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I'flqnnéCIo.




El aumento de la poblacidn mundial, el deterioro del medio ambiente

y el agotamiento de los recursos fésileg,ndvrenovaﬁles’hanfes:imado entre

Lé!dtéénizgqi u
reporta éhe"deﬁiasyézdo millones: d

td bajo cultivo.

Lo que se sugiers es ‘un aumento an la produccidn agricolarpbr unidaad
de superficie. Uno de los facfores que ha contribuido a &ésto, es el ueo -
masivo de fertili;gn;es 9ne§§eéialmente los nitrogenados, sin embargo. 1a
cristis energécica, la brqgresiva carestfa de estos productos debido al al

to copsumo de gas natural y petrdleo utilizados en su fabricacidn, obliga

a buscar otras alternativas.

Merece la atencidn cualquier medio para aliviar problemas como son -
la allmentacidn y el uso de fertilizantes. Dentro del sistema econdmico -
de Mé&xico, la soya presenta un caricter estratégicoe importante por propor
cionar un elemento indispensable en‘la dieta de la poblacidén y abastecer

el insumo principal de la dieta de alimentos balanceados. Dado que en el
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comportamiento de los principales indicadores de ofet:a y demanda se pre-—

senta insuficiencia de estos praduc:os, se debe recutrir ‘a 1mporcaciones

crecientes a: precios ceda vez: mas altos.

,general

mplantacidn dE'cql

:ydid,

ultivo asdciado ]

es ‘el estudio de

la variedad de soya UFV-1l que cuando se usa ha mostrado una buena adapta-

cidn. -

Por otra parte, entre las técnicas utilizadas para aumentar la pro——

duceidn de soya se tiene la inoculacidn de semillas con bacterias del gé-

nero Bradyrhizobium. Ya que desde hace muchos afios se tiene el conocimien

to de que esta bacteria y la soya establecen una asociacidn y que en esta
condicidn la bacteria reduce al nitrdgeno elemental a formas iitiles para

la leguminosa, favoreciendc el desarrollo y produccidn de grano de la misg
ma. E1 proceso que a su vez permite economizar fertilizante nitrogenado —

para este tipo de cultivo y aumentar la disponibilidad de fertilizante pa



ra otros cultivos.

De tal manera que la utilizacion de los 1nocu1antes es cada vez de -

mayor significancia economica debido a: 1

Capacidad competitiva y de sobrevivencia en el suelo de las bac:e—(

rias fijadoras ‘de ni:rGgeno.

Faccores climaticos y edaficos que estimulan o inhiben l escable—

cimienCO de la simbiosis o bien la eficiencia y manifestacion de -

la misma.
Lo anterior indica la importancia de introducir al suelo inoculan;es

bacterianos que reunan las caracteristicas mencionadas en los tres prime-

ros incisos y efectuar estudios acerca de su adaptacidn e interaccidn con
los factores del suelo.

Con base en lo anterior y como upna contribucidm a las posibles alter
nativas para mejorar y conservar los suelos medfiante el cultivo de legumi
nosas, que a su vez permite disminuilr el uso de fertilizantes nitrogena-—
dos el presente trabajo tiene como objetivo determinar la interaccidn de cepas

preseleccionadas con la variedad UFV-1 y dos suelos del estado de Campeche.
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2.1. CaracterIsricas y usos de la soya.

marfolbéfaay-geﬁeralidédes{ . :

2.1,1. Taxonomia,

hina, desde d'ude se’ ex:endio a

arbustos como la Acacia, Burton (1972)

ra mundial debido a 1a aplicacio

en diferences 1nduscrias.
2.1.2, Caracterfsticas de la“semilla.-

La importancia del grano de soya radica en qﬁe‘es 1é fue £
tefna de buena calidad y mis barata que éxiste en el’pé{s t1 racte—-

rIstica fundamencal es su facilidad de transformacion para elaborar pro—-

ductos como: leche, queswo, harina, pan, aceites y suscitu:oa del cafe y -



cacao.,.

La harina thenidé‘ciené,un balance de aminodcidos esenciales seme——

jantes a la. proteina

proteZnas

1a produccion -

es de 3.1 mr ones de toneladas de grano, con un valot e

superior a 19 000 millones de pesos; é&sto - demuestra la importancia econd—

nica de la soya que ha promovido el desartollo‘de la induat;ia alimenti-—

cia y aniuél.

A nivel nacional los principales estados productotes de soya son: Si

Chihuahua ¥ Tamaulipas. En Mexico este cultivo estd amplia

naloa, Sonora

mente establ cido en las areas del noreste del pafs Soncra, Sinaloa y Chi

huahua generalmen:e bajo condiciones de riego- El cultivo de esta legumi-
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nosa bajo condiciones de :enporal se inicio en el- sur, de Tamaulipas en

donde se sembraron 600 Ha' con la variedad Tropicana,;obteniendose buenos

mis de’ lO 000 que ya se explotan.

Actﬁaimenﬁe la soya es uno de los cultivos m§s redi:uablés de la re~

gidn, el costo por Ha es de $6,750.00 y los rendimientos nedios l 40 ton/

Ha. Los gastos de una hectdrea se pagan con 1.08 toneladas. por ‘1o que 1a
Con base en lo an:erior v

ganancia neta es alrededor de $2,000.00 por Ha.

mediante la difusidn adecuada sobre las propiledades nutricionales de este

cultivo es probable que en el estado de Campeche llegue a ser un importan

te productor de soya en el sureste del pals.

En el perfodo de 1959-1969 se sembraron Unicamente variedades ameri-

canas, sin embargo,: de 1970—1980 gracias a las nuevas vériedades origina-—
das por la invescigaci6n aét!cola a nivel nacional, se logrd que el 80% -

del area ocupada por esta leguminosa en los diferentes estados. producto--—
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res se sembrara con variedades mexicanas.

El programa de: soya en- el :ropico humedo, deade su escablecimienco -

que- las’ varied

rendimieptds

En los

des de séya sel




CUADRO 1.

