementos de otros alimentos, para
aumentar el contenido proteico. (Barriga y Nieto, 1983;
Crispin y Barriga, 1990)

También se emplea para la obtencidén de derivados como: lacas,
jabdnes, lecitina (que es usada como agente hidratante y

estabilizante en  alimentos, cosméticos, medicamentos,
pldsticos y detergentes), etc... (Herndndez y Meza, 1987;
SARH, 1982)

2.1.3 La Soya en México

La soya fue introducida por primera vez a México en el afio de
1911 por la Secretaria de Agricultura y Fomento en forma
experimental, pero no tuvo éxito debido a que los campesinos
no mostraron interés y los trabajos fueron abandonados. En
1928 se volvié a experimentar con algunas variedades en
terrenos de la Escuela Nacional de Agricultura en Chapingo,
Edo. de México.

En 1932 se iniclaron trabajos en Veracruz por el Centro de
Agricultura del estado en campos de Jalapa, Las Animas,
Tecomulca y el Carrizal, donde se logré la adaptacién de
algunas variedades. Con estas variedades se experimento de
nuevo en 1937 en un Campo Agricola e Industrial en
Tlalnepantla, Edo. de México dando buenos resultados, pero
otra vez se tropezé con la resistencia de los campesinos, que
no tenfan mercado para su producto, ni lo podfian utilizar
para la alimentacidén o para la industria.

En 1942 la Direccidén General de Agricultura, de la Secretaria
de Agricultura y Fomento inicié otros experimentos en los
estados de México, Querétaro, Guanajuato y Jalisco; en este
mismo afio el Banco Nacional de Crédito Ejidal importd semilla



de los Estados Unidos, para sembrar en la Comarca Lagunera,
siendo también un fracaso. (Yepez, 1988; Saules, 1986)

Fue hasta 1959 que el cultivo de la soya se inicid a escala
comercial en el Valle del Yaqui, Sonora; en este mismo estado
el cultivo continuo a la costa en 1960 y al Valle del Mayo
en 1961; luego se extendié a Jlos Valles de culiacdn, del
Fuerte y del Carrizo en Sinaloa, en 1962, 1963, 1964
respectivamente. Extendiéndose mdg tarde las siembras a otras
partes del pais como la regién de Delicias, Chihuahua en 1967
y al sur de Tamaulipas en 1969 (Barriga y Nieto, 1983)

La superficie sembrada en Sonora durante 1958 fue
aproximadamente de 300 hectdreas, y a partir de entonces su
cultivo aumenté en forma importante como se observa en las
tablas 1 y 2.

Durante el periodo de 1959 a 1979, se registré en el pais una
produccién acumulada de 3.1 millones de toneladas de soya,
con un valor total de produccién de 18,937 millones de pesos;
lo que demuestra la importancia econémica de la soya en
México, ya que promovié el desarrollo de la industria
alimenticia humana’ y animal (Barriga y Nieto, 1983),
originando mayores necesidades de, producecién de este grano,
como se puede observar en la tabla 2.

Aun cuando la produccién de la soya ha aumentado
considerablemente y de que las condiciones ecolégicas y
técnicas agricolas hayan causado rendimientos por hectdrea
sinilares a los obtenidos a nivel mundial (Tabla 2), 1la
produccién de esta leguminosa actualmente cubre
aproximadamente solo el 50% de las necesidades, por lo que el
Banco de México reporta importaciones para 1990 de 896 mil
toneladas y para 1991, 1,489 mil toneladas. (SARH, 1992b)



TABLA 1

CULTIVO DE LA SOYA EN MEXICO 1958~ 1980
(CRISPIN Y BARRIGA, 1990)

ANO SUPERFICIE SEMBRADA (Ha
1958 00
1959 1,600
1960 2,570
1961 8,363
1962 28,532
1963 9,000
1964 12,000
1968 124,000
1969 152,000

1970 - 1979 300,000/a0
1960 130,000




TABLA 2

SERIE HIST6RICA DELASOYAEN ME‘XICO. 1980-1992

(8ARH, 1992a; SARH 1992b; SARH 1992¢)

10

PRODUCCION {2
M

AENDIMIENTO (9)__|

_ SUPERFICIE {1
ARO m@‘tﬁmﬁ CRRGIORAL | MNDAT
1980 130 a2 { 80,000} 2.09 11.50)
1981 707 { 88,500) 1.85 {1.80)
1962 661 { 93,200) 1.69 {1.80)
1983 o8 ( 79,400) 1.76 (1.60)
1584 685 { ©0,200) 178 1170
1685 . 928 (101,100) 178 (.70
1086 708 { .94.200) 1.86 {1.80}
1967 488 470 828 {100,200 1.76 {1.90)
1988 158 139 226 { 83,500) 1.63 (1.79)
1989 808 490 892 (106,900) 2.02 (1.88)
1990 297 2858 575 {106,600) 201 {1.92)
1891 348 342 725 2.10
1992 282

{1) miles de hectdreas
{2) miles de toneladas
{3) tonelad as por hectdrea

* datos de

Y
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En México la soya se cultiva en dreas de riego y de temporal;
correspondiendc el mayor porcentaje (90%) a condiciones de
riego y en menor proporcién a temporal, obteniéndose en ambas
condiciones un rendimiento cercano a los 1900 kilogramos por
hectdrea . (SARH, 1989)

Las primeras siembras de temporal se hicieron en los estados
de Veracruz, Chiapas, Campeche, Jalisco y Yucatdn; y las de
riego en los estados de San Luis Potos{, Nuevo Leén y Baja
california Sur durante 1978. Al aifio siguiente se iniciaron
las siembras de temporal en Nayarit y Oaxaca, y las de riego
en Coahuila. (Barriga y Nieto, 1983)

Los principales estados productores de soya a nivel nacional
son: Sonora, Sinaloa, Chihuahua y Tamaulipas; ¥y se ha
extendido mds lentamente al centro y sur del pais a los
estados de Veracruz, Coahuila, Jalisco, Guanajuato, Chiapas y
Yucatdn. Por su alta adaptabilidad, as{ como por su
rentabilidad, este cultivo se ha colocado en situacién
ventajosa con respecto a otros cultivos. (Barriga y Nieto,
1983; Yepez, 1988)

De 1959 a 1969 en México se sembraron unicamente variedades
americanas de soya, sin embargo de 1970 a 1980, gracias a las
nuevas variedades originadas por la investigacién agricola
nacional, se logré que el 80% del d4rea ocupada por esta
leguminosa en los diferentes estados productores se sembrara
con hibridos obtenidos en México. (Barriga y Nieto, 1983)

Las variedades que actualmente se siembran en las diferentes
regiones del pals se observan en la Tabla 3.

2.1.4 Clasificacion Taxonomica

La soya Dpertenece a la familia Leguminosae, subfamilia
Papilionidea y al género Glycine: este género comprende de 12



TABLA 3

DE LA REPUBLICA EN DONDE SE CULTIVA SOYA. QUE SE Y ALGUNAS C/ TCA!
ESTADO REGIGH cicLo o€ |wooauap|  Erocane EPOCADE | REFERENCIA
SIEMBRA
Baja Calfomia Valla da Mexicel Cajeme 120 15Jun. 815 i, i1}
| . Noce
cami i Vi B
Norte, Centro y Cosa Sphtar 105 0270 t5Jun.at5a4. | 155ep.a150ct. @374
UFV=1
Santa Rosa
Tepachuts 06
Colima Tecomin Jpiar Temparat 150, [r:)
UFV—1
Chispas svera—Varano
Conta do Chiapas y pier 1002125 702100 Tamporal 20dun. a250d. ] 150ct. a30Nov. @.5v6
Saconusco, UFV-1
Mpios. Suchise, Santa Rosa
Hgo. Tapechuiz 66
y perwe de Tapachuta Harz — 9100
Mpic. de Tuxta Sipter 1168125 702100 1J0. 23030, | 1Nov. a0 Nov. @
Cheo y pate UFV-1
deTaspachula Sanm Rosa
Tapachula B8
Coetral Llpinw 1108125 ‘70100 1 &, 21521 1Nov. a30Nav, 2y3
Mpio. ds Vilafiores Tapachuia 068
UFV—-1{
Visoja
os. de Ocoz: Alphwr 110a 128 702100 Inio Tem| 1 Nov. a 30 Nov. ()]
Cniaps y Squipilas UFV-1 430 . ( ']
Tapachuls 68 ael 1 al15ds )
Cicla Crofo~Invierno
{ a, Jiprimr 1"s 702100 Hum Resicdusl { 200ct. a25Nov. | 20 Feb. a 25 Nov. [t}
ua, Huota UFV-1 100
y Vila Comattin Santa Rosa 110
Tapachula 85 125
Soconuco Tapachula 88 100 110 Riego 25Dic. a20Ens. 1 Abr.a 30 Abr, aye
Alpiter

2i



TABLA 3

ESTADOE DE hA REPUBLICA MEXICANA EN DONDE SE CULTIVA SUYA. VAREDADES QU SE RECOMIENDAN Y ALGUNAS CARACTERISTICAS,

ESTADO

REGION

VAREDADES

acLo
[ VEGETATIVO,

DENSISDAD DE
SHEMBR,

A

‘MODALIDAD

EPOCA DE
SIEMBRA

EPOCA DE
COSECHA

Chihuahua

130 2165

130 ates

#0a 100

‘80 a 100

1 May. a15dun.

185um. a5 sl

2 Sep. a0 et

1Nov. a 150w,

@y3

@3

Coanula

Lataguna

Fiego

1May.a15.4un.

20Sep.2300ct.

(V]

ElBayo

15 4un. at5 Jil.

Cclo Pomavera - Vecano
Tiarra Cabants, Iguala y
Cosms:

15Jun. a15 3.

Vaiie 08 GUATNaNS

1 Nov. a 30 Nov.

RrY3

15Jun, 230 .en.

£l



TABLA 3

ESTADOS DE LA REPUBLICA MEXICANA EN DONDE SE CULTIVA SOYA, VAREDADES QUE SE RECOMIENDAN Y ALGUNAS CARACTERISTICAS.

ESTADO Eﬂ&‘ VANEDADES o DENBISDAD DE | MODALIDAD éPmE £poCcA DE REFERENCIA
- i SIEMBRA COSECHA .
{
Michoacan El Bajo Cajeme Risgo 15Abr. at5dum, @
Towbisw
Davis
Amunee y Apatringin Cajams 104,231 Wl @
Towixaw
[ d
Sanm Rosa
UFV-1
Nuevo Leda Ciclo Primavera — Verano
Reglones de China, Jiphar 120 7 tod. 230l § 1Nov. a30Nov. QY3
Los Ramones y Pesqueria
Naywit Cozta Sanslona 77 110 Temporal 15Jun. atSad. L]
Culacan 13
Tamanila 100
Bragg 1"t
Davis 110
Quirrtana Roo Cen¥yoy Sur UFV—1{ 18.Jun. 2 30 Jd. @
Sipier
Cosm ] 1 Dic. a3 Die,
SanLusPoosi | Ciclo Primavera — Verano
La Husswca Potsina Aipir 1% ] Tdun.aibad. | 150ct a15Nov. 23y10
UFV-1
SantaRosa
Martz- 0190
Tapachula-38
. Ciclo Ot — Inviemo
Les Husswcas Aiphwr 120 50 1 Dic. a 31 Dic. 1 Abr. a 30 Abr, R.7y8




ESTADOS DE LA REPUBLICA MEXICANA EN DONDE SE CULTIVA SOYA,

TABLA 3

QUE SE RECX

Y ALGUNAS C,

ESTADO

EPOCA DE
SIEMBRA

EPOCA DE
COSECHA

Sinsioa

Cicio Pomavera ~ Verano
Vale de Camizo

Vale del Fuertm

Valle ¢ Culiacén

Cxclo Otofio = Invemo
Vale ds Cubacén

Vaile del Fusite

1252136

1108130

1202130

1102130

110

Riego

1May.a30.dun.
1 May. a15un.

1May.a20dn,

15May. & 30 Jun.

1Dic.a 200

1Dic. a{5De.

10ct. a 15Nov.

1Sep. 28300t

150ct. 210Dic.

15 Mar.a 15 Abr.

3t Mar. a 25 Abr.

2.3t1y123

2.3,11y12

@311y12

@.r.80y13

@R.2.811y13




TABLA 3

DE LA REPUBLICA EN DONDE SE CULTIVA SOYA, VARIEDADES QUE SE RECOMIENDAN Y ALGUNAS CARACTERISTICAS,
. . .
ESTADO REGION VARIEDADES cicLo DENSISUAD DE | MODALIDAD EPOCA DE EPOCA DE REFERENCIA
SIEMBRA SIEMBRA COSECHA
Sonara Ciclo Pranavera — Verano
Valle del Yacul, Mayo y Cajeme 130 x130 70a 80 Rego 1May.a1S&n. | 15Sep. 230 Oct. @.3y4
Guaymas Davis
Vale del Yaquly Mayo Teabise 130at40 | ° am Rego 15Abr. a15May. | 155ep.a200ct. [ 2.3.4,14y15
Cajems 1May. ai1S&in,
Suaqui- 86
-88
Davis
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TABLA 3

ESTADOS DE LA REPUBLICA MEXICANA EN DONDE SE CULTIVA SOYA, VARIEDADES QUE SE RECOMIENDAN Y ALGUNAS CARACTERISTICAS.

ESTADO REGION VARIEDADES Lo DEMSISDAD DE | MODALIDAD £poca DE EPOCA DE REFERENCIA
, SIEMBAA COBECHA
= -
‘ Veracuz CQicio Pimevera — Varano
Cu ajp UFV-1 120 o5 Tamporal 1Ju. 21558p. 1Nov. ai1SEne. Ry
y Cuenca del Rio Kpimr o
Puciras Nogras. Jopiwr 126 o5 153Jun. &30 4. 1Cct. 2 30Nov. <))
Medelinn y Cardel Tepachula-85
Cicio Otofo —~ invieno
Les Huasecas Jipher 120 0 Hum Residual 1 Dic. a 31 Die_ 1 Abr. a 15 May. R.7y8
Yucstan ‘Muna, Orantey Sur Jipriee 130 7am Temporal 15an.81544. | 15Sep. 2150ct. ®”yy
REFERENCIAS
1) SARH, 1967 10) SARH, 1990
3 Crispiny Bamga. 1990 H} Lopés gal.. 19800
3 SARH, b 12 Hemindez of al.. 1965
4) Samiga y Niswo, 1963 13) Puredes st al. 1904
S Rmagsl.1 14) Castiio gl , 1906
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a 15 especies, de las cuales Glygine max (L.} Merril es la de
mayor importancia econdmica.

2.1.5 Origen e Historia

Se considera que la soya es originaria de las provincias del
noreste de China.

La forma cultivada (Glycine max (L.) Merril) deriva del
progenitor Glycine ussuriensls, especie cultivada que crece
espontdneamente en Corea, Japénh, Talwdn, norte de China y las
zonas colindantes de la Comunidad de Estados Independientes
fantes URSS). (Venturi y Amaducci, 1988)

Hymowitz (1950) (citado por Yepez, 1988} determinSé mediante

estudios citogenédticos que G. max y G. ussuriensis son la
misma especie.

La cita mds antigua del cultivo de la soya estd contenida en
el Pen Ts'ao Kang Mu ({publicacidén médica que describe las
plantas chinas) del emperador Shen Nung, cuya fecha de
publicacién se remota al afio 2838 antes de Cristo..

La soya es considerada una planta esencial para la
civilizacién china, siendo 1la leguminosa cultivada mas
importante y junto con el arroz, trigo, cebada y mijo, uno de
los cinco Wua Xu {granos sagrados). {Venturi y Amaducci, 1988)

Hierndndez (1950) (citado por Yepez, 1988) afirma gue la soya
fue llevada de China a Japdn y después a Eurcpa.

En Europa el interés por la soya comienza a principilos de
1900, pero ya anteriormente en el Jardin Botédnico de Paris
{1740) y en el Jardin Real de Kew, Inglaterra (1790) habian
sido cultivadas semillas traidas por los misioneros desde
China. {(Venturi y Amaducci, 1988)
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En Norteamérica fue introducida por Samuel Bowen en 1765, Los
primeros estudios y plantaciones que se hicieron en Estados
Unidos, fueron con fines de utilizacién forrajera. No es
hasta después de la Segunda Guerra Mundial que adquiere -
importancia en la ‘utilizacién industrial, como suministrador

de aceite y proteinas. (Venturi y Amaducci, 1988; VYepez,
1988)

En Latinoamérica, s6lo algunos pafses tales como Brasil,
Argentina, Paraguay y México 1a cultivan extensamente, en
tanto que en los otros se siembra eventualmente © con fines
experimentales (SARH, 1992c)

2.1.6 Descripcidén Botdnica

Planta herbdcea, anual; ralz pivotante; talle erguido o
rastrero, bien ramiffcado, con una altura entre los 45 cm y
180 cm; con hojas trifoliadas, raramente pentafoliadas. Tanto

¢l tallo como las hojas y wvalnas suelen ser mds o menos
pubescentes,

Rafz ~ el sistema radicular esta formado por una raiz
principal gque puede alcanzar hasta 2m de profundidad, sin
penetrar por debajo de la capa arable; de esta se originan

las raices secundarias y ‘terciarias, con muchos pelos
radicales.

Tallo - es erguido y bien ramificado, en algunas variedades
el tallo es rastrero. De acuerdo con 1la reaccién de 1la
variedad al fotoperfiodo y a su hdbito de crecimiento, este
puede ser: dQeterminado cuando el talle termina en un racimo
floral que origina las vainas; o indeterminado en el cual el
tallo continua creciendo a medida que produce flores y
vainas.
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Hojas - son de diferentes tipos: Dos cotiledones de forma
semicircular, las cuales contienen la reserva de energia
hasta que la planta se vuelva autétrofa; durante los primeros
estadios amarrillean y caen. Dos hojas simple unifoliadas,
opuestas, gque salen del nudo inmediato superior de los
cotiledones, estas son de forma ovalada coh peciolos largos.
Las hojas siguientes a las unifoliadas y todas las
posteriores son trifoliadas, alternas; los foliolos tienen
borde entero y forma variable de alargada a oval o forma de
lanza, con una longitud que va de 4 a 20cm de largo y 3 a
10cn de ancho.

Las hojas se vuelven amarillas al llegar a la maduracién y
normalmente caen antes de que las vainas estén nmaduras y
cuando la semilla tiene todavia bastante humedad.

Flores ~ son de color blanco, violeta o con base violeta y el
resto de la corola blanco, miden entre 5 y 7 mm de longitud;
son de fecundacién autégama (el polen producido dentroc de una
flor fecunda el ovario de esa misma flor).

La flor tiene cdliz tubular, corola dividida en cinco
pétalos, diez estambres y un ovario generalmente con dos o
cinco évulos, los estambres rodean, el pistilo.

