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RESUMEN

La atmbsfera, mezcla gaseosa, es la fuente mas importante de nitrg
geno. Este elemento es esencial para los organismos., sin embargo son po
cos los que pueden asimilarlo directamente y dentro de és5tos se encuen
.tran lag bacterias del género Rnhizobium. Se asocian simbidticamerte con
1as leguminos=az formando estructuras llaradzs nodulos, en dence se lle-
va a cabo la fijacidn de nitrbgenc, ésta se encuentra regida por facto-
res fisicos, quimicos y ambiertales.

£l objetivo de éste estudio fué la evaluacidn bzjo cendiZiones de
invernadero, de la fijacién de nitrbgero en diferentes cepas de Rhizo -
bium asociadas a leguminosas silvestres procedentes de un pastizal loca
lizado en el &rea de San Luis Taxhimay. Edo. de Méxicc.

Se efectud una colecta de semillas, nédulos radiculares y suelo -
del &rea de estudio. Se llevé a cabo el aislamiento, purificacibny -
conservacidn de cepas de Rhizobium. Se formaron ssociaciones Rhizobium-
-Leguminosas en base a un disedo bifactorial de clasificacion dobie con
muestras compuestas. Se cuartificaron: la p&rdida de nitrégenc en sue -
1o, 1a acumulacidn de nit-52270 en tallos y hojas y el ndmers de nddu -
los.

Se encontrd que las cepas de Rhizobjum son infectivas, no especf -
ficas e inefectivas. Sin embargo, se observ® una relacidn Cirecta en -
cuanto al nitrégeno perdido en el suelo con respecto 2] nitrégero acumy
lado en tallos y hojas para Medicago polymorpha.

Ltupinus sp..Crotataria potundifclia y M. polymorpha ssn sucepti -~
bles de uso agropecuario. no obstante, dadas sus caracteristicas, M. --
polymorpha es 1a especie mac recomendada para su inccrporacién en ;n -
sistema de apropiacién intensivo.




INTRODUCCION
Planteamiento del problema.

Es indudable la importancia que hoy en dfa merecen la agricultura-
y la ganaderia, puesto que tales actividades constituyen la base alimen
ticia de México. Asf pues, el apoyo cientffico y tecnolégico que se -
brinde al sector agropecuaric repercutird positivamente en el desarro -
1lo sociceconfmico de nuestra Nacién.

Toledo {1984) afirma que nos enfrentamos actualmente, a una tenden
cia cada vez mas irracional de apropiacién de los recursos naturales en
donde lo importante es el mayor rendimiento que &stos pueden ofrecer a-
corto plazo, sin hacer caso de 13s consecuencias ecolégicas desastrosas
que puedan haber a futuro. M&xico no es la excepcibn , en nuestro pais-
el problema se acentia mds dado el alto nimerc de ecosistemas y rigue -
zas potenciales existentes que ha llevado a abusar de los recursos natu
rales y a no valorar el potencial alimenticio y econdmico gue de las es
pecies animales y vegetales se puede obtener.

El Edo. de México tambien ha sufrido los efectos de esta apropia -
cion irracional. Hoy en dia grandes extensiones de bosque de las serra-
nias del Estado han sido taladas parcial o totalmente, quedando el sue-
lo 2 merced de la erosi6n y constituyendo unc de los problemas mas gra-
ves de 12 entidad y del pals.

Si bien las &reas boscosas pueden ser regeneradas, en muchos casos
el dafio es irreversible. Es entonces cuando deben surgir alternativas -
de uso del suelo y entre é&stas la creacibn de praderas artificiales pa-
-2 la actividad ganadera, en donde se incluyan especies vegetales selec
cionadas. Por otro lado, existen zonas en las cuales es giffcil la im -
plementaci6n de la agricultura dado que los suelos son pesados; por el-
alto contenido de arcillas, no obstante los pastos pueden soportar &s -
tas condiciones y son suceptibles de uso pecuario. Este es el caso con-
creto de la regi6n estudiada.

Existen dos términos que son de importancia y se refieren al tipo-
de apropiaci6tn que se hace de un recurso natural:; se habla de una “Aprg
piacion extensiva® cuando se hace uso completamente irracional, esto es
que no existe una planeaciotn y la apropiacitn se mantiene mientras exis



ta el recurso. Por oiro lado la "Apropiacitn intensiva" supone una pla-
neact6n bien definidae del empleo del recurso, en donde se haten estu -
dios de indole cientifico, tecnclogico y econbmico cuyos ccstos deben -
verse compensadcs por las garancias que represente la apropiacitn y lo-
que es m&s importante. que el costo ecolégico sea reducido considerable
mente y el recurso en cuestibn sea suceptible de mayor tiempo de uso.

Al proponer el uso intensivo de un pastizal, se debe inicrar el -
trabajo conociendo las principales especies vegetales Que los cemstitu-
yen y dentrp de éstas merecen especial atencion las Leguminosas, que se
asocian simbidticamente con las bacterias del género Rhizobium, de ésta
manera las bacterias fijan nitrdgero (Nz) que se traducte er proteinas -
enriqueciendo el follaje de éstas plantas y sumado a otras caracteristi
cas pueden hacer que adquieran un alto valor forrajero. La asociacitn -
puede aportar N2 excedente al suelo, con lo cual se benefician otras fa
milias vegetales, como las gramineas y/o las compuestas gue pueden te -
ner tambjén un alto valor forrajero. Si las leguminosas nd scn apetecl-
bles por el ganado, pero tienen altcs contenidos de N, , pueden emplear
se cOmo abono verde para mejorar el rendimiento de suSlcs agrizolas s2n
siblerente empobrecidcs por la constinte extraccién Je nutrimentos,

Se debe recalcar la importancia que tiene el hater estudidos cen 25
pecies vegetales y cepas bacteriaras silvestres, ya que estan “adapta -
das" a las condiciones climaticas y eddficas caracteristicas de caca re
gibn, que en ciertos c2sos llegan a ser extremas. La regibn de San Luis
Taxhimzy, E€do. de México, prasenta suelos arcillosos dificiles para la
agricultura ccn extensas dreas de pastizal inducido y una gran variadad
de leguminosas silvestres y cepas rizobiales. Estas asocraciones, de al
guna manera, estan functionando bajo tales condiciones y estin fijandoe-
N2 stmosférico. El reto ccnstituye averiguar en que proporcion estd -
siendo fijado tal elemerto y bajo que ccndiciones se almacenz. Ademis -
no se puede olvidar la repercusidn scondmica Que ésto representa. pues-
to que proporciona una alternativa en el uso de especies leguminosas dg
mesticadas, come la alfalfa y el trébol. cuyo cultivo es costoso y diff
cilmente accesible @ un campesino de la regién. ademds de que 1os resul
tados pueden sar desfavorables y ccn graves pérdidas eccondmiczs. Por lo
expuesto se debe valorar la rigueza potencial de los pastizales y el -
uso racional del recurso anies de que se pierds definitivamerie.



2.-

MARCO TEORICO

a) Importancia del Nitrégeno.

El nitrdgeno atmoférico es un gas diatémico cuya formula quimi-
ca es N2. Es précticamente inerte puesto que tiene tres enlaces qui-
micos que unen a los dos &tomos en forma fuerte y estzble, de tel mg
do que se requiere gran energfa para romperlos.

£l N2 recibid el nombre de “azoe" -sin vida- de Antonio Laurent
Ltavoisier. debido a su incapacidad para sostener el matabolismo de -
los organismos vivos. Pero este nombre es irénico, ya que es un congs
tituyente esencial de las protelnas y todos los seres vivos lo re -
quieren en grandes cantidades. Tanto para las plantas como para los
animales el N2 es probablemente el meyor limitante del crecimiento, -
y agregado en form:z aderuada 2 los campos de cultivo es un fertili -
zante de primer orden, Brill (1977).

£l N2 se absorbe generalmente en las plantas como jones nitra -
to (Nl:l3 ) o iones amonio (NH4 }. aunque el N(l3 es rapidamente redu-
cido, probablemante a NH4 por medio de una enzima que corntiene 72l
bdeno {Mo)}. Los iones NH4 y parte de los carbohidratos sintetizados
er las hojas son convertidos en aminodcidos. principalmente en la -
misma hoja verde; de aqui que tan pronto como el aporte de N2 ascien
de en comparzcién con el de otros nutrientes, las proteinas produci-
das en exceso permiten a las hojas de la planta alcanzar mayor tama-
Ao y con ello tener una mayor superficie asequible a los proceso: de
fotosintesis.

Este efecto del N, de incrementar el desarrolle foliar no es el
anico que ejerce sobre la hoja: cuanto mayor es el aporie de Ny, mds
répidamente se convierten en proteinas y en protoplasma los carbohi-
dratos sintetizado: y més pequefia es la proporcidn que queda para su
conversién en material para la pared de la célula. ia cual ccnsta -
principalmente de carbohidratos carentes de nitrégeno cemc pectato -
de calcio, celosanas y ligninas.

El "2 por consiguiente, aumenta l2 razén protoplasma-materiales
de la pared celular, y esto tiene varias consecuencias: aumenta el -
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ramano de las células y les ocasiona una pared mis delgada. haciendo
a3 las hojas més suculentas y menos é&speras, eleva también lz propor-
ci6n de agua y disminuye la de calcio en relacibn al peso seco. ic -
primero porgue el protoplasma es mds acuoso y lo segundo porgue tie-
ne menos calcio que los materiales de la pared celular. Cantidades -
excesives de N2 dan hojas con células tan grandes y de pared tan del
gada que son facilmente atacadas por insecto: y hongos patdgenos y -
dahades por condiciores climatologicas desfavorables como las se -
quias y heladas. Por el cecntrario, una provisién muy baja de NZ da -
hojas ccn células pequefias y paredes gruesas y en consecuencia, du -
ras y fibrosas, Russell (1968).

Fijacion del Nitr6geno.

El ciclo del NitrOgeno (FIGURA 1) es tipico de nutrientes gaseg
sos el principal depésito es la simosfera terrestre.

Los cuatro procesos especiales gue intervienan en éste ciclo -
son 10s siguientes:

* Fijacion del Nitrbgeno,

*

Amonificacién.

*

Nitrificacién.

»

Desnitrificacion.

Existen tres formas de fijar el nitrogeno:
* Fijacion atmosférica.
* Fijacidn industrial.

* Fijacion biolégica.

Fijacion bioldgica.

Los suelos contienen numerosos organismos fijadores de "2 que -
viven libremente, y aungue la mayoriz de lat investigaciones se re -
fjeren a dos grupos de bacterias y a algunas algas verdeazules, las-
técnices modernas tasadas en e)] uso de aire enrigquecidc fon 2l isoto
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FIGURA !.-Ciclo de! Nitrdgeno. Sutton y Harmon (1876), Brill {1877},
.
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po estable W% o el radiactivo N13 han demosirado de modo concluyen-
te que otros organismos pueden convertir el nitrobgeno (N,) atmosféri
co en compuestos org8nicos. Excluyendo las algas verceazales y las -
bacterias fotosintéticas, 10s organismos fijadores de N2 Son:

+ Bacterias del género Azotobacter, especies edaficas comunes son -
chroococcum, beijerijckii y vinelandii.

* Bacterias del género Beijerinckia y Clostridium,

* Se ha demostrado recientemente que ciertas bacCterias comunes en e}
suelo pertenecientes a 1os géneros Aerobacter, Achromobacter y -
Pseudomonas, pueden fijar “2 en pequed2 proporcibn .

+* Dos levaduras , una Saccharomyces y una Rnodotorula, Russell,1968.

* Fijacidn biologica por simbiosis.
Fijacion simbittica de N2

La fijacion simbiotica de Nz se realiza en especies vegetales -
pertenecientes a otras familias ademas de las leguminosas. Un grupo-
que se ha investigado ampliamente son plantas tipicasdz terrenos hg
medos, incluyen Alnus Glutinosa, Myrica gale. especies de los tres-
géneros de la familia Elaeagnaceae, a saber: Hippophae rhamnoides, -
especies de Sheppardiz y de Elaezgnus, y los géneros Coriario. Cezno
thus y el subtropical y tropical Casuarina. LOs nodulos se asemejan-
a los de las leguminosas en el color rojo interior aungue &ste se de
be a una antocianina y no a una leghemoglobina. Difisren de lo0s de -
las leguminosas en que =l simbionte ¢ simbiontes no crecen en culti-
VOS puros; tampoco se sabe ccn certeza a2 gue grupd de organismos -
pertenecen, Russell (1568). '

Las bacterias del oénero Rnizobium prasentes en el suslo se
caracterizan por ser las {nicas con la habilidad de infectar 12s rai
ces de las leguminosas e inducir la formacibn de nbculos capaces de-
fijar N2 atmosférico. Son aerbbicas, gram-negativas y no producen es
poras, generalmente requieren cordiciones nutricionales simples: al-
gunas cepas necesitan biotina, tiamina o 4cido pantoténico otras mis
alguna vitamina. Sin embargc 12 meyoria pueden crecer en un medio de
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cultivo simple a base dz sales minerales y un azicar., la sacarosa es
la fuente de carbohidratos preferica por la mayoria de las cepas. -
aungue se usan otros azicares y azicares-alcoholes. Nutman, 1969.

Las células de Rhizobium son méviles y se multiplican por sim -
ple division celular. Los rangos en el tiempo de generacion de las -
colonias van de 2 a 4 hrs. para las llamadas de “crecimiento répido”
las cuales son relativamente grandes (de 2 a 4 mm de didmetro); las
de “crecimiento lento" se desarrollan a las 6 u 8 brs. yalos 607
dias zlcanzan un didmetro de % mm. La temperatura 6ptima de creci -
miento es de 28 a 30 °C, F. A. 0., 1984, aunque algunas toleran tem-
peraturas a bajo de 5¢C y otras arriba de 40 °C, Berkun and Bohlool-
1980. Algunas especies son muy sensibles a pH bajos y no se pueden -
establecer los hilos de infeccion radiculares en suelos é&cidos. Los-
iones nitrato (noa') y nitrito(NDz') inhiben la formacibn de n6du -
los a relativamente bajas concentraciones, ibidem.