'‘CaracterTsticas’de

las variedades. Americanas déf,A

Variedad-
Lee .’
H111
Bragg

Davi;.;r;

Jupiter :




CUADRO 2.

variedade

Cajeﬁe

viroja,

UFv-1




2.1.4. Factores que afectan el cultivo.

Las condicidngs_écol6gid&s &é:cém

‘éhé”sqn ideales’ para el cultivo -

cer,la‘fecha defSiembra Eptima. que “corresponde de’ 15 de: junio al 30 de -

observandose que en el mes de julio es cuando mejor se. producen, -

julio.
en tanto que las siembras que se; 11evan a cabo en el wmes de agosto gene-—

ralmente ‘son menos tendidoras. y esto probablemente se deba al efecto del

fotoperfodo. asI como a 1a ausencia de iluvias en la época de la flora~ —

cidn CrispIn y Bartiga (1975).

por . su sénsibilidad a‘ia duracidén del dfa se ha clasificado como = ~

planta. de dfas cdrcos. Esta caracterfstica determina que las variedades

tengan una drea de adaptacidn- limitada y que sea muy amplia la gama varie
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tal en los lugares donde el cultivo es de importancia econdémica.

Las variedades de soya responden eﬁ Eorma~distinfa cuando se exponen

diariamen:e a diferentes perIodos de 1uminosidad aunque en realidad el re

rIodo de oscuridad es el determinante

flores. Algunas variedades requiete

Todas las variedades florean mas r

'para 84 USC.

La fecha de siembra de:ermina la duracion del fotoperiodo y ambas

tienen influencia sobre caraCCerIscicas tan importantes como la alcuta ‘de

la planta. perfodo vegetativo, rendimien:o y desgrane. Adem3s, a medidg -

que cambian las condiciones de humedad y temperatura la poblaciGn de nmale

za es diferente. N . .

2.2. CaracterIsticas e 1m§6ft£ﬁéi§iderlé”bacteria.

2.2.1. Taxonomfa, morfologfa }'car&’ﬁeristicaé.v

Jordan y Allen (1970) ‘en‘el 1
neros a la familia Rhizobiaceaé,

bacterium, a su vez el gé&nero Rhizobium

phaseoli; meliloti. tri—

ocalizaujagonicum y lugini

miento rdpido formando parée de

folii y leguminosarum. Y en él:cruplo II se

que son microorganismos de cre

Actualmente Jordan (1984) en el ‘anual e Bergey cl’sifica a la fami

Rhizobium, Bradyrhizobium; Agrobacte—

1ia Rhizobiaceae en cuatro generos.
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rium y Phillobacterium. Rhizobium japonicum es el gé&énero Bradyrhizobium -

japonicum.

Es una bacteria Gram negativa, ‘de aproximadamente 6.5-0.9 X 1.2-3.0

‘micras,. se*presenta'eh'colonias'circulares, blancas y opacas.‘rafas veces

ttanalucidas ¥y convexas que no exceden de l mm de diametro, ‘se conaidera

una bacteria de crecimirnto lento ya que su desarrollo ‘se aprecia despues

de incubarla durante erIodo de 527 dIas en medio ‘extracto de levadura

manitol y rojo coﬁgb

bohidratos y Acidos orgdnicos cdmoffugnt

~sa, galactosa, glicerol, fructosa,
las cepas utilizan maltosa,yrarés-v ces

Los dcidos que pueden utilizarigq

Producen un polisacirido extracelular no. produce:dcido sucecinico, -

tampoco hidroliza 1a'cas c piéadbken5uﬁv6e~é
dio que contenga glicerofosfa:o de cal :éé'édmﬁh la:pro&uéciSn de‘peni

cilinasa, da reaccidn- alcalina con'produccion de zona de sSuero. Bradxrhi—

zobilum japonicum disminuye su desarrollo en’ un medio que contenga 2% de -




cloruro de sodio.

Como fuente de nitrdgeno utiliza sales de amonio o niéracos,,ciercos

aminoicidos‘(gluté' to aspar o : re

utilizadé“so

La inmunqdifﬁsiop revela’ qu

rias de crecimiento lento y:bac

txaciclinas, estreptomicdi
como marcadores en tant

bromuro de etiloc.

2.2.2. Importancia de la bacteria.

La impoitancia de Bradyrhizobium y hazobiﬁm radica en ﬁue~sé asqciaf

con todas las leguminosas y bajo estas condiciones,vll

aire es prdcticamente inagotable y se calcula’que anualmencg.ae fijan de

100 a 500 millones de toneladas por vias btqlégiéas, Date (1976). Corres—
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pondiendo aproximadamente el 40% a la simbiosis Rhizobium-leguminosa.

recifica sola o en cultivos rotatorios, que

esa leguminosa.
Los Rhizobia son frecuentemente mis - abuind ‘ pf&iimidades -

de las rafces que a clerta distancia de'ellas

2.3. Simbiosis eficlente en ia Fijacién Bioldgica de Ni
que la deterwinan.
El establecimiento de simbiosis entre bacteriavifleguminog ’novaSégg
ra la Fijacidn de Nitrdgeno, de tal manera que para obte‘nerslo“s ’b‘g.n'ef;'ri— -
cios derivados de este proceso natural es necesario\aéeﬁur#ryla existen-—



- 24 -

cla de una simbiosis eficiente la que estd regulada por la interaccidn de
caracteristicas gen&ticas de la bacteria, de ‘la leguminosa y de factores

ambientales los que:son considerédps de manera 1n:egral'y‘dé:erminbn un -

Las ¢ se manifies—
tan a travé

la simbiosi

bacteria'y lasirafce
penetrar a:la

cidn de nad

Por lo que ¢ : 1 ] ‘en’ relacion ‘a

son: de la bac : infecciﬁiﬂéd, capacidad competitiva. cépaéidad’de -

adaptacion y sobrevivencia en el suelo, de ambos simbiontes- interespeci—

ficidad y de los_fac:ores ambientales- contenido de nutrimen:o& pH.y tem—,

peratura del suelo. Graham y Hubbel (1975).

2.3.1, I’nfe'c::f.\}i‘dad.

La infec:ividad se tefiere a. la capacidad de la bacteria para infec—'

tar a las raIces e inducir la formacion de nodulos independientemente de

que fijen o‘no nicrogeno.

2.3.2. Especificidad y:

La espécificidad estid: dada de la' bacte

ria y del hospédé#ﬁ’i.sé el proceso

de infeccidn, fctmpéiaﬁ sy el’establecimientoide la‘fijééisn -
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del Nitrdgeno. Date (1976).

El procesoc de ‘la infeccion involucra numerosas paSOS que comprenden-

- Estimulacion de los microorganismos en la zona radical.

- Contacto encre

formacidn de nddulos.