Inflorescencia ~ en forma de racimos, con un numero de flores
entre 8 Yy 16. En las variedades indeterminadas los racimos
son axilares, aparecen normalmente entre el cuarto o quinto
_ nudo y la floracidén progresa hac{ia la parte apical del talle
y de las ramificaciones, produciendo valnas distribuidas
uniformemente sobre el tallo y las ramificaciones y menos
espesas hacia la parte apical. En las variedades determinadas
son axilares y terminales, la floracidén comienza casi
simultdneamente en todos los nudos, terminando con un racimo
de vainas.
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El numerc de flores es casl siempre muy superior al de las
vainas producidas, con un porcentaje de abortos variables
entre el 20 y 80%.

Vainas ~ miden de 2 a 7 cm de largo y 1 cm de ancho,
ligeramente curvas o rectas, con las valvas constreiidas
contra las semillas; dehiscentes en variedades silvestres e
indehiscentes en variedades mejoradas, son pubescentes de
color amarillo p4lido, gris, caté o negro., Una vaina puede
tener de 1 a 5 semillas, pero mds frecuentemente se
encuentran de 2 a 3 senmillas.

Semilla ~ la forma varia desde casi esférica hasta achatada o
también ovalada; superficie lisa y de color verde, café,
amarillo, negro o combinacidén de estos colores, con un hilio
pequeno.

Las semillas son de peso variable entre 50 y mds de 400
miligramos con valores que oscilan entre 100 y 200 miligramos
en las variedades cultivadas para aceite. (Venturi y
Amaducci, 1988; Yepez, 1988; SARH, 1982; Crispin y Barriga,
1990; Scott y Aldrich, 1975; Saules, 1986; Sdnchez, 1988)

Los factores ambientales juegan un papel determinante en el
desarrollo y rendimiento de todos los cultivos. En el caso
particular de la soya el fotoperfodo determina el comienzo de
la floracién. La soya se considera como una planta de dias
cortos ya que es muy sensible a la duracién del dfa; el
perfiodo de oscuridad es el que controla el inicio de 1a
floracién., (Yepez, 1988; Venturi y Amaducci, 1988; Crispin y
Barriga, 1990). Los periocdos de oscuridad son determinantes
en la produccién de primordios florales, por lo que algunas
variedades requieren 10 o mds horas de oscuridad, y todas
florecen nds rdpidamente con perficdos de oscuridad entre 14 y
16 horas. Lo que hace que las variedades tengan un &rea de
adaptacién limitada en 1las que producen sus mis altos
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rendimientos y cuando son cultivadas fuera de esta &rea los
rendimientos decrecen. (Crispin y Barriga, 1990)

Existen variedades precoces y tardias. Las precoces estdn
adaptadas a latitudes altas, donde los dias son mds largos y
pueden florecer independientemente de las horas de oscuridad;
mientras que "las variedades tardias estdn adaptadas a dias
cortos, latitudes bajas y necesitan dfas por lo menos con 10
horas de oscuridad antes de comenzar la floracién. (Venturi y
Amaducci, 1988)

De acuerdo a la adaptacién a diferentes latitudes la soya se
ha clasificado en 14 grupos de maduracién que van desde 00,
0. I hasta XII, correspondiendo los primeros a los grupos del
ciclo temprano y los tltimos a los ciclos tardios. (Barriga y
Nieto, 1983)

En la tabla 4 se observan algunas de las variedades que se
cultivan en México y el grupo de madurez al que pertenecen.

El efecto de otros factores ambientales se describe en
pdginas posteriores en donde se analiza su accién no sélo
sobre el desarrollo de la soya sino también sobre 1la
interaccion con Bradyrhizobium Japonicum y el proceso de
f£ijacién de nitrégeno.

2.1.7 Plagas y Enfermedades.

Plagas - algunas de las plagas mds comunes de la soya son:
Trips Hercothrips phaseoli; gusano bellotero, Heliothis spp’
chinche apestosa, Euchistus spp y Nezaso sp; gusano falso
mediador de la soya Pseudoplusia includena:; gusano falso
mediador de la col Trichoplusiani; gusano soldado, Spodoptera
sp: gusano peludo, Estigmene acrea:; diabroticas, Diabrotica
halteata; colapsis o esquelotizadores, Colaspis brunnea y C.
hypochalara: periquito tricornudo, Spissistilus festinusg:



TABLA 4

VARIEDADES DE SOYA EN MEXICO Y GRUPO DE MADURACION AL QUE
PERTENECEN (BARRIGA Y NIETO, 1963)

VARIEDAD GRUPO ESTADOS DONDE SE ADAPTA
Tetabiate v Jalisco, Chihuahua, Sinaloa y Sonora
Forrest v Jalisco, Chiapas y Campeche
Bacatete v Sonora
Cajeme i Chihuahua, Coahuila, Sinaloa y Sonora
Davis Vi Chihuahua, Coahuila, Sinaloay Soncra
Hood vi Chihuahua y Sinaloa
Huites Vi Sinaloa
Mayo 80 vi Sonora
Yaqui 80 wi Sonora
Corerepe Vil Sinaloa
Bragg Vil Chihuahua
- Conchos Vil Chihuahua
Sanajona Vil Nayarity Sinaloa
Culiacan vil Nayarit, Sinaloa y Veracruz
Jipiter X Jalisco, Nayarit, Campeche, Chiapas, Oaxaca,

San Luis Potosl, Tamaulipas, Veracruz y
Yucatan

23
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picudo de la soya, Sternechus paludatug; torito de la soya,
Dectes texanus; chinche verde, Nezara yirudula; gusano
terciopelo, anticarsia gemmatalis. (Saules, 1986: Aviles,
1986)

Enfermedades - una enfermedad bacteriana comin es la " mancha
de 1a hoja " (Pseudomonas glycinea y B. solanacearum).

Entre las enfermedades de la soya mds comunes causadas por
hongos se encuentra: "mildiu velloso" (Peronospora
mashurica), "pudricién de rafz y tallo" (Phytophthora sp.,
Fusarium sp. y Rhizogtonia sp.), "marchitamiento"(Fusarium
sp.), t"antracnosis" (Colletotrichum sp.). vy ""mancha
violAcea". (Corcospora sp.).

También la soya es afectada por enfermedades causadas por
virus como: el “mosaico del frijol" y el “machismo". (SARH,
1976; Saules, 1986)

2.2 Fijacién Biolégica del Nitrégeno

La fijacidn biolégica del nitrégeno es el proceso en el cual
el nitrégeno molecular de la atmosfera (N,), es transformado
a amoniaco (NH3) por la accién de los microorganismos, para
que de esta forma pueda ser utilizado por las plantas.

Los microorganismos fijadores de nitrégeno se pueden dividir
en dos grupos: microorganismos no simbiétices y
microorganismos simbidticos.

Microorganismos no simbiéticos. Estos fijan nitrégens en
condiciones de vida 1libre, como ejemplos se tienen a:

Azotobacter vinelandii, Clostridium pasteurianum, Klebsiella
pneumoniae, Rhodospirillum rubrum, etc..
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Microorganismos simbiéticos. La relacién mejor conocida es la
que se da entre las bacterias del género Rhizobium vy
leguminosas, pero también se han descrito aguellas en las gque
participan:t el alga verde azul (cianobacteria) Anabaena
azollae y el helecho acudtico Azolla:; Frankia alnl que es un
actinomiceto que se asocia con el aliso y otras plantas no
leguninosas; asi como la relacién entre las bacterias del
género Azospirillum y diversas gramineas. (Brill, 1977;
ADIFAL, 1986)

La reaccién quimica en la fijacién biolégica del nitrégeno,
consgiste primero en romper el triple enlace de la molécula de
N», para que luego tres &tomos de hidrégeno se unan a cada
dtomo de nitrégeno. Las bacterias fijadoras de nitrdégeno
obtienen el hidrégeno de moléculas orgdnicas como la glucosa,
que es el principal azicar producido en la fotosintesis. El
medio acuoso de las células aporta los protones o lones
hidronio que se combinan con los electrones que son
transportados activamente y de estd manera, la glucosa es
oxidada (dona protones) y el nitrégeno es reducido (acepta
protones). Las dos moléculas no interaccionan directamente,
la ruta que las conecta es compleja y algunas de sus etapas
no han sido suficientemente exploradas. (Brill, 1977)

La conversidn de una molécula de N; en dos moléculas de
amonfaco, necesita de 12 a 14 moléculas de ATP. (Brill, 1977)

En todos los microorganismos fijadores de nitrégeno, 1la
enzima nitrogenasa es el agente responsable de la fijacién,
la nitrogenasa se encarga de catalizar 1la conversidén del
nitrégeno molecular en amonfaco. (Brill, 1981)

La enzima nitrogenasa esta constituida por dos protefnas
denominadas Componente I y Componente II. El Componente I
tiene un peso molecular de 220,000 unidades de masa atémica y
estd integrada por cuatro subunidades, cada una de las cuales
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es una cadena simple de aminodcidos; ademds contiene
veinticuatro &tomos de hierro y dos 4tomos de molibdeno (el
papel de estos dos dtomos de molibdeno es muy importante, ya
que parece estar en una parte del sitio activo de la enzima).
Y el componente II tiene un peso molecular de 55,000 unidades
de masa atdmica, esta formado por dos subunidades de proteina
y contiene cuatro 4dtomos de hierro.

En la fijacién de nitrégeno catalizada por la enzima
nitrogenasa, primero se efectida la reduccién del Componente
I1 de la enzima por una proteina transportadora de electrones
externa a la nitrogenasa; el Componente IXI reducido reacciona
con el ATP y reduce luego al Componente I: y finalmente el
Componente I reduce al nitrégeno molecular formando amonfaco.
(Brill, 1977)

2.2.1 Importancia de la Fijacién Bioldgica de Nitrdégeno

El nitrégeno es un elemento fundamental para los seres vivos,
porque forma parte esencial de las proteinas. A la vez es un
elemento abundante, dado que la atmésfera terrestre contiene
aproximadamente el 80% de éste en forma molecular (N3); pero
el nitrégeno atmosférico es inerte y no pueden aprovecharlo
la mayorfia de los seres vivos, por 10 que unicamente se
incorpora en los sistemas blolégicos cuando es fijado o
combinado con otros elementos como el hidrdgeno y el oxigeno.
(Brill, 1977; ADIFAL, 1986)

En la agricultura este elemento es muy importante para elevar
la produccién de 1los cultivos Yy poder satisfacer las
necesidades del consumo humano de alimentos ricos en
proteinas. En la mayoria de los casos, este es abastecido
mediante la aplicacién de fertilizantes nitrogenados, no
obstante, el crecimiento de la poblacién a nivel mundial, ha
determinado el agotamiento continuo de nitrégeno en el suelo
y la necesidad creciente del empleo de fertilizantes; lo que
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aunado a la crisis energética actual ha derivado en el
aumento drdstico en el costo de este tipo de fertilizantes,

Lo anterior ha dado pie al interés por la fijacidn biolégica
de nitrégeno en la agricultura, calculdndose que a través de

este proceso se incorporan al suelo 860 kg de nitrégeno por
hectdrea al afio

La fijacién de nitrégeno atmosférico que lleva a cabo 1la
relacién simbidtica Rhizobium-Leguminosa que como ya se
mencioné anteriormente es la mejor conocida, ha despertado un
gran interés debido a gue numerosas leguminosas se encuentran
entre los cultivos m&s importantes del mundo, debido a que
son fuente de alimento tanto para el hombre como para los
animales, este alimento es rico en protefnas, minerales y
vitaminas. (FAO, 1985)

Otra ventaja de las lequminosas es que parte del nitrdgeno
fijado es incorporado en el suelo , por lo que estas son
empleadas en la rotacién de cultivos, en sistemas miltiples
en los que se intercalan con otros cultivos o bien como
abonos verdes para otros cultivos. (FAO, 1985)

En el presente trabajo la leguminosa de interés es la soya
que establece relacién simbidtica con la  bacteria
Bradyrhizohjum Jjaponicum de la cual hablaremos a

continuacién.

2.3 caracteristica de Bradyrhizobium japonicum

2.3.1 Taxonomia

En la octava edicién del Manual de Bergey’s (1974) la familia
Rhizobiacea incluye dos géneros: Agrobacterium y Rhizobium.
Rhizobium ubicado en la parte VII; género que incluye a todas
las especies capaces de establecer una simbiosis de tipo
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mutualista con las leguminosas. A nivel de especie la

taxonomi{a de Rhizobium esta basada en la formacién de nédulos
con su leguminosa especifica.

Especie Planta Hospedera
R. meliloti alfalfa y trébol dulce
Rs trifoli trébol comin
R. leguminosarum chicharo, haba y lenteija
R.. phaseoli frijol
R. lupini lupino y soya
R.. japonicum soya
R. sp. cacahuate, frijol, lima,

jicama, arveja, coronada y
otras especies

Los estudios de taxonomia numérica y de composicién de bases
del ADN demostraren la conveniencia de revisar esta
clasificacién.(citado en cCérdoba, 1985; Herndndez y Meza,
1987)

Graham (1976) (citado por Elkan, 1984 ), expuso las
limitaciones de esta clasificacién:

1) Infeccidén cruzada. Los rhizobia que infectan un grupo de
leguminosas pueden ser, capaces de infectar y nodular a
plantas de grupos afines, observandose que en forma natural
o inducida; cada especie muestra cierto grado de infeccidn
cruzada.

2) Datos insuficientes de nodulacién. De las 14,000 especies
conocidas solo del B a 9 % han sido estudiadas desde el punto
de vista de nodulacién y solo del 0.3 al 0.4 % se han
estudiado con respecto a sus relaciones simbidéticas. Por otra
parte se tienen reportes de que Rhizobium puede formar
asociacliones simbidticas con no leguninosas,
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3) Escasez de datos biogquimicos. Muchos de 1los datos
bioquimicos derivan de estudios de un numero reducidos de
cepas, lo que dificulta la generalizacién del significado
taxonémico de diferencias bloquimicas.

Por estas razones en la novena, edicién del Manual de
Bergey’s el género Rhizobjum quedo dividido en dos géneros:
Rhizobium (de crecimiento rdpido) y Bradyrhizobium (de
crecimiento lento); otros criterios en los que se basa esta
clasificacién se describen en la tabla 5. (Jordan, 1984)

Del género Bradyrhizobium la dnica especie que se conoce es
Japonicum. A continuacién se describen 1las diferentes
especies de Rhizobium, asi como las leguminosas con las que
se asocian estos géneros. (Jordan, 1984; FAO, 1985)

Crecimiento Rapido Hospedero
Rhizobium meliloti Medicago, Melilotus y
Trigonella
Rhizobium leguminosarum
blovar. trifoli Trifolium spp.
biovar. phaseoli Phaseolue vulqaris v .
B, multifloris
biovar. vicea Pisum, Lathyrus, Lens y
vicia
Rhizobium loti Lupinus, Lotus, Anthyllis vy
ornithopus.

Crecimiento Lento
Bradvrhizobium japenicum Glycine max
Bradyrhizobium spp.
Bradyrhizobium sp. (Vignia) Vignia, otros géneros y

especies.

Bradyrhizobjium sp. (Lupinus) Lotus pedunculatug y .
lupinus sp.



CRITERIOS PARA DIVIVIA EL GENERO  Rhizoblk

(JORDAN, 1984)

TABLA S

EN

Rhizobl

a0

CRITERIOS

2

3)

4)

)

)

8)

Capacidad de nodulacién en

leguminosas independientamante.

que fije o no nitrégeno

Infeccién
Leguminosas tropicales
Leguminosas templadas

Crecimiento en Extracio de
Lavadura Manitol Agar (ELMA)
a) Répldo

b) Lento

En ELMA producen

a) Acidez

b) Alealinidad

Flagelacién

&) Peritrica

b) Subpotar

Carbohldratos de preferencia
a) Pentosas

b)Hexosas

Porcentaje de G + C ensu DNA

pH 6ptimo 6.0a 7.0

59a64
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El grupo de crecimiento rdpido se caracteriza por producir
enturbiamiento en medio liquido y colonias visibles en medio
sélido en un periodo de 3 a 5 dias de incubacién a 28¢C y el
de crecimiento lento requiere de 8 a 10 dias para producir
desarrollo visible, tanto en medio lfquido como sélido.

2.3.2 Caracteristica Morfoldgicas.

Las bacterias del género Bradyrhizobium son bacilos Gram
negativos, de 0.5 a 0.9 x 1.2 a 3.0 micras. Comunmente
pleomorfas en condiciones adversas de desarrollo. Los
cultivos viejos presentan grénulos de poli-,é? -
hidroxibutirato. No forman esporas. Méviles mediante un
flagelo polar o subpolar. Aerobias. La temperatura &ptima de
desarrollo es de 25 a 30°C sin embargo algunas cepas toleran
temperaturas de 30 a 42°C. El pH ¢6ptimo varia de 6.0 a 7.0,
aunque puede ser mds bajo en cepas procedentes de suelos
dcidos.

Las colonias sobre Extracto de Levadura Manitol Agar Sales
Minerales, son c¢irculares, opacas, rara vez traslucidas,
blancas raramente rosas, convexas, textura granular, no
exceden de un milimetro de didmetro y es considerada como una
bacteria de crecimiento lento, porgque su desarrollo se
observa despuds de 5 a 7 dias de incubacién a 28°C.

Son quimiorganotréficas, utilizando como fuente de carbono
diversos carbohidratos como: la glucosa, galactosa,
gluconato, glicerol, fructuosa, arabinosa y manitol; asf como
las sales de &cidos orgdnicos c¢omo: fumdrico, mdlico,
suceinico, citrico y pirudvico.

como fuente de nitrégeno utilizan preferentemente sales de
amonio. aunqgue también emplean nitratos y algunos aminocdcidos
como: glutamato, histidina, aspartato y prolina. (Jordan,
1984)
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2.3.3 Caracteristicas Asociativas

Bradyrhizobium es un microorganismo caracterizado por invadir
los pelos radiculares de plantas leguminosas de zonas
tropicales y algunas templadas; formando ndédulos en la raifz,
en las cuales la bacteria se encuentra como simbionte
intracelular. Todas las cepas presentan un rango de afinidad
con su huésped a lo que se le denomina "especificidad de
hospedero®. Las bacterias presentes en los nédulos
radiculares presentan formas pleomorfas (bacteroides), que
son responsables de la fijacién de nitrégeno atmosférico,
transformdndolo a una forma combinada (amonio) utilizable por
la planta hospedera. (Jordan, 1984)

2.3.4 Proceso de Infeccién y Formacidn de Nédulos

En la infeccién y desarrollo de los nédulos se han descrito
las siguientes etapas:

"Estimulacién de 1la multiplicacién de las bacterias en 1la
rhizosfera™®. Numerosos autores han reportado que las plantas
saecretan gran cantidad de azucares, 4cidos orgdnicos y
aminodcidos al suelo, estas sustancias al acumularse en zonas
cercanas a la raiz estimulan la multiplicacién de los
microorganismos como los rhizobia. (Herndndez y Meza, 1987;
Monterrubio, 1987)

"Reconocimiento superficial de los simbiontes" Dazzo (1981)
menciona que el reconocimiento entre 1la bacteria y el
hospedero es determinado por la lectinas de las leguminosas y
diferentes polisacdridos de la superficie del Rhizobium
especifico.