Infectividad, fspecificidad y Efectividad entre Rhizobium-Leguminosa

No todos los rizobios son capaces de invadir plantas legumino -
sas, de manera que la infectividad: capacidad de una ceda para ncdu-
lar un hospedero dado. es de considerable importanciz ecorOmica. Mis
a0in, entre las ceras infectivas, la capacidad de las bacterias de -
los nodulos para llevar a cabo la fijaciﬁn,nz en conjunto con las -
plantas varifa mucho. La capacidad relativa de 123 asociaci6n tegumino
sa-Bacteria, una vez establecida, para asimilar Nz SE concce om0 -
efectividad. Muchas cepas de Rhizcbium son muy efectivas wmientras -
que otras son muy o completamente inefectivas.Una cepa Cue no permi-
te fijacién a una tasa suficiente que cubra la demanda del hospedero
e5 parciailmente efectiva o totalmente inefectiva.Consezugntemente, -
1a mera presencia de nbdulos no es una garantia de que un cultive =
de leguminosas pu=ga benaficiarse con NZ' No estén bien estzvliezcidas
las razones bioquimicas por les que las cepas inefectivas scn incaps
ces de asimilar Wy, cuando se localizan en la estructurs nodular.

Las bacterias inefectivas de los nbdulos de 1as raices producen
un mayor nimero de nddulos que los cultivos efectivos, zers !os rddy
los son m&s pequefics en tamafio y tienden a ester més amplismente dis
tribuidos en el sistema radicular. Por otra parte una scie ceus mi -



crobiana puede ser inefectiva o parcialmente efectiva en un hospade-
ro que esté ademas asociado con lz fijacidn activa de N, en otrs va-
riedad o especie de leguminosa. Mas aln, las cepas bact;manas que -
parecen efectivas en ciertos hocpederos pueden alcanzar el parasitis
MmO en otros. Por consiguiente, no es posible concluir que une c2pa -
dads es efectiva o inefectiva en términos absolutos,Alevander (1384)

Cuando Rhizoblum &Gnicamente nodula 2 la lteguminoss de la cual -
fub aislada se dice que es Especifica, Gonzilez y Urrieta (1986).

Ourante la formacitn de los nbdulos. imcialmenze las rafces de
Ia planta secretan compuestos especificos 105 cusles atrsen a la bsg
teria de la rizosfera y ahi la bacteria se multiplica, El Triptofa-
no es secretadse por las rajces de la planta v se oxide hasta 4cido -
indolacético (1AA} por Rhizobium. £l IAA, junto con oiros cofactores
no bien conocidos probablemente provenientes de las rafces de la  --
planta ncspedera, inician el curvamiento de los pelos radiculares .
Estos, crecen alrededor de las cé&lulas bacterianas. tas rizobios se
cretan un polisacdrido con el cual se induce Ja formzcifn de poli -
galacturonasa por las rafjces de la planta. La accidn de éste com --
puesto permite & la bacteria la jnvasibn al ablandar los tejidos rz
dicularse de la planta.

Recientemente las lecitinas nan sidp i1dentificadas comd regia-
dores esepcificos en 1a unibn de Rhi2obium con pelos radiculares sy
ceptibles. tas lecitinas rezccionan especificamente con tarbohidra-
tos unidos a sitios sobre la superficie de lag células de Rhirobium,
son también mitogénicas y en los sitios prospectivos 3 la infeccidn-
pueden functionzr incrementande 12 tasa de divisidn zalular; unen
Rhizobium a2 los sitins donde se inicie i3 nozulzacibn. la

a-
infaccion -
de 10s pelos raditulares se inicia normaimente con el punto de curva
miento, La invasitn en los pelos de 1as rafces ocurre mosirandd unz-
invaginzcién de Rbizobium por 13 deformacion de 8stos. Mosirandose -
entpnces la penetracidn en la pared de las raices primarias, 1z in -
feceién da la raiz por Rhizobium se da por el dasarrollo g2 un tubs
dge infeccidn (nila) el cuzl estd constituido por celuloss, esté for-
madc par células de Rhizobium acomodadis dentro de una matriz de Do
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lisacdridos. €l hilo de infecci6n penetra a través y entre las célu-
las del cortex de la raiz. Conforme éste crece, se acumula citoplas-
ma alrededor de los nGcleos, los cuales se mueven y dirigen el de -
sarrollo del mismo. El desarrolle inicial del no6dulo ocurre cerca -
del protoxilema. Las primeras células invclucradas en 12 formacion -
de los npdulos contienen el doble del nimere normal de cromosomas. -
Las cé&lulas tetraploides se dirigen a la parte central del nédulo -
donde se desarrolla Rhizobium y se produce la fijacion de "2' 12 2aso
ciacidn de células normales con las anteriores unifican el tejido de
soporte el cual, conecta al nbdulo con el sistema vascular de 1la -
rajz. E] tamafio y forma de los nodulos varia segin las especies de -
leguminosas, Berkun and Bohlool (1980), (FIGURA 11).

Una vez liberado el hiloc de infeccith dentro del citoplasma, -~
Rhizobium puede adquirir unz morfologia peculiar: una forma celular-
que se ha denominado Bacteroide. Morfologicamente los bacteroides -
que se encuentran dentro del nédulo estdn hinchados e irregulares, -
apareciendo frecuentemente en forma de estrellas, de bastén o rami -
ficados. Los bacteroides varian en tamaflo y forma, y aquellos formz
dos por R. leguminosarum, por ejemplo, son apreciablemente diferen -
tes de 1os de R. trifollii. Muchas autoridades no restringen el tér-
mino bacteroide a los microorganismos de forma peculiar encontrados-
en los nodulos de muchas leguminosas y usan la palabra para designar
a las bacterias presentes en todos los tipos de nddulos. aunque los-
rizobios presenten o no la singular morfologia, Alexander (1984).

Bohloo! y Schmidt de la Universidad de Minesota en 1974, citade
por Brill (1977), descubrieron el primer elemento del mecanismo res-
ponsable del reconocimiento para el proceso especifico en el cual. -
cada leguminosa se asocia con una especie particular de Rhizobium. -
Elles identificaron una proteina en el frijol de soya que se fija a-
las células de R. japonicum, especie bacteriana que infecta al fri -
jol de soya pero no a otras especies de leguminosas. M&s tarde Da -
zz0 y Hubbell, de la uUniversidad de Florida, citado por Brill, ibidem
encontraron otra proteina que parece tener la misma relacién para el
trébol y el R. trifollij, es decir, la bacteria que infectz la rafz-



FIGURA Il.- Proceso de infeccibn y desarrollo nodular en wuna ralz
de frifol de soya (Givcine max), F. A, 0., 1984.

* HILO DE INFECCION. Las células en €sias zonas se
multiplican activamente y son infectadas por Rhy
zobium. Mo hay aln fijacion de Ky . -

* MERISTEMO. Constitido por pequedas células que -
no son infectades por Rhirabium, son necesarias-

para el crecimiento del nddulo radicuiar.

= JONA DE FIJACION. Constituida por bacterofdes, -
las células de la planta sor sustituidas por -
Rnizobium y éstas tienden a hincharse tomando u-
na forma pleombrfica. Estos rizobios contienen -
una enzima, nitrogenasa, 1a cual permite la f1ja
cién gel "Z atmosférico. La nitrogenasa contieng
hierrc y mE]ibdeno, metaies necesarios en el -
transporte de electrones requerido en l2 reaccién
de reduccién. Las células en el sitio de fifacion
son de color rojo debido a !2 leghemoglobina, un-
pigmento que transporta orfgeno a los bacteroides.

* 20NA DE DEGENZRACION. Es de color verde o café. -

Las células en degeneracién no llevan 2 cabo fija
cion de Ny. -

* SISTEMA VASCULAR. Darivado de los vasos del este-

le, irriga 2 los nédulos, brindando los carboni -
dratos necesarlios para la reaccion de fijacién y-
transporte de los compuestos ge 4y formadss, ha -
cia las hojas.
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del trébol a la cual nombraron Trifolina.

Dazzo en el Centro de Estudios para la Fijacion del Nitrtgeno--
en la Universidad de Wisconsin, ha demostrado recientemente que la -
Trifolina se encuentra sobra la superficie de las rafces adventicias
del trébol. que es el sitio inicial de la infeccidbn.(FIGURA I11).

FIGURA 111,

El reconocimiento de Rpizobjum por una le-
guminosa, parece estar mediado a través de una-
proteina que une a la pacteriaz con la raiz ag -
venticia. En el caso del trébol, estd proteina-
se llama "Trifolina”. Los sitios de union de &5
ta con la pzred celulzr de 1a planta y la capsy
la bacteriana se relacionan antigénicamente. E}
sitio de union de la bacteria se ha desarrollz-
do por la imitacisén de las plantas; este mime -
ti1smo pudo cestruir las cefensas d2 la planta -
contra la invacién por arganismos extrahos.
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Daz20 ha mostrado que la Trifolina se une a un polisacarido so-
bre la superficie del organismo infectante R. trifollii, perono a
los polisacdridcs de la superficie de otras especies de Rhizobium.

Una hipbtesis plausible derivada de estos experimentos es qQue -
la Trifolina actua como un erlace entre la bacteria y la planta.

Estudios posteriores utilizandc moléculas de anticuerpos marca-
dos han dado informacion prel iminar sobre los sitios donde ta Trifo-
lina se une a2 la rafz de Ia planta y a la superficle bacteriana. Los
dos sitios de unién son antigénicamente parecidcs, esto es. que tie-
nen afinided por las mismas moléculas de anticuerpos. El significado
de ésta similitud no se ertiende todavia aunque se sabe de casos and
logos. Por ejemplo, las superficies de algunas bacterias patogenas -
son estructuralmente similares a las superficies de- las células de
los mamiferos, Brill (1977).

Criteriocs considerados para la clasificaci6n de Rhizobium.

El génerc Rhizobium estd asociadc com Agrobacterium y Chromobac

terium en la familia Rhizobiaceae. dertrc de! orden Eubacteriales .
vincent {1974). Los rizobjos son muy similares a Agrobacterium radic
biacter, una bacteria Jue difiere de la bacteria de los niculos de -
las rafces en ciertos rasgos menores de cultivo y en su incapacidad-
para infectar las rafces de las leguminosas. Los medios para diferen
ciar las especies de Rhizobium de las bacterias relacionadas son po-
co satisfactoriac pues se bacan er 12 caracidad de los orgarismos pa
ra nodular plantas experimentales.

ta delimitaci6n de un grupo microbiano con base en una relacién
ecolégica particclar no es satisfactorie, pues una bacteria que vive
libre en el suelo usualmente no es examinada por su capacidad de in-
fectar o nodular un hospedero dado m&s ain, un esquem: de clasifica-
cidon de &ste tipo es inadecuadc, pues un aislamierto individual no -
puede incluir una especie del género Rhizobium, hastz que se haya--
probado su capacidad para nodular todas las etpecies de legumingsas.

No obstante, el siginificadc agronormico de lcs rizobios estable
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ce que debe desarrollarse algOn sistema de diagnostiro @Otil, por --
pragmitico que sea . Existen claras diferencias entre cepas de bacte
rias, de los nodulos de rafces, pero son raras las pruebas de labora
torio estandar para su diferenciacitn en especies. La separacion en-
especies dentro del género esté basada completamente, al menos en la
actualidad, en la especificidad por el hospedero, pues las bacterias
estin limitadas en los grupos de plantas que infectan. La caracteris
tica en la cual estd hasada la clasificacién es la capacidad de un-
cultivo de Rhizobium para invadir las rafces de un nimero restringi
do de especies de plantas, ademas de l1a leguminosa de la cual se ob-
tuvo el microorganismo. A causa del limitado nGmero de hospederos se
han establecido grupos llamados de “Inoculaci6bn cruzada“.

Un grupo’ de inoculacibn cruzada se refiere a un conjunto de es
pecies de legumingsas que desarrollan nédulos cuando se exponen 2 -
bacterias obtenidas de los nédulos de cualquier miembro de ese grupo
particular de plantas. Consecuentemente, um Solo grupo de inocula --
cibn incluye idealmente todas las especies de hnspederos que son in-
fectadas por una sola cepa bacteriana. Se han establecido més de 20
grupos de inoculacidn cruzada de los cuales solo 7 han resultado ser
de importancia y no mds de 6 se han delimitado lo suficiente para -
que la bacteria responsable logre la posici6n de especie, El esquema
de clasificacibn que se ha aceptado, basado en los grupos de inocula
cibn cruzada, se presenta en el ANEXO ]. Sin embargo, muchas legumi-
nosas de importancia agricola, asf como plantas no cultivadas, no-
son noduladas por bacterias de los 6 principales grupos. Lorus corni
culatus (trébol! pata de pajaro), Robina pseudoacacia {acacia negra).
Sesbania exaltata (calamo sesbariaz) y otros, reguieren de cepas bac-
terjanas claramente diferentes, que no se ajustan dentro de la cate-
goria establecida. Solo un pequefio porcentaje de las especies de le-
guminosas que se han reportado en la literaturaz boté&nica esté inclui
do dentro de los 6 grupos de inoculacién cruzada definidos.

Las 6 especies de Rhizobium no son completamente distintas. -
Por ejemplo.. los grupos bacterianos de la soya y caupi, cominmente-
considerados por separado, contienen muchas cepas bacterianas similz
res y los organismos aislados de los nddulos de la soya frecuente -
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mente infectan caupies y vh:evers'a. Estos resultados sugieren que al
menos zlgunos de 10s rizobios de caupi pueden ser variedades de R. -
japonicum. Mis aGn, ciertas cepas de R. lupini poseen un grado se si
militud con el tipo caupi-soya. Se puede hacer una distincion’ razona
blemente entre los rizobios que pueden tener tiempo de generacibn de
2 a 4 hrs, y producir &cido en medios de cultivo, y aguellos con -
tiempo de generacibn comunmente de 6 a 8 hrs. y que crezn condicio -
nes alcalinas en cultivo. €l primer grupo incluye R. leguminosarum .
R. meliloti, R. phaseoli y R. trifollii.y el Gltimo incluye R. japo-
nicum y R. lupinj.

La validez del si};eula de inoculacibn cruzada se ha puesto en -
discusion, ys que muchas leguminosas son noduladas por rizobios de
otros grupos hospedero-bacteria. Las cepas bacterjanas que invaden -
leguminosas fuera de su clase particular y plantas que son infecta -
das de éste modo son ejemplos de un fenfmeno denominado “Promiscui -
dad simbidtica". Ocasionaimente, un hospedero es infectado por micrg
organismos normalmente clasificados en un namero determinado de dife
rentes grupos planta-bacterja. Las clases de inoculacion cruzada no
son por consiguiente, completamente adecuadas para la descripcién de
1a capacidad de nodulacitn de muchos organismos. Los ejempics de sim
biésis fuera de las clases de inoculacién cruzada establecidas son
a menudo incapaces de fijar nitrbgeno.Mas aidn, la importanciz agrica
1a de &stos grupos ain permanece Como un rasgo clave el sistema -
taxondmico estebiecido y, aunque se proponga un nuevo esquama se de-
be considerar el axistente ya que es la base para la inoculaci6n de-
leguminosas en 12 prictica agricola.Alexander (1984).