En relacidn a 1ares£imulac15n’dé ias‘bacterias‘eﬁ iavzona radicular
numerosés autores reportan que pfodUCtos de secrec15n4vegetal estimulan -
la multiplicacidn de los microorganismos, y existen reportes que élgunos
de estos productos estimulan selectivamente a Rhizobium, como por ejemplo
la homoserina secretada por las ralces de chicharo que estimulan preferen
cialmente a Rhizobium leguminosarum, Egeraat (1975).

Hunter y Fahring (1980) reportan sustancias quimiotaccicas secre:a—-
das por los pelos radiculares las que atraen al microorganismo hacia la -

superficie de los mismos. Esto favorece el contacto fisiologico entre bac

teria y hospedero y es entonces cuando se 1leva a cabo procesos de Tecono
cimiento los que son determinados th 1as lectinas de 1as leguminosAl y -

diferentes polisacaridos de la supetficie del Rhizobium especffico. Dazzo

(1981)

Sharon y Lis (1972) 1indican que esta coﬁbinaciﬁn se efectiia de mane-—
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ra andaleoga a la reaccidén antigeno—anticuerpo donde parte de la molécula -

de los polisacaridos bacterianos actiian como receptores vatiables. Asf en

Rhizobium trifolii el azucar 2—deoxiglucosa actda c¢omo sitio receptor.

Dazzo"y: colab (1976).,En tanCO que en Rhizobium jgponicum esta funcion se

acribuye a la hexosa D—galaCCDsa, Bhuvanesivare (1977

ect na de Glzcine max -—
marcada con isotiocilanato de fluoroceina combina con. la mayor¥fa de las ce

pas de Rhizobium japonicum que induce 1a nodulacion en soya, en tanto gue

no combina con las cepas de Rhizobia incapaces de formar nSdulos en soya.
De tal modo que el reconocimiento de las cepas de Rhizobium ocurren en di
ferentes grados de especificidad, lo que indica las diferencias de especi
ficidad, asf como la capacidad competitiva por el sitio de infeccidn, Vif

dor (1977) mencionado por Rodrfguez y Vidor (1980 b).

La presencia de la bacteria apropiada sobre la ralz y del,fac;or dé;

rivado de combinaciones homélogas induce el enroscamiento de-los peiofra—
diculares’ y sobre este proceso influyen también el pH del suelo, nivel de

calcio 'y contenido ‘de nitrogeno. Dazzo y Hubbel (1975).

E1l siguiehﬁe paso de la infeccidn compreﬁdé iﬁ penetracidn de la bac
teria y formacién de un filamento infeccioéo;‘pfécéso sobre el que hay di
ferentes teorfas. Dart y Mercer (1963) indicén‘due las bacterias pasan a
través de los intersticios de las microfibrillas de la pared celular del
pelo absorbente causando la infeccidn. Nutman (1956) menciona que el Rhi-

zobium genera un polisacdrido que induce la produccidn de poligalacturona

sa en la planta con el consecuente ablandamiento del pelo radicular y for
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macidén del filamento 1nfeccioso. lo que depende de la capacidad del micro

organismo para producir un’ complejo de enzimas hidtolIticas y éstos mis——

mos autores reportan que la cantidad de poli la rizosfera

e 1nocu1a con'.cepas

es mayor cuand

de Trifolium regens;

rantes no. viru

alt s’cancidades de nittogeno a difer

Rhizoﬁiafque pueden comportarse como parasitos de las mismas plantas

En diferencés inVestigaciones se ha demostrado que existen cepas al—
tamen:e efectivas -] eficaces en la Fijacidn de Nitrdgeno y que presentan

capacidad infecciva variable.

Para explicar las diferencias de comportamiento en cuanto a eficien-
cia en la Fijacidn de Nitrégeno se han dado numerosas explicaciones sin =~
haberse establecido hasta el momento el factorxr o factores que determinan
una baja eficiencia. Se asocia la baja eficlencia de la Fijacidn Bioldgi-—
ca de NitrSgeno con una baja capacidad de 1la cepa para utilizar la ener——
gfa proveniente de los productos de la fotosfntesis. Otra explicacidn se

refiere a que algunas cepas acumulan 4—-aminoburirato lo que reduce la can
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tidad de nitrdgeno disponible para la planta, Rodrfiguez y Vidor (1980a).

En tanto Schuberc y Evans (197‘) sugieren que el desprendimiento de

‘bios

factore; que' uthi

zobium. Ya ﬁﬁe

1as de ATP lo que condu

una menor eficienciq en la Fijééis ‘de-NitrSgeho.

En relacidn a lo anterior se han observado que algunas cepas de Rhi-
zobium japonicum poseen. un genme llamado Hup+ que determina la sfintesis de
la enzima hidrogenasa, estas cepas son capaces de formar nddulos que reci

clan el hidrdgeno producido durante la Fijacidn de Nitrdgeno.

Albrecht y colab -(1979) demostraron que la cepa de Rhizobium japoni-
cum USDA 22 DES aumenta significativamente el contenido de nitrdgeno y el
peso seco de la’ parte aerea de las plantas, compardndose con unas cepas =

mutances Hup derivadas de Hup+ USDA 22 DES.

colab‘(}?Bl) reportan un aumento significativo de -

nitrégeno en semillas de plantas cultivadas en

suelo y que fueton noculadas qbn cepas Hup+. Por lo que es recomendable

considera; este ;ipdvdé_estudios en la produccidn de inoculantes céﬁerciﬁ

les convéépéé,dé Rhizobium jﬁgpnicum.

La efectividad se’ inficia con la cransfofma;ié
teroide dentro del nddulo, en donde conét{tﬁﬁe;ﬁ

Bergensen (1967).
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bacteroides estructuralmente organizados en las c&lulas del hospedero es-~
td relacionado con la actividadVde’laﬂFijaciEn‘de Nicrdgeno y que: existen

:féjido:cén -

muy poccs casos. de nddulos: inefectivos: en

"'coon’:.
dcido: * T r—'——vaminoyﬁcido E

orginico glutamina.
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* En soya con frecuencia el dcido orgidnico es el dcido glutdmico pero
el amonfaco se puede incorporar-en otras moléculas y formar alamina o glu

tanica.
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Los bacteroldes estdn circundados por una pro:eina llazada leg~hemo-

globina, cuya funcion es mantener el flujo de ongeno en cantidades 14mi-

'sf rilacion Es

xida:iva ..

Estas caracteristicas

dor (1980 a), Meza y colab (1983).