Currier y Strobel (1977) (citados por Herndndez y Meza, 1987)
caracterizaron a las glicoprotefnas o lectinas, atribuyendo a
estas sustancias la especificidad del hospedero.
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Sharon y Lis (1972) (citados por Herndndez y Meza, 1987;
Monterrubio, 1987) afirmaron que las lectinas del hospedero
se enlazan a los polisacdridos presentes en la superficie de
la bacteria, indicando gue esta combinacién se realiza de
manera andloga a la reaccién antigeno-anticuerpo donde parte
de la molécula de los polisacdridos bacterianos actuian como
receptores variables.

Bhuvanesivare (1977) y Mort Bover (1978) (citados por Peres y
vidor, 1980) atribuyen como sitio receptor en Rhizobium
Jjaponicum a la hexosa D- galactosa.

“penetracién de las bacterias a las raices" las bacterias

penetran por la pared celular del pelo radicular y forman un
tubo de infeccién:

vVarios autores han propuesto diferentes teorias:

Nutman (1956) (citado por Hernandez y Meza, 1987) propuso la
teoria de infeccién por invaginacién de la pared celular. En
este caso el crecimiento activo de la pared celular es
reorientado desde la punta del peloc radicular hacia el punto
de infeccién y el pelo radicular sigue creciendo hacia
adentro de sl mismo. La dificultad de este mecanismo es que
debe formarse un poro o apertura gue no se ha podido observar
en cortes al microscopio electrénico.

Fahraeus y Shalman (1977) (citados por Herndndez y Meza,
1987) menciopan la presencia de un polisacdrido extracelular
bacterianc, que induce una mayor actividad de la enzima
poligalactourcnasa producida por la planta, la que ocasiona
el ablandamiento de la pared celular radicular facilitando la
penetracién de la bacteria. Una vez que la bacteria penetra
hasta la membrana del pelc radicular, se inicia la formacidn
de un hilo de infeccién . Estos autores relacionan la
capacidad del polisacdrido bacteriano para aumentar la
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actividad enzimdtica de la planta con la especificidad de la
bacteria por la planta.

ftPFormacidén del nédulo", los tubos o filamentos de infeccidn
se desplazan hacia las células corticales de la rafiz donde
las bacterias son liberadas, provocando luego un hinchamiento
y la divisién de 1las células; dando como resultado la
formacién de un nédulo constituido por una densa masa de
células infectadas por la bacteria simbionte. (Brill, 1977 y
1981)

Las diferencias de tiempo en que aparecen los primeros
nédulos as{ como el nimero de ellos sobre la rafz son
regulados por el hospedero; también la nodulacién puede verse
afectada por los factores del medio ambiente.

Las bacterias dentro del nédulo se transforman en bacteroides
que corrasponden a la forma simbidética de las bacterias,
estas se alojan en las células del tejido nodular formando
hasta el 30% de la materia seca. La fijacién de nitrdgeno se
inicia cuando ocurre esta transformacién.

En los bacterocides se encuentra la enzima nitrogenasa que es
la responsable de la fijacién de nitrégeno.

El amonfaco producido por las bacterlas se combina con
compuestos carbonados derivados de la fotosintesis de 1la
planta, para producir aminodcidos que se van incorporando a
las proteinas vegetales.

tna particularidad de la nitrogenasa es gue los dos
componentes proteicos de la enzima se desnaturalizan por el
contacto con el oxigeno. En la relacién simbiética entre
Rhizobium-leguminosa, el oxigeno es atrapado antes que
alcance a las bacterias, por una protefna que se enlaza con
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el, la leghemoglobina, que es sintetizada en el tejido
vegetal de los nédulos. (Brill. 1977)

Bl que se establezca una relacién simbiética entre 1la
bacteria y la leguminosa no asegura gque la Fijacién de
Nitrégeno se 1lleve a cabo, porque una simbiosis eficiente
estd regulada por la interaccién de caracteristicas genéticas
de la bacteria y de la leguminosa, asf{ como de la influencia
que pueden ejercer los factores ambientales.

Los aspectos mas estudiados en esta simbiosis corresponden:
con respecto a la bacteria: infectividad, efectividad,
capacidad competitiva y capacidad de sobrevivencia en el
suelo; con respecto a la interaccién bacteria-lequminosa: la
interespecificidad y su respuesta a los factores ambientales
tales como, contenido de nutrimentos, pH, temperatura del
suelo, etc.

2.3.5 Factores Ambientales que Afectan la Fijacidén Biolégica
del Nitrégeno

Temperatura ~ las temperaturas éptimas para el buen
desarrollo y mdximo rendimiento de la soya corresponden a:
temperaturas diurnas entre 25°C y 30°C y nocturnas entre 18°¢C
y 25°C:; aungue algunas variedades pueden tolerar temperaturas
hasta de 4°C durante el desarrollo vegetativo.

La temperatura minima, méxima y 6ptima para la germinacién
son: 5°, 40° y 30°C respectivamente. En condiciones de
campo la temperatura minima del suelo para la germinacién es
de 10°C aunque la emergencia es muy lenta (mas de 15 dias);
la temperatura ¢éptima es entre los 18°C y 20°¢, germinando en
menos de una semana, y a temperaturas mayores de 35°cC,
disminuyendo el vigor y el poder germinativo de la semilla.

La floracién también se ve influenciada por la temperatura,
el inicio de la floracidén es inhibido a temperaturas por
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debajo de los 10°C y el rango dptimo tanto para la fase
vegetativa como reproductiva es de 26°C a 28°C; valores
superiores a los 32°C provocan desprendimiento de flores y
vainas, especialmente en condiciones de estrés hidrico.
(Venturi y Amaducci, 1988)

La temperatura dptima para el periodc de madurez es de 20°C a
33°C. (Yepez, 1988)

El efecto de la temperatura en la raiz es complejo ya que
puede variar dependiendo de la planta hospedera as{ como de

1a cepa de Rhizobjum..

Las temperaturas elevadas afectan los siguientes aspectos de
la interaccién Rhizobiup-Lequminosa.

1} El desarrolle y sobrevivencia de los rhizobia en 1a
rhizosfera.

2) La formacién de pelos radiculares.

3) La unidén de rhizobios a las células de los pelos de la
raiz.

4) La formacién los hilos de infeccién.

5) La estructura, desarrollo y crecimiento de los nédulos.

€) E1 contenido de leghemoglobina de los nédulos.

7) La actividad de la enzima nitrogenasa.

8) Y consecuentemente el contenido de nitrégenc y produccién

de materia seca de la planta nodulada. (Munérva y Wollum,
1981)
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Las temperaturas elevadas son, las causantes de 1la
disminucién del numero y peso de los nédulos formades, de la
actividad de la nitrogenasa del contenido de nitrégeno y de
la produccién de materia seca en la soya. (Munérva y Wollum,
1981)

La temperatura 6ptima para varias especies de Rhizobjum se
encuentra en el rango de 25°C a 35°C. Reportandose 27°C como
la mejor temperatura tanto para la soya como para 1la

nédulacién y la Fijacién Bioldgica de Nitrégeno. (Norris y
Date, 1976)

Humedad -~ la germinacién es la etapa mds critica en los
requerimientos de humedad, ya que una sequia prolongada o una
humedad excesiva son perjudiciales, Pero iniciado el
crecimiento tolera perfodos cortos de sequia y un perfodo
lluvioso no perjudica ni su crecimiento, ni su rendimiento.
(Crispin y Barriga, 1990)

En la fase vegetativa_el déficit hidrico provoca la reduccién
del nimero de hojas y el didmetro y altura del tallo, asi
como del crecimiento de 1la planta, hasta reducir 1a
fotosintesis y fijacién de nitrégeno.

El déficit hidrico durante la floracién provoca el aborto de
flores y vainas jovenes, pero si este déficit es corto y sdélo
afecta las fases iniciales, puede tener un perficdo de
floracién largo y con ello formar mayor numero de flores.

Cuando el suelo sufre deficiencias de humedad el rendimiento
de la soya es afectado en el momento del 1llenado de las
vainas, lo cual lleva a la pérdida de estas y en la fase
final da lugar a la reduccién del tamafio de las semillas.
Asimismo el contenido reducido o excesivo de humedad afecta
la sobrevivencia de 1la poblacién rhizobiana. (Venturi vy
Amaducci, 1988)
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La textura del suelo esta muy relacionada con la humedad, ya
que la textura influye en la infiltracién, permeabilidad,
capacidad de retencién y disponibilidad del agua. La
sobrevivencia rhizobiana es mayor en suelos con bajo
potencial de agua como en suelos mnigajén franco arenoso,
franco limoso y franco arcilleo arenoso, en tanto que en
arenosos o franco arcillosos 1la poblacién rhizobiana
disminuye. (Eaglesham y Ayanaba,1984)

No obstante Corzart (1982) y Weaber (1972) (citados por
Monterrubio, 1987) reportan una buena sobrevivencia

Bradyrhizobium japonicum en suelos arcillosos pH 6.0.

La soya crece en suelos desde arcillosos hasta ligeramente
arenosos, teniendo su 6ptimo desarrollo en suelos francos Yy
arcillo arenosos. (Yepez, 1988; Herndndez y Meza, 1987)

Luminosidad -~ la duracién del dia e intensidad de la 1luz
afecta el desarrollo de la planta y también en el numero de
nédulos; generalmente el peso de los nédulos aumenta con el
incremento de la intesidad de la luz y dias largos, y por el
contrario la falta de luz tiende a disminuir el peso de los
nédulos. (Monterrubio, 1987; Norris y Date, 1976)

EL pH - el pH adecuado del suelo tanto para el desarrollo de
la soya como para el crecimiento de Bradyrhizobium japonicum
esta entre 6.0 y 6.5, ya que por debajo de este se afecta el
crecimiento de la planta y a las bacterias filjadoras de
nitrégeno, en tanto que se han obtenido buenos resultados a
pH entre 8.0 y 8.5, (Alexander, 1980; Venturi y Amaducci,
1988; Crispin y Barriga, 1990)

En suelos demasiado alcalinos, puede desarrollarse una
clorosis generalizada en todo el follaje, que se controla
mediante la aplicaciém foliar de solucidn de sulfato ferroso;
este problema esta sujeto a la variedad ya que como se
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menciono anteriormente hay variedades que han dado buenos
resultados en pH de 8.0 y 8.5. (Crispin y Barriga, 1990)

Los suelos 4cidos. pueden reducir el desarrollo y rendimiento
de 1la planta, por el incremento en el suelo de la
concentracién de fierro, aluminio y manganeso a niveles
téxicos, disminuyendo la disponibilidad de calcio, magnesio y
molibdeno, afectando adversamente la nodulacién y fijacién de
nitrégeno. (Board y Caldwell, 1991)

Andrew (1978) (citado por Monterrubio, 1987) encontrdé que las
leguminosas tropicales son mds tolerantes a la acidez que las
de regiones templadas, por que son eficientes para extraer el
caleio.

La acidez también afecta el encurvamiento' de los pelos
radiculares de la planta 1o que impide la infeccidn.

Los niveles Gptimos de pH para el desarrollo son del orden de
6.8 a 7.2 para la rhizobia del trébol; 7.0 a 7.5 para la
rhizobia del alfalfa y de 5.8 a 6.2 para la rhizobla de
lupinos, lotus y leguminosas tropicales. (Norris y Date,
1976)

Elementos Quimicos:

Nitrégeno - las necesidades de nitrégeno en el cultivo de la
soya son muy elevadas especialmente las dos semanas dque
proceden a la floracién.

La planta es capaz de proveer sus proplas necesidades de
nitrégeno utilizando las dotaciones que el suelo le ofrece o
a través del nitrdgeno fijado simbidticamente; por lo que la
soya inoculada no necesita de la aportacién de fertilizantes
nitrogenados (Venturi y Amaducci, 1988); no obstante Harper
(1974) y Senaratne et al,, (1987), indican que esta
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leguminosa sdlo obtiene de 20% a 65% de su nitrégeno a través
del proceso de fijacidén, por 1lo que algunos autores
recomiendan efectuar la fertilizacién. E1l efecto de este

tratamiento sobre la asociacién Bradyrhizobium Japonicum-soya

se analiza posteriormente.

Fésforo - la soya absorbe fésforo durante todo su ciclo de
crecimiento; el periodo de mayor demanda se inicia poco antes
de que las vainas comiensan a formarse, contimia hasta
aproximadamente 10 dias antes que las semillas se hayan
desarrollado por completo. Pueden aparecer efectos de
carencia en las primeras fases de crecimiento, cuando el
sistema radicular estd todavia poco desarrollado. Una
disponibilidad adecuada de fésforo en el periodo de formacién
de la semilla influye positivamente en la produccién y en el
contenido proteico. (Venturi y Amaducci, 1988;Scott vy
Aldrich, 1975)

Gran parte del fésforo que necesita la soya es absorbido y
transportado después desde las hojas, tallos y peciolos a la
semilla. (Scott y Aldrich, 19785)

El fésforo también puede tener efectos indirectos sobre la
nodulacién, habiendose comprobado que una suficiente
disponibilidad de fésforo favorece la formacién y actividad
de nddulos lo que se traduce en mayor fijacién de nitrédgeno,
especialmente en la presencia de una adecuada pero no
excesiva dotacién de calcio en el suelo (caliza activa menor
del 15%). (Venturi y Amaducci, 1988)

Muchos de los suelos tropicales son pobres en fésforo
disponible, lo que hace necesario la fertilizacién fosfatada,
hablendo respuestas altamente significativas, las que se
manifiestan en el aumento en el numero de nédulos, de masa
nodular, de la eficiencia en la fijacién de nitrégeno y por
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lo tanto en el contenodo de nitrdgeno en las plantas y en el
rendimiento total. (Monterrubio, 1987; Norris y Date, 1976)

Potasio ~ la soya nacesita cantidades relativamente grandes
de potasio, ya que entre los cultivos de grano es una
consumidora fuerte de potasio, por gque la semilla contiene
una cantidad elevada de este elemento. (Scott y Aldrich,
1975)

La absorcién de potasio asciende al méximo durante el periodo
de rédpido crecimiento vegetativo y después decrece cuando
empiezan a formarse las semillas, finalizando de 15 a 20 dias
antes de que maduren; al llegar a la maduracién la semilla Qe
soya contiene el 60% del potasio de la planta. (Venturi y
Amaducci, 1988)

Calcio - el calcio adends de ser un elemento esencial para la
planta, es necesario para el proceso simbidtico de la
fijacién de nitrégeno. Por lo que las deficiencias de calcio
pueden disminuir la cantidad de nitrégeno fijado alterando el
desarrollo de la planta hospedera, la que presenta un aspecto
tipico de carencia de nitrdégeno. Cuando las deficiencias son
minimas, el efecto directo es sobre la simbiosis
interfiriendo en el encurvamiento .del pelo radicular. (Bowen
y Kratky, 1982; Alexander, 1980)

En terrenos con pH inferior a 6.0 (4cidos) el calclo facilita
la absorcién por la planta de fdésforo y potasio. (Venturi y
Amaducci, 1988)

Si el pH del suelo es de 6.0 o mds, es improbable que se
presenten deficiencias de calcio en la soya. (Scott y
Aldrich, 1975)

Magnesio ~ la soya no es muy sensible a una deficiencia de
magnesio.
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La_absorcién del magnesio por la soya puede reducirse por
fuertes aplicaciones de potasio o por la presencia de un alto
nivel de potasio en el suelo. (Scott y y Aldrich, 1975)

El magnesio es esencial para la fijacién de nitrdgenc y puede
tener efectos directos sobre la misma o indirectos a través
de un incremento en la fotosintesis y del crecimiento de 1a
planta. (Venturi y Amaducci, 1988)

Azufre - son escasos los informes sobre deficiencia de azufre
en la soya. Lla deficiencia de azufre produce en las
leguninosas sintomas parecidos a la deficiencia de nitrégeno.
Tales como achaparramiento de la planta y follaje con un
color gque va de verde pdlido al amarrillo (Scott y Aldrich,
1975; Norris y Date, 1976). Asimismo la deficiencia de este
elemento provoca disminucién en el numero, tamaiio y peso de
los ndédulos. Influye negativamente en 1la fijacidén de
nitrégenc y en la calidad del producto, puesto que un bajo
contenide de metionina (de la que el azufre es un componente
importante) constituye un factor que limita el valor
alimenticio de la soya. (Venturi y Amaducci, 1988; Norris y
pate, 1976)

La soya es mds sensible a las deficiencias de micronutrientes
que otras plantas cultivadas.

Cobre -~ la escasez de cobre esta relacionada con 1la
abundancia de materia orgadnica gque lo retiene bajo una forma
no aprovechable.

También se han observado escasez de cobre en suelos &cidos,
muy lixiviados y arenosos y en suelos calcdreos. (Scott y
Aldrich, 1975)

Fierro - este micronutriente, en el suelo es utilizado tanto
por los microorganismos, como por los vegetales. Forma parte
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de las dos proteinas que constituyen la nitrogenasa. En
condiciones de pH 4cido el fierro forma parte de la solucién
del suelo causando toxicidad la que se refleja en el bajo
rendimiento de la cosecha de leguminosas. (Herndndez y Meza,
1987)

ILa soya puede superar los sintomas tempranos de la
deficiencia de fierro, pero habra disminucién en el
rendimiento; en situaciones extremas algunas variedades
quedan achaparradas y amarillas, y por el contrario otras
variedades crecen normalmente. (Scott y Aldrich, 1975)

Paxa corregir las deficienclas de flerro se aconseja 1la
aspersidén foliar con quelatos de fierro o sulfato férrico
(0.5% a 1.0%). (Venturl y Amaducci, 1988; Scott y Aldrich,
1975)

Molibdeno - el molibdeno es un elemento indispensable para
los microorganismos fijadores de nitrégeno debido a que forma
parte de una de las proteinas de la nitrogenasa. (Venturi y
Amaducci, 1988)

Para las leguminosas, la deficiencia de este elemento provoca
la formacién de nédulos inefectivos en la fijacién de
nitrégeno.

En los suelos muy Acidos y dcidos la utilizacién de molibdeno
por la planta es minimo, por lo que en este caso es
recomendable un tratamiento de la semilla con molibdato de
sodio y molibdato de amonio. (Venturi y Amaducci, 1988; Scott
y Aldrich, 1975). También se recomienda agregar cal para
elevar el pH y hacer disponible el molibdeno.

Sintomas extremos de deficiencia de molibdeno en suelos
4cidos son mds probables en trébol y alfalfa que en especies
tropicales., (Norris y Date, 1976; Alexander, 1980)
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Boro -~ no se ha comprobado sobre terreno ninguna deficiencia
de boro en la soya. (Scott y Aldrich, 1975)

Manganeso -~ el manganeso puede ser deficitario o presentarse
en cantidades téxicas. Ia escasez del manganeso es la néds
comin de las deficiencias de micronutrientes en 1la soya.
(Scott y Aldrich, 1975)

La deficiencia de manganeso provoca el achaparramiento de las
plantas; las hojas toman un color entre amarrillo y
blancuzco, pero las nervaduras se conservan verdes.