La F. A. 0. 1384, establece que el estudio de las respuestas de
numerosas especies de leguminosas a diferentes cepas de Rhizobium ha
sido amplio, habiendose notado que ciertas plantas tienden a respon-
der similarmente 2 cepas particulares de Rhizobium. €n otras pala -
bras, una cepa de Rhizobium que nbdula y fija una gran cantidad de -
N, en aspciacibn con alguna especie puede entonces hacerlo 2n asocia
cibn con algunas otras. Esto debe ser verificado y las leguminosas -
que demuestren &sta tendencia a responder simjlarmentz 3 capis parti
cutares de Rhizobium son consideradas "Grupos efectives”.
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Los grupos efectivos de especies de leguminosas aparecen en el-
ANEXD 2. Un inoculante puede ser preparado por un grupo efectivo com
pleto de plantas, mejor que por especies de plantas individuales, F.
A, 0., (1984).

Un sistema de clasificacion para las especies de Rhizobium basa
do en la Taxonomia Numérice ha sido desarrollado, y se presenta en -
la 99 edicién del Berge's (Manual para la determinacién Bacterjologi
ca), Krieg (1984).

Krieg establece que las clasificaciones previas de 1as bacte -
rias que nodulan a las raices de las leguminosas estuvieron basadas-
durante mucho tiempo en el concepto de grupos de inoculacién cruzada
bajo esta suposicifn las leguminosas cafan dentro de un grupo de in-
f'eccion particular que eranodulado por una particular especie de -
Rhizobium. Con repetida evidencia de anomalias en torno a la infec -
cidn cruzada y los diferentes grupos de plantas. esta clasifica -
cion ha perdido credibilidad graduaimente y actualmente ha sido rem-
plazada por una en ‘la cual se toman en cuenta las mas recientes fn -
formaciones basadas en técnicas destinadas a examinar amplias porcio
nes del genoma bacteriano. £s muy posible. que &sta clasificacién -
cambie gradualmente conforme se avance en el nimero de leguminosas y
bacterias estudiadas. Actualmente (nicamente el 8 0 9 X de las 14 000
o mas especies de leguminosas conocidas han sido examinadas en cuan-
to 2 1a nodulaci6n, y menos del 0.5 % han sido relativamente estudia
das en cuanto a la relacion simbidtica con los nodulos bacteroidales.
La mayoria de las plantas examinadas son de uso agriccla y la gran -
reserva de leguminosas tropicales apenas empieza a ser estudiada.

Las diferentes caracteristicas de las especies de Rhizobium con
sideradas en la clasificacion por taxonomia numérica se presentan en
el ANEXO 3

Tipos y distribucidn de nddulos.

Los n6dulos efectivos son generalmente largos, presentan un -
fuerte color rojo y estdn distribuidos sobre las ralces primarias de
la ptania. E1 mAximo des=rrollo de los nédulos estd determinado por-
el peso o voiumen que normaimente presentan despues del estado de -
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floracién. En contraste, 1os nédulos inefectivos son pequefos. nume-
rosos y usualmente distribuidos en todo el sistema radical.

El pigmento rojo que da color 2 los nbdulos (Leghemoglobina) es
té asociade con la fijacidon activa de NZ‘ no forma parte de la nitro
genasa, enzima de la fijacibn de NZ' pero e} control del oxfgeno es-
necesario para 13 actividad de ésta. Algunos nédulos efectivos pue -
den ser negros debido a 1a presencia de melanina.

Cuando los nbdulos envejecen la leghemoglobina se torna verde,-
y se desprenden. Un mismo nddulo efectivo puede mostrar coloraciones
blanca, roja y verde simultaneamente durante el estado de crecimjen-
to. esto indica respectivamente, &reas de crecimiento nodular, fija-
cién activa de N2 y senescencia. Los nédulos inefectivos son blancos
o verde claros y no cambian de color en ningln estado de desarrollo.

Cuando las leguminosas son fertilizadas con N, los n6dulos pro-
ducidos por cepas efectivas de Rhizobium permanecen pequefios y exhi-
ben 1as mismas caracteristicas que los producidos por cepas inefecti
vas. Cuando el Nz del suelo se agota los nbédulos usualmente vuelven-
a su tamaiio y funcién normal, F. A. 0., (1984).

En un nodulo se pueden diferenciar & zonas principales: el cor-
tex, la zona meristematica, el sistema vascular y la zoma bacteroi -
dal.

La longevidad de un n6dulo usualmente refleja el habito de cre-
cimiento del hospedero. Los nbdulos de las leguminosas herbaceas son
relativamente fragiles, y funcionan por un periodo de tiempo relati-
vamente corto que comprende el desarrollo vegetativo de la planta, -
estos se pueden desprender por condiciones desfavorables de humedad,
disminucién de la fotosintesis, y ataque por nematodos, inmsectos u -
hongos. Las especies perenes pueden producir nueves n6dulos estacig
nalmente, aungue los n6dulos persisten la mayoria de las veces por -
muchos afos.

La necrosis de los nbdulos comienza en el &rea m&s antigua de -
la zona bacteroidal. L2 autélisis empieza con la desintegracitn de -
las células del hospedero y el colapso de sus saredes, pero los res-
tos de bactercides desaparecen rspidamente, Vincent (1974).
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g) Alternativas de uso para las Leguminosas.

Las plantas forrajeras tropicales son muy numerosas y permiten-
la creacibn de auténticos cultivos anuzles o semiperenss y en todo -
caso la formacion de praderas artificiales mis o menos duraderas.

Algunas de ellas, a causa de su plasticidad, se han hecho cos -
mopolitas, pues el hombre las ha introducido en todos Jos continen -
tes, han sido ensayadas en condiciones ecolégicas muy diversas e in-
cluso se ha procedido & su seleccién e hibridizacidn en Estaciones -
Experimentales.

Otras son exclusivas de ciertas regiones o est&n adaptadas a3 -
condiciones extremas. De éste modo, graclas a tales especies, es po-
sible planificar la produccion de forraje con vistas a remediar se -
quias prolongadas © a revalorizar determinados suelos salinos, alumji
noses o poco fértiles.

Finalmente, las hay que sirven para rehacer suelos empobrecidos
bien protegiéndolos 'de la erosién, bien aportindeles notables canti-
dades de materias humicas mediante sus productos de corte.

Como se puede observar, el ganadero, en una situacifn dada ten-
drd siempre a su disposicitn las plantas adaptadas a tal situacidn y
susceptibles de permitirle mantener z su ganado durante todo el afio.

Para asegurar este sustento es forzoso que €l ganadero establez
ca praderas artificiales formadas por gramineas y leguminosas, en -
asociacidn o en cultivo puro. De &ste modo, revalorizard sus pastos-
y aumentard el peso vivo por Ha., sobre todo si utiliza, como se -
practica ahora en muchos lugares de la zona tropical, el sistema de-
rotacién rapida. Al disponer de una resarva jntegrada por henc © en-
silaje, quedara a cubierto ge la subproduccién de materias verdes en
&pocas de sequfa. Havard (1979).

Las leguminosas pueden contribuir grandemante & la produccifn -
de pastos, al proveer forraje con alto contenido de protefna, espe -
cialmente durante la estaci6n seca cuando 13 calidad de los pastos -
25 pobre.Durante el crecimiento de las leguminoses se incorpora poco
nitrégeno al suelo, sin embargo sobre el suelo hay aporte de éste -
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elemento, principalmente por leguminosas que sufren defoliacion, -
1as hojas verdes son entonces pisoteadas por los animales que pasto-
rean,la orina de los animales que se alimentan de leguminosas y Sus-
heces fecales contribuyen también significativamente, wWhitney (1970).

Las leguminosas son las Onicas plantas superiocres que logran de
sarrollarse bien en un Suelo gue ha recibido materia orgdnica bruta-
rica en celulpsa. Esto se debe a gue las bacterias nodulares de Sus-
raices fijan N, atmosférico, por 1o cual las leguminosas ya no depep
den exclusivamente del N, del suelo parz satisfacer sus requerimien-
tos nutritivos. Este Ny lo gana el suelo cuando se descomponen las -
sustancjas ricas en carbohidratos, y la eficiente simbiosis gque se -
realiza entre las bacterias y las leguminosas hace aumentar el conte
nido de éste elemento. Si existe suficiente NZ en el suelo las legu-
minosas lo utilizaran, pero habré muy poca o ninguna formacién de -
nbdulos radiculares;: éste hecho es de gran importancia, por que si -
se entierran las leguminosas con pocos nédulos en sus rafces el sue-
lo recibiré muy poco Nz asimilable, Teuscher (1975).

Convendri tomar en cuenta que casi las tres cuartas partes del-
N2 proteico que acumujan las leguminosas con ayuda de las bacterjas-
nodulares, se almacena en el follaje, mas no en las ralces. 51 el fo
1laje se ctorta para hacer heno y Gnicamente se entierran las raices,
puede haber una pérdida leve de N2 del suelo y no existir ganancia -
despues de todo. En condiciones normales y siempre que se entierre -
ia planta total, el aumentc en el contenido de N2 producido por una-
leguminosa se calcula en unos 112 Kg/Ha, pero en condiciones Gptimas
un suelo muy deficiente puede obtener hasta 450 Kg/Ha en forma2 de -
compuestos orgénicos y eventualmente NHB' Teuscher. ibidem.

tos beneficjos que obtienen las no leguminosas por su asocia -
cion con las leguminosas en suelos pobres en N2 {caso de la avena y-
guisantes), se debe a la excrecitn de &ste slemento por las ralces -
de las leguminpsas. Lipman, citado por Teuschar, 1975, pudo demas -
trar que la excresidn de la rafz es la principal responsable del No-
presente en e} suelo. Para ello tratd arena pura de cuarzo con todos
los nutrimentos esenciales excepto NZ; en una maceta pequeha sembri-
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avena y en otra de mayor tameho, guisantes, cslocandc a continuacion
la maceta pequefia dentro de la grande. Comc 2 macetz pegueha era po
rosa y defaba pasar los solutos, la avena se desarrslld normaimente-
y &l ser analizada se aprecid en sus tejidos abundante Nz. Pero cuan
do el tiesto interior se cubri6 con una capa impermeable de pintura,
la avena crecid muy pobremente y el andlisis revels que posefa muy -
poco "2' £l experimento de Lipman ha sido repetido por numerosos in-
vestigadores con rescultados idénticos y con ello Qquecda demostrads la
conveniencia de sembrar simultaneamente leguminosas y no leguminosas
cuando el suelo es deficiente en N,.

Las leguminosas, tanto las gque se tultivan por su semilla como-
las forrajerss, con muy importantes desde e} punto Je vista econfmi-
co en el mercadd debido a su alto contenido en prctelnas, el cual va
ria en un rango de 17 a 40 %, Norman (1978).

Norman, ibidem, sefiala que en términos generales y 2 nive] mun
dial, las plantes contribuyen aproximadamente con el 70% y los anima
les con el 30% de requerimiento protéico de la poblacién, peroc en -
los palses en desarrollo le proporcifn de protefna animal consumida-
puede ser menor a] 10%, En €éstos palses generalemente, los cereales-
aportan e] 68% del total de protefn: vegetal consumida, los graznos -
de leguminosas el 1B.5% y las rafces, tubérculos, frutas y vegetales
el 13.5% {las leguminosas como vegstales contribuyen sustancialmente
enésta proporcisn).

Las leguminosas forrajeras mas ampliamente cultivadas en Ameri-
ca Latina son el 1rébol y la alfzlfa. No obstante hay octros grupos -
de leguminosas de pastoreo. de los cusles se tiene poce informacibn-
agronbmica. Nos referimos 2 Medicago, Onobrvchis, Ornithopus {carre-
tillas) y las famosas Adesmias de Uruguay y Argentina. L& importan -
cia de éstas y otras leguminosas nativas se desprende de un estudio-

sobre unz pradera natural de lUrugusy decpues de una Sequia muy seve-
ra, Rosengurtt, 1946., citado por Aldbe {1371), Adesmia bicolor (bsbo
$1ta} mestraba mucho vigor y mayor poder g2 recuperecion ante el pag
toreo abusivo de muchas de las gramineas. Las peculisridades da la-
pradera Lruguaya se hzcen también evidentas por l2 presenctiz 2n -
esas condictones de una gramfnaz francamente tropical, Pespalum note
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Tum y de otra tipica de agostaderos desérticos, Andropogon saccharoi
des . En agostaderos del desierto se encuentran algunas leguminosas-
arbustivas muy vaiiosas, tales como Acacia berlandieri (guajillo} y
Calliandria criophylla.

En muchas praderas de los volcanes de Costa Rica y de Rio Gran-
de do Sul (Brasil) se encuentra Lotus corniculatus (cornesuelo), muy
adaptada al pisoteo y con un consumo voluntario por el ganado no in-
fericr al de la alfalfa.

Por cierto gue muchos investigadores consideran que el consumo-
de alfalfa aungue muy bueno, es superado por varias leguminosas y al
gunas mezclas, las cuales son muy valiosas por combinar altz digestj
bilidad y mayor consumo. Alba (1971).

M&todos de inoculacion.

En muchos suelos, las bacterias nodulares no son adecuadas ya-
sez en nimero o calidad. Bajo éstas condiciones se hace necesaria la
inoculacién de la semilla o del suelo con cultivos de rizobios zlta-
mente efectivos. b

Las bacterias npdulares son cultivadas en el laboratorio y com-
binadas con un adecuado material de transporte, tal como turba. com-
posta o barro filtrado, constituyendo asf el “inroculante”. El proce-
so por el cual se incorpora éste inoculante a la semjlla o 2l suelc
es llamado inoculacion..

Los inoculantes de leguminosas son generalmente de 095 tipds: @
guellos destinados para su aplicacion en semillas y aquelles destina
dos para su aplicacion directamente en el suelo. LOs InoCulanies pa-
ra semilla son los mis comunes porque son de f&cil aplicacidn y gene
ralmente efectivos bajo condiciones normales. La 2plicacién de ino-
culantes directamente al Suelo puede ser necesaria para obtener nodu
1acidn efectiva cuande sz plantan semillas de leguminosas en seQue -.
dad, suelos altamente acidos, calientes o bajo condiciones 2tmosfér
cif afvérsis , cuando l2s semillas son tratadas con sustancias gui -

micas téxicas para el rizobio o cuando =! suelo siberga ura gran {o-
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blaci6n de Rhizobium altamente inefectivos.

La inoculacion es necesaria cuando se introducen nuevos culti--
vos de leguminosas en dreas o regiones no cultivadas. La inoculacién
es a menudo benéfica cuando se desarrollan o {ntroducen cultivos de-
leguminosas . no obstante &stas mismas especies pudieron haberse de-
sarrollado anteriormente. La especificidad de Rhizobium por el hospe
dero es frecuentemente desarrollada por los nuevos cultivos o varie-
dades de leguminosas.