Respecto a la capacidad competitiva ge ciené qu

pas de Bradyrhizobium japonicum compiten con ocras bacterias de la misma»

especie por los sitlos de infeccidn del sistema tadicular. Esta cte~—

ristica es también regulada por los genotipos de ambos 'simb:{.on_tes.'Rvovpgh-

ley, Blowes y Herriage (1976) mencionados por Chamber (1979 a)-
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Means y colab (1961) mencionados por Vidor y colab (1979) encontra--

ron que la cepa 76 es:ando en un 1noculance en proporcion de solo LZ con

respecto a 18 38 fue la responsab e’ ellos'npdulostgrmgdps.

Brockweli‘y Dudh:ﬁ:(1963
rraneum varias cepas eféc:i§as en

pas virulentas o compeﬁidiia

Es importan:é meﬁcioﬁ
nada con la eficienciag?%
do que puede'exiétif i;ip
el mismo sistema radicglg:

dros 3 y 4.

2.3.5.

Sobtevivencia,dé/la béé;eria en'el svelo.

duce en los inoculantes.
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Todo lo anterior indica la importancia de realizar estudios en bis—-
queda de cepas altamente competitivas y con capacidad de sobrevivir eqrel

suelo con el objetb de’ recomendar su.empleo pérabﬁna simbiosis efiéiente.

En la taﬁlévsvse sumardizan’ algun

tes investiﬁéd‘

puede ser analizado aisledamente, y qﬁe

desarrollo de la simbiosis, actlan provocando alteta;iones'fisiéngiﬁ#s'

en ambos simbiontes, asf por ejemplo niveles inadecuados~dé nutriﬁenfbéu
alteran la formacidn de nédulos, pero tales alteraciones son usualmente -

el reflejo de un crecimiento anormal de la planta, Bowen y Kratky (1982).

Estos mismos autores reportan como factores que afectan la formacién
de nddulos y la Fijacidn de NitrSgeno a los siguientes: S
temperatura, luz, pH, textura del suelo y contenido de nutrimentos en el

mismo.

— Temperatura. La temperatura Sptima para el desarrollo de las dife-~
rentes leguminosas es variable y diferente a la temperatura 3ptima para -
que se establezca la asociacidn, se ha observado que el crecimiénéo‘de -

Glycine javanica es estimulado S una temperatura de 40°C cuando se apiip6

nitrdgeno mineral, mientras que en plantas inoculadas los mejores rendi--—

mientos se obtuvieron a 30 y 36°C.



La nodulacidén generalmente tiene lugar en todas las temperaturas del

suelo que toleran las plantas,
los extremos K mis frfésijmis calientes de  temperatura

tos de temphr@:uré sobre:.

a)

b)

c)

pero la’ cantidad de nédulos. se tedqée en- —

Yise reportan‘efeg

Poblacion de Rhizobium y numero de nodulos, las-que:  se 4;sﬁinpyeh

a altas cemperaturas Da:e (1976).

Re:ardo en la nodulacion y en la ac: vidad de la nitrogenasa. Da—
te '(1976) encontTd que a 21°C la accividad de la ni:rogenasa se de‘

tectd hasta los 26 dfas, en‘este‘sentido Roughley y Dary menciona

dos por Norris y Date (1976) indican que la éemperatura afecta la

cantidad de nitrogenasa pero no influye en su actividad, ya que -

ésta sdlo se inactiva a 0 y 45°C.
Degeneracidén de los nddulos. Lindermann j Hémﬁ(1979) corroboraron
que a temperaturas préximas a 279C'fen‘es:erca§q 25°C). se aumen—
t6 el nimero de nédulos y la actividad en la reduccién de acetile

no a las cuatro semanas en las que se hicieron las determinacio~—

nes, pero que los nddulos formados degeneraron rapidamente por lo

que al repetir las de:erminaéioneg indicadas en un perIédo de 5 -

semanas se observd mayor actividad de la nitrogenasa, mayor nime-

el experimento que se condujo

ro de nédulos 'y méyot péso seco. en

Lie -
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2 h .
15,000 ergsicm™ x seg, el nﬁmero de nddulos disminuyﬁ. La luz.roja tenue

reduce la formacién de nodulos y este efecto inhibitorio es eliminado en

parte por la 1rradiacionj"‘

éépaci——

~’,—.Textura d ‘permeabilidad.

dad de retencion y 1sponibilidad”de agua y: nutrimen:os.

propicio para la asociacicn mutualista.

’esto'forﬁa parte

Crozat -

del medio que se
(1982) y Heaver (1972) reportan ‘una buena sobrevivencia de Rhizobium 3 apo

Respecto a la salinidad del suelo se

nicum en suelos ar osos de pH 6.

realizd un experimento aumentando la salinidad en cantidades de 2.0, 5.0

y 7.5 ohms/cn, 1legando a la conclusion que la salinidgd disminuye la no-

dulacidn y la Fijacisn de Nitrégeno.

- Po:éncial de HidrSgeno. Las leguminosas tropicales difieren.mugho
en su §en$ibilidad al pH del suelo desarr&lléndoée entre bHs dé75;5 ;A;:a
8.0, sien&o las condiclones Sptimas entre 5.0-6.0'e1 efecto de’ la ésﬁi;vi
vencia de las bacterias del género Rhizobilum es.variable, siendo més tole

rantes a la acidez las pertenecientes al grupo caupi. Lonerragan (1970).

Condiciones extremas de acidez en el suelo ocasionan alteraciones =~

morfolSgicas de Rhizobium y pérdida en su inefectividad y efectividad,
Van Schereven {(1958) y Norris (1959).

Andrew (1978) encontrd que las leguminosas tropicales toleran wis la

acidez debido a que son mas eficientes que las de regfones templadas para

Este mismo autor encontrdé que en suelos de pH 5.5 y
Centrosema, Desmodium y Stylosanthis nodula--

extraer el calcio.

3% de saturacidn de calcio,
ron bien y no mostraron defficiencias de calcio en tanto que Medicago y

Trifolium mostraron deficiencias de calcio y pobre nodulacién.
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En trabajos con Acacia sp en soluciones nutritivas carentes de nitrg

geno con pH controlado entre 3. 8 a . 4.2, 5.0 & 5 5, 6.5 a 7.0,y 8.5 a 9.0

¥ soluciones ccn niCrogeno bajo 1os mismos niveles de pH;:ée obsgfva que
en cada nivel ‘e

planca. La acid

zando,eleéé

interdamhio;iénic

- La acidez afecta tamhi

de 1la plan:a 1mpidiendo 1a infeccio n periodo sensi

ble en este proceso de tal modo que si ‘se’ regula 1 pH durante esce perfo

do y se inicia el encurvamienco. es:e continua aun cuando baje el pH.