Las deficiencias moderadas de manganeso pueden corregirse con
aplicaciones de fertilizantes fosfatados. También se pueden
aplicar tratamientos foliares de sulfato de manganeso. (Scott
y Aldrich, 1975; Venturi y Amaducci, 1988)

La toxicidad se corrige encalando los suelos minerales hasta
llegar a un pH 6.0 o mds y los suelos orgdnicos hasta un pH
de por lo menos de 5.5. (Scott y Aldrich, 1975)

El exceso de manganeso reduce la nodulacién y la eficiencia
del molibdenoc en la fijacién de nitrdgeno. Afortunadamente,
muchas leguminosas tropicales poseen una alta tolerancia al
exceso de manganeso. Por otra parte para mninimizar este
problema se pueden cultivar especies tolerantes al manganeso
y en casos extremos afiadir ademds pequefias cantidades de cal.
(Norris y Date, 1976)

Zinc - la soya con deficiencias de zinc crecen achaparradas;:
las hojas son de color amarille o verde claro, las hojas
inferiores se pueden volver de color castaio y caer: las
flores escasean; las pocas vainas que se forman son anormales
y de maduracién lenta. Si la deficlencia es 1leve, el
crecimiento es precoz, atrofiado y las plantas son de color
verde muy claro o cloréticas. (Scott y Aldrich, 1975)
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En suelos pobres en zinc se recomienda aplicarlo al suelo o
dar tratamientos foliares en forma orgdnica, <como quelato ©
como sulfato de zine. (Venturi y Amaducei, 1975)

Cobalte - el cobalto es un componente de la vitamina Byp ¥y
este elemento se encuentra en los nédulos. Los rhizobia en
cultivo tambpién necesitan cobalto para crecer y sus células
peseen compuestos gue contienen vitamina Byo, lo que suguiere
gque la estimulacidén de la Ffifacién por el cobalto se refleja
simplemente en el aumento en la proliferacidn y metabolismo
del simbionte dentro de la raiz.

La adicién de cobalto en suelos deficlente de este elemento
favorece y aumenta el crecimiento de la leguminosa y la
asimilacién de nitrégeno. (Norris y Date, 1976; Alexander,
1980)

Aluminio +« en muchos de 108 suelps tropicales altamente
dcidos con pH de alrededor de 4.5 o menos el aluminio es
téxico , por lo que la rafz de la planta es daflada, afectando
su desarrollo terminal, lo que restringe severamente la
nodulacion.

Las leguminosas difieren grandemente en su tolerancia al
aluminio, en general las especies tropicales son méds
tolerantes que las especies de zonas templadas. (Norris y
pate, 1976)

2.4 Efecto del HNitrégeno en la interaccién Rhizoblum-
Leguninosa

Como se describid anteriormente el éxito de la interaccidn
Rhizobium-leguminosa es afectado por varios factores
anmhientales, tales como: temperatura, pH, humedad, luz, etc.i
as{ como por la compatibilidad genética entre la planta
hospedera y la cepa de Rhizobium. Otro factor muy importante,
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es la disponibilidad de nitrdgeno en el suelo, aspecto sobre
al que se profundiza en este trabajo.

En condiciones favorables, los nédulos se forman dentro de la
semana siguiente a la germinacién de la semilla, pero 1la
fijacién del nitrdégeno se inicia hasta dos semanas después.
Por lo que en suelos escasamente dotados de nitrégeno, es
conveniente aportar nitrdégenoc antes de la siembra, y cubrir
las exigencias de la planta en su fase temprana, cuando
todavia no se ha iniciado 1la fijacién de nitrégeno:
cantidades reducidas de nitrégeno parecen no dailar sino més
bien favorecer la actividad de las bacterias. (Venturi vy
Amaducci, 1988; Scott y Aldrich, 1975)

Mucho se ha discutido sobre el efecto inhibitorio que tiene
la presencia de altos niveles de nitrégeno (principalmente
nitratos) en la simblosis Rhizobium-legquminosa. Numerosos
reportes indican que los nitratos repercuten en la reduccién
de: los sitios de infeccién en los pelos de la raiz (Munns,
1968; Dazzo y Brill, 1978; Munns, 1977); unidn con la lectina
(Pazzo et al,, 1985); nlimero de nddulos - (Dart y Mercer,
1965); masa nodular (Summerfield et al., 1977); la actividad
de la filjacién de nitrégeno en los nddulos de la rafz
(Gibson, 1974; Smith y Hume, 1985; La Favre Yy Eaglesham,
1987; Senaratne gt al., 1987) y 1la cantidad total de
nitrégeno fijado (Allos y Barthalomew, 1959) (citados por
Baglesham et al., 1983; Kucey et al,, 1989; Martensson gt
al., 1989).

Por lo que normalmente no se recomienda la fertilizacién en
las leguminosas inoculadas, puesto que, éstas en condiciones
favorables, son capaces de desarrollarse bien con el
nitrégeno derivado del suelo y de la fijacidén simbidtica. No
obstante, cuando el =suelo es pobre en nitrégeno, se
recomienda la adicién de pequefias dosis de fertilizante
mineral, las que abastecen las necesidades de las plantas en
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el periodo temprano de desarrollo; este pequefio suplemento de
nitrégeno es considerado, como una dosis de arrangue, que no
s6lo estimula el desarrollo de la leguminosa, sino también,
acelera la formacién de nédulos y la iniciacidén de 1a
fijacién de nitrégeno; ya que cuando el nitrégeno se agota,
la planta entra en una fase de deficiencia de nitrégeno,
periodo en el que se forman abundantes nédules para compensar
la deficiencia de nitrégeno del suelo, lo gue favorece el
adecuado suplemento de nitrégena a través de la simbiosis.
(Eaglesham et al,, 1983; Hardarson et al., 1984; Herridge et
al,, 1984; Mc.Kell, 1982; Rucey gt al,, 1989)

Algunos investigadores consideran que el efecto inhibitorio
del nitrégeno sobre la ncdulacién es mediado, probablemente,
por las caracteristicas de la planta hospedera, (Herridge y
Betts, 1988; ‘Martensson et al., 1989)

Cada género de legumincsa tiene diferentes necesidades de
nitrégeno para su desarrollo. Asimismo, la sensibilidad o
tolerancia al nitrégeno por l1a cepa de Rhizobium
correspondiente, también es diferente.

La soya (Glycine max (L.) Merril); leguminosa de interds en
este estudio, aun cuando establezca asoclaciones eficientes
con Bradyrhizobium japonicum s6lo obtiene del 25 al 60% de su
nitrégenc total, a través del proceso de fijacién biolégica,
y el otro porcentaje lo obtiene del suelo, en tanto que otras
leguminosas, como el haba, el chicharo y el chicharo de vaca
satisfacen del 80 al 90% de sus necesidades de nitrégeno a
través del proceso de fijacién bioldgica de nitrdgeno. Lo
anterior indica que para obtener rendimientos éptimos de la
soya es necesario agregar fertilizante nitrogenado. (Harper,
1974; Senaratne et al., 1987)

Considerando lo anterior, es de gran importancia establecer
las dosis adecuadas de nitrégeno que deben agregarse a fin de
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asegurar el abastecimiento de nitrégeno mineral para este
tipo de cultivo y que al mismo tiempo permitan la nodulacidén
'y fijacién de nitrégeno, por lo que a continuacién se
presenta un resumen de algunos estudios realizados con objeto
,de determinar el efecto que tiene la adicién de nitrdégeno
mineral en el desarrollo de 1la soya y sobre el sistema
simbistico pradyrhizoblum japonicum-Glycine max (L.) Merril.
Estos estudios incluyen experimentos realicados a nivel
invernadero en sistemas hidropénicos y aquellos efectuados en
campo. En los primeros 1a concentracién de nitratos fue
controlada, en tanto que los segundos aportan informacién
real sobre el comportamiento de la asociacién en condiciones
naturales. En ambos, los tratamientos testigo corresponden a
aquellos en los que unicamente se emplean los inoculantes,
resultados que se comparan con los tratamientos inoculados y
fertilizados. En general se observa gque en los ensayos
conducidos a nivel invernadero se han empleado diversas
variedades de soya, diferentes cepas de B. Jjaponicum y
diferentes concentraciones de nitrégeno que se adiciénarén en
forma de nitratos; la aplicacién de nitrégeno mineral 1la
hicieron en tres formas: una séla aplicacién al inicio del
experimento (concentracién que se agota a través del
desarrollo del cultivo): varias aplicaciones para mantener la
concentracién deseada a través de todo el experimento
{concentracién sostenida); o bien dos aplicaciones en dos
periodos del desarrollo del cultivo.

Para determinar el efecto del nitrégenc mineral sobre la
simbiosis, evaluan el tiempo al que aparecen los primercs
nédulos, el mimero de nédulos, la actividad de la nitrogenasa
por el método de reduccidén de acetileno, o el peso seco de la
parte aérea y de la rafiz y en ocasiones el peso saco de
grano.

Respacto a los experimentos de campo se observa que se han
enpleado suelos con contenidos variables de nitrégeno y al
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igual que en los cultivos hidropénicos se han hecho ensayos
en diversas variedades o genotipos de soya, diferentes cepas
de B. japonicup y concentraciones variables de fertilizante,
el que se agrega en diferentes formas de nitrégeno. Los
pardmetros que enmplean incluyen: mimero de ndédulos, masa
nodular, rendiniento de nateria seca y de grano, nitrégeno
total por planta; en algunos estudios se determind el
_contenido da ureidos en el xilema ﬁ'en algunos otros se hizo
el sequimiento del nitrégeno mineral absorbido mediante el
empleo de fertilizante marcado (N!%) a fin de determinar en
el nitrégeno total de la planta, la cantidad procedente del
suelo y aguella derivada de la fijacién biolégica del
nitrégeno

En las tablas de la 6 a la 8 se expone un resumen de los
principales resultados obtenidos por diferentes
investigadores y posteriormente se discuten los resultados y
las conclusiones generados por estos.

2.4.1 Experimentos en cultivos Hidropénicos.

Los resultados obtenidos por Harper (1974), Tabla &, indican
que la actividad de la nitrato reductasa estd estrechamente
relacionada con la concentracién de nitratos existentes en el
medio; que la actividad de 1la nitrogenasa varia con 1la
concentracién de estos, siendo fuertemente inhibida por
concentraciones elevadas de nitratos, tratamientos en los que
se reporta la menor cantidad de acetileno reducido; en tanto
que las concentraciones bajas (0.75mM) agregadas en la
emergencia y en la floracién, favorecieron la actividad de la
nitrogenasa, lo que se tradujo en valores de acetileno
reducido mds elavados que los obtenidos en los tratamientos
testigo o en aquellos en los que se agregé en una séla etapa
de desarrollo.



TABLA 6

EFECTO DE DIFERENTES DOSIS DE NITRGGENO RE LA FIIACION BIOLOGICA DEL MITRGGENO Y RENDIMENTO DE SOYA.
EXPERIMENTO REALIZADO EN CULTIVO HIDRI 100 (MARPER, 1974)

VARIEDAD DE SOYA cePa
GALLAND NITRAGIN 000 000 22 109 72 048
0.00 o078 27 14.1 1. 14 083
000 7.50 s 13 e 081
075 078 22 205 1. ors
075 000 28 42 a9+ 059
075 750 228 11 150 1.00
750 750 302 00 120 093
7.50 075 a8 81 142 092
. jentios con dosis 9

0§
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Este autor concluye que la soya es capaz de desarrollarse y
producir grano a partir del nitrégeno obtenido a través del
proceso de fijacidén biolégica, pero la produccién dSptima se
obtiene cuando las plantas disponen de otras fuentes de
nitrdégeno como lo demuestran los resultados de materia seca
obtenidos en los tratamientos en los gque se agregaron dosis
reducidas de nitrégeno (*,tabla 6) las que fueron superiores
a los obtenidos en plantas enteramente dependientes del
nitrégeno atmosférico. Asimismo sefiala que la soya es capaz
de responder a la fertilizacién nitrogenada durante la
floracién no obstante, que esta respuesta bajo condiciones de
campo depende del contenido de humedad en el suelo que
favorece o limita la disponibilidad de los nutrimentos. Esta
informacién apoya la hipétesis de que las plantas inoculadas
Yy desarrolladas en concentraciones bajas de nitratos son mas
vigorosas gque aquellas que se desarrollan udnicamente a partir
del nitrégeno atmosférico y que para obtener los rendimientos
mdximos en soya, es conveniente que las plantas cuenten con
ambos sistemas de utilizacion de nitrdégeno.

El mismo Harper en colaboracién con Gibson, evalué el efecto
de concentraciones variables de nitratos, estas fueron
aplicadas al inicio del experimento o a través de todo el
ensayo, 8 fin de mantener 1la concentracién de nitrégeno
constante. Asimismo evaluaron el comportamiento de diferentes
cepas de B, Japonicum y diferentes variedades de soya, Los
resultados de estos trabajos (Tabla 7), indican que 1la
presencia de nitratos ocasiond un retraso en la formacién y
aparicién de nédulos, que este retraso es mayor con las
concentraciones mds altas probadas. Observaron que cuando la
adicién de nitratos se hizo udnicamente al inicio del
experimento, la desaparicién de estos de la solucidén
coincidié con la aparicién de los nédulos (7 dias para la
concentracién 1.0mM y 11 dfas para la concentracién 4.0mM en
el primer experimento) (Harper y Gibson, 1984). Este efecto
fue confirmado en el siquiente ensayo (Gibson y Harper,



TABLA 7

EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE GGENO MINERAL SOBRE LR ASOCACION Beadyrhizobium jeponicum-—Glycine max
(EXPERIMENTOS REALIZADOS EN CULTIVOS Hlmo%) !
»
CONCENTRACION| TIEMPO DE NUMEROC
VARIEDAD | CEPA DE NO; INICIO DE DE NODULOS REFERENCHA
mid NODU| 12DiA3
DA
Wikams USDA110 090 8¢ 300 446 Harper y Gibeon, 1964
100 7.0 70 ') 764
a0 1.0 06 @ m?
Wilams USDA110 0o a0 > 40 1.43 375 Gibson y Harper, 1986
os* a3 " [1Te<] (90 =25
107 1.3 a 000 100 781
X' a8 F: ) 033 an 556
a0 120 3 802 58) oS
ar - - 200 103 70
Winams USDA110 oo 60 ass
1.0~ a3 | os56 a6 Gibscn y Harper, 1966
USDA12T [+11] 63 1.44
1.0~ 102 [he<] 98
Avoyeiien LSDA 110 ao -] 278 Ghison y Harper, 1966
1.0 78 1.99 £y
o USDAN10 ag¢ 63 as0
1.0 78 244 4
Deckig USDAY10 oo £3 209
1.0+ ue 403 935

* Concentracion al inicio del sxperimento que no fué roatituida
** Concentracién que se manivo cohatants durante todo ol experimento
{) Datos calcutados.

[4-]
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1985), en el que al no permitir gue se agotara el nitrégeno
(concentracién 1.0mM), el tiempo del inicio de la nodulacidn
aumento de 8.8 a 11.3 dfas. El aumento de la concentracién de
nitratos repercutié en una significativa disminucién en el
nimero de nédulos y en la actividad de la nitrogenasa.

Por otra parte comprobaron que las diferentes cepas de B,
Jjaponjcym y variedades de soya, varian en su respuesta a la
presencia de nitratos y que estas variaciones son mis
marcadas en las variedades de soya que en las diferentes
cepas de B, japonicum Gibson y Harper (1985), indican que de
46 cepas estudiadas en asociacién con la wvariedad de soya
Williams, 5 resultaron tolerantes a 1los nitratos (ejemp:
USDA110) y tres extremadamente sensibles (ejemp: USDA127), lo
que se tradujo en 1la inhibicién de la actividad de 1a
nitrogenasa en valores de alrededor de 85% para las cepas
tolerantes y 98% para las cepas sensibles. Respecto a las
variedades de soya, probaron 23 y observaron que en ausencia
de nitratos todas nodularon prontamente (6 difas), en tanto
que en presencia de 1.0mM de nitratos, la nodulacién fue
retardada. de 1 hasta 6 difas. Estas variaciones fueron méds
evidentes en la actividad de la nitrogenasa, registrdndose
del 34 al 98% de inhibicidn.

Mc.Neil (1982), trabajando con la variedad de soya Davis y 16
cepas de B, Jjaponicum, obtuvo resultados similares a los
antes expuestos. Este autor indica que la respuesta a 1la
presencia de nitratos varfa con las diferentes cepas y con
las concentraciones de nitratos, como 1o demuestran los
tiempos de inicio de la nodulacién registrados. En presencia
de 1.5mM de nitratos, dos de las cepas en estudio (CB1809 y
Nit61A18) formaron nédulos a los 10 dias, en tanto que para
las otras cepas el tiempo Qe inicio de la nodulacién fue
entre los 11 y 16 dfas. Asimismo observé que la cepa CB1809
en presencia de 0.5 mM de nitratos dio lugar a un aumento en
la masa nodular de 30% con respecto al tratamiento testigo:
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en tanto que en presencia de 2.0 mM mantuvo constante este
pardmetro, mientras que en 6 de las cepas probadas los
valores de masa nodular fueron menores a los obtenidos en el
testigo.

Este autor indica que la concentracién de nitratos también
influye en la competitividad de las cepas y que 1la cepa
CB1809 parece no ser afectada por las dosis crecientes de
nitratos empleadas (0, 0.5, 2.0 y 10 mM), en tanto que cuando
empleo a la cepa USDA110, el numero de nddulos ocupados por
la misma fue notablemente reducido. Cuando en el nmedio
existen niveles altos de nitratos, este. efecto fue
particularmente evidente cuando esta cepa se inoculd en la
variedad P.I.171444, en donde el porcentaje de nédulos paso
de 25% (concentracién O mM) a 6% (0.5 y 1.0 mM) y a 0%
(concentracién 10 mM); lo que indica que la efectividad y la
competitividad de las cepas son alteradas por la adicidén de
nitratos externos.

Harper y Gibson (1984) en apoyo a los estudios que efectuaron
exponen una excelente revisién sobre los reportes generados
respecto al efecto de los nitratos en la asociacién
Bhizobiun-lLeguminosa, en esta se indica que la presencia de
nitratos inhibe la asociacién en tres fases:

- infeccién del pelo radicular,

- desarrollo del nédulo y

~ funcién del nddulo (por lo que la actividad de 1la
nitrogenasa es abatida).

Para explicar la inhibicién de la infeccién se han propuesto
dos mecanismos:

=~ Destruccién del 4dcido indol acético, reaccién gque es
acelerada por la presencia de nitritos.