#uchos suelos tienen cepas inefectivas de Rhizobium capaces de-
inducir 1a nodulaci6n con otros hospederos. Bajo teles condiciones ,
un inoculo de cepas de Rhizobjum competitivas y altamente efectivas-
debe ser incorporado para cotrarrestar el efecto de los rizobios na-
tivos.

Al formar un inoculante, los cultives de Rnizobium que crecen -
en el laboratorio son mezclados con varias sustancias inhertes, s61i
dos finamente pulverizados tales come turba, composta, barro filtra-
do,  bagazo o algin otro medio de transporte adecuado. Esta formula-
cién es usualmente aplicada a las semillas de leguminosas antes de-
que sean sembradas, desarrollandosa entonces nbdulos efectivos y las
plantas tendrén un suplemento de N2 seguro. Un método alternativo es
la aplicacifn del inoculante directamente al suelo. E8to es necesa -
rio bajo ciertas condiciones aunque puede resultar muy costoso, F. A,
0.,1984,
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Antecedentes. Trabajos previos efectuados en el 4rea de estudio.

De la €, 1982, encontré que el control en el desarrollo de los-
micrgorganismos estd en relacion a la disminucidn e inhibicidn de la
producci6n de los n&dulos y las micorrizas, puesto que al agregar di_
ferentes concentraciones de fosforo {P) y nitrdgeno (Nz) 1a inhibi-
ci6n se da gradualmente y en relacibn a2 la concentracion..

La formacion de la simbi6sis hongo-rafz es del tipo ectomicorrf
zico (vesciculo-arbuscular). A pesar de &sto el &rea de Taxhimay po-
see un suelo con microorganismos endémicos los cuales, con técnicas-
adecuadas de mutacién pueden ser provechosos para Ja mayor productidn
de mafz y frijol reduciendose el costo por concepto de fertilizantes.

Benitez (1982}, realizd estudios en invernadero inoculando cul-
tivos de alfalfa con cepas bacterianas clasificadas y nativas (testi
gos). Las cepas de laboratorio no tuvieron ninguna influencia sobre-
el rendimiento de ia alfalfa dado que no tuvieron buen desarrollio en
talia y peso, ast como baja nodulacién.

Los cultivos testigo, tuvieron resultados semejantes a los de -
las cepas clasificadas, encontrandose fiodulacion en las plantas, lo-
que hace evidente 1a ex{stencia de bacterias fijadoras de N2 en el -
&rea de estudio.

En 1983, Rodriguez evalud 1a fertilidad de un suelo cultivido -
bajo condiciones de invernadero, empleando la relacibn simbibtice -
Rhizobium-Leguminosa y fertilizante quimico. Encontré que no hay di-
ferencia significativa entre la aplicacién de bacterias fijadoras de
N2 y fertilizante, sin embargo por la economia del usc de inoculan -
tes, es posible usarios como alternativa para sustituir o complemen-
tar el suministro de N2 en el suelo.

Romero, 1983, prob6 el efecto que tiene un plaguicida (Mala " --
thién) en la formacién de nodulos de Pisum sativum-Rhizobium legumi-
nosarum observando que se ve favorecido principalmente en lz etapa -
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de floraci6n, pero también en la fase vegetativa, de acuerdo a la -
comparacion de los datos gque obtuvo en los diferentes tratamientos,-
la nodulacion disminuye pero no se inhibe.

De acuerdo al andlisis estadistico, concluy6 que el pesticida -
Malathién afecta de un 40 a un 50 % la formacion de nbdulos en la -
rafz de Pisum sativum.

Gonz8lez y Urrieta, iniciaron estudios tendientes a mejorar la-
calidad de los pastos de la regi6n de San Luis Taxhimay Edo. de Méxji
co. Sobre ésta linea han efectuado algunos trabajos:

En 1985, efectuaron un estudio de campo en donde se observt la-
disgribucifn y abundancia de las 3 principales familias caracteristi
cas de un pastizal: Gramineas, Leguminosas y Compuestas. As{ como el
efecto de las condiciones eddficas sobre su establecimiento.

Encontraron que existe una relaci6n pronunciada entre las legu-
‘minusas y las gramfneas, adem&s de una competencija entre éstas 0lti-
mas con las compuestas. Macroptilium gibbosifolium fué la especie -
m&s abundante y su presencia no se ve limitada por las condiciones -
del suelo, por el contrario una especie de la subfamilia Mimosidae -
prefiere condiciones del suelo con textura de migajén arcilloso y su
presencia es mayor en zonas cultivadas.

Las propiedades del suelo cuantificadas (APENDICE 2), no presen
tan diferencias significativas por lo que- éstas no son un factor 1i
mitante en el establecimiento de las especies vegetales y en particy
lar de las leguminosas.

En 1986, evaluaron la fijacidén de N2 en tres cepas nativas de -
Rhizobium sp asociadas a dos leguminpsas silvestres: Prosopis sp y-
Crotalarie rotundifolia, y Medicagd sativa (alifalfa). El estudio se-
efectud bajo condiciones de invernadero.

Se encontr6é que las 3 cepas de Rhizobium sp estudiadas no son -
especificas para las especies de leguminosas consideradas presentan-
dose algunas asociaciones efectivas y con aporte de N2 2l suelo, so-
bresale Prosopis sp - Rhizobium aislado de Medicago sativa.
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Parte fundamenie] Oe éste irabejo fueron las pruebes de colora-
ci6n {indizacdores: ro)c congd y 22ul de bromocresol) y microsconicas
con las cuéles se 1nfiri€ que les cepes estudiadas pertenacen al-
géners Rhizobium.

hst mismo, en 1986 efectuaron un estudio tibliografico sobre lé&
cistripuciorn, explotacion y legislacion de pastizales en 1s Replbli-
ez Mexicanz.

Encontraron que aproximacarerie hay B5,7 Hz ce pastizal en la-
Repliblics Mexicana, Rzedowski (187B). El cuzl puede ser de diferente
indole de acuerdo 2 su origen: naturel o inducido., el nimero de espe
cies que 1o constituyen es muy amplio y su potencizl de uso es jlimy
tadp. L0 anterior deberie permitir que se llevara un use intensivc -
de é&ste parz obtener un maximp de aprovechamiento.

En la realidad ésto no sucede y nos enfrentamos 2 un gran nime-
ro de incongruencias. México posee una de ias mejores legistaciones-
agropecuarias del mundo, con Secretarias de £stade encargadas de sal
vaguardarias, tales como la de la Reforma Agraria y lz Oe Agricultu-
ré oe Recursos Hidrdulicos. La G)tise tiene una estructura bien defi
niga con Organos encargados de }a conservacion, usc y distripucidn -
ge los recursos naturzles ge nue se velen los seclores produiiives.

Se concluyb que en MExico existe un serio problems., ‘el burc -
¢ratismo” que sumado a2l “compadrazgo™ |, falta de comunicacidn entre-
quienes deberian de estar informados y lz falte de responsatilidac a
nivel ingividual como de Organismo Pablicc ocacionan que ice benefi-
cies de las leyes y reglamentos no lleguen & Su objetivc finzl ause-
s precisamente el sector productivo, con el consiguiente retrasc en
el desarrcllo del Pais.
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11.- HIPOTESIS

Mediante el establecimiento de grupos de Rhizobium-leguminosas
silvestres agrupados entre si, se encontrard una asociacion en iz -

cual la fijacion biolSgica de Nitrbgeno sea optima.
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OBJET!IVOS

OBJETIVEG GERERAL:

Evaluar el N, aporiado por las diferentes asociaciones Rhizobium-
Leguminose sitvestres procedentes de un pastizal ingducido de San Luis-
Texhimay, Edo. de México, bejo condiciones de invernadera.

DB3ETIVDS PARTICULARES:

1.- Evaluar la infectividad, la especificidad y la efectividad de las -
difarentes cepas de Rhizobium con las diferentes especies de legu -
minosas silvestres consideradas.

2.- Determinar la cantidad de Kitrbgeno en hojas- y tzllos de las iegu-
minosas de cades asociacién simbibtica estudiade. -
3.- Proponer con base a lé informaci6n obtenida la posible aliernativa-

o0& uSD 02 cade asorlacidn estudiada.
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DESCRIPCICK DEL AREA DE ESTUDIO.

2} Localizacion.

La regi6n se na delinitaco como un rectdngulo enire las coorde-
nadas 13¢ 5t' 25° de iatituc norte y los 957 23° 45% de longituc ces
te, dentro de ésia se encuenira un Srea ds pastizal situada al norte
de le Presa y de! pobiado de San Luis Loma Alta y $. tuis Taxhimay ,
Edo. de México. Aqui se ubica la zona de esiudio del presente traba-
jo, Carte Geol6gica .DETENAL, SPP (MAPA 1.

b} Clima.

En base a la clasi¥icacisn climdtiz: gade por Kippen, modifica
da por Garcfa, 1964, le regifn de Sam Luis Taxhimey. Edo. de México-
tiepe un clima € (H‘)(h) bg; templaco subhfmedec con jluvias en vera-
no con un: temperatura media anual de entre 2 y 1B% [, un porcenta-
je de lluvias invernales menor cel 5% anual. les temperaturas del -
mes wmas caliente y “rio se encuentran entre lops 22 v €.5¢ { respec -
Tivamente. L& precipitacidn medle anual es de 790.9 om, le altitud -
aproximada es de 2220 nsnm.

Suelo.

Se gbsarve preduninie o2 vertisel PElice aspriade cor Fedzem Ha
plico , sopre e! litescl. Em 1érminos genarales son suelocs someros
muy pesagos {artillesos), limitoos por un estraio encurecisc y pre -
sentan ciert: pedregocigac. Al o2ste ge ié Prase se lozéjilzan zores

con ercsion nlarice ciern reprasentaaa.

g} Geologia.

e} Uso del suelo. .

Haciz 12 parte norts ¢z !z Pres: se enctyantran

los-
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poblados de Loma Alta y San Luis Taxhimay, el uso del suelo estd-
destinado principalmente a cultivos de temporal permanente anual-
(Atpa) con erosi6én hidrica moderada y fuerte (Eh m- f}. Bordeando
a la presa en la parte sur y suroeste se encuentran zonas de bos-
que natural de latifoliadas (Quercus sp) y pastizal inducido. En-
tanto que en la zona este encontramos el mismo tipo de vegetacion
asociado con vegetacifn secundaria de chaparral (Acacia gg).

Al oeste de la Presa en las partes bajas, se localizan zonas
con una erosién hidrica fuerte en las que se presenta pastizal in
ducido y agricultura de temporal! perwmanente anual. con una peque-
fia 2zona provista de riego.

Alejandose en direcciftn este de la presa, se encuentran fa -

jas de vegetaci6n secundaria de chaparrel con bosque natural de -
encino alternandose con fajes de pastizal inducido.
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RIc TEREL!

FranlS s+vigroeimctrice

{
=~ Limcte Estatet £SCaLA 130000
Carruters pavirmentage
IEETEE Avropiste DETENAL SEP 1387

CARTA GECLOG!ZA
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METODOLOGIA

Trabajo de campo.

Se lievaron a cabo salidas a campo de forme: regular cada mes duran-

te un afo, en el &rea de pastizal ya sefialada, con la finalidad de ob =
servar los cambios en la estructura y fisonom{a de la cubierta vegetal,
el ciclo de vida de las leguminosas, as! como efectuar colectas de:

-

Ejemplares de leguminosas.- Los cuales fueron colectados y prensados
para su posterior identificacion en el Herbario, para su montaje y -
para mostrarlos en su momento a las personas del lugar y averiguar -
si éstas plantas tienen propledades forrajeras.

Semillas de leguminosas.- Las vainas de las leguminosas fueron trans
portadas en papel secante al laboratorioc en donde se extrajeron 1las
semillas y se colocaron en bolsas de papel encerado, eliminando 1las
parasitadas o dafadas, formandose el Bance de semillas.

Nédulos radiculares de leguminosas.- Se extrajeron las plantas con -
la mayor precaucibn, se eliminé la mayor cantidad de suelo y los né-
dulos fueron colocados en frascos debidamente etiguetsdos y cante -
niendo una solucién salina al 5% lo que permitid conserverlos hasta-
sy posterior manejo en el laboratorio.

Colecta de suelo.- Se transporraron aproximidamente 100 Kg. Oe suelo
de la zona de estudio para el establecimjento de las unidades expe -
rimentales. £l suele fud obtenido de los mismos puntos de muestreo -
realizados en los trabajos previos 2 éste., Gonzdlez y Urrijeta (19B5-
86). En los cuales se analizé fisica y quimicamente las condiciones-
del suelo (APENDICE 2).

Trabajo de iaboratorio.

a) Aislamiento, purificaci6n y conservacidn de cepas de Rhizobium sSp. a

partir de nédulos radiculares colectados en campo, Vincent {1975}.
Se utilizaron dos técnicas bacteriolbgices fundamentales:

* Esterilizacién de los medios de cultivo y material de vidrio por-
medio de presién de vapor en autoclave (15 atm./15 *).



* Exclucibn de contaminanies @) eracttusr cuitivos, subfultives ¢ O-
1res Operaciones.
Una vez lavadas lac ralces COn ague. S@ exLrajeran (g
estertiizandoios con clorurn de mercurio {Hgtlz) i G.is

-
2
o
2
3]
"

aciouiade con 5 mi. de arioc clorhidrico conzentrano (HO!). durante-
2 a & min, segun g} tamafhn de lo: ndaule:. Ppsteriormente Se levaron
con ague Oesiilade veries veces y Se materaron er un vidrio Oe relc:.
£ pariir de €5Te mazerans 5€ prenararon varias diiuTiones en tubos -
de ensaye estér:lec. {1-10. 1:100, ¢-1000, 1:1G DDD), tomendc con el
358 bolfter:iclogics une muestre v sembrandole en madic oe zultivo par
el métode de estries. E@ meoro de Culiive ne prepsrt de aTuerdo & la

T
formule dade & continuacion. Vinfent{l1875}:

CALOC DE LEVADURA - MARITOL.

EpHPG, C.5 ¢
MgSD,, . Tha 0 0.2 9
KaCl B.t ¢
Manitol iwe.tg
hgus de levagurg 100.0 ¢
Agua destiieaa 0.0 co
Agar wacter:oldzico 20.0 g
{olorante comg Co-

lorzrve selectiivo Dara: €5

m
Y
o
| =]

H
5]

g
E
a
€
“
.

bt
W

@
w
€
&
a3
@

contaminantes. .
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Para su conservacion se utiltzaron medios de agar inclinado en-
tunos de ensaye, gqus 50R 1os MAS adecuadas pare &l mansjz de la cac-
terta, conservados & balas temperaturas (29C). lc que permita glma -
cenartos por tiemps indefinias, cor irtervelos ce resjempra 22 £ 2 €

meses recomencendose un intervalo aproximedo de 3 Y2 meses, Déra gue
l2s colonies permanerzan en &ptimes concdiciones.

b

Geterminacian de las cepas.