Cunningaham (1984) reporta una produccion mayor de polisacarido por
cepas resis:entes a la acidez que por bacterias sensibles. Tambien obset—
vSé que la cantidad de polisacirido depende del pH del medio de pu 7.0 1a

cantidad de polisacéirido disminuye obteniéndose mayor cantidad a pH 5.5.

-kNutrimen:os. Para estudiar la relacidn entre los uutrimencos. el —
desarrollo de la leguminosa y el establecimiento de la simbiosié, se han

clasificado a los nutrimentos en tres grados:

1. Nutrimentos con efecto directo en la iniciacion y desarrollo de -

los n5dulos (N P, Ca.S y B).

2. Nuttimentps que’inflﬁyéﬂ' ‘a simﬁibsis”

(Mo, Fé;:Pfy")

3. Nu:timeﬁcOs,qﬁe,in:ezvieneéyqif Vg;rpetéﬁo;;sﬁo‘y cre—
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cimiento de la planta independientemente de la simbiocsis y en es-

te grupo se . encuentran-todos:los macro 'y microelementos.

{ wla-cantidad:d
se ha m;§ifestadd que ;eéueﬁaé dosiéiéé'
sis, Pate y‘bgfﬁ (1961). Ihybiéh’indiﬁéﬁ(qu
s¥ sola no pﬁede’produéir 1os'm§xim657;;;§§ﬁi :
detan'que con’ el uso racional de pequeiias éaﬁi;dadeg de ni:iégeno aplica-
do a la siembra se aumentan los tendimientbs dé éré;o sin ﬁérjuicio de la

relacidn mutualista.

Lie (1971) en sus estudios sobre el efecto de nitrSgeno cmobinado en
la nodulacién reporta que la mejor nodulacidn se obtiene en ausencia de -
nitrdgeno y que el efecto inhibitorio de nitrato de amonioc empez2d a ser —
significaiivo al;eaedor de 25 ppm de nitrdgeno causando la iphibicién to-

tal a IOd ppu _de nitrSgeno.

Se ha observado que la fgrti;izaéién con 25 Kg de N/Ha en cultivos =

inoculados, mejora la nodulaéiaﬁ‘b§r§ cancidades superiores provoca dismi

nucidn de la nodulacién coniij éigﬁience pérdida de la capacidad sim--

bistica, Chamber (1979 b) & s b.aﬁpo: menciona a Webber que reportd

a los nitratos mis perjﬁdi:i les los ‘iones amonio sobre la nodulacidn

de Rhizobium japonicum.

Féaforo: La’preseﬁcia:de"este elemento es iﬁdispenéahléyqn:g; dega—-—

3
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rrollo nodular y la Fijacion SimbiStica de Nitrogeno, siendo tan necesa--

ria su presencia como lo es. la especificidad de 1os simbionces.

e masa nodular, dife—

ecuentemente en el

a hospedera, y cuando las deficiencias som le
la” simbiosis interfirfendo en el encurva—-—

ambiEn existen algunas evidenclas que la defi

ciencia de calcio es 1mportante en la acidez del suelo sobre la Fijacidn

de Ni:rogeno y reflejandose en una disminucidn en el peso de nddulos Bo—~
wen y Kratky (1982).

Molibdeno: La necesidad de los microorganismos por el elemento molib

deno se debe probablemente a que la nitrogenasa lo contiene, se ha obser~

vado que el pH dcido de los suelos disminuye considerablemente la disponi

bilidad de molibdeno, ain cuando se encuentre en cantidades altas. Los or

ganismos que towman el nitrdgeno de fertilizantes no tienen ese problema,

pero si las plantas que lo obtienen de la Fijacidn de NitrSgeno. Esta de-

ficiencia se puede corregir agregando pequeiias cantidades al suelo, Ale-~

xander (1980).
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Lozano de Yunda (1982) reporta que la aplicacion de molibdeno en el
suelo produce ‘aumentos significativos en el contenido de 1:roseno en 1as

plantas, obterxiend Y

tituyen ia itrogenaaa. Eu coudicio es’ de pH acido el hierro forma patte
de la solucidn del suelo causaudo toxicidad reflejidndose en el rendimien-

to bajo de la cosecha de leguminosa.

Cobalteo: Se considera importante puesto que forma parte de 1la vitami
ademis de que el elemento se encuentra como tal en el nddulo. Aiin

na B, .,
cuando no se han reportado evidencias de una marcada necesidad de cobalto,

deficientes de cobalto la adicidn del miswmo estimula el

en algunos suelos
produciéndose 1la

crecimiento de la leguminosa y asimllacidn de nitrdgenc,
respuesta a sales de cobaltc adicionadas en una concentracidn de 150 g/Ha.

2.4. Inoculacidn.
La inoculacidn de leguminosas se refiere a2 la introduccidn de cepas

del género Bradyrhizobium &

de la simbilosis y la Fijacién BiolSgica de NitrSgeno.

Rhizobium para favorecer el establecimiento ~
Estos microorganis—

mos son aplicados a 1la semilla o bien directamente al suelo.



Los inoculantes. comerciales se distribuyen en tres formas de presen-—
. . i
tacidn:

- S8lida (con base deiﬁﬁiba uotré compuesto oréﬁniéo).
~ LIquida. .

- Deshidratados (ya sea por congelacidn o liofilizacidn).

Se ha probado que 300 bacterias de Rhizobium por semilla son sufi- -
cientes para lograr una excelente nodulacidn, pero hay muchos factores ad
versos a la sobrevivencia de la bacteria que obliga en ocasiones a incre-—
mentar hasta 600,000 microorganismos por semilla para lograr una buena no
dulacidn por lo que en este sentido es necesario saber los antecedentes -
de los suelos a los que se introducird este tipo de productos, asf como -
considerar el manejo que se les da durante su transporte y la forma en -

que se aplican.

Ain cuando la inoculaciSn ofrece una alternativa para disminuir la

utilizacidén de fertilizantes qufmicos nitrogenados es necesario gedalar -
que no habrd respuesta cuando el inoculante se agrega a suelos que contie
nen altas concentraciones de nitrSgeno disponible o a aquellos donde exis
ten Rhizobia nativos eficientes y especfficos para la leguminosa a culti-
var, en estos casos se puede asegurar que no hay necesidad de efectuar la
inoculacidén. La falta de respuesta al inoculante se manifiesta tambiém -~
cuando en el suelo hay Rizobia nativos ineficientes los que desplazan a -
la flora introducida, sin embargo se obtienen incrementos en la produc- -
cién de grano mediante la adicién de fertilizantes qufimicos nitrogenados

1o que indica la necegsidad de efectuar la inoculacidén y considerar la - -
aplicacidn de una concentracidn mayor de microorganismos a la recomendada

comercialmente e introducir cepas altamenterccmpeti:ivas e interespec{fi-—
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cas para asegurar una posicidn ventajosa a las cepas introducidas sobre -

la poblacidn natural.