- Disminucién en la produccién de lectina por la rafz, asf
como de los puntos receptores en el pelo radicular (lo que
disminuye la unién entre rhizobia y los pelos de la rafz).
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En relacidén al desarrollo del ndédulo y la actividad de 1la
nitrogenasa se ha expuesto que la presencia de nitratos
disminuye la disponibilidad de fotosintatos en los nédulos,
debido a gque estos son previamente utilizados en 1a
asimilacién de nitratos.

Otro autores indican que la actividad de la nitrogenasa es
blogqueada por la acumulacién de nitritos que se producen via
nitrato reductasa, proceso que es efectuado por la bacteria
Y por el hospedero. Aun cuando se ha logrado abatir 1la
concentracidn de nitrites en el sistema mediante la
inoculacién con cepas mnutantes deficientes en nitrato
reductasa, los nitritos formados por el hospedero pueden
atravesar la membrana que rodea a los bacteroides y afectar
directamente a la nitrogenasa, concluyendo que aun cuando la
asimlilacién de nitratos por la planta y las transformaciones
de estos pueden afectar el desarrollo y funcién del nédulo,
el efecto directo de los nitratos tiene lugar en el proceso
de infeccidn, aspectos que fueron confirmados en los estudios
analizados, de los que podemos resumir:

- La aplicacién de nitratos retarda el inicio de 1la
nodulacioén.

- La aparicién del primer nédulo, coincide con el agotamiento
de nitratos en la solucién nutritiva.

-~ La presencia constante de nitratos en el medio inhibe
parcial o totalmente la nodulacidén, lo gue depende de la
concentracién de nitrégeno existente.

- El suplemento de nitratos reduce el desarrollo y funcién de
los nédulos.

- E1 efecto del nitrégeno circundante a la ralz ejerce un
efecto mds importante en el inicio de la nodulacidn.
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- Se requieren mds estudios sobre el efecto de la
concentracién de nitratos absorbidos por la planta en el
metabolismo general y su posterior efecto sobre el desarrollo
y funcién de los nédulos.

- Se requieren mds estudios que permitan minimizar el efecto
de los nitratos sobre la nodulacidén, y de este modo, poder
establecer cultivos de soya que nodulen eficientemente en
presencia de las cantidades adecuadas de fertilizante mineral
que este tipo de planta requiere, y obtener rendimientos
éptimos de este cultivo. En este sentido parece mds
prometedor continuar en la bisqueda de variedades de soya
tolerantes a nodular en presencia de nitratos.

Un aépecto que no fue discutido por Harper (1974)(Tabla 6), y
que es importante resaltar, especialmente si se considera el
problema actual de la contaminacién, es el referente al
posible ahorro de fertilizantes minerales. En este trabajo se
observa que con la aplicacién de dos dosis de nitrdgeno
mineral (concentracién 7.5 mM) se obtuve un rendimiento
inferior al obtenido en el tratamiento en el que se aplicé la
dosis minima (0.75 mM)} al inicio del experimento la que
favorecié el establecimiento de la simbiosis y un desarrollo
eficiente de la planta que respondid a la segunda dosis de
nitrégeno (7.5 mM) aplicado en la floracién.

2.4.2 Experimentos en Suelo.

Herridge y Betts (1988), evaluaron el efecto de los nitratos
presentes en el suelo sobre la asociacién Bradyrhizobium
Japonicup-Glycine max , para ello emplearon un suelo que
contenfa altos niveles de nitratos (260 KgN/ha.), 40
genotipos de soya (32 genotipos previamente seleccionados
como tolerantes a nitratos (2.5 mM), 3 variedades comerciales
y 5 variedades no-nodulantes), y 1la cepa CB1809 de B,
Japonicum. Determinaron los indices de nodulacién y los
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indices del contenido de ureidos en el xilema, los que
resultaron inferjores a los obtenidos en invernadero. De los
32 gdenotipos tolerantes s6lo 4 dgenotipos, todos de origen
coreano (466, 468,469 y 464) y una de las variedades
comerciales (Avolles), mostraron alto nivel de actividad
simbiética en campo., Las variedades Davis, Lee y Hill
(seleccionadas como genotipos tolerantes) mostraron pequefia
tolerancia a nitratos en campo, La produccién de grano en
los 4 genotipos coreanos fue inferjor al rendimiento obtenido
con las variedades comerciales.

El nivel de nitratos residuales en el suelo fue mAs alto en
las parcelas en las que se cultivarén los genotipos coreanos.
Hardarson et al., (1984) y Danso et al.(1987), evaluaron la
fijacién simbidtica en diversas variedades de soya. Las
senillas se inocularon con cepas efectivas de Bradyrhizobium
Japopicum, mezcladas o individualmente , y se sambraron en
presencia de sulfato de amonio o nitrato de amonio marcado
(N19). Los fertilizantes se agregaron en niveles de 20 y 100
KgN/ha. Las determinaciones que realizaron corresponden a:
peso seco de ndédulos y materia seca, nitrégeno total vy
relacién N]'s/N]'4 con la que calcularcn los kilogramos de
nitrégeno fijado y los porcentajes de nitrdgeno derivados del
fertilizante (NAff):; del nitrégeno derivado del suelo (Ndfs)
y del nitrégeno derivado de la atmésfera (Ndfa). En la Tabla
8 se presentan algunos de los resultados reportados por
estos investigadores, los que confirman que los genotipos de
soya varian en su capacidad para formar ndédulos, fijar
nitrégenc y en el rendimiento que producen, asimismo se
observa gque también varian en su respuesta a los altos
niveles de nitrégeno , en algunos el peso seco de nédulos y
la cantidad de nitrégeno fijado (%Ndfa) disminuyé
considerablemente en presencia del nivel alto de nitrégeno,
tal es el caso de la variedad Altona y Evans (Hardarson et
al., 1984) (Exp. 1), en otros uUnicamente fue afectado el pesc



TABLA S8

EFECTO DE DIFERENTES DOSIS DE NTRGGENO EN LA ASOCIACKY poricum- G =% 35 REALZADOS EN CAMPO).
mED< | eIy | pegs | eme e
REFERENCIA
20 100 20 100 K; 20 100 20 100 20 100
1 Ao R 50 0 83 9 2 23 o 3 0 Hardarsonetal, 1964
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seco de nddulos (variedades Chippewa, Williams y Amsoy 71;
Exp. 2), en tanto que la cantidad de nitrégeno fijado fue
similar en presencia de las dos dosis de nitrdgeno aplicadas.
De manera inversa en la variedad Chippewa (Exp. 1) y las
variedades Hodgson y Flora (Exp. 3), el peso seco de ndédulos
permanecidé constante en los dos niveles de nitrégeno, en
tanto que el nitrédgeno fijado disminuyé considerablemente,
particularmente en 1la wvariedad Flora. Unicamente en las
variedades Dunadja (Exp. 1) y F74-412 (Exp. 3) la asoclacioen
con B, Jjaponicum fue mejorada por la presencia de niveles
elevados de nitrégeno; lo que se manifesté en la variedad
Dunadja a través de la reduccién de acetileno y el peso seco
de parte aérea. Hardarson et al., (1984) consideran que la
variedad Dunadja puede ser particularmente dtil en
situaciones en donde el nivel de nitrdgeno en el suelo es
alto o cuando es necesaric aplicar dosis elevadas de
fertilizantes, Estos estudios revelan la gran variabilidad
entre genotipos de soya en su capacidad para fijar nitrégeno
en presencia de diferentes niveles de fertilizante
nitrogenado, y la gran aplicacién del método de N5 en este
tipo de ensayos.

Danso et al. (1987) también compararon la respuesta de
diferentes cepas de B, Jjaponicum (dates no incluidos) vy
comprobaron que la cepa de Nitragin establecid asociaciones
mds eficientes con la variedad chippewa, nientras que la
variedad Williams inoculada con Nitragin o la cepa D obtuvo
niveles similares de Ndfa. Asimismo observaron que la cepa D
es mds sensible que la cepa de Nitragin a niveles elevados de
nitrégeno en el sueloc, por lo que reconmiendan considerar en
este tipo de estudios diversas variedades de soya y cepas de
B, japonicum ya que ambas presentan gran variabilidad.

sSenaratne ot al, (1987), realizaron un estudio en
invernadero, c¢on tratamientos similares a los arriba
descritoss, en sus experimentos emplearon: dos variedades de
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soya (Chippewa y Dunadja), nueve cepas de B. japonicum y dos
dosis de nitrégeno (20 y 100 KgN/ha.) que aplicaron como
selfato de amonio marcado (N15). Sus resultados confirman que
las variedades de soya empleadas responden de manera
diferente a las diversas cepas inoculadas y consecuentemente,
la asociacién establecida, también responde de manera
diferente a las concentraciones de nitrégeno existente en el
medio. Ellos reportan que en presencia de 20KgN/ha. 1la
variedad Chippewa inoculada con las diferentes cepas, el
porcentaje de nitrégeno derivado de 1la atmésfera (INdfa)
fluctué del 70 al 75%, en tanto que en la variedad, Dunadija
los valores obtenidos fluctuaron de 39 a 61% registréndose en
este caso diferenclas significativas entre cepas. Asinismo,
indican que en general, el $Ndfa disminuyé significativamente
cuando el nivel de fertilizante aumento a 100 KgN/ha. Esta
disminucién varié entre cepas y entre variedades; por ejemplo
en la variedad Chippewa con la cepa CB1809 la disminucién fue
de 98%, en tanto que con la cepa RCR3412 fue de 34%, mientras
que en la variedad Dunadja con esta Ultima cepa fue con 1la
que obtuvo la mayor disminucién (85%). Tampoco la variedad
Chippewa mostré disminucién significativa en el $Ndfa con las
cepas USDAl38 y 61A148 (22 y 30% respectivamente), ni la
variedad Dunadja con la cepa RCR3443 (9% de disminucién).

Los resultados anteriores indican que aun cuando la fijacién
de nitrégeno atmosférico es realizada per la bacteria, 1la
cantidad o porcentaje de nitrégeno fijado, es fuertemente
influenciada por el hospedero. Como ejemplo se tienen los
resultados reportados por Danso gt al. (1987), que al
inocular Nitragin (inoculante constituido por cepas altamente
eficientes en la fijacién de nitrdégeno atmosférico) en las
variedades Amsoy 71 y Chippewa cultivadas en condicicnes
iguales, la primera obtuvo el 64% de su nitrégeno total del
Ndfa., en tanto que Chippewa s6lo obtuvo el 28% de su
nitrégeno total a través de Ndfa.
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En general la aplicacién de dosis elevadas de nitrdgeno
mineral, ocasionan una disminucién en el numero y peso de
nédulos, as{ como en la fijacién de nitrégeno, excepto en
algunos casog que estuvieron representados por las siguientes
variedades y cepas:

-La variedad Dudnaja con la cepa Nitragin. (Hardarsen et al..,
1984)

- Las cuatro variedades de origen coreano (466, 468, 469 y
464) con la cepa CB1809. (Herridge y Betts, 1988)

-La variedad F74-412 con la cepa 5030 y la variedad F74-412
con la cepa 50518, (panso et al,, 1987)

-La variedad Chippewa con la cepa USDAL38, la variedad
Chippewa con la cepa 61A148, la variedad Dunadja con la cepa
RCR3443 y la variedad Dunadja con la c¢epa 61Al24a.
{Senaratne et al., 1987)

Por lo que la interaccién de estas variedades de soya y cepas
de B, Japenicum podrian recomendarse para suelos con altos
niveles de nitrdgeno inorgdnico o donde hay necesidad de
aplicar altas cantidades de fertilizante nitrogenado. {Danso
et al., 1987; Hardarson et al., 1984; Herrdge y Betts, 1988;
Senaratne gt al., 1987)

2.4.3 Influencia de la Forma de las Fuentes de Nitrdgeno

Vigue et al, (1977), citan algunos autores que han propuesto
que no s6lo la concentracién de nitrégeno aplicado tiene
influencia en la interaccién Rhizobium-Leguminosa en la
formacién de nédulos y fijacién de nitrégeno atmosférico sino
también, la forma o componente en gue se aplica. En esta
revisién se indica que Gibson y Nutman (1960) reportaron que
NO3 y NO, en cantidades traza retrasan la nodulacién, del
trébol blanco (Trifolium repens L.) cultivado en agar
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inclinado, mientras que NH,, asparagina y urea no: Richard et
al. (1957) observaron gque al cultivar alfalfa (Medicadgo
sativa L.) en solucién de Hoagland’s, el NH; en bajas
concentraciones no inhibe la nodulacién, mientras que los NOj
en liguales concentraciones s=i; Mac.Connell y Bond (1957)
observaron que la leguminosa Ulex nédulo bien en soluciones
con NH4 en concentraciones de 8 mM.

para comprobar esta hipdtesis vigue et al. (1977)
determinaron el efecto de dos fuentes de nitrdégenc (nitratos
y urea en diferentes concentraciones) sobre la asociacién
soya (varledad Steele)-Bradyrhizobium japonicum (Nitragin) en
sigtema hidrop6nico, y observaron gque al aumentar la
concentracién de nitratos la nodulacién disminuyé, en tanto
que con dosis crecientes de urea la nodulacién se mantuvo
constante. Al comparar la actividad de la nitrogenasa en
presencia de 6.0 mM de nitrégeno en forma de nitratos y urea
registraron mayor actividad en presencia de urea. Asimismo
reportan que hay un mejor aprovechamiento del nitrégeno
mineral cuando se aplica en forma de nitratos lo que se
tradujo en mayores pesos de materia seca en estos
tratamientos, Por otra parte al hacer el sequimiento de
nitrégeno residual en las soluciones nutritivas encontraron
que los nitratos se agotan rdpidamente, en tanto que la urea
no se agotd a través de todo el experimento. Estos
investigadores concluyen que en condiciones hidropénicas se
puede recomendar la adicién de urea para obtener plantas
vigorosas, bien noduladas y que sean capaces de fijar
nitrégeno atmosférico, pero que en condiciones de campo se
requieren estudios adicionales, porque la urea en el suelo es
répidamente convertida en nitratos.

Regultados similares fueron reportados por Eaglesham et al,
(1983), quienes cultivaron soya (variedad Wilkin) inoculada
con un inoculante de Nitragin, en soluciones con
concentraciones de 30, 90, 180 y 360 mgN/maceta adiciocnadas
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en forma de NH4NOj, KNO3 o urea, registrando los mds altos
resultados de fijacién de nitrdgeno con wurea en 90
mgh/maceta.

2.4.4 Efectos de los Nitratos en la Competitividad y
Sobrevivencia de Bradyrhizobium japonicum.

El éxito de la nodulacién y fijacidén de nitrégeno que da por
resultado el buen desarrollo de las leguminosas, esta sujeto
al uso de inoculantes gque c¢ontlienen cepas infectivas,
efectivas, competitivas, con capacidad de sobrevivencia en el
suelo y como ya se ha mencionado, tolerantes a las
condiciones del medio ambiente. (Kucey et al., 1989;
Martensson ¢t al,, 1989; Abaidoo ef al., 1990)

En relacién a la competitividad de las cepas y en adicidén al
trabajo de Mc.Nell, (1982) previamente discutido en el que se
demostré que la competitividad de las cepas es afectada por
altas concentraciones de nitratos y que las diferentes cepas
varian en su respuesta, se tienen los siguientes reportes.

Somasegaran y Bohlool (1990) evaluaron la eficiencia en 1la
fijacién de nitrégeno y la competitividad de tres cepas de B,
Japonigum (USDA110, USDA138 y CB1809) que inocularon en forma
individual o como inoculante multicepa el que contenfa
cantidades equivalentes de las tres cepas. Estas fueron
inoculadas en semillas de soya variedad Lee, las que se
sembraron en suelos carentes de rhizobia y con nitrégeno
disponible o inmovilizado (mediante la adicién de bagazo de
cafa de azudcar). Sus resultados indican que 1a cepa USDALlO
fue altamente efectiva en presencia de nitrégeno disponible e
inmovilizado, el inoculante multicepa y la cepa USDAl38 se
comportaron como medianamente efectivas y la cepa CB1809 como
de baja efectividad, no obstante que la cantidad de nitrégeno
fijado por esta iultima se mantuvo constante en presencia de
nitrégeno disponible e inmovilizado, en tanto que las otras
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cepas fijaron menos nitrégeno en el suelo que contenfa
nitrégeno inmovilizado. Asimismo se observé que 1la
concentracién de nitrégeno en el suelo afecta la
competitividad de las cepas, observdndose que la cepa USDA
110 fue la mAs competitiva ocupando el 47 y 55% de nédulos en
suelo con nitrdgeno disponible y nitrégeno inmovilizado
respectivamente, en cambio la cepa USDA138 ocupo el 48% en
suelo con nitrdgeno disponible y 22% con nitrégenoc
inmovilizado, y la cepa CB1809 el 4% con nitrégeno disponible
¥y 20% con nitrégenc inmovilizado.

Abaldoo gt al., (1990) también empled un inoculante multicepa
con las cepas USDA110,USDAl38 y CB1809 para inocular soya en
dos tipos de suelos, fertilizados con sulfato de amonio en
concentraciones de 0, 40 y 300 KgN/ha. La aplicacién de
nitrégenc disminuyé el numero y masa nodular, pero en este
trabajo la proporcién de nédulos ocupados por cada una de las
cepas permanecié estable, sin importar el tipo de suelo y
nivel de nitrégeno; encontrando que la cepa USDA110 es la més
competitiva con 78% de nédulos ocupados, y las cepas USDA138
y CB1809 con igual porcentaje de ocupacién de nédulos (25%).

Martensson et al. (1989) también con el objetivo de conocer
la influencia de 1los niveles de nitrégeno en la
competitividad de las cepas de B, japonicum, realizarén un
trabajo utilizando inoculantes unicepa de las cepas E104,
E109 y E110, y mezcla de inoculantes E104+E109, E109+E110,
E104+E110 y E104+E109+4E110; inoculados en la soya variedad
Carearana, Yy sembrada en un suelo fertilizado en
concentraciones de 0, 5 y 10 g. N/m2 en forma de SO4(NH4)2.
El peso seco de las plantas inoculadas con las cepas E104 y
E109 aumento cuando recibierén fertilizante nitrogenado, en
cambio con 1la cepa E110 o mezcla con E110 y el tratamiento de
5 g. N/m2 el peso seco de las plantas aument6, pero con 10 g.
N/m2 disminuyo. En lo que se refiere al porcentaje de nédulos
ocupados por cada una de las cepas en la mezcla de
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inoculantes, en la mezcla E104+E110 el numero de nddulos
ocupados por las dos cepas (E104 y E110) es alta sin importar
los niveles de nitrégeno (55% en 0 g. N/m? y 85% en 10 g.
N/m?); en cambio en la mezcla E104+E109 hubo bajo porcentaje
de nédulos ocupados con las dos cepas (doble infeccién) en
altos niveles de nitrégeno (10 g. N/m2) 9%, porque la
frecuencia de 1a cepa E104 es alta; Yy la mezcla E104+E110 en
10 g. N/m2 la frecuencia de la cepa E104 es baja (15%).