Este dapartads se refilere a lag pruedbas de laboratorid gue Se --
llevaron a caha pare comprober de formz cualitativa Que las bacte -
rias altledes pertenecen al géners Enizotium, Entre las que 52 en -
cuentran:

* Tecnice de Gram

* Morfologls

* Forma y consistenzia de las colonias

¢ Desarrollo en el medin ge cultivo.
{ANEXO &)

c) Gesarrelio del erperimento.

" Pianteamientn del disefio experimental.
Pare el cumplimiento de l2s ob)etivos, fué planteada un dise-
ho pifactoriel de clesificacién aoble con muestras compuzstas (FI-
GURA IV) .

* Establecimiento g& los lotes y unigades exparimantales.
8 Freparscidn del suels.
£l suelo colectaca en zampc se esterilizd wtilizands calor-

nimedo a 1§ atm. durante 3 hrs, . vincent,1975.D23puss fud coloce-
Ao en Solsas ce nolietilant negro con zapacidad de t Kg. cada -
una. Al conjunte gz Sepeliones se las colocd en un micrainverna-
dere {FIGURA V), mantado dentrs del Invernacars ce l3 Institue -
cibn.

8 Preparacidn ds pléntulas.

Los géneros de legur:inosas elegides parz el trabzjo expari-
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FIGURA 1V.- DiseRo experimentzl. Muestra la combinacién de las legu
minosas y las cepas de Rhizobium obtenidas de &stas.

LEGUMINOSAS A 3 C D |3 F
TEPAS
i At B3 €1 D1 3] Fi
2 A2 BZ o] D2 £2 F2
3 A3 g3 c3 03 £3 F3
4 AL Ba ca D4 E4 Fa
5 AS 85 5 D5 ES FS
6 A6 86 c6 06 6 Fé
7 l ! A7 1 87 l 7 L 07 l £7 l F7 J

Especificaciones del Diseno Experimental.

" a.- Cade unidad experimental tuvo 3 repaticiones.

b.- El lote N?_ siete es testigo por 1o cual no se realizé 12 ino-
culacion de ninguna leguminesa.

c.- Dende:

1 Representa l2 cepa 2islada de Lupinus 5p. (A)
2 " " " " " Cologania bronssonetii (8)
3 " " " " * Crotaiariz rotundifolia (<)
2 “ " - " * Medicago poiymorpha (D)
E) b » “ " * Macroptilium nibbosifolium (£)
5 “ u “ “ .

Zornja thymifolia (t)
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FIG.V~ MICROINVERNADERD.

DESCARPCION:

1.- Cubierte plastice transparente

2.~ Cubierta plastica plegadle

3.- #ase ge plastico nepro {Cudbre ls total jdad del bancal)
4.- Bancal

§.- Aree para la coloracidn de unidades experimentales.
f
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FIG.V~. MICROINVERNADERD .

D ESCRIBCION:

1.- Cublierta pléstiza transparente
2.- Cubierta plastics clegatle
3.- Base de pléstico negro {Cubre la totzlidad del bancal)
4.- Bancal
5.~ Arez para la colocacidn de unidades experimentales.
[
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mental son los siguientes:

A.- Lupinus sp

B.- Cologania bronssonetii
C.- Crotalaria rotundifolia
D.- Medfcage polymorpha

E.- Macroptilium gibbosifolium
F.- Zornia thvmifolia

Estos géneros se eligieron en base @ las siguientes consi--
deraciones:

+ De acuerdo al tot2l de génercs determinados y las cepas atsla-
das, se eligieron aquellos que se encontraban mis alejados en-
tre s{ texonomicamente{AMNEXD 5) para obtener una mejor res -
puesta de las asociaciones consideradas en el disefic experimen
tal, eSto es. que al ser inoculadas las cepas aisladas de las-
leguminosas seflaladas, permitan observar el grado de especifi-
cidad. -

+ Por encuestas realizadas en campo. mediante las cuzles, se re-
copils informacién de los habitantes de la zona como una con -
tribucibn para definir sus propiedades forrajeras.

+ Por los muestreos que se hicieron en campo a lo largs dal pe -
rifdo de trabajo, en donde se comprobé que las especies sefala
das y el género Lupinus son los que tienen 12 més amplia dis -
tribucitn en el pastizal.

El porcentaje de germinacidn para las semillas de éstas le-
leguminosas fué bajo {5-10 %), por lo cuzl se trabzjd con pléntu
las, obtenidas de la manera siguisnte:

Se lavaron las semillas perfectamente con hipoclorito de -
calcio | Ca{Cl0), | al 3% y se enjuagsron con agua esteril 3 ve-
ces. Se colocaron en grupos segin el género, en cajas petri pra-
viamente esterilizadas, conteniendo algod6n y papel filtro lige-
ramente himedos. La siembra se llevb & cabo en condictiones este-
riles. Las cajas petri se colocaron en una estufa a 25¢C hasta -

1a germinaci6n total .
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un@ vez obtenidas las pléntulas y con el suelo de los cepe--
1lones & capazicad de campc, se procedi¢ al traspiante de las mis
mas en tada unidad experimentel segin el disefio establecido (FIGU
RA IV). Dejando un lapso de 17 dias para observar la sobreviven -
cia de las plantulas en les condiciones de microinvernadero, y de
ser necesario hacer la sustitucidn de les plantulas.

L

Preparaci6n del inoculante.

El inoculante se prepar6 usando un medio de cultivd liguido-
de levadura-manitol, cuya preparacion es jidéntica a la citada pa-
ra la conservacién de la bacteria, dnicamente Qque en éste caso no
Se agrega agar bacteriolégico ni colorante. En el inoculante asf-
preparado y en condiciones estériles se siembra la bacteria y se-
deja en incubacidn a 27 °C durante 3 dias en agitacion constante,
hasta lograr la sobresaturacion.

L

Inoculaci6n.

Se adicionaron a cads una de las unigades experimentales 2 -
m! de medio de cultivo liquido sobresaturado estando el suelo a -
capacigdad de campo. Se realizaron 3 inoculaciones a intervalos de
5 dias, de acuerdo a lo especificado en el diseho experimental.

Observacién de la noaulacitn.

Las raices obtenidas de las plantas al final del peritdo de ex-
perimentacion se lavaron perfectamente cof agua COrrlente, se obser-
varon en el estereoscoHpio y se cuantificaron los nédulos de cada asp
ciacion Leguminosa-Rhizobium.

Determinacitn de Nitrogeno.

A intervalos de 45 dias se tomaron muestras de suelo de caca u-
nidad experimental a una profundidad de 3 cm, y de 5 g aproximsdamen
te caga muestra. LOS muestreds incluyeron, 1 inicial, 2 intermedios-
y 1 final & las 135 djas.

Al final del periddo dz experimentacion se extrajeron las plan-
tas de caca unidad experimental, se trasladaron 2! laporzteria. 72 -
11os y hojas se colocaron en papel setante.
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Tanto las muestras de suelo como los tallos y hojas, perfecta-
mente deshidratados, se maceraron para la determinacién por triplicg
do de nitr6geno total por el Método MicroKjeldhal, Grande,1974 (ANE-
X0 6}.
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SULTADOS Y ANALISIS
Ejemplares de leguminosas.

Las leguminosas que se encuentran en la LISTA A, son las -
muestreadas en el &rea especifica de trabajo. Hay ejemplares no de
terminados debido a que en el momento de la colecta no se encontra
ron con los 6rganos florares necesarios., unos por inmaduros y o -
tros por haber sido dafiados por el ganado.

LISTA A.- Ejemplares de leguminosas colectadas en campo durante el pe

ri6do de estudio y determinadas en el Herbario del Institu-
to de Biologia de la U, N. A, M.

LETRA NOMBRE CIENTIFICO

Tw o ano

0 3 3 = & e

Cologania angustifolia. Kunth var. angustifolia.
Cologania bronssonetii. {Balb) Dc.

Brongniartia intermedia. Moric.
Nc determinada.

Cologania biloba (linal)
No determinada.

Desmodium sp

Zornie thymifolia HBK

Astragalus oxyrrhynchus. Henise.

Medicago polymorpha. var. vulgaris (benth) Shimers.
Trifolium amabile. HBK

No determinada.

Dalez redinata (Cov) Willd.

No determinada.

Crotalaria sp
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LISTA A. Continuacion.

LETRA NOMBRE CIENTIFICO

Dalea sp

Mimosa sp

Lupinus sp

Crotalaria rotundifolia. var. vulgaris Windler,
Macroptijium gibbosifolium. (G.Ort.) (A. Delgado)
No determinada

Crotatarie sp
Dalea sp

Cologania sp
Calliandra reticulata Gray.

“ x gL € C V0V

Determinadas por el Dr. Alfonsc Deigadc, jefe de! Herba
rio del Instituto de Biologla de la U. N. A. M,

Los pardmetros fisicos y quimicos del suelo del &rea de trabajo
no influyen en el establecimiento de las leguminosas, Gonzdlez y U -
rrieta {1985), APENDICE 2. Es importante considerar que el pasti -
zal estudiado es inducido, en €1 se han originado una gran cantidad-
de alteraciones dantropbgenass, entre ias cusles son fundamentales la-
agricultura y la ganaderfa. En el &rea de estudio se encontraron va-
rias parcelas en las cuales se intent® practicar la agricultura, sin
embargo, fueron abandonadas dadas las caracteristicas impropias del-
suelo, en donde es determinante la textura {MIGAJON ARCILLOSO Y ARCI
LLAS). Puesto que los terrenos fueron abandonados, se propicio el de
sarrollo de géneros de leguminosas sin competencia con otras espe -
cies del pastizal, son ejemplos Macroptilium gibbosifelium y Lupinus

5.




b

Se localizaron zonas de intenso pastoreo dada la gran cantidad-
de excretas de ganado ovino y caprino. Esto trae como consecusncia -
que las leguminosas se restringan sélo a ciertas zonas, sobre todo 2
aguellos potreros en descanso, aquf predominan los géneros Crotala -
ria, Dalea y Cologania.

Bance de semillas,

El banco de semillas que aparece en la LISTA B, se formé 2 lo
largo de las colectas realizadas en campo, ain asf no fué posible -
formar un banco en que estuvieran incluidos todos los géneros colec-
tados. Cabe destacar que se observaron danos en las semillas en alto
grado, tanto por insectos como por el ganado.

LISTA B.- Banco de semillas de leguminpsas colectadas durante el perid

do de estudio. (Clave establecida por los autores)

CLAVE

SLA
SLeY
SLC3
SLca
SLir1
SLir2
SLCr3
SLD1
SLD2
SLD3
SLL
St.Ma
SLM2

NOMBRE CIENTIFICO

Astragalus oxyrrhynchus. Henise.
Calliandra reticulata Gray

Cologania bronssonetii. {Balb) Dc.
Cologania sp

Crotalariz ¢
Crotalaria sp
Crotalaria rotundifolia

Dalea redinata (Cov) Willd.

Dalea sp

Dales sp

Lupinus sp

Macroptilium gibbosifolium. (G. Ort) (A. Delgadc)
Medicage polymorpha. var. vulfaris (Benth) Shimars.

hy

jol
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LISTA B.- Continuacién.

SLMi Mimosa sp

SLND1 No determinada

SLNDS No determinada

SLT Trifolium amabile HBE
SLZ Zorniz tnymifolia HBK

t) Cepario.

Algunas leguminosas en el momento de Ia colecta no presentaron
noédulos, por o tanto no se incluyen en el cepario bacterias de i1o--
dos los génercs. (LISTA C)

Para 18 confirmacién de las especies de Rhizabium es necesario
realizar una identificacion meticulosa, gque incluya pruebas de campo.
bioguimicas, serologicas y de invernadero.

Las especies de Rhizobium gue aparecen en la lista corresponden
a8 la clasificacion establecida por la F. A. 0., 1884., de acuerdo a-
los denominados grupos efectivos de cultivos de leguminosas.

LISTA C.-tLista de bacterias de Rnizobium aisladas en el leboratorio de Edafo-
logia de la £E. N. E. P. Zaragoza.

CLAVE LEGUMINOSA DE LA QUE FUE AISLADA ESPECIE DE RHIZOBIUM

ENEPZ-R]I  Astragalus oxyrrhynchus. Henese. R. spp (Astragalus sp)
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LISTA C.- Continuacidn.

CLAVE

ENEPZ-RI
ENEPZ-RE
ENEPZ-RO
ENEPZ-RV
ENEPZ-RS

ENEPZ-RM
ENEPZ-RP
ENEPZ-RW
ENEPZ-RG
ENEPZ-RR
ENEPZ-RT

ENEPZ-RJ

ENEPZ-RF
ENEPZ-RL
ENEPZ-RK
ENEPZ-RH

LEGUMINQOSA DE LA QUE FUE AISLADA ESPECIE DE RHIZQBIUM
Brongnjartia intermedia. Moric. Rhizobium sp

Cologania biloba {Lindl) Rhizobium sp
Crotalaria sp R. spp (Tipo del Caupf)
Crotalaria sp R. spp (Tipo del Caupi}
Crotalaria rotundifolia var. R. spp (Tipo del Caupi)

vulgaris Windler,

Dalea redinata (Cov) Willd. &. spp (Varios)

Dalea sp R. spp (varios)

Dalea sp

Desmodium sp Rhizobium sp

Lupinus sp R. lupini

Macroptilium gibbosifolfum R. spp (Tipo del Caupi)
(G. Ort.) (A. Delgado}

Medicago polymorpha, var. vul- R. melilot}

geris {Benth) Shimers
No determinada.
No determinada.

Trifolium amabile HBH R. trifolis
Zornia thymifolia HBK Rhizobium sp

Es necesario hacer notar que una vez obtenidas las cepas de Rhi-
bium, éstas no pudieron ser ubicadas en ninguna de las zlasificacio-
nes taxonomicas propuestas en la revision bibliografica; basicamente
por las caracterfsticas mismas de cada clasificacion y por Ia respues
ta que se obtuvo de las cepas experimentales (infectividad y especi-
ficidad). Sin embargo, por lo observado en campc; coloracitén, forma,
nimero y tamaho de los n6dulos, es muy posible que las zepss aisla -
das en el laboratorio correspondan & las especies estahlecidas en la
Clasificacién por Grupos Efectivos.
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d). Nodulaci6n.