2.5. Localfzacidn de los suelos utilizados en el expgrimehto.

Suelo Oxa. El ejido comprende una superficie de aproximadamente 750

Ha, se ubica a 48 K. de la Ciudad de Campeche las: cuales desde hace 8 -
afios se siembran con soya en el ciclo primavera-verano an condiciones de
temporal y girasol en otofioc—invierno en condiciones de riego. El nonhre -

actual de este predio es el rancho "Cenit".

Suelo Ich—ek. Es un ejido que se encuentra localizado a 56 Km de la
Ciudad de Campeche por la carretera Campeche-Hopelchén, en este suelo ge=-

neralmente se siembra mafz-soya en los ciclos primavera-verano.

Ambas localidades se encuentran comprendidas por las coordenadas -
19°49'53" — 19°53'58" latitud norte y 90°16'29" - 19°01'50" latitud ceste,
ubic@ndose Oxd en el municipic de Campeche e¢ Ich-ek en el municipio de Ho
pelchén, los ejidos pertenecen a pequeiios propietarios que facilitan sus
tierras para cocoperar con la investigacidn de soya, mas no son parcelas —

experimentales-

El clima identificado parxa esta regidn corresponde a climas cdlidos
con temperatura media anual mayor a 22°C y la inferior es de 18°C. La pre
cipitacidn media anual es de 1099 mm distribuyéndose el 85X en l1los meses

mayo-octubre.
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CUADRO No. 3.

Resultado de investigaciones sobre 1ntetesp§cificidad en soya.

Objetivo y Referencia 'Asociacidn

Muy eficiente, ma-
yor interespecifi-
cidad. Con ellas -
se. obtuvieron la -
mayor masa nodular,
: peso de materia se
ca y nitrdgeno to-

Determinacidn de la intere
pecificidad de 6 cepas''de’B
japonicum y 4 variedades-de’
Glyvcine max. Rodriguez. y v
dor (1980 a).

tal.
Ineficiente.
Rosa Ineficiente.
Se usaron l4 cepasrdébgg 3 N bavis Mayor itnerespeci-
japonicum y 7 variedades:d S Alamo ficidad, respondie
soya. Meza F.G. y colab .- 'FQ 17 18 Vel ron mejor con 1 &
(1983) SRR i 2 de las cepas pro
badas.
FQ 4 6 e i Bragg Menor interespeci-
7,8,9,11 Jipiter dad de estas aso-—
16.17.18 ‘Cajeme cimciones, reco~ -
e A - BM-2 mienda a FQ 17 que

did lugar a asocia
ciones eficientes
con 5 de las varie

dades.
Corroborar la interespeciffi 110 L
cidad de 2 cepas de B. japo 1809 Amsoy
nicum con 1 variedad de so- ?:y ::i;:e:s:;ezgz
ya en condiclones de campo. 8 ga cantidad de
Chamber (1979 a) . B grano y protefna/
Ha.

Chamber (1980) 1809 . Hadgson



CUADRO No. 4

Variedad

Resultados de competitividad de varias cepas de Rhizobium.

Resultado

Referencia

Bragg
UFV-1
Sta. Rosa

Amsoy

Malayan

Cajeme
Davis

. CB-1809

CB-1809

CP-36

i Meddante tipificacidn

serolégica se obtuvo
mayor porcentaje de =
nédulos por estas ce~-
pas.

Se obtuvo nodulacidn

adecuada en presencia
de Rhizobia nativos y
se recomienda agregar
al suelo altas concen
traciones de microor-~
ganismos (109 mos/g -
de turba) para obte~-—
ner é&stos resultados.

A temperatura de 27°C
se observd una wmayor
cantidad de nddulos -
infectados por la ce-
pa mencionada.

Mayor porcentaje de -
biomasa nodular que -
cuando se aplicaron -~
cepas alsladas de ingo
culantes comerciales.

Rodriguez 'y Vi-
dor (1980:a).

Chamber
(1979 a)
Roughley Yy

colab (1980).

Armenta-
(1985).



CUADRO No.

Cepas

5

Estudios a cerca de sobrevivencia de cepas de Rhizobium en el

suelo.

Experimentales’

Resultados

Referencia.

Rhizobium
phaseoldi
CP MEX 150

Rhizobium
japonicum
311B138

Rhizobium

japonicum

Rhizobium
japonicum
T-1, 309
CB 156 y
201

Condicianes reslringiA,

das de - humedad.

pH 6-7

Presencia de antibié-
tico en el suelo.

Efecto de la tempera—
“ura 35°C y humedad,
condiciones de sequia.

Nimero de nddulos for
mados y niimero de Rhi
zobia/g de sueloc fue—
ron menores que en .- —
condiciones normales.

Mostrd buena sobrevi-—
vencia.

Se encuentra que la -
estreptomicina presen
te en el suelo afecta
la sobrevivencia de -
los microorganismos,
recomendiandose usar -
mutantes.

Afecta el desarrollo
y por lo tanto su per
sistencia en el suelo.

Espinosa v.
(1985).

Crozat 'y colab
(1982)

Scotti (1981)

Nantakorn
(1981)
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Con base en lo anteriormente exXxpuesto en el presente trabajo se tile—

ne el objetivo de realizar un estudio preliminar de la inceraccion de di~

ferentes cepaa de Bradyrhizobium japonicum (tres preseleccionadas y un

inoculant

- Eficiencia en la Fijacion de Nicrogeno.(

- Interespecificidad.

- Competitividad entre ellas y con los Rhizobia ad

tes reglones soyeras.

- Adaptacidn a suelos a los que se introducird el

max L. Merril.




MATERIALES X METYODOS



ORGANIGRAMA DElL EXPERIMENTO

Semillas: .

slnfeccidn

’ Germinacidn

de fertilizantes.

71#6c@1&é16p'

Cultivo. en invernadero-

Cosecha

l

Determinaciones.
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Suelos.