La habilidad competitiva de las cepas de B, 3Jjaponicum en
presencia de nitratos es principalmente determinada por las
caracteristicas genéticas de las cepas y su compatibilidad
con la planta huésped. (Abaidoo et al., 1990)

En los trabajos realizados por Semu et al. (1979) y Abaidoo
et al, (1990), se reporta que el incremento de nitrégeno no
afecta 1la poblacién rhizobiana; la poblacién rhizobial
aumenté durante los estados de desarrollo de la planta y este
incremento puede ser atribuido a la multiplicacisn de 1la
rhizobia en la rhizosfera de la planta huésped. La poblacién
rhizobial en el suelo también se incrementa al final del
desarrollo de la soya por la liberacién de rhizobia de los
nédulos viejos. ’

2.4.5 Posibles Causas de la Inhibiecién por Nitratos.

Se ha tratado de conocer cuales son las causas del efecto
inhibitorio de los nitratos en el desarrollo y actividad de
los nédulog de las leguminosas, pero sonh verdaderanente muy
complejas y aungue se han postulado varias hipétesis ninguna
de ellas ha logrado explicar totalmente el proceso.

Altas concentraciones de nitratos pueden intervenir de manera
inhibitoria en tres fases de la asocliacién que corresponden
a: la infeccién del pelo radicular, el desarrolle de los
nédulos y el funcionamiento de los mismos que se manifiesta a



G6

través de la actividad de la nitrogenasa, asimismo ocasiona

la prematura senescencia de los nédulos. (Harper y Gibson,
1984)

Para explicar 1la inhibicién en 1la infeccién del pelo
radicular Tanner y Anderson (1964) proponen el siguiente
mecanismo, destruccién del dcido indol acético, reaccién que
es acelerada por nitritos. En tanto que Dazzo et al. (1981)
indican que los nitratos ocasionan la disminucién en el nivel
de produccién de lectina, asi como del numero de sitios
receptores en los pelos radiculares,(citados por Harper y
Gibson, 1984).

La inhibicién del crecimiento y desarrollo de los nédulos se
atribuye a que la asimilacién de altas concentraciones de
nitratos por la planta, requiere de grandes cantidades de
energia, lo que priva a los nédulos de un suplemento adecuado
de fotosintatos. (Harper y Gibson, 1984; Streeter, 1985b)

Trichant y Rigaud (1980) (citados por Harper y Gibson, 1984)
sugieren que la inhibicién de la nitrogenasa es causada por
la acumulacién de nitritos, los que son producidos tanto por
la bacteria como por el hospedero via nitrato reductasa. En
adicién a 1lo anterior Streeter (1985a) indica que la
acumulacidn de nitritos puede también causar la oxidacién de
la leghemoglobina a leghemeglobina férrica.

Se cree que las cepas de Bradyrhizobium japenicum NR*
(Nitrato Reductasa Inducible) son mds sensibles a los efectos
téxicos de los nitratos gque las NR™ (carente de Nitrato
Reductasa Inducible), debido a que las primeras acumulan
altas concentraciones de nitritos en los nédulos e inhiben la
actividad de la nitrogenasa. (Alcantar y Champigny, 1988:
Streeter, 1985a; Streeter, 1985b)
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Esta hipétesis no ha sido totalmente aceptada porque hay
cepas NR™, las que en concentraciones elevadas de nitratos y
a pesar de no acumular nitritos en sus nddulos la actividad
de la nitrogenasa es disminuida. (Streeter, 1985a; Streeter,
1985b)

2.4.6 Como Aliviar los Efectos Inhibitorios del Nitrato.

Herridge et al. (1984) y Lawson gt al. (1988) han propuesto
que para aliviar parcialmente los efectos inhibitorios de los
nitratos hay que emplear inoculantes con altas
concentraciones. de rhizobia, recomendacién que fue derivada
de los siguientes estudios.

Herridge gt al. (1984), cultivaron soya variedad Bragqg en un
suelo con alto contenido de nitratos. Las semillas fueron
tratadas con dos tipos de inoculantes que contenfan
diferentes concentraciones de bacterias: un inoculante en
aspersién, en concentraciones de: 0, n(normal), 10n y 100n, y
un inoculante en turba con concentracién n. Ellos indican que
con 100n, la distribucién de los rhizobla en el suelo,
aumentd numéricamente y alcanzé mayores profundidades, y que
en este tratamiento se cosecharon las plantas mejor noduladas
y en las que e registr6 la mayor fijacién de nitrégeno.

Lawson et al. (1988) en hidropénia cultivaron la misma
variedad de soya que en el trabajo anterior, en una solucién
nutritiva con 4mM de KNO3. Las semillas se inocularon con una
cepa silvestre NRY y dos mutantes NR™, las que se inocularon
de manera individual y en dos concentraciones de
microorganismos, un nivel bajo (5x104 bact.) y un nivel alto
(1x1011 bact.). Sus resultados indican que independientemente
de que las cepas fueran nitrato reductasa positiva o
negativa, estas en los niveles bajos de células respondiercn
en forma similar, registrdndose una disminucién en el nimero
de nédulos de alrededor del 85%; en tanto dque en
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concentraciones altas la disminucién fue del 42% para la
cepa silvestre y de 16 y 71% para las cepas mutantes.
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3.0 OBJETIVOS

objetivo General

Establecer el efecto de la fertilizacidén nitrogenada en 1la

interaccién Bradyrhizobjum japonicum-Glycine max (L.) Merril-

suelo.
oObjetivos Especificos

- Evaluar el efecto de 1la inoculaclén de 2 cepas de

Bradyrhizobium japonicum sobre el crecimiento de Glygine max

desarrollada en presencia de suelo.

~ Comparar el efecto de la inoculacion con el producido por
la adicién de fertilizante nitrogenado en el crecimiento de

Glycine max.

- Comparar el efecto de la fertilizacidén nitrogenada con el
producido por 1la inoculacién, asf{ como la inoculacién y
fertilizacién simultdnea en el desarrolle de Glycine max.
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4.0 MATERIALES Y METODOS

4.1 Suelos

En este estudio se enpleardn muestras de suelo procedentes
del Municiplo de Miacatldn, Morelos; este se ubica
geograficamente entre los paralelos 182457 de latitud norte
¥ 99921’ de longitud ceste del Meridiano de Greenwich, a una
altura de 1054 metros sobre el nivel del mar.

El material parental predominante‘ en esta zona son rocas
calcdreas sedimentarias. Las muestras se tomaron de la capa
arable de dos tipos de suelo Feozem y Fluvisol.

Las muestras de suelo se secaron a temperatura ambiente, se
pasaron a través de un tamiz de 2 mm de maya y se procedio a
efectuar ias siguientes determinaciones:

Color seco y himedo, se determindé por comparacién con las
Tablas de Munsell (Munsell Soil color Charts 1975 Edition}.

Textura, por el método del hidrdmetro de Bouyoucos.(Echegaray
vy Ramirez, 1986; Kaurichev gf al,, 1984)

conductividad Eléctrica, en una mezcla de suelo-agua,
relacién 1:5 se midié la conductividad en un conductimetro
ES527 Methm, € de la celda 0.8 cm‘l,(oominguez y Aguilera,
1984)

Reaccidn del Suelo (pH), se nidié con un potencidmetro Cole
Parmer Dige-Sense modelo 5985-40, empledndose una relacién
suelo~agua de 1:2.5.(Dominguez y Aguilera, 1984)
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Capacidad de Intercambio cationico Total, por el método de
centrifugacién y titulacién con Versenato.(Dominguez Yy
Aguilera, 1984)

Materia Orgdnica, por el método de Walkey y Black.(Echegaray
y Ramirez, 1986)

Amonio, por el método de Nessler.(Echegaray y Ramirez, 1986)

Nitratos, por el método del Acido Fenoldisulfonico.(Echegaray
Y Ranirez, 1986)

Nitrdégeno Total, por el nmétodo Kjeidahl.(Jackson, 1982)

Relacién Carbono-Nitrégeno, se calculé a partir de 1los
resultados obtenidos en las determinaciones de materia
orgdnica y nitrdgeno total.

Pésforo Soluble, por el método de Olsen.(Dominguez y
Aguilera, 1984)

4.2 Inoculantes

Para la preparacién de los inoculaptes se emplearon dos cepas

de Bradyrhizobium japenigum.

4.2.1 cepas

Las cepas de pPBradyrhizobjium Jjapenicum empleadas para el
presente trabajo corresponden a la FQ.-9 y FQ.-12
perteneclentes a la coleccién del Laboratorio de
Microbiologfa Experimental de la Facultad de Quimica de 1la
U.N.A.M.

Para activar las cepas 1liofillzadas, las ampolletas se
desinfectaron con fenol al 5%, se dejaron secar, se
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abrieron, el liofilizado se suspendié en Caldo Extracto de
Levadura Manitol (CELM) y se incubé a 28°C en agitacién a
200 rpm durante 7 dias. Apartir de este cultivo se resembrd
en tubos inclinados que contenfan Extracto de Levadura
Manitol Agar Rojo Congo (ELMARC) ¥ se incubd a 28°C durante 7
dias.

A los tubos con crecimiento se les verificé su pureza por
medio de observaciones microscépicas, en las que se verificéd
morfologia y su reaccién a la tincién de Gram. Una vez
comprobada la pureza se procedié a conservarlas mediante
refrigeracién, resembrdndose cada seis meses en el mismo
medio. Estos constituyen el cultivo madre.

4.2.2 curva de Crecimiento

En la produccién industrial de inoculantes se emplean
cultivos que contengan 1 x 1079 células/ml y que se
encuentren en la fase logaritmica terminal. Considerando
estos antecedentes se procedié a desarrollar las curvas de
crecimiento de cada una de las cepas y de este modo
establecer el tiempo al que se obtiene la densidad
poblacional y fase de desarrollo requeridos. Para ello se
procedié a la obtencién de un cultivo activo, para lo que se
tomo una asada del cultivo madre, se inoculé en el medic CELM
y se incubdé durante 7 dias.

Matraces nefelométricos de 250 ml que contenfan 50 ml de CELM
fueron inoculados con 2.5 ml del cultivo activo e incubades
en agitacién a 200 rpm y 28°C. Para establecer el desarrollo,
en estos matraces se determiné la turbiedad al tiempo 0 y
después cada 24 horas por un perifodo de 15 dias, tiempo al
que se obtuvieron lecturas estables, las que indicaron, que
el cultivo habia alcanzado su fase estacionaria. Estas curvas
se realizaron por triplicado para cada una de las cepas. La
turbiedad (desarrollo del cultive) se determind en un
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fotolorimetro Klett-Sumerson con filtro verde (500-570 nm).
Para calcular 1la pcblacién celular, las lecturas se
interpolarén en la curva de McFarland.

4.2.3 Produccién de Inoculantes

Se prepararon tres tipos de inoculantes, uno con la cepa FQ-
9, otro que contenia la cepa FQ-12 y el tercero constituido
por una mezcla de las cepas anteriores. En todos los casos se
realizd el siguiente procedimiento:

Activacién de las cepas. Del cultivo madre se tomé una asada
y se inoculd en un matraz de 250 ml que contenfa 50 ml de
CELM, incubdndose a 28°C y 200 rpm de agitacién durante 6
dias.

Propagacidén de las Cepas. Matraces nefelométricos de 250 ml
que contenian 50 ml de CELM fueron inoculados con 2.5 ml
del cultivo activo, con la cepa correspondiente para cada
matraz, incubdndose a 28°C y 200 rpm de agitacién durante 6
dias (tiempo establecido a través de los resultados obtenidos
en las curvas de crecimiento) . Al finalizar el periodo de
incubacién se verificé la pureza de los cultivos mediante la
observacién de caracteristica morfolégicas y reaccién a 1la
tincién de Gram. Posteriormente se ajusté la densidad de
poblacién, para lo que a cada matraz se le adicion6é CELM
estéril hasta obtener una lectura de 127 U.K. que
corresponden a una poblacién de 1.3 x 102 células/ml en 1la
Curva de McFarland. El contenido de cada matraz fue utilizado
como inoculante unicepa. Para la preparacién del inoculante
multicepa, en condiciones de asepsia se mezclaron los dos
cultivos (con la poblacién previamente ajustada) de las cepas
FQ-9 y FQ-12 empledndose volumenes iquales de cada una.

La comprobacién del ndmero de bradyrhizobia wviables por
mililitro de inoculante se hizo por el Método de Dilucién y
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Cuenta en Placa. De cada uno de los inoculantes se hicieron
dos series de diluciones crecientes de 107! a 10712, pe las
tres diluciones mds altas de cada serie, se tomé 1 ml y se
sembré por el método de vertido en ELMARC, incubédndose las
placas a 28°C durante 7 dias, procediéndose después a la
cuantificacién de las colonias tipicas (UFC unidades
formadoras de colonias) de B, Jjaponicum y deteccién de
contaminantes.

4.3 Preparacién de Semillas

Se utilizarén semillas de Soya (Glycine max ({(L.) Merril)
variedad Jupiter, con 80% de germinacién, las que fueron
proporcionadas por la Universidad Auténoma de Tamaulipas.

4.3.1 Seleccién, Desinfeccidn y Germinacién de Semillas

Se seleccionaron semillas que no presentaban dafio y eran de
tamafic uniforme . Se desinfectaron por el tratamiento con
etanol al 95% e hipoclorito de sodioc al 5% , haciéndose
varios lavados con agua destilada estéril para eliminar el
desinfectante.

En condiciones de asepsia, las semillas se colocaron en cajas
de Petri que contenian algodén Yy papel filtro humedecido
(todo previamente esterilizado) y se incubaron a 28°C durante
3 dias, después de los cuales la mayorfa de las semillas
germiné.

4.4 Experimento en Invernadero
4.4.1 Preparacién de Unidades Experimentales

Se utilizardn macetas de 20 cm de didmetro con 2.5 Kg de
suelo.
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Dos dias antes de la siembra a cada una de las macetas se le
agregé la dosis correspondiente de fertilizante, este se
mezcld perfectamente con el suelo para que su distribucién

fuera homogénea, y se humedecié al 50% de su capacidad de
campo.

Para la fertilizacién del suelo (Feozem) se emplearon:
Nitrato de Amonio (NH4NO3) y Superfosfato de Calcio Triple
((PO4)oH4Ca) las dosis que se aplicarén se describen en la
Tabla 9.

El disefio del experimento fue completamente al azar con 13
tratamientos y 3 repeticiones por cada tratamiento.

4.4.2 Siembra e Inoculacién

En el suelo se hicieron agujeros de 2 a 3 cm de profundidad.
con pinzas estériles y teniendo cuidado para no dafarlas se
tomaron las semillas germinadas, colocando 4 semillas por
maceta; después se inocularon mediante la adicién de 1 ml de
inéculo por semilla y se procedid a cubirlas inmediatamente
con suelo.

En las unidades control se adicion$ 1 ml de CELM por semilla.

4.4.3 Cuidados en Invernadero
Las unidades experimentales se mantuvieron en el invernadero
por 45 dias.

Los pardmetros controlados en el invernadero corresponden a:

Humedad Relativa 70 a 80%
Temperatura 28 a 30°C durante el dia
¥ 12 a 15°C durante la noche

Iluminacién 13 horas diarias



TABLA 9

TRATAMIENTOS Y DESCRIPCIéN DE TRATAMIENTOS EMPLEADOS EN

Et SUELO FEOZEM

DOSIS DE FERTILIZANTE |
TRATAMIENTO CEPA Kg/ha

N_| P [ K
0 - o 0 0
1 - o 80 ]
2 - 50 80 0
3 - 100 80 0
4 FQ-9 0 80 ]
5 FQ-12 0 80 0
6 FQ-9 + FQ-12 o 80 0
7 FQ-9 50 80 0
8 FQ-12 50 80 )
9 FQ-9 + FQ-12 50 80 0
10 FQ-9 100 80 0
i3 FQ-12 100 80 0
12 FQ-9 + FQ-12 100 80 0

77
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A los 20 dias de la siembra se realizé un raleo para dejar
solé 2 plantas por maceta.

Durante su desarrollo las plantas fueron regadas con agua de
la llave cada vez que fue necesario.

Fertilizante Correctivo. Debido a que a las tres semanas de
desarrollo las plantas de 1la mayoria de los tratamientos
presentaban hojas amarillentas con nervaduras rojizas se
procedié a aplicar al suelo otra dosis de Superfosfato de
Calcio Triple ((PO4)aoH4Ca) 40 Kg Pz05/ha, y a los 27 y 32
dias se asperjarén las hojas con Sulfato Ferroso (FeSO4) en
una proporcién de 0.25 g /100ml de Hy0 (dosis recomendada por
la SARH). En virtud de que después de una semana persistieron
los sintomas de deficiencias nutricionales se procedié a
aplicar otro fertilizante foliar llamado Aminol Fosnutrén que
contiene: 6% de fésforo, 42.9% de materia orgdnica, 39.2% de
aminodcidos, 0.13% de fierro, 0,09% de zinc, 0.08% de cobre y
0.06% de manganeso, que se diluyé en una proporcién de 2 ml
de Anminol Fosnutrén/ Lt. de H0.

4.4.4 Cosecha

La cosecha se realizd al inicio. de la floracién, dque se
alcanzd a los 45 dias de desarrollo. La parte Area se separé
de la raiz, se guardé en bolsas de papel dque se colocaron en

estufa a 70°C durante 72 horas.

En la fraccién radicular se procedié a la deteccién de
nédulos.

4.4.5 Pardmetro Evaluados en las Plantas
- Peso seco en parte drea.

- Presencla o ausencia de nédulos.
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Considerando el problema de deficiencias nutricionales, los
tratamientos de fertilizacién adicional y los resultados
obtenidos en el suelo Feozem, se procedié a montar un segundo
experimento, empleando otro tipo de suelo del mismo municipio
de Miacatldn, Morelos; un Fluvisol.

Para este segundo experimento se emplearén las mnismas cepas
de Pradyrhizobiun Japonicum y variedad de soya; la
preparacién de inoculantes, 1la desinfeccién, germinacién,
siembra e inoculacidén también se hizo de la misma manera que
en el experimento anterior.

Asl mismo el tipo de unidades experimentales, fertilizante,
disefio experimental y los cuidados en el invernadero también
fueron iguales.

En este experimento se enmplearon diferentes dosis de
fertilizante, los tratamientos de este experimento se
presentan en la Tabla 10, con 3 repeticiones para cada
tratamiento.

A los 25 dias de desarrollo de las plantas, se aplicéd una
segunda dosis de Superfosfato de Calcio Triple ((PO4)oH4Ca)
30 Kg P205/ha, a todos los tratamientos.

La cosecha se realizé a los 45 dias y se evaluaron los mismos
pardmetros que en el experimento anterior.

4.4.6 Determinaciones en Suelo
En cada unidad experimental de los dos experimentos, se

determiné el contenido de Amonio (NH4) y Nitratos (NO3) en el
suelo, al inicio y al término del experimento.