La cantidad de n6dulos obtenida es baja (1 - 9 nédulos /planta),
dichos nédulos no tuvieron el desarrollo esperado, en su mayoria fue
ron de color blanco, pequefios y por consiguiente inefectivos. Los -
factores edaficos no son impedimento en campo y no debieron serlo en
el tnvernadero para el desarrollo de Rhizobium.

Se efectut el andlisis de varianza correspondiente para compro-
bar la infectividad y especificidad de las cepas de Rhizobium. La es
timaci6n de las varianzas muestra significancia para las variedades-
|Fc-5.38/Ft(1%)/5.36], més no para los tratamientos y la interaccion
de ambos.

En base & la prueba de Duncan, se tiene que Medicago pol imorpha
(variedad D) determina la significancia, por consiguiente y dado que
no hay efecto de los tratamientos {cepas bacterianas ), es posible -
que M. polimorpha ejerza una mayor atraccion bioquimics por las ce -
pas rizobianas y por lo tanto se puede considerar que las cepas esty
diadas no estdn de! todo diferenciadas en especies taxonbmicas.

Por los resultados obtenidos en la pruebz de Duncan, no Se pue-
de plantear la especificidad entre las cepas estudiadas, debido a -
que no se encontrd ninguna que halla nodulado dntcamente o la legu-
minosa de la cual fué aislada.

La GRAFICA T, presenta la baja nodulaci6n observada en Lupi -
nus sp {A) y Crotalaria rotundifolia {C). Unicamente la asociaci6n -
A-3 no sigue esta tendencia, lo que se debe posiblemente a la atrac-
cibn bioquimica de Lupinus_sp por le& cepa 3 aislada de L. rotundifo-
lia. Este comportamiento no significa que exista especificidad de la
bacteria hacla la leguminosa y viceversa, ya que lz especificidad se
refiere a la capacidad que tiene ]a bacteria para nodular a la legu-
minosa de la cual fué aislada y no & otra. Loanterior explica que -
la asociacifn A-3 tenga la mayor significancia en la prueba de Dun -

can.

En la GRAFICA 1 se observa el comportamiento con tendencia -
mis hcmogénea y valores mgs altes en la nodulacién de M. polimorpha-
(D) como variedad y no como assciacion .
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GRAFICA I.-Nimero de nbodulos por asociaci6n Bacteria-Leguminosa
cuantificados &) final del peri6do de experimenta -~
cién, a los 135 ¢fas.

Lupinus Sp JA| i

Crotalaria rotundifolia {C|————-
-+ - :
A e ee
K .\Hedlcaga polymorpha D!
i \
L N
\.
4 ¥
Ve
9 4 % +
e
¥;
L + Cepas
S 6

De existir especificidad de la leguminosas y les cepas estudia-
das los picos maximos de nodulacién en la GRAFICA I, hubleran co -
rrespondido a las asociaciones A- 1, C-3 y D-4.

E]l andlisis previc permite afirmar que no se presentd nodula -
cién efectiva en ninguna de las asociaciones simbidticas prepuestas,
por lo que no se puede establecer que halla existido un aporte de N2
al suelo via fijacion bjolbgica.
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e) Porcentaje de Nitrdgeno en el suelo.

£i disefio experimental (FIGURA [V} contempla inicialmente el-
empleo de 6 géneros diferenres de leguminosas., sin embargo ésto no -
fué posible depido a dos razanes fundamentales:

* Las semillas de Macroptiilium gibbosifolium (E) y Zornis thymifa -
1ia (F) presentarcn problemas de germinacifn, a(n empleando méto-
dos de preacondicionamiento. Dado que todos los lotes de semillas
fueron puestas a germinar al mismo tiempo y bajo las mismas con -
diciones, jlegh el momento en que se tuvieron que trasplantar a -
los cepellones las pléntulas de los 4 géneros en que sI hubn ger- ’
minacién , quedando fuera los géneros ya mencionados .

* Cologania bronssonetii (B) presentd dafos severes por hongos duran
te el peribde de experimentacion, como se ebservz en jos datos de
las TABLAS XI a XIfl {ANEXO 7} los resultades para el género B
(C. bronssonetii) desaparecen paulatinamente por la muerte de los
ejemplares. Por ello no se consideran en el anilisis estagfstico.

De éste moda, el disefio experimental quedd canformado por 6 ce-
pas de Rhizobium:

t.~ aislada de Lupinus sp

2.~ " * Cologania bronssonetif

3.- » “ frotalaria rotundifolis
a.- u ¥ Medicags polymorphs

S.- " * Macroptilium gibbosifolium

.- " * Zornia thymifolie

¥ tres géneros de Leguminosas:

A.~ Lupinus sp

€.- Crotalariz rotundifolia

0.- Medicago polvmorphs



A pesar de que la esterilizaci6n del suelo, disminuye el N2 to-
tal debido & la hidrélisis que sufre ] materia orgdnica vy la consi-
guiente volatilizaci6n del N2 disponible en forma de amonio (NHZ). -
Gonzéler y Urrieta, 1986, lo: lotes experimentales presentan concen-
traciones de N2 total del orgen de 0.13 a 0.52 % lo cual. y de acuer
do a la clasificacion propuesta por el Dpto. de Suelos del I. N. 1.-
A. , 1970 (ANEXO 8), los hace de rico a extremadamente rico . Este
hecho aetermina la baja nodulacitn que se presento en todos los lo-
tes experimentales, Alexander, 1984., Berkun and Bohloo), 1980., F.-
A. 0., 1984,

Las variaciones en la concentraci6n de N2 de los lotes experi -
mentales, depende basicamente del metabolismo de les legumihosas. Le
estimacién de las varianzas pare la pérdida de N2 en el suelo seflala
significancia para las variedades |[Fc-6.26/Ft{1%)-5.39{, no habiendo
efecto de los tratamiento ny de la interaccibn de ambos.

La prueba de Duncan sefala que la variedad D (Medicago polymor-
pha), extrae mas N, del suelo .

C-4 (Crotalaria rotundifolia-Rhizobium aislado de Medicago poly
morpha) aparece con alta significancia. como caso aisiado. esto se -
explica porque dentro del lote experimental es la dnica asociacion -
que presenta un buen desarrollo foliar (TABLA XXI1). por lo cual -

requirig mas N2 del suelo.

do que el NH3 puede ser usadc directamente por les plantes sin que-
sea necesario la nitrificacion; esta forma de N2 se encuenira normel
mante en el suels en reducida cantidag, perc su proporcion aumenta -
Tunitanties agronomices destavorables (mala estructurs, exie-
so ae numedacd 0 de acidez). asfpues la ert:tug de una abiorcidn ure
ferente de NH:‘1 dependerd del metabolismo de le planta, de su edad y-
de las condiciones del medioc (pH), Gaucher, 1371,

La GRAFICA I1 representa la pérdida de N2 en el suelc. L3 asp
ciaci¢n A -6 (Lupinus so - Rhizobium aislade de Zornia taymifclie) -
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TABLA XxXII.- Longitud de las plantas (en centimetros) medidas al
final del peri6do experimental, 135 dias.

Ala 9.0 Cia 18.0 Dta 28.0
Alb 8.5 C1b 5.0 Otb 20.5
Alc 8.5 Cic 14.5 Dic 44.0
AZa 12.0 €2a 22.0 D2a 28.0
A2b 12.5 (43 12.0 b2b 25.0
A2c 14.4 C2c 10.0 D2c §° 20.90
A3a 8.5 C3a -— - D3& 24.0
A3b 2.5 Cib -—- - b3k 21.5
A3c 10.0 C3c 29.0 D3c 32.5
Ada 9.0 Caa 15.0 Dé4a 50.0
Adb 1.0 ) Cab 27.5 Dab 350
Adc 7.0 Cac 26.0 D4c 38.5
A5a 8.5 Csa 22.0 D53 35.0
ASb 12.5 Cs5b L D56 38.5
ASC 7.0 C5¢c -—- - D5¢ 35.0
Aba 10.0 Cha 14.0 D6a 23,0
Abb 12.0 Cob 13.0 DeEb 27.0
ABC 6.5 Coe 25.0 DbC 22.2

muestra un comportamiento no homogéneo. &porta "2 3l suelo a causa-
de la defoliacion de ésta unidad experimenta! ocasionads por un seve
ro ataque de acaros. El I‘«I2 proveniente del fallaje fué por lo tanto-
cuantificado con el N, del suelo.

Meoicago polymorpha tiene un comportamiento m&s homogénes en re
lacion a las otras especies, ademis de que !a pérdiga de N, del] suele



es evidentemenie mayor.

Las asociaciones no siguen una tendencia que permitz relacionar

les. porque comp se estableci6 no hay ninguna significancia para los
tratamientos.

Le pérdida de NZ en el suelo se determiné por la diferencie de-
los valores parz el analisis inricial y final. La varianza en éste -
caso no incluye los testigos {lote 7) ya que en su mayoria éstas uni
dades experimentales se perdieron. Estadisticamente no es posible re
cuperar un ngmero excesivo de datos.

GRAFICA 11.- Pérdida de Nitrobgeno del suelo por asociacibn Bacteria-
Leguminosa.

Cepas

-0.05 ¢

-0.10 ¢

-0.15 4

-0.20 T

-0.25 4

I Lupinus sp {Af =ee—ur-
e} Crotalaria rotundifolis {C} e ——

¥adicago polymorpha 18] ~ememe
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f) Porcentaje de Nitrdgeno en tallos y hojas.

La estimacion de las varianzas presenta una aits sigmificancia,

la cual es ejercida por las variedades no habienuo ninguna para ios-
tratamientos o la interacci6n de ambos [Fc-11.38/Ft{1%)-5.42}.

Madiante la prueba de Duncan s¢ estah}

ce que el géners

ge polymorpha (D) ejerce le significancia, es decir que €ste
acumula una mayor cantidad de Ny en tallos y hojas 2 diferencia de -
Lupinus sp y Crotataria rotunditolia. El comporiemiento seiisjado se-
observa detalladamenteen la GRAFICA 111, en donde ademds se apre

Med

qénero-

cie una tendencia semejante en el process de acumuiacicn de “2 para
los 3 géneros. aungue no en le misma proporcidn.

GRAFICA 111.- Porcentaje de Nitrbgeno en tallos y hojas. determing
do al final cel periGdo de experimentacifn, a los 135-

dias.

"

+
i

; i Cepas
! 2 3 ¢ 5 6
tupinus sp |A|—wmeme
Crotalaria rotundifolia |C]—=——~

Medicago polymorpha !Dj—.m.—. —-
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De acuerdo al andlisis para la pérdida de Nz en el suelo y su 3
cumulacion en tallos y hojes, se estima que hay une relacién directa
entre ambas variables. Se considera directa por que en los 3 géneros
astudiados ia pérdida de N2 en el suelo es compensada por su acumula
cibn en talles y hojas. en estos términos la relaci6n sigue el orden:
Medicago polymorpha-Lupinus sp-Crotalaria rotundifolia.

La varianza para la acumulacion de N2 en tallos y hojas no mues

tra diferencias cuando en el andlisis se incluyeron los testigos -
[Fc-14.81/Ft{1%)/5.31|. Este comportamiento. sumado & que no se pre-
sent6 nodulacién efectiva, hace mas evidente la posibilicad ya plan-
teada, de que el NZ presente en las partes aéreas de las lepuminosas
estudiadas es funcion dnicamente de su metabolismo.

Calidad de las Leguminosas.
La siguiente tabla, muestra los porcentajes de nutrimentos dige

ribles totales en la alfalfa (Medicago sativa). En g/100 de 2ifalfa-
seca al aire, Alba {1971).

Proteinas 10.60
Grasas 1.44
Fibra 12.47
Extracto no nitrogenadc 25.85
Total 50.36

Para estimar el contenido de proteina cruda de unz muestrz , se
multiplice «! valor de NZ por 6.25, al cual se le llama factor de N2
y significa que cada unidad de N2 ests contenida en 6.25 unidades de
proteina., Sosa, 198%. De éste modo se puede transformar los valoras-
de N2 experimentales a porciento de proteina, obteniendose iog si -
guientes resultados:



[
[
'

Este anélisis perwmize establecer que los 3 oénerps estuciados -
tTiefen mayor Sroaporcifn ce proteina cor respecto 2 MeCicags salivéd-
lo que sumads a les entrevistas realizages con 3 personas de le comu
nigac acercz oe la p2latabilidad, posible toxizigad y e} interes por
12 propagacitn oe las especies oe jeguminpszs colectapas, permize -
Proponer usoS CORCretos Larz los 3 génerps consicarados.

Lurinus Sp puede 57 aapleail SRS 2LONC verse mas nr comh To -
rT23€, yi que s& ha compropads que algunas especies de S3te género
son toxices, Stasm, 1875, C. rotuncifplie y M. polvmorpha puedas ser
usadas como 2DORS verde ¢ comd forrzie 030D que son apstecibles por-
€] ganato en la 20mz2 de trabajo. Sin smbzrgp M. prlymorpna presenta-
12 ventaja de tener un cizle pe vid: m2s corto en relacidn 2 los o -
tros 2 géneros. Este génerp compietd su ciclo oe vic: a2 los 9C dizs-

de experimentacién, mientras que lupinus sp y £ rotuncifclia alm na-
% ¢fzs, no presenta

biendo terminads el periddc expsrimental 2z los ¢
ron incicios de floracitn.

e éste modo ¥. polymorphez es lz especie més retomendade para -
su posible incorporacifn en un sistema de aproplacidn intensivo.
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CONCLUSIONES

a) De 25 Géneros de leguminosas silvestres colectadas en campo, fueron
determinados 20. Se cbtuvo un Banco de semillas de 18 génreros y un -
Cepario con 17 cepas de Rhizobium.

b) A pesar de la baja nodulaci6n (1 - 9), y dado que no se presentaron-
nddulos en los Testigos experimentales, se considera gque las cepas -
de Rhizobium.estudiadas son INFECTIVAS. . Presentando significancia

Medicago polymorpha |Fc-5.38/Ft(1%)-5.36].

¢} Debido a que no se encontrd ninguna bacteria que halla nodulado uni-
camente a la leguminosa de le cual fué aislada, se considera que las

cepas de Rhizobium estudiadas no son ESPECIFICAS.