Los suelos ucilizados provinieron de los ejidos Ich-ek y Oxa per:ene

camizados~y discri -

cientes al estado de Campeche. ‘Estos fueron secados,

buidos en‘maﬂe:as-gn

proporcidn de;nitr6g§noa

cloruroc de pbtasio.’

Cepas.

Las cepas de Bradyrhizobium japonicum utilizadas en este trabajo fue
ron proporcionadas por el Laboratorioc de Microbiologfa Experimental de la

Facultad de Qufmica UNAM y corresponden a las claves FQ 9, FQ 17 y FQ 18.

El inoculante comercial SW fue proporcionado por la Compaiifa Nitra--—

gIn localizada en la ciudad de Guadalajara Jal.

Las cepas de coleccidn se mantuvieron en tubos con medic inclinado -

de extracto de levadura manitol y rojo congo (Apéndice I).
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Semillas.

Para este experimento se’ usaron semillas certificadas de soya varie-

dad UFV-1 proporcionadas por~el Inscituto Nacio al de Invescigaciones -

Angcolas. Las se
con solucion

lavaron vigoro ament

Indculo.

La propagacidn de Bradyrhizobium jagonicuﬁ se hizo en caldo de leva-—
dura y manitol incubdndose a 28°C a 250 rpa en un .agitador rotatorio (Cul
ter Hammer) hasta obtener un crecimiento abundante, el cual se registrd a
los S5 dfas. La cantidad de Rhizobia por mililitro de caldo de cultivo fue
variable para cada cepa y se determind por el mEtodo de Miles-Misra (Vin~

cent 1970).
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Inoculacidn.

A cada macet:a .se le agrego el fercilizante y el agua has:a alcanzar

el 60Z de capacidad “de campo.~

minadas, ;orieg\

posteriormente laysenj‘.llla. despues mas 1noculanl:e comercinl.

se cubrid con suelo. .

La cantidad de 1noculanté ‘fue 0.25 g'aproximdameni:e;:

Disefio Experimental.

El disefio experimental que se utilizd fue el da_disposiciSn completa
mente al azar, en donde cada unidad experimental estuvo constituida por —
una maceta con suelo. Ambos expe;imentos tuvieron tres repeticiones por ~

tratamiento.
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Condiciones en el invernadero.

Los pardmetros que. se controlaron:en el invernadero fueron:

- Humedad relativa

- Tempera

--Cosecha. " : 3:

La goseéha'dellas,plan;as se realizd a los 60 dIas.:cdandozlas'plaﬁ;

tas se encontraron en un 50% de la floracidnm.-



- 54 ~

Determinaciones.

Realizadas en el suelo, se degar?ollgron en el laboratoric- del Campo

ve

Agricola Expé:;méntalrcdéaktl "INIA. .

- Caléigt(bpm’.j ;;
- Magneals (ppm).
- éoﬁasiﬁv(ppm3;rbh
- pH,téiiciSn 1:1

- Tgx:ﬁ?g.

~ Color seco y hiimedo.

Las determinaciones efectuadas a las plantas se hicieron en el Labo-

ratorio de Microbiologfa Experimental en la Facultad de Qufmica UNAM, y -

fueron las siguientes:

- Peso seco de la parte aérea. Se cortaron las plantas al Eas del

suelo depositindose en bolsas de papel que fueron colocadas en estufa a

80°C hasta peso constante. Por diferencia se obtiene el peso seco de la

planta.

—~ Peso seco de nddulos. Se separd el suelo de la raflz con

agua, después se lavd a chorro de agua sobre un tamiz y'sé siguild A%fpfo;
cedimiento anterior.

~ Contenido de nitr53§qo total por el método'da Mitchell (1972).
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Tratamientos.

A. Suelo Ich-ek.

Inoculante Fertilizante

B.

‘Inoéuléﬁtg e . T '{_ : iy Fertdilizante

l.fTestigovhegitivo

o B0 oimie (7Y

2. Testigo positivo
3. Cepa FQ 9

4. Cepa FQ 17

5. Cepa FQ 18

6. Inoculante comercial

Las cantidades en gramos de los fertilizantes agregadbs,tanCO en . los

problemas como en los testigos aparecen en el apéndice II.
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Resultados del anilisis. estadiIstico.

Nomenclatura:

cééié‘nﬁ estadfstica.

e crip't:ivo ap‘x’.;px‘;:‘nad‘o
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Programa de Disefios Balanceados (Anova B).
Nimero de factores ; 53

No. de niveles del_faééqr:A‘i»:-

Nimero. de repetiéi

Nombre del archivo

| suelo Ox&

lréso de'nﬁdulds,en

‘ Parte aérea suelo:Ich-e




n el anfilisis estadistico de todos los experimentos se utilizé un -

nivel de significancia O( -: 0.05"y sie‘usé la »sigu_iencé ‘regla de‘rdecis:‘tén:
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Experimento Suelo Oxa

CUADRO No. 6

'Céa&oé de éumé ae

Fuente Libertad Cuadrado

A 5 0.299332".

Error 12 793537?33
Toral C 17 0.837265
< = o.05

DSM = 0.25

psM_ > ol L "2’ 'No hay diferencia significativa’ entre

©""“Jos tratamientos.
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CTADRO No. 7

Andlisis de varianza de contenido de nitrSgeno toral (CNCEN).

Grddos ‘de -+ Suma -de’ g
Cuadrado

Fuezte - Libertad’’

3.11584E-02 "

ErTor

Total C

No hay. diferencia signif:l_.cqt;:;vi Verxi_t}re Lds

tratamientos.
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CUADRO No. 8

Andlisis de Varianza de peso seco de n6dulos (PNCEN) .

Fuente
A
Eréorr
Total C
o< =
DSM -
m A, RS : . y
DSM_ > el PR . No;hayfdiferencii”éiéﬁifiqativa‘entfé los

- tratamientos.
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CUADRO No. 9.

ponicum en: soy

Tratamiento
T+
FQ 9. "7

In. gém.i
FQ 18
FQ 17

T

Los datos son‘vhlorgg médios“dé;trea repéti;i&ﬁés.;
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Experimento suelo Ich-ek.

CUADRO No. 10

;rAnilisis d

,Gfﬁﬂasfde

Fuente Libertad ‘Galculade’ ™

‘129391

A
Error L12 E
Toral C 17
o< = o0.05
DsSM = 0.25
m
DSHh >< No hay diferencia significativa

entre los tratamientos.
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CUADRO No. 11

Andlisis de ‘varianzaﬂ‘v‘&e contenido de nitrdgeno total (CNDEH).