BSTA TESS AD
YA




TABLA 10

TRATAMIENTOS Y DESCRIPGION DE TRATAMIENTOS EMPLEADOS EN
EL SUELO FLUVISOL

DOSIS DE FERTILIZANTE
TRATAMIENTO CEPA Kg/ha
N | P | K
0 - 0 0 0
1 - 0 60 0
2 - 70 e 0
3 FQ-9 0 €0 0
4 FQ-12 o] 80 o
5 FQ-9 + FQ~12 0 60 0
8 FQ-9 70 60 0
7 FQ-12 70 60 0

8 FQ-9 + FQ-12 70 60 0
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4.5 Ensayos Microbiolégicos Complementarios

En virtud de que los tratamientes inoculados de los dos
experimentos se observé una nodulacién muy pobre se procedié
a efectuar tres tipos de Ensayos Microbiolégicos a fin de
deternminar:

- Sobrevivencia de Bradyrhizobium japonicum en el suelo.

- La presencia en el suelo de microorganismos antagonistas a

Bradvrhizobium japonicum.
- Presencia en el suelo de fagos de Bradyrhizobium japonicum.

4.5.1 Determinacién de la Sobrevivencia de Bradyrhizobium
Japonicum en el Suelo por el Método de Infeccidén en Planta.

Este experimento se hizo bajo condiciones de cultivo
hidropénico, empleando como unidades experimentales bolsas de
pldstico de 21 x 1.5 cm que contenfan papel filtro grueso
(soporte), adiciondndole 20 ml de Solucién Nutritiva de

Jensen libre de nitrégeno (ver apéndice Fig. 1). (Vincent,
1970) ’

En este caso se empleoc como indculo a las diluciones de suelo
procedentes de los tratamientos inoculados, que son:

FEQZEM FLUVISOL
Tratamientos Tratamientos
4 3

4
6 5
7 6
8 7
10

11
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Las semillas se seleccionaron, desinfectaron y pusieron a
germinar en la forma antes indicada.

Diluciones de los suelos. Los suelos de las tres repeticiones
de cada tratamiento inoculade fueron mezclados. De cada
muestra mixta (por tratamiento) se tomarén 10 g de suelo y se
preparardn dos series de diluciones crecientes de 10™l a 10~
8

En condiciones de asepsia y con pinzas estériles se colocd
una semilla germinada por unidad experimental. Cada semilla
fue inoculada con 1 ml de dilucidén de suelo correspondiente:
esta detérminacién se realizéd por duplicado (ver apéndice
Fig. 2).

Las unidades experimentales se mantuvieron en el invernadero
por 28 dfas. Las condiclones de temperatura, humedad e
iluminacién del invernadero fueron 1las indicadas en los
experimentos anteriores,

El volumen de la solucién nutritiva se mantuvo constante
mediante la adicién periédica de solucidén nutritiva de Jensen
libre de Nitrdgeno, alternada con agua destilada estéril.

Determinacién del Nimero Mds Prchable de Rhizobia por Gramo
de Suelo. En las raices de las plantas con 28 dias de
desarrollo se determind la presencia (+) o ausencia (-) de
nédulos; se cuantificé el mimero de bolsas positivas y se
consulté el cuadro 3.5 A de la tabla estadistica de Fisher y
Yates (Vincet, 1970), en donde el nimero de repeticiones estd
dado por "n", y el numero de muestras utilizade (diluciones
de suelo efectuadas) por "s",

En nuestrocason =2 y s =8



a3

El numeroc de rhizobia por gramo de suelo, se calculd apartir
de la siguiente ecuacién:

Rhizobia/g de suelo = m x d
vxg

donde m = nimero probable a la mininma dilucidén de las
series

2
n

dilucién de la primera bolsa
v = volumen de la muestra adicionada

peso de la muestra con la que se preparé la
primera dilucién.

Q
L]

4.5.2 Antagonismo por Microflora General del Suelo,

Se utilizaron las mezclas de suelo de las tres repeticiones
de los tratamientos: del tratamiento & para el Feozem y del
tratamiento 5 para el Fluvisol, que corresponden a los
tratamientos inoculados con la mezcla de las dos cepas en
estudio. Con cada una de las muestras nmixta de suelo se
preparé una serie de diluciones de 1071 a 1073, de 1la ultima
dilucién se tomd una alicuota de 0.5 ml y se paso a un matraz
que contenfa 50 ml de Gelosa Nutritiva (G.N.) fundida (a una
temperatura no mayor de 459C) con la que se obtuvo un indculo
con concentracién de 10~3. E1 contenido del matraz se
homogenizé y se vertid a cajas de Petri (+ 10 ml), las que se
incubaron a 28°C durante 48 horas; después de las cuales se
observé desarrollo microbiano. A estas cajas se les afadieron
20 ml de ELMARC los gque contenfan cultivo activo de B,
japonicum FQ-9 o FQ-12 (la concentracién final del indculo
fue de 0.2%) con lo que se formo una capa adicional sobre la
placa previamente incubada, procediéndose a incubar a 28°%
durante otros 7 dias. (ver apéndice Fig. 3)
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4.5.3 Antagonismo por Fagos del Suelo

En este ensayo se emplearon también muestras mixtas de las
tres repeticiones de suelo de los tratamientos 6 para el
Feozem y el tratamiento 5 para el Fluvisol.

Se preparé una dilucidén de 10!  de cada suelo, éstas se
filtraron en papel filtro por separado, las suspensiones
obtenidas se filtraron en equipo Millipore estéril a través
de una membrana de 0.45 micras; de cada filtrado se tomé un
alicuota de 0.2 ml que se paso a un tubo estéril afadiendole
0.1 ml de cultivo activo de B. japonicum FQ-9 o FQ-12 segin
correspondiera, se incubé a 28°C durante 20 minutos y se paso
a un natraz que contenia 50 ml de ELMARC fundido (a una
temperatura no mayor de 45°C), el contenido se homogenizé y
se vertid a cajas de Petri incubdndose a 28°C durante 7 dias;
despuds de los cuales se procedid a identificar la posible
apariclién de placas liticas sobre el desarrollo de las cepas
en estudio (ver apéndice Fig. 4).
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Determinaciones Fisicas y Quimicas del Suelo.

En la tabla 11 se muestran los resultados de las
determinaciones fisicas y quimicas de los dos tipos de
suelos.

El Feozem es un suelo sequn las tablas de Munsell de color:
en seco Gris claro (10YR 7/1) y en humedo Pardec grisdceo
(10YR 5/2): de textura Migajén acillo arenoso; de acuerdo a
Moreno (1978) es un suelo no salino, pH medianamente
alcalino, porciento de materia orgdnica medianamente pobre,
porciento de nitrégeno total extremadamente pobre, fdésforo
soluble medianamente rico y relacién C/N muy alta; y segun
Metson {1956) la capacidad de jintercambio catidnico total es
mediana.

El Fluvisol es un suelo segun las tablas de Munsell de color:
en seco Pardo (10YR 4/3) y en himedo Negro pardusco (1O0YR
2/3; de textura Arena migajosa; de acuerdo a Moreno (1978) es
un suelo no salino, pH ligeramente alcalino, rico en materia
orgénica, porcliento de nitrégeno total medianamente rico,
rico en fésforo soluble y relacidn C/N mediana; y segqun
Metson (1956) la capacidad de intercambjo catidnico total es
mediana,

5.2 Cepas
En los cultivos activados se observé la presencia de bacilos

cortos Gram negativos, sin observar otras formas morfolégicas
lo que permitié corroborar la pureza del cultivo madre.
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RESULTADOS DE LAS DETERMINACIONES FISICAS Y QUIMICAS DE LOS SUELOS

SUELOS
DETERMINACIONES FEOZEM J FLUVISOL
COLOR:
SECO GRIS CLARO PARDO
HUMEDO PARDO GRISACEO NEGRO PARDUSCO
% DE ARENA €1.35 8274
% DE ARCILLA 28.65 7.93
% DE LIMO 10,00 ;
TEXTURA MIGAJON ARCILLO ARENGSO  ARENA MIGAJOSA
C.E.
{mmhosfcm}) 0.3s 0.40
pH 7.80 77
CICT.
(meg/100g) 44.60 28.52
MATERIA ORGANICA
% 1.36 3.26
NITROGENO TOTAL
% 0,004 0.5
FOSFORO SOLUBLE
ppm 1833 28.47
RELACIGN C/N 197,00 12,63
C.E. Conductividad Eléctrica
CIC.T. Capacidad de'} \blo Cationico Total
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Curva de Crecimiento

En la gridfica 1 se muestran los resultados de las curvas de
crecimiento de las dos cepas (FQ-9 y FQ-12), en ellas se
chservé que la cepa Fg-9 es un poco mds ré4pida para
desarrollarse que la cepa FQ-12; 1la primera alcanzé la fase
logaritmica terminal entre las 120 y 144 horas (5° y é° dfa},
en cambio la cepa FQ-12 entre las 168 y 192 horas (7% y 8%
dia), asi mismo se observa gue con las dos cepas se
obtuvieron poblaciones aproximadas de 1%10° entre las 48 y 72
horas (2° y 3° dia).

Los incculantes empleados en el ensayo de invernadero fueron
preparados con base en los resultados anteriores, para ello
se seleccioné como tiempo de incubacién 6 afas, perfode que
corresponde a la fase logaritmica terminal. A los cultivos
obtenidos se les agregé medio de cultivo estéril, ajustando
de esta manera la poblacién microbiana a 1.3x107 cel/ml,
procediéndose a efectuar un ensayo de control de calidad.

En la tabla 12 se ohservan los resultados de la cuenta de
nicroorganismos viables/ml de los inoculantes; estos indican
que las cantidades fluctuaron entre 1.7x10%3 y 3x1013,
concentraciones gque son superiores a las recomendadas para
un inoculante de alta calidad los que corresponden a 1x109
microorganismos/ml de inoculante.

5.3 Experimentos en Invernadero

En la tabla 13 se exponen los resultados del efecto de
fertilizantes nitrogenados y fosfatados sobre la interaccién
Bradyrhizobium japonicum-Glycine max (L.) Merril-Suelo, en el
suelo Feozem. La ausencia de ndédulos en los tratamientos no
inoculados indica que en el suelo en estudio no existen
rhizobia nativos. De los nueve tratamientos inoculados, sélo
en cinco se registraron nédulos, estos fueron escasos Yy
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Grafica 1. Curvas de crecimiento de las
dos cepas de Bradyrhizobium japonicum
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RESULTADOS DEL NOMERO DE RHIZOBIA VIABLES POR MILILITRO DE INOCULANTE

POR EL METODC DE DILUCION Y CUENTA EN PLACA

DILUCIONES
CEPAS 10-10 1071 10=12 | N° DE BACTERIAS
U.F.C./placa VIABLES/m
FQ-9 incontable 305 - de 30 axwo™"?
FQ-12 1595 183 —de30 1.7x10"1

U.E.C./placa Unidades Formadoras de Colonias/placa



TABLA 13

EFECTO DE LA INOGULACIGN Y SU INTERACCIGN CON NITRGGENO Y FOSFORO EN EL DESARROLLO DE

Glycine max (L) MERRIL VAR. JOPITER CULTIVADA EN UN FEOZEM {EXPERIMENTO EN INVERNADERO)
TRATAMIENTO ] PESO SECO PESO SECO
kg . PARTE AEREA | % DE INCREMENTO
CEPA _n",—%j_x— NODULACION g/plants RESPECTO A
TEST. ABS.
0 Q o - 0.59
0 80 0 - 061 34
&0 80 0 - 057 - 34
100 80 0 - 059 [
FQ-9 o 80 0 + 0.60 1.7
FQ-12 0 80 0 + 0.63 68
MEZCLA [ 80 [+ + 0.69 16.9
FQ-9 50 80 [+] - 0.52 -11.9
FQ~12 5 . 80 0 - 0.66 7.9
MEZCLA 50 80 [ +/- 0.57 - 34
Fa-8 100 80 /] - 0.54 - 85
FQ-12 100 80 ) - 0.87 136
MEZCLA 100 80 0 +f= 0.62 5.1
= Ausencia de nédulos
+ Presencia de nddulos

TEST. ABS, Testigo Absoluto

Elandlisis da varianza indico que no hay diferencia significativa

06
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pequeiios, mnientras que en los otros cuatro , la adicidén de
nitrégeno impidié la infeccién por 1la bacteria o el
desarrollo de los ndédulos.

Respecto al ©peso seco de parte aérea, el andlisis
estadistico, indica que no hay diferencias significativas
entre tratamientos {Tabla 14); no obstante, algunos
tratamientos se registraron variaciones con respecto al
testigo absoluto que fluctuaron entre ~-12 y +17%;
observandose que en los tratamientos en gque se adicioné
nitrégeno (sin o con inoculante) se obtuvo menor peso seco
respecto al testigo absoluto.

La fertilizacidn fosforada aumentd ligeramente el rendimiento
de peso seco, cuando se aplicé solo o combinado con 1los
diferentes inoculantes; pero cuando se aplicé en combinacién
con nitrégeno mineral (50 © 100 KgN/ha.) tunicamente hubo
incremento en los tratamientos inoculados con la cepa FQ-12.

En relacién al efecto de las cepas se observé que el mayor
incremento en el peso seco se obtuvo en la mezcla de las
cepas, en segundo lugar la cepa FQ-12 y por ultimo el
tratamiento inoculado con la cepa FQ-9 que fue casi igual al
testigo absoluto con solé el 1.7% de incremento.

Al comparar el eaefecto de la cepa FQ-12 en ausencia vy
presencia de nitrégeno mineral se observa que el rendimiento
de peso seco resulté mayor en presencia de nitrégeno mineral,
no obstante el incremento de peso seco no puede atribuirse a
la fijacién de nitrégeno, debido a gue en estos casos no se
registré nodulacién. No se logrd dar una explicacién a la
mayor incorporacién de nitrégeno mineral en presencia de esta
cepa.

Al comparar los resultados obtenidos con los reportados por
otros investigadores surgen numerosos cuestionamientos; por
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TABLA 14

TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS PESO SECO DE PARTE AEREA giplanta
{FEOZEM)

TRATAMIENTO AEPETICIONES TRATAMIENTO [

LTOTAL (T) | MEDIA (X1) F

0 0.60 0.50 0.68 1.78 0.59 ‘
1 0.55 0.72 0.57 1.84 0.61
2 0.59 0.60 0.53 172 0.57
3 0.56 0.55 0.66 1.77 0.59
4 0.63 0.71 0.47 1.81 0.60
5 0.67 0.70 0.54 1.01 0.64
6 0.74 072 0.62 2.08 0.69
7 0.64 0.55 0.37 1.56 0.52
8 0.66 " o060 0.62 1.97 0.66
9 " 058 0.68 0.36 172 0.57
10 0.45 0.65 0.51 161 0.54
11 o071 0.65 0.64 200 0.67
12 0.61 0.52 0.73 1.88 0.62

TOTAL PRINCIPAL 23.63
MEDIA PRINCIPAL 0.60

ANALISIS DE VARIANZA

FUENTE DE | GRADOSDE| SUMADE | CUADRADO F F
VARIACION LIBERTAD |CUADRADOS MEDIO OBSERVADO | REQUERIDO

T X%y

TOTAL 368 0.340
TRATAMIENTOS 12 0.047 0.0039 0.35 215 296
ERAOR ' 26 0.293 0.011¢

—alm almaifinathia
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ejemplo: la cepa FQR-9 (sindnima de CB1809 y USDA 136) mostrd
ser muy sensible a 1a adicién de nitrdgeno, lo que no
coincide con la informacidn de otros investigadores gque la
reportan como tolerante a nitratos, la gue no s6l0 es capaz
de infectar y formar nddulos, sino también de fijar nitrdgeno
(Sistachis, 1976; Mc.Neil, 1982; Herridge et al., 1984;
Herrigge y Betts, 1988)., No obstante, se debe recordar una de
las conclusiones generadas por Senaratne ef al.(1987),
quienes indican que el efecto que ejercen los nitratos en la
fijacién de nitrdgeno atmosférico, depende de la interaccion,
genotipe de hospederc y c¢epa rhizobiana, y no de las
caracteristicas gue posee cada unc de los simbiontes de
manera individual.

Considerande lo anterlor podria pensarse que la asociacién
soya variedad dipiter~cepa FQ~9, es sensible a los nitratos,
pero esto tendria que ser comprobado mediante métodos mids
sensibles. Por otra parte, es de hacer notar gque los
rendimientos de peso seco obtenidos en este experimento
fueran bajos (0.52 a 0.69 g/planta), en tanto gue, en
estudios previos realizados en el mismo laboratorio, en los
que se empledé la misma variedad, las mismas cepas y suelos
procedentes de Chlapas, Tamaulipas y Ssn Luis Potosf, el
rendimiento obtenido corresponde a 2.36, 1.38 y 2.07 g/planta
respectivamente {Tsuzuki et al., 1985).

Con base en lo anterior, y considerando los sintomas de
deficiencias nutricionales que presentaron las plantas
Qurante el desarrollo del experimento, el crecimiento
raguitico de las plantas y la carencia de respuesta a los
diferentes tratamientos; el rendimiento bajo de materia seca
se atribuye al suela, gue posiblemente posee concentraciones
reducidas de otros nutrimentos. En este sentido la literatura
indica, que en suelos calcdreos, cémo el gue se uso en este
estudio, el aprovechamients de fdésfore puede disminuir,
debido a la formacién de complejos de calcio insolubles. Asi
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mismo se reporta que en este tipo de suelos, las plantas
cultivadas pueden presentar deficiencias de fierro,
manganeso, cobre, boro y zinc; y que la absorcién de potasio
también se reduce (Buckman y Braddy, 1991; Foth, 1987;
Tamhane gt al., 1986).

En el caso concreto de la soya, Amparano (1973), al trabajar
con tres suelos calcédreos procedentes de Pachuca, Hidalgo y
14 variedades de soya, establecié tres grupos definidos de
este cultivo, con base en su respuesta a la deficiencia de
fierro (clorosis férrica), calificando como sensibles a las
variedades: Benville > Cajeme > Bragg » LeePAR6l; entre las
variedades tolerantes o adaptables a esta condicién
particular a Hemon 107 > II-S3-M-28-1970 > II-S;~M-16 > Davis
1971; quedando las demds variedades en un grupo intermedio.
Asimismo observé, que en las variedades del grupo sensible y
del grupo medianamente sensible, el grado de clorosis férrica
se relacioné con la concentracién de calclo presente en el
suelo. En 1o que se refiere a la nodulacién, en algunas
variedades no fue afectada, en tanto que en otras fue
totalmente inhibida.

En el presente estudio se observaron los siguientes sfintomas
de deficiencias nutricionales: amarillamiento generalizado
(clorosis) y nervaduras de ceolor rojizo, las gue se asoclan
con deficlencias de fierro y fésforo, y aun cuando durante el
desarrollo del cultivo se aplicé una segunda dosis de
fésforo, sulfato ferroso (foliar) y un fertilizante foliar
llamado Aminol Fosnutren (mezcla de fdésforo, fierro, zine,
cobre y manganeso), las plantas al ser cosechadas presentaron
poco desarrollo y una coloracién verde pdlido, lo que indica
que las medidas correctivas no fueron suficientes.