*d} No se present6 nodulacitn efectiva en ninguna de las asociaciones -

simbi6ticas propuéstas. por lo tanto no se present6 aporte de NZ al-
suelo via fijacion biol6gica. Las cepas de Rhizobjum son IMEFECTI-
VAS.

e) Medicago polymorpha extrae significativamente mas N2 del suslo -
[Fc-6.26/Ft{1%)-5.33!. De la misma manera es el género que acumula -
més N2 en tallos y nojas (3.64 - 7.70%) con respecto & Crotalaris -
rotundifolia (2.24 - 4.92%) y Lupinus sp (0.19 - 8.12%).

f) Las dos especies, C. rotundifolia y M. polymorpha asf como el géne-

ro Lupinus sp son suceptibles de uso agropecusrio, ya sea como abo-
nc verde y/c forraje. Por sus caracterfsticas {ciclo de viga cortg,
palatabilidad, calidad). M. polymorpha es la especie mis recomenda-
da para su incorporacifin en un sistema de uso intensivo.
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1,4 ; Crupos .de inoculacidn cruzada y asociaciones de Rnizobium - Leguminosa,

Alexander, ' 1984.

teguminosas

Lespedera

“Grupo de inoculacion - ‘Especies de _ Genero
cruzeda I S Rhizopium i " hospedero incluigas
De la alfzlfa R, melil Medicago- Aifalfs
R ¥ Trébal
dulce
: ) Irigoneiis Alholva
Del-trébol Rotrifolii Irifolium Tréboles
Del chicharo R. lequmingsarum ' Pasum cnfcharo
. R vicia o &lgarroba
Lathyrus Almorte
Lens Lenteja
Del frijol | R. phaseoll : Phaseolus Frijol
Del altramuz R. tupini Lupinus Altramus
Ornfthopus Serracels
I ) o pie de
pajaro.
DE- 12 soya v_,_g. Japonicum Gi!nine PR o Soya.
Del caupf - . Nigna 7 ‘Caupf.
Trébol del. 0.
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Grupo de inoculaci6n Especies de Género Leguminosas
cruzada Rhizobium hospedero incluidas
Crotalaria Crotalaria
Pueraria Kudz0
Arachis Cacahuate
Phaseolus Frijol

lima.
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Grupos efectivos de cultivos de leguminosas.
Leguminosas que tienden a responder similarmente cuando son inoculadas
con la misma cepa de Rhizobium.

F. A. 0. 1984,

Especles de Grupos Especies de Leguminosas.

Rhizobium Efectivos

R. melilotf 1 Medicago sativa, M. falcata, M.-
minima, M. tribuloides, Malilo -
tus denticulata, M. alba, M. offi
cinalis, M. indica.

2 Medicago arabica, M. hispida, M.-
lupulina, M. orbicularis, M. scu-
tallata, M. polymorphe, M. rotata,
M. rigidula. Trigonella foenum- -
graecum.

3 Medicago laciniata

4 Medicago rugosa

R. trifoli 5 Jrifolium incarnatum, 7. subterra

neum, T. alexandrinum, T. hirtum,
J. arvense. T. angustifolium.

3 Jrifolium pratense, T. repens, T.
hybridum, T. fragiferum, T. pro -

cumbes, 7. nigrescens, T. glomera-
tum.
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E
R

species de

hizobium

. Grupos Especies de Leguminosas.

Efectivos

1z

- legumino-

sarum

7 Trifolium vesiculosum, T. bery -
theum, T. bocconei, Y. boissieri,
T. leucanthum.

8 Irifolium ruepellianum, T. tem -
bense, T. usamarense, T. africa -

nnum, 7. pseudostriatum.

9 Trifolium semipilosum, 7. masgien
se, 1. ruepellianum.

10 T. medium, V. sarosience, T. alpes

amb i guum

-
=
(]

~
[1]
N

heldreichianm

-
w
1

masajense

1 T. reflexim

-
th

Joa
.

rubens

_.
o0
I

Semipilosum

17 Pisum sativem, vicia villosa, y. -
hirsuta, V. faba, v. tenuifolia,
V. tetrasperma, Lens sculenta, Li-
thyrus aphaca, L. cicera, L. hir-
sutus, L. sylvestris.
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Especies de Grupos Esgecies de Leguminpsas
Rhizobjum efectivos
18 Lathyrus ochrus, L. tuberosus, L.

szenitzii.

19 Lathyrus sativus, L. ciymenum, L.
tingitanus.

20 Vicia faba, V. narbonensis.
2 Yicia sativa, V. amwphicarpa.
R. phaseoli 22 Phaseolus vulgaris, P. coccinetus,
. P. angustifolius.

R. Lupin{ 23 Lupinus albicaulis, L. albifrons,
L. albus, L. angustifolfus, L. -
arboreus, L. argenteus, L. bentoa

24 Lupinus densiflorus, L. vallicola.
25 Lupinus nanus.
26 L. polyphyilus.
27 L. subcarnosus.
28 L. succulentus.
R. japonicum 29 Glycine max.
Rhizobium spp. 30 vigna unguiculata, V. sesquipeda-

{grupo del caupi} . 1lis, V. lutecla, V. cylindrica.
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Especies de
Rhizobium

Grupos
Efectivos

Especies de Leguminosas

Rhizobium spp
(lotus)

31

32

33

38

35

36

37

V. angularis, V. radizta, V. mungo,

Desmodium sp. Alysicarpus vagina-
lis, Crotalariz sp, Macroptilium-
lathiroides, M. gibbosifolium, -
“Pseudocarpus sp.

Phaseolus limensis, P. lunatus, P.
lunatus, P. aconitifclijus, Cenava-
1ia ensiformis. T.lineata.

Arachis hypogaea. h. globrata, Cya-
mopsis tetragonoloba, Lespedeza se-
ricea, L. japonica, L. bicolor.

Centrosema pubescens, Galactia sp.

Lotononis bainesii.

Lotononis angolensis.

Lotus corniculatus, L. tenuis, L.
angustissimus, L. tetragonolobus.
L. creticus, L. edulis, L. frondo-
dus, L. subpinnatus, L. welleri.
Dorvenium hirsutum, D. rectum, D.
suffructicosum, Anthyllis vulnera-
ria, A. lotoiges.

Lotus uliginosus, L. americanus. L.

SCOPArius, L. SIrictus, L. strigosus,

Ornithopus sativus, Ludinus angusti-
folius, L. aldus, L. luteus.
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Especies de Grupos Especies de Leguminosas

Rhizobium Efectivos

Rnizobium spp 38 Coronilla varia, Onbrychis vicii-
Coronilla, folja, Petalostemon purpureum, P.
Petal ostemon-Ono- candidum, P. microphyllum, P. mul-
brychis 38 tiflorus, P. villosum, Leucaena -

leucocephala, L. retusa.

Rhizabium spp 39 Dalea alopecuroides.
(varios) A0 Strophostyles helvola.
41 Robinja pseudoacacia, R. hispida.
42 Amorpha canescens.
43 Caragana arborescens, C. frute -
scens.

Rhizobium spp
Astragalus sp 44 . cicer, A. falcatus, A. canaden-

is. A. mexicanus, A. orbiculatus.

MLt

NGTA ACLARATORIA.- Todos los nombres bajo el rubro “Especies de Legu-
minosas" son nombres cientificos.
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3.- Caracteristicas diferenciales del género Rhizobium seghm la clasifica-

cién por Taxonomia numérica.

Bergey's. Manual of systematic Bacterioclogy. Vol 1. Krjeg, N. R., 1984.

a.- Caracteristicas para diferenciar a los géneros: Rhizobium, Brady -

rhizobium, Agrobacterium, Phyllobacterium, Pseudomonas.

* Arreglo de los flagelos
- Monotricos
- lofotricos
- peritricos

* Produccion de nodulos radicuares.
* Produccién de nbdulos en lashojas.

* Grado de actividad de la nitrogenasa.

* Produccibén de 3-Ketolactosa.

* Rapidez de crecimiento sobre medic YMA.
* Reaccion alcalina en medio dulce.

* Produccion de HZS.

* Respuesta a la biotina.

.

Produccién de beta-2 glucano en goma extracelular.
* Mol ¥ G + C de ADN.

b).- Caracterfsticas para diferenciar Rhizobtum leguminosarum. R.
loti y R. loti.

* Arregio de los flagelos
- Monotricos
- Peritricos

* Aglutinacién con entisveros.
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*

Crecimiento en presencia de NaCl al 2 %.

»

Crecimiento 2 39 - 40 °C.
* Requerimiento de Tiamina.
* Requerimientoc de pentofenato.

* Precipitado sobre medioc de Ca-glicerofosfato.

*

Reaccibn 8cida en “jeche de tornasol®,

¢}.- Otras caracterfsifcas de Rhizobium leguminosarum, R. meliloti, R.-
loti.

*

Rapidez de crecimiento en medio de cultivo de estracto de
levadura-manitol-agar.

Produccibn de 8cido en medio simple.

Produccitn de Penicilinasa.

Respuesta a la biotina.

*

*

*

*

Requerimiento externo de niacina, pirodoxina, &cido p-amj
nobenzoico, inositol, 812 y riboflavina.

Utilizacion de glucosa, galactosa, fructuosa, arabinosa.-
maltosa, sacarosa, lactosa, trehalosa., rafinosz, manitol:
fumarato, citrato y piruvato.

Habilidad para crecer en medios salinos hasicos contenien
do sacarosa y arabinosa en presencia de:

-20 mM de citrato.

-20 m de piruvato.

-20 mM de lactato.

-20 mM de Glioxilato.

Utilizaci6n de dextrina.

* Utilizaci6n dulcitol.

* Crecimiento a pH 3.5 - 9.5,

*

*

»

* Actividad con fosfatasa alcalina.
d).- Composicién de polisacaridos extracelulares de R. legumincsarum y
R. meliloti.
* Heteropolisacarido é&cico:
- Estructura tipp 1
- Estructura tipo 2
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- Estructura tipo 3 (F1GURA V1)

* Presencia de acido glucuronico
* Presencia de Melilato (azGcar)
* Glucanos neutrales {-1,2; -1,3; -1,2)
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Técnicas para la determinaci6bn de Rhizobium.

a) Coloracién de Gram. Vincent, 1975.

La coloraci6n de Gram puede aplicarse de varias maneras. El-
siguiente método, que incluye una modifijcacitn en la decoloracitn de
aleohol da muy buenes resultados.

Materiales: Portaobjetos limpio, flameado y enfriado.
Reactivos de Gram:

A. Solucitn cristal vicleta

Cristal violeta 10g
Oxalato de amonio ' 4g
Etano} 100 cc
Agua destilada 400 cc
8. Solucibn de yodo
Yodo tg
Yoduro de potasio 2gq
Etanol 25 cc
Agua destilada 100 cc

C. Alcohol (yodado)
Soluci6n de yodo (B) 5 cc
Etanol 95 cc

D. Colorante de contraste

2.5 % safranina en etanol 10 cc
Agua destilada 100 cc
Procedimiento:

1.-Preparar y fijar el frotis lo mismo que para celoracién simpie.
2.-Tedir con solucidn cristal violeta {A) durante un minutc.

3.-Enjuagar suavementecon agua y escurrir el exceso de ésta.
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4.-Cubrir con solucibn yodada (B), escurrir, restituir el yodo y dejar-
actuar durante un minuto.

5.-Escurrir la soluci6n yodada y decolorar con alcohol yodado (C) du -
rante cinco minutos.

6.~Lavar con agua y escurrir el exceso.

7.-Tehir con el colorante de contraste safranina (D) durante cinco minu
tos.

8.-Lavar con agus, eliminar el exceso y secar.

9.-Examinar directamente por inmersi6n en acette . Las células gram po-

sitivas toman un color vicleta obscuro; las gram negativas son de color
rojo claro.

Note
Los frotis muy densos suelen dar resultados no uniformes a causa de
su decoloracitn irregular.

b) Caracterfzaci6n del crecimiento de Rhizobjum. Somasegaran, P. Hoben,
H., Halliday, J. 1981.

Las cepas de Rhizobium pueden describirse de acuerdo a su cre -
cimiento tanto en medio liquido como en medio s6lido. El tamafic, for
ma, color y textura de las colonias y la habilidad de alterar el pH-
del medio son caracterfsticas generalmente estables Utiles para defj
nir cepas o aislamientos. Se describe abajo la informaci6n tipica pa
ra éstas caracterfsticas cuando las cepis Crecen en medios estindar
de levadura-Manjtol.

Forma: Comurmente colonias redondas variandc desde formas planas -

hasta convexas y a veces cénicas sobre superficie de agar. Cuando -

crecen subsuperficjalmente dentro del agar. las colonias se presentan
tipicamente en forma de luna.

Color y textura: Las colonias pueden variar desde blanco opaco o le-
choso hasta transiGcida acuosa. E! desarrollo colonial opaco comin -
mente es firme con algo de goma, mientras que las colonias menos den
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sas son a menudo gomosas y blandas. Las colonias pueden ser brillan-
tes o mate, igualmente opacas o translficidas, pero pueden desarrollar
centros obscuros de marcados salientes con la eded. No son comunes -
las colonias rojas o rosas (ej. Lotononis) y amarillas (ej. De Sty -
Losanthes).

Grado de crecimijento: Generalmente 3-5 dfas (ej. Leucaena, Psoraleas
Sesbania) . 5-7 dfes (ej. Macroptilium, Desmodium, Galactia), 7-12
dfas {ej. algunas Stylosanthes. Lupinus) para lograr el tamafio méxi-
mo colonial sobre medios de agar o el crecimiento en medio 1fquido.-
El tiempo real varfa de acuerdo con la temperatura de incubacibn (ép
26 - 3092C), origen (cultivo o nodulo), 2ireacion (en cultivo liquido)
y composicién del medio.

Tamaio: Cuando las colonias se encuentran bien separadas sobre pla-
cas de agar, varfa desde 1 mm para muchas cepas de crecimiento lento
(ej. Stylosanthes. Zornia, Aeschynomene, Lupinus) hasta 4.5 mm para-
cepas de crecimiento rapido (ej. Leucaena, Psoralea, Sesbaniz). En -
placas que estdn llenas de colonias &stas permanecen pequefias y sepa
radas pero se unen para confluir en un crecimiento colonial masivo.

Pruebas con colorantes: Rhizobium tiene tendencia @ no sbsorber el -
rojo conge y permanecer blanco, opaco u ocacionelmente rosz. Los mi-
croorganismes contaminantes cominmente Se presentan de color rcjo -
obscuro. Esta no es una caracterfstica estable, sin embargo. depende
de la concentracién de rojo conge, edad del cultivo y si las places-
fueron expuesias a la juz.

Placas con agar-levadura-manitol recién prepzratas conteniendo-
azul de bromotimol tienen pH 6.8 y son verdes. Como caracteristicas-
tipicas, rizobia tropical de crecimiento lento produce 3lcali en es-
te medio., tornando la coloraci6n azul, mientras gque rizobia templada
de crecimiento rdpido producen icido, tornando el medio amarillo. -
Los microorganismos gque no concuerdan con o anterior probablemente-
no son Rhizobium.
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Clasificacibn taxondmica de las Leguminosas.