‘(;}‘ad’oAs < 1

' Calculado

Fuente “Libertad

A

Error. ..

Total C.




CUADRO No.

12

Andlisis

~Grad§s‘de:

- 66 -

de varianza de pesc seco de nddulos (PNDEH).

uma’ de ’ ”"Cuaarédo;," T

‘cuadrades medio vl Caleulado

Fuente Libertad::

A o -'3366.4 673.281° "
Exror 1633.33 136,11
Total € 499973
< = 0.D5

iS4 hay diférenciaisigﬂifiéatieé7

entre  1os' tratamientos
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Prueba de cooperacidn miltiple de Duncan.

Diferencia significativa minima - 0.0098
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CUADRO No. 13

;Resulﬁédos del efecto de la inoculacién de Bradyrhizobium ja

ponicum en{soya,yﬁried#d UFV 1 &és rrqliédgien}Sqeloiptoéedé§§é de_;ch—ek.
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CUADRO No. 14

Resultado de las determinaciones .quimicas de los suelos

en estudilo.

DETERMINACIONES
Matéria organica

Nitr&gerio -

Relacidn C/N-

y ) ) B
Fésforo (ppmj : N ‘1,;_“4,33,
. ; SM Sp
Calcio (ppm) i S 7?5?0;~f,' R lQQO:j
_ ER. ' ER
Magnesic (ppm) 1233 he 2107
ER ) ER
Potasio (ppm) 527 322

ER ER

Claves de significaciones agrondmicas:

EP Extremadamente pobre R Rico...

MR Medicamento rico ‘Al TAlto

MB Muy bueno M ‘Mediano

B Bajo : : . ER Extremadamente rico
P Pobre RO

Campo Agrfcola Experimental de_Cocaxpla, Vér.
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CUADRO No. 15

Determinaciones fIsicas de los suelos en estudio.

. SUELO /. PROFUNDIDAD

DETERMINACIONES: ' ©

Z Arcilla v
Z Arena
2 Limo

Textura:

Color seco
,amerillento
: i s EEE
Color himedo - "~ Rojo oscu : Rojo

B ; ‘tO‘V. . .
6B L 65

pH (1:1)
N .- LH

Claves de sigﬁifiéaéioﬂékﬁgg:onoqicas
N Neutro

LH LigeramentevSCLdo,;¥ 

Campo Agrfcola Experimental de Cotaxtla, Ver.. '
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Afin cuando en el and@lisis estadfstico {cuadros 6,7 ¥y 8) no se detec—

tan diferencias significativas en los . cres patametros evaluados. los valg

obsetvandc ‘en el experimento realizado -

res medios indican tendencias
v . o ;qtal‘exisceute en el mismo
peso seco de 1a parte —
os c:'Camientos 1nocu1ados y

ue’ nos indica la res—--

los tratamientos inoculados obteniendose mayo

(cuadro 9).

El fSsforo estd reportado como un fACtor que Iimita elfdésaifoild'de
la planta, del microorganismo y del establecimiento y manifestacidn de -

una simbiosis eficlente.

En este caso particular se agregd fdsforo en la dosis recomendada pa
ra esta zona, pero el alto contenido de calclio (cuadro 14) pudo favorecer

la inmovilizacidn de este elemento y afectar la Fijacidén de Nictrégeno.

La relacidn de los tres pardmetros evaluados indican que las cepas -
que obtuvieron mejor comportamiento corresponden a la FQ 9 y el inoculan-

te comercial.

En el experimento realizado en el suelo procedente de Ich—ek los re—

sultados del anAlisis estadfstico muestran diferenclas significativas en
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el peso seco de nddulos (cuadro 12) observsndose una mejor respuesta con
la cepa FQ'9, y que 1a adicion de ni:rogeno estimulo la Sétividgd'déllos

Rhizobia existentes‘que
probablemente

vecinas,

'ikr . es ado: > d 7§eso

seco de“part

suelos Oxa (cuadro 13) en tanto que en e1 anidl gb se ob~—

serva diferencias significativas (cuadros 10 y: 11)
Es importante sefialar que los anElisis de texfura‘iddican que los -
dos suelos son de tipo arcilloso (cuadro 15) lo que ocasiond que en el -~
guelo de Ich-ek durante el experimento se presentaran problemas de drena-~
je, que se manifestaron por una acumulacién de agua en la superficie silen

do necesario modificar el sistema de riego, que se efectud afiadiendo agua

a recipientes colocados en la parte inferior de la maceta para favorecer
la absorcién por capilaridad. Sin embargo se considera que en los ndédulos
afectados en la primera etapa se produjeron cambios irreversibles que im—~

pidieron la manifestacién de la eficlencia de la simbiosis en los otros -
dos pardmetros evaluados.

Es importante mencionar que en un estudio reciente de interespecifi-—
cidad realizado bajo condicilones nutricionales y microbioldgicas controla

das Tsuzuki (1986) reporta que las cepas FQ 17 y FQ 18 son muy eficientes

con la variedad UFV-l, en tanto que en esta investigacidn la cepa FQ 9 su

perd a las cepas antes mencionadas lo que nos indica la importancia de

las caracterfsticas del suelo y su efecto sobre los microorganismos que -

son introducidos al mismo.
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Presencia de Rhizobla adaptados a los suelos en estudio.

Respues:a a la adicion de fertilizan:es nicrogenados ¥ necesidad de

1noculacion"

Se reéoﬁiénda

ta variedad y realizar experimentos de campo con la cepa FQ 9 e.

4.1, Diferentes dosis de fdsforo para establecer las cantidades &pti--—
mas necesarias.

Introducir inoculantes con poblaciones superiores a las recomenda
das comercialmente a fin de favorecer el desplazamiento de las ce
pas adaptadas que fueron menos eficientes que las estudiadas.

Efectuar el seguimiento de las cepas introducidas para determinar

su competitividad, adaptacidn y persistencia.
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APENDICE I.

Caldo Extracto de Levadura y Manitol.’

~ Extracto de levadur:
Agué d?istila’da
Esterilizar en autoclave a 120°C durante 15 min. -

El medio s8lido (Agar Extracto de. Levadura con Manitol) contiene

15 g de agar por litro.
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APENDICE II.

Cantidades de los fercilizantes;fosforardo's ;en los problemas.

g/KC1-

Localidad . ' Kg de suelo

Ich-ek:xx“

Oxa

Localidad
Ich-ek &

Ox&
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