Debido a que en este experimento no se logré observar el
efacto de 1la fertilizacién nitrogenada sobre la interaccioén

Bradyrhjzobjum Japonicum-Glycine max (L.) Merril, se procedis
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a montar otro experimento, en el que se empled un suelo
Fluvisol (procedente del mismo municipio de Miacatldn). Los
resultados se muestran en las Tablas 15 y 16, estos indican:
la ausencia de rhizobia nativos en el suelo en estudio y gue
las cepas inoculadas lograron inducir la nodulacién en
ausencia y presencia de nitratos, aun cuando en todos los
casos, el nimero y tamafio de los nédulos fue pequeiio.

El andlisis estadistico de los resultados de peso seco de la
parte aérea (Tabla 16), indica que hay diferencias
significativas; la prueba de Duncan permitié ubjicar a los
tratamientos dentro de cinco grupes: deos significativamente
diferentes y tres intermedios. El mayor rendimiento, que
corresponde al tratamiento en el que se aplicé fésforo,
nitrégeno mineral y la cepa FQ-9 (a); el rendimiento mas bajo
al testigo absoluto (c); el tercer grupo (ab) incluye tres
tratamientos: el £fertilizado con nitrégeno y fésforo, el
fertilizado con gésforo e inoculado con la cepa FQ-12 y el
tratamiento fertilizado con nitrdgeno, f£ésforo e inoculado
c¢on la mezcla de cepas; el cuarto grupo (abc) que permite
demostrar la respuesta al fdésforo y que ésta, aumentd
ligeramente en presencia de la cepa FQ-9 o de la mezcla de
cepas; finalmente en el quinto grupo (bc) se ubica al
tratamiento fertilizade con nitrégeno y fésforo e inoculado
con la cepa FQ-12. .

considerando lo anterior se puede afirmar que en este
estudio, la variedad de soya en estudio (Jupiter) respondié a
la adicién de nitrégeno y de fdésforo, asf{ como a los
inoculantes empleados, que fijarén nitrdgeno en ausencia y
presencia de nitrégeno mineral, lo que se tradujo en un
incremento del peso seco con respecto al testigo absoluto.

La comparacién del peso seco obtenido en el testigo absoluto
con el registrado en 1los tratamientos inoculados (sin
nitrégeno), indica que 1las cepas fijarcn nitrégeno Yy



TABLA 15

EFECTO DE LA INOCULACION Y SU INTERACCION CON NITRGGENO Y FOSFORO EN EL DESARROLLO DE
Glycine max (L) MERRIL VAR. JUPITER CULTIVADA EN UN FLUVISOL (EXPERIMENTO EN INVERNADERO)

TRATAMIENTO PESO SECO PESO SECO
Kg/ha ’ PARTE AEREA | % DE INCREMENTC
CEPA N r P ' K NODULACION g/planta RESPECTO A
TEST. ABS.
N
0 o o] - 1.32¢c
0 60 0 - 1.57 abc 189
70 60 ] - 1.83ab 386
FQ-9 4] 60 [¢) + 1.66 abc 258
FQ-12 0 60 [°] + 1.80ab 364
MEZCLA 4] 60 0 + 1.71 abe 29.5
FQ-% 70 60 0 + 1.95a 477
]
FQ-12 70 60 0 + 1.51 be 144
MEZCLA 70 60 0 184ab 394
IR
— Ausencia de nédulos
+ Presancia de nGdulos

TEST. ABS. Testigo Absoluto
El analisis de varianza indico que si hay diferencia significativa

96



97
TABLA 16

TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS PESO SECO DE PARTE AEREA giplanta
(FLUVISOL)

TRATAMIENTO " REPETICIONES TRATAMIENTO ;,

TOTAL”!' MEDIA ’Xll r

o] 127 154 1.16 3.96 1.32 !
1 1.80 143 147 470 1.57
2 1.94 200 156 6.50 1.83
3 1.74 1.85 1.38 497 1.66
4 172 169 200 541 1.80
5 177 199 1.38 614 i
6 1.8 1.90 1.96 6.84 1.95
7 1.69 127 1.88 4.54 1.51
8 207 1.60 184 551 184

TOTAL PRINCIPAL 45.57
MEDIA PRINCIPAL 1.69

ANALISIS DE VARIANZA

FUENTE DE | GRADOS DE| SUMA DE | CUADRADO F F E
VARIACION LIBERTAD |CUADRADOS| MEDIO |OBSERVADO | REQUERIDO
(‘U] {sc) ~{cm) 5% ] 1% |
TOTAL 26 1.77
TRATAMIENTOS 8 0.92 0.120 255 251 371
ERROR 18 0.85 0.047

Si hay diferencia significativa.



SEPARACION DE DUNCAN

Separacién Significativa Minima

DSM =0.37
DSMn:
Posicidn Relativa 2 3 4 5 6
Valores de R, 5% .00 1.05 108 110 112
DSMn = R{DSM) 037 039 040 041 041
Grupos Estadfsticamente Diferentes:

Tratamiento 0 7 1 3 5 4 2

132 151 157 166 171 180 183

7 8
113 113

0.42 042

o8
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originaron un incremento de materia seca de 25 a 36% con
respecto al testigo absoluto; estos resultados coincidan con
los reportes de otros estudios realizados en el pismo
laboratorio, gque indican que las cepas FQ-9 y FQ-12 son
efectivas en la fijacién de nitrégeno (Herndndez y Meza,
1987; Monterrubio, 1987; Paredes y Flores, 1988) y que son
especificas para la variedad de soya Jupiter (Ramirez-Gama ekt
al., 1992).

Al comparar el rendimiento de peso seco obtenido en 1los
tratamientos inoculados (sin nitrégeno), con los de los
tratamientos inoculados (con nitrégeno), se observa que la
fijacién de nitrégeno en la cepa FQ-12 fue inhibida, lo que
se tradujo en la disminucién del peso seco de 36 a 14%; en
tanto que cuando se inoculé con la cepa FQ-9 o la mezcla de
cepas (que también contenia a esta cepa), el rendimiento
aumenté6 de 25 a 47¢ y de 29 a 39% respectivamente;
comprobdndose gque las cepas rhizobianas varfan en su
respuesta a la presencia de nitratos (Danso ¢k al., 1987) y
que la cepa FQ-9 (CB1809) es tolerante a nitratos (Sistachis,
1976; Mc.Neil, 1982; Herrigge gt al,, 1984: Herrige y Betts,
1988).

considerando 1los resultados anteriores y el reporte de
Senaratne gt al., (1987), respecto a que la fijacién de
nitrégeno en presencia de nitratos depende de la interaccion
cepa rhizobiana-leguminosa, se puede afirmar que 1la
asoclacidn soya variedad Jupiter-cepa FQ-12 de Bradyrhizobium
Japonicum es sensible a la presencia de nitrégeno; en cambio
la interaccién soya variedad Jupiter-cepa FQ=-9 de
Bradyrhizobium Jjapenicum es tolerante a 1la aplicacién de
nitrégeno, como se demuestra con el rendimiento obtenido en
el tratamiento inoculado y fertilizado en el que se registré
un rendimiento superior (47%), con respecto a los obtenidos
en los tratamientos: en el que se agregé Unicamente el
inoculante (25%) o en el tratamiento con fertilizante mineral
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(38%): 1lo que indica que esta asociacién puede ser
recomendada para aguellos suelos en 1os que hay necesidad de
agregar fertilizante mineral o que tienen abundantes
nitratos. ¥ que se puede optimizar el rendimiento de la soya
variedad Jupiter mediante la aplicacién simultdnea de esta
cepa y fertilizante nitrogenado.

En la tabla 17 se muestran los resultados del contenido de
NH; Yy NO3 iniciales y residuales en el suelo Feozem, estos
indican que el amonio fue transformado a nitratos y que el
contenido de estos en vez de disminuir auments, lo que se
atribuye a las deficiencias nutricionales que limitaron 1la
absorcién del nitrdgeno disponible, afectando el desarrollo
inicial de las plantas, asi como el establecimiento de 1la
simbiosis, lo que se tradujo en el crecimiento raquitico de
las plantas.

En la tabla 18 se observan los resultados del contenido de
NH; y NO3 iniecial y residual del suelo Fluvisel, y en 1la
grafica 2 se relacionan los resultados de peso seco de parte
aérea con el porciento de NOj residual; estos indican que aun
cuando el contenido de nitrégenc disminuyé, este no fue
agotado a través del experimento, y como era de esperarse la
cantidad residual de nitratos fue, mayor en los tratamientos
fertilizados. Aun cuando el rendimiento de peso seco mostré
diferencias estadfsticamente significativas que indican 1la
respuesta a la fertilizacién, a la inoculacién de la cepa FQ-
12 en ausencia de nitrégeno y a la inoculacién de la cepa FQ-
9 y de la mezcla de cepas en presencia de nitrégeno, con
respecto al testigo absoluto, habrifa sido interesante
efectuar esta evaluacién en una etapa mds avanzada de
desarrollo del cultivo a fin de confirmar que los resultados
obtenidos se manifiestan en el rendimiento final.



TABLA 17 !

RESULTADOS DE CONTENIDO DE NITRGGENO {NHq ¥ NOg) EN EL SUELO ALINICIO Y FINAL DEL EXPERIMENTO
(FEOZEM)

TRATAMIENTO NH NO3
Kg/ha 1 ppm___

CEPA N l P l K TNICIAL | RESIDUAL | INIGIAL r RESIDUAL
0 0 0 0.04 0 41 47 :
) 80 0 0.05 003 44 47
50 80 0 032 o 81 97
100 80 0 047 0 7 127
FQ-9 0 80 4] 0.05 [} 486 57 :
Fa-12 0 80 0 001 0 50 a7
MEZCLA 0 80 o 0.02 ) 52 47
FQ-9 50 80 0 0.34 ) 85 129
FQ-12 50 80 o] 0.31 0 65 112 ’
MEZCLA 50 80 0 0.28 0 67 %4 :
FQ-9 100 80 0 0.46 0 84 121
Fa-12 100 ) 0 058 0 72 122 !
MEZCLA 100 80 0 041 0 63 108

10T



TABLA 18

RESULTADOS DE CONTENIDO DE NITROGENO (NHa Y NOg) EN EL SUELO AL INICIO Y FINAL DEL EXPERIMENTO
(FLUVISOL)

~ T TRATAMIENTO NHgq i NOz
Kg/ha meq/100g ppm

CEPA N P l K INICIAL | RESIDUAL | INICIAL | RESIDUAL

0 o 0 0.13 0 110 76

0 60 0 0.13 0.01 13 70

70 60 0 065 0 205 123
FQ-9 0 60 0 0.16 0.01 107 72
FQ-12 o " 60 0 0,19 0 108 68 !
MEZCLA 0 €0 0 0.25 0 116 76 !
FQ-9 70 &0 o 0.66 o 174 118.
FQ-12 70 60 0 0.57 0.02 206 131
MEZCLA 70 60 o 0.70 0.02 201 96

z20T




Gréfica 2. Peso seco de parte aérea
y Nitrato Residual (Fluvisol)

g/planta % de NOa Residual

100
Lso
Leo
Fa0

20

Tratamlentos

B Peso seco — % NO, Residual

Tratamiento 0, 1, 3, 4 y 5 con 0KgN/ha.
Tratamiento 6, 7, 8 y 2 con 70KgN/ha.

€01
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5.4 Ensayos Microbloldgicos Adicionales

Considerando que e) tamafno y nimero de los nédulos obtenidos
fue reducido, no séio en el suelo clasificado como Feozem
sino también en el Fluvisol, se procediéd a determinar la
sobrevivencia de los rhizobia en el suelo y la presencila de
posibles antagonistas que limitaran el desarrollo de 1las
bacterias introducidas.

Los resultados expuestos en la tabla 19 indican que 1la
sobrevivencia de la bacteria en los dos suelos en estudio fue
baja, ya que después de la cosecha s6lo se detectaron de 2 a
170 rhizobia/g de suelo en el caso del Feozem y de 6 a 580
rhizobla/g de suelo en el caso del Fluvisol. En la literatura
se reportan de 295.a 1,250,000 rhizobla/g de suelo (Semu st
al,, 1979:;Abaidoo et al., 1990).

Respecto a la presencia de antagonistas que limitaran el
desarrollo de las bacterias en estudio, en ninguno de los
suelos se registré 1la presencia de bacterias u hongos
antagénicos a pRradyrhizobium Japenicum, asimismo, en 1las’
placas bacterianas inoculadas con el filtrado de 1los
extractos de suelo, no se observaron 2zonas Jliticas que
indicaran la presencia de fagos.



TABLA 19

SOBREVIVENCIA DE Bradyrhizobium japonicum EN LOS DOS
TIPOS DE SUELOS POREL METODO DE INFECGION EN PLANTA

SUELO kg N/ha

NMP DE RHIZOBIA/g DE SUELO

FQ-9 FQ-12 [ MEZCLA
FEOZEM 0 17.0 58.0 17.0
50 17.0 1.7 ND
100 58 170.0 ND
FLUVISOL 0 1700 58 58
70 58 580.0 ND

NMP Nimero Més Probable

ND No Determinade

105
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6.0 CONCLUSTIONES Y RECOMENDACIONES

~ El1 efecto del nitrégeno mineral sobre 1la interaceién

Bradyrhizobium Jjapenicum-Glycine max (L.) Merril-suelo varia

en funcién de la cepa, el hospederc y el tipo de suelo.
Los resultados del suelo Fluvisol permitieron:

- Confirmar la eficiencia de las cepas en estudio y su
especificidad con la soya y concluir ques:

- En presencia de suelo la cepa mis eficiente corresponde a
la FQ-12.

~ El crecimiento de Glycine max (L.) Merril variedad Jupiter
es incrementado con la adicién de fertilizante quimico, asf

como con la inoculacién de pradyrhizobhium daponicum..

- La respuesta a la inoculacién fue similar o inferior a la
obtenida con la aplicacién de nitrégenc mineral.

~ El rendimiento de la soya- puede ser incrementade mediante
la fertilizacién y utilizacién de interacciones cepa-variedad
especificas y tolerantes a nitratos.

- De las interacciones en estudic, Bradyvrhizobium Aaponicum
FQ-9 ~Glycine max (L.) Merril variedad Jupiter se calificé
como tolerante a nitratos, en tanto gue la interaccion
Bradyrhizobium 3japenicum FQ-12 ~ gliveine max (L.) Merril

variedad Jupiter como sensible a nitratos.
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~ Los resultados obtenidos indican que aun cuando mediante
estudios hidropénicos se haya logrado efectuar la seleccién
de cepas y variedades capaces de establecer asociaciones
eficientes, es indispensable evaluar el comportamiento de
éstas en presencia de suelo, debido a que las caracteristicas
de éste influyen de manera decisiva en el establecimiento de

la simbiosis y en el proceso de fijacién biolégica de
nitrégeno.

- Asimismo se observé que en este tipo de estudios es
conveniente establecer en el invernadero periodos de cultivo
mas prolongados que permitan el agotamiento en el suelo del
nitrégeno mineral adicionado y de este modo establecer una
comparacién mas real del efecto que ejerce el nitrégenc
mineral absorbido, el nitrégeno atmosférico fijado o ambas
fuentes de nitrégeno sobre el desarrollo de las plantas.
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8.0 APLNDICE

MEDIOS DE CULTIVO

Caldo Extracto de Levadura Manitol (CELM)*

Manitol log

KaHPO, 0.59
MgSO4 7H20 0.29
Nacl 0.1lg

Extracto de Levadura 0.4g
Agua Destilada 1000ml

pH 6.8-7.0

Extracto de Levadura Manitol Agar - Rojo Congo (ELMARC)*
Lo mismo que en CELM més:
Agar 15.0g

Solucién Acuosa
Rojo Congo (1/400) loml/Lt

CacO3 (unicamente

para tubos incli-
nados) 3.09

Gelosa Nutritiva (GN)*

Extracto de Carne 3.0g9
Peptona 5.09
Agar 15.0g
Agua Destilada 1000m1
pH 6.5-7.0

* Esterilizar a 121%¢, 151b/in2 durante 15 minutos
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Solucién Nutritiva de Jensen Libre de Nitrdégeno.

CaHPOy 1.09
KoPO4 0.2g
MgS0,4-7H; 0.2g
NaCl .29
FeCl, 0.1g
Micronutrientes 1ml /Lt de Solucidén Nutritiva
Agua Destilada 1000ml
Micronutrientes:

H3BO3 0.05%
MnClz-4H0 0.05%
2nS04 « 7H20 0.005%
NapMoOy4 < 2H20 0.005%
CuS0g4 - SH20 0.002%
Agua Destilada 100ml

La Solucién Nutritiva se ajusta a pH 6.5-7.0
Esterilizar a 1219c, 151b/in? durante 15 minutos

Antes de usarse la Solucién Nutritiva se diluye 1:4 con
agua destilada,
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UNIDADES EXPERIMENTALES PARA ENSAYO DE INFECCION EN FLANTA (NMP)

Corte y Dobles del Papel Filtro
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Figura2 .

DETERMINCION DE LA SOBREVIVENCIA DE
Eradyphicsbium japonicum POR EL METODO DE
INFECCIGN EN FLANTA (NMP)

10g de Suelo 102 07 10¢ 10
macetas +95mlideH, O llml l!ml llml Ilml llml n
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]
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tratamiento moculado +95ml deHzo llm: l: o Jim ll m o
10! 0 = —— Unidad Experimental
Bolsa de Plistico con
Papel Fitro Grueso ¥
20 m) de Soluciénde

Jensen, Colocando 11+
semilla germnada



Figura 3

ANTAGONISMO POR MICROFLORA GENERAL DEL SUELO

é Cultivo Activo de
50 ml de Bradyrhizobum aporicum

10 g de Suclo 02 13 50 mi de
+ 9'5 mi de HZO Tubos con GN. CepaFQ 90FQ 12
esténd 9mlde HO Fuadida (45°C) findido (459c1

esténl

CajasPen +10mlde GN
Lacapa de G N. se meubo a 28°C duranse 48 horas,
y después se afiadio la capa de ELMARC mcubandose

2 2B°C durante 7 dias.
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Figura 4

ANTAGONLSMO POR
FAGOS DEL SUELQ 10 g de suelo
+
95 mi de H,0
Dilucion 10-}
1
Filtrado
Filtrado en Equipo
Millipore estéril
membrana — @
o gt
/Mm\‘ ./de\
Cultive / 1m % B Cutive
activo de ~ " artiva de
lacepa ¥ a lacepa 12
0.04 1 004m
Matraces !mublr a18°C Matraces
con madis durante 20 minutos com medie
ELMARC ELMARC
P v S
N — N—
ld 1 ! !
Se vadian Se distribuyen
20 mlen 50 ml del medio Se vacfan  Se distilbuyen
cals peut Petri 20 mien 50 mi del medio
P on cajus Petri cajspetel  en cajas Potri
Testigo Testigo P

Incubar 2 28°C durante 7 dias
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