Sanchez, 1978

FAMILIA:

SUBFAMILIA 1:

SUBFAMILIA 11:

SUBFAMILIA 111:

LEGUMINOSEAE.

Mimosoideae.

.-

3.-
4.-
5.
6.

) Ceaesalpinioideae

Papilionoideae

1.~
2.-
3.-

N -
.I 'I

13.
14.-

GENERDS @
Desmanthus

Pithecoliobjum
Calliandra

Kramerja
Cassia

Laesalpinia

Zornia PR £

Desmodium

Crotalaria .....ve.o(*)

Lupinus cheaeanan =)

Melilotus

Medicamo ........-. (=)

Trifolium

Centrosems

Cologania ...........(*)
Erythrina

Phaseolus
Minkelersia
Vicia
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15.~ Lathyrus
16.- Hosackia

17.- Indigofera
20.- Dalea
21.- Eysenhardtia

22.- Brongniartia
23.- Astragalus

24.- Sesbania

{*).- Géneros utilizados en el presente trabajo.
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Método Kieldhal para determinacion de Nitrégeno total.

a) Material y equipo:

Equipo digestor y destilador Microkjeldhal LABCONCO- ORAIO. U.S.A.
Matraces Microkjeldnal de 100 ml

Bureta de 25 ml

Papel filtro Whatman N2 1 de 11 cm de difmetro

Embudo de tallo largo de 7.5 cm de didmetro

Vasos de precipitados de 250 ml

Papel aluminio

Soporte universal

Pinzas de tres dedos conh nuez

t

b} Reactivos:

Mezcla de digestién. A 1 000 g de "‘2505 anhidro se agrega una mezcla
catalizadora constituids por 5 g de selenio metdlico y 32 g CuSO, an-
hidro, mezciando perfectamente. Debe tenerse la precaucién de no ca--
lentar ni destapar sin necesidad, debido a que el selenio es volétil-
y sumamente touico .

Hidroxico de sodio al 40%. Disolver 3 000 g de NaOH comercial en -
4 500 ml de agua, agitando constantemente mientras s& agrega con ob-
jeto de que no se forme una masa s6lida en el fondo del recipiente.

Indicador. Disolver 1.0 g de verde de bromocrezol y 0.2 g de rojo de-
metilo en 100 ml de alcohol &tilico al 95%. Neutralizar &sta solucibn
hasta color intermedic gque es verde obscurp, pH = 4,

Acido suifiurico concentrado. Densidad = 1.87.

Acido borico al 20%. Pesar 20 g de 4cido borico, disolverio y aferar-
a2 1000 ml.

Acide sulfurico 0.25 N (Teorico}. 0.37, 0.20 N {Real}.
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¢} Procedimiento: Qbservaciones:

1.~ Pesar (en balanza granataria para
suelos y en balanza analitica pa~
ra tejido vegetal y turba), la =
cantidad indicada de material pa-
r3 analizar.

La muastras debera contener de
5a 4D mg de Na. y estard fi
namente molida para facilitar
1a reaccion.

SULID cuevivnenennaane 0.2 g
{*}eeerooo..Tallo y hojs..... cantidades varias.

2.~ Colocar ls muestra enh un papel -

Se envuelve la muestrs en pa
filtro, envuelvala conveniente -

pel filiro con objeto de evi
tar gue se gquede algo en las
paredes del cuello del matraz.

mente, y pasela a un matraz Mi -
crokjeldhal de 100 ml.

3.- Agregue 5g {con una cucharita)-
de mezcla digestora, por medio-
de un ambudo 2] matraz.

Es recomendable usar un emby
do gde tallo largo.

4.- Afiadir 15ml de dcido sulfurico-
concentrade desde el cuello del
matraz de modo gque las sales -
adheridas 2 las paredes sean -
arrastradas hacia el fondo.

8.~ Arremoline suavemente Con un wo-
vimiento rotatorio, con objeto -
de que el suelo y el dcido se -
mezcle completamente.

Tener ja precautidn de que -
no quede suelo en las pare -
des de! matraz.

6.- Colotar el matraz en &l digestor
microkjeldhal, haciendo funcio -
nar el extractor de gases.

Observar que el sistema de-~
gases funcione bisn, puss de
lo contrario se corre el rieg
g0 de que el 502 y 303. e a-
cumulen en el lstoratorio.

7.~ Digerir a bajo calor. 51 se calients demasiado 3i~

nrincipic ¢e la cigestidn, -



8.-

10.-

e~

- 72 -

Continuar hasta qave se haya des-
truido completamente ia materia -
org&nica, esto se lleva a cabo -
despues de 3 hrs, para tejides de
plantas y para suelo. se observa-
por la aparicidédn de un color par-
do-gris transparente.

Clerre la fuente de calor. saque
el matraz e inmediatamente tape-
to con papel aluminio. Deje en -
friar hasta que pueda agregar a-
gua sin riesgo de.explosiones o-
proyecciones.

Mientras el &cido sulfurico se -
enfria caloque 25 mi de H.80; y-
custro gotas de indicador verde-
de tromocresol-rojo de metilo, -
dentro de un vaso de precipita ~
dos de 250 ml.

Ponga en funcionamiento el micro
destilador. Conecte las mangue -
ras del sistema refrigerante, a-
gregue agua destilada al bafo y-
regule cuidadosamente la tempera
tura.

{*)..12.- Cuando el material del matraz se -

ha enfriado, se agregan cuidado-

puede formarse espuma abundap
te. Pérdida de HHs en forma-
de (NHA)SOA.

No es conveniente aplicar -
mas calor que el necesario -
para mantener una ebullicitn
lenta, porque pueden ocurrir
cambios en la reaccién de} &
cida con la materia orgénica
antes que empiecen a despren
darse gases de 502 y 503.

No agrege agua al Hy50, con-
centrado y catiente, hasty -
que la solucidn esté lo bas-
tante fria para formar un te
rrén consglidado en el fondo
del matraz.

No es preciso conocer 12 con
centracidn exacta del H480,.
debido a que el borato de a-
monio se titula posteriormen
te.

Si el sistema refrigerante -
no se conecta puede perderse
algo de Ry en forma de NH3.
Es necesario usar agua dest}i
iada para e} bado poraue de-
lo contrario se forman cos ~
tras decarbonatos dificiles~
de eliminar en e} aparato.

Hay que agregar el aguz len-
tamente porgue la solucién -
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samente tantos ml. de agua como-- se calentard si el agua se 3
sean necesarios para aforar hasta fade en forma brusca, pudien
30 ml. de mezcla, agitando vigaro do ocurrir explosiones.
samente.

{*}....13.- vacie con sumo cuidado la mezcla-
aforada, a-través de la "Copa" su
perior del microdestilador, hasta
que toda quede contenida en el de
posito inmerso en el bafio del apa-

rato.

14.- Cuando la mezcla aforada esté en- El &cido y el NaOH se deben-
ebullicion, agregue NaOH al 40% con mezclar lentamente, ya que de
el mayor cuidado, regulando su en - lo contrario habré desprendi
trada al deposito con la llave de - miento de N2 en formz de amo
teflén correspondiente. Se agregara niaco con las consiguientes-
la cantidad de NaOH que sea necesa- pérdidas.

rio para que se de el vire de, ver-
de agua a café muy intenso., Este -~
cambio de coloracitn es muy notorio.

15.- Simultaneamente 2 los pasos 13 y 18 Si el tubo del refrigerante-
se deben mantener el vaso de precipi no esta inmerso en e} dcide-
tados que contiene Acido bbérico y ex borico habra perdidas de amg

tremo inferior del refrigerante en - nio.

contacto. -
{*)....16.~ Incremente el calor en forma conve- La mayor parte de Ny se des-

niente; hasta ebullici6n uniforme,- tila en los primeros minutos,

y dejar hasta que se haya destilado_ pero se prolonga el tiempo -

aproximadamente 75 ml. observar que de destilacién para recobrar
no se forme espuma; si esto sucede- las Gltimas trazas de Nye
cierre la fuente de calor.

17.- Desconecte el tubo recibidor del - Nunca cierre la fuente de ca
destilador, y cierre i2 fuente de - lor antes de desconertar e]-
calor. Deje el vaso de precipitados tubo recibidor del destilador,
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abajo del destilador para recoger - ¥a que algo de solucibn puade

el goteo final. succionarse.

18.- Retire el vasp de precipitados y - Una gota adicional cambia la
titule 13 solucibn con &cido sulfo- solucién a un color rosado.-
rico previamente vajorado, hasta - El pH de! punto final es &.6.

que desaparezca el color azul.

19.- Incluya un blanco a través de to- Este indica la cantidad de -
do el procedimiento. N2 que contienen los reacti-
¥os.
(*)eveveceeenavs. - Modificaciones efectuadas por los autores.

d) Cdlculos:

¥det, = (T-8) 3.2 N
s

en donde :
T = ml. de &cido empleados en la titulaci6n de la muestra.
B = ml. de &cido empleados en la titulacién del blanco, {sin suelo).
N = Normalidad del &cido valorado.
S = Peso de la muestra en gramos,

e} Ecuaciones de las reacciones que se llevan a cabo en el Método Micro -
kijeldhal. Hanis, 1970., citado por, Sosa 1981.

1.- Redox Oxidante fuerte H25°4

Sustancias Nitrogenadas
orgénicas e Inorganicas * 21250 ~---- €0, + 50, + (NHy);50, + Ho0

Que es una digesti6n. Los compuestos que contienen carbono son
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oxidados a (:('.\2 y HZO por el HZSO4 y &ste se reduce a 502. compuesto-
que-reduce el N2 proveniente de compuestos orgénicos e inorgdnicos a
NH;: éste NHy en presencia de H,S0, se transforma en (NH,);50,. Esta
reaccudn se efectua en presencia de una mezcla catalizadora de Nazsod.
compuesto Que se emplea para incrementar el punto de ebullicibn del -
Hp50, ¥ CuSO4-5H,0 que acelera la reaccion.

2.- (NH4)2504 + 2Na OH ----- . ZNH3 * NaZSOA + ZHZO

El MH3 obtenido que es un gas, se destila por arrastre de vapor
y se recibe en una solucién de HBDZ.

+ -
3--NH3 + HBO2 ----- » NHy + 802

El HBO2 cede un proton al NH3 que es una base y se forma el jon

amonio y el i6n borato. £n virtud de que por cada &tomo de nitrégenoc

presente se forma un jbn 502' . este puede neutraljzarse con una so-

lucibn valorada de HCl y en forma indirecta conocer el Ny

4.-802' + HOL —----» HBO, cL”

Cuando todo el BDE ha sido neutralizado se termina la reaccifn-
cuyo punto final es sedalado por un indicador.



- 76 -

7.~ Andlisis estadistico general.

Generalidades sobre el M&étodo Estadistico empleado.

La estimacidn biométrica de medias muestrales no se limita a la
comparacibn entre dos muestras, cuyo comportamiento difiere a causa-
del efecto de un solo factor. Muy amenudo, en la experiencia biol6gi
ca hay que trabajar con series de muchas variantes y se deben tomar-
en cuenta los efectos producidos por varios factores.

Al analizar estadisticamente casos de este ti{po, fallan lps mé-
todos tradicionales, por dos razones:

* Un nimerc creciente de variantes experimentales aumenta notablemen
te la cantidad de diferencias comparables entre las medias muestra
les.

Tebricamente se podria pensar en un andlisis biomé&trico me -
diante una serie de pruebas de t, realizadas una tras otra, cada -
vez con dos medias. en todos los apareamientos posibles; pero, con
tal procedimiento se perderfa mucho tiempo.

"

Proceder de esta forma, no serfa matemdticamente correcto. la prue
ba de t (Student) se ha desarrollado para comparar dos muestras de
distribucitn normal, y representa el método m&s eficas para este -
caso. Pero. 3l comparar varias medias muestrales entre si, la prue
ba de t pierde mucho de su selectividad y no se puede emplear.

"Se aplica el andlisis de varianza para
comparar mas de dos muestras de distri
buciones normales".

£l problema fundzmental es el siguiante:

De una cantidad r de muestras (en distribucién normai} resul-
tan distintas medias. I Hay diferenciss significatives entre estas
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medias muestrales?.

€l andlisis estadistico se realiza en dos pasos:

* Comparacifn de las desviaciones.

* Calculo de las varianzas.

Hay dos tipos de desviaciones. Dentro de cada muestra, es decir,
diferencias entre los datos particulares y su media correspondiente,
estas diferencias son casuales y representan la variabilidad natural
dentro de las muestras. Desviaciones entre las muestras, las cuales
se manifiestan por las diferencias entre las medias muestrales. Para
estas diferencias se repite la alternativa principal de la evalua -
cibn biométrica, es decir las diferencias pueden resultzr casuzies-
o significativas, esto ¢ltimo a causa del efecto de les condiciones-
experimentales.

Una vez determinadas las desviaciones, se pueden calcular las -
varianzas:

Varianza entre las muestras (SZE). Criterio para estimar lac dife

rencias entre las muestras. a causa de las distinias congiciones

*

del ensayo.

-

Varianza dentro de las muestras (5;2;)~ Criterjo para estimar 12 va-
riabilidad natural del material experimental dentro de las mues -
tras.

Se divide SE entre Sg : e} cociente forma el valor cslculado-
de la funcién F (distribucitn de Fisher), "Fe¢". Se compera el valor
de Fc con los valores de F obtenidos de tablas, teniendo en cuenta -
los grados de libertad. y el nivel deseado de significaciébn. En con-
clusién.:

* S{ Fc es menor o igual que F de tablas, no hay diferencia signifi-
cativa.

* S{ Fc es mayor que F de tablas. hay diferencia signifizativa.
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En el primer casc, el cdlculo ha terminade. Se puede saber con
este resuitado que las medias muestrales no difieren estadisticamen
te entre s{ y se puede adoptar 1a media total como valor representa-
tivo para el conjunto de todos los datos en cuestion.

La segunda alternativa s6lo comprueba que se debe contar con df
ferencias significativas entre las medias muestrales, pero no dice -
cudntas son ni d6nde se encuentran; es decir, entre cuiles de las -
distintas medias muestrales existen las diferencias significativas -
en cuestion.

Para averiguar este problema hay que comparar separadamente di-
chas medias muestrales entre sf. Las pruebas de Duncan y Tukey son -
adecuadas para tal efecto.

Existen diferentes tipos de Andlisis de Varianza, de acuerdo a-
una serie de casos frecuentes, Estos se presentan a continuacién:

* Clasificacion simple.
i) Tamano igual de muestras,
{i)Tamafio desigual de muestras.

* Clasificacion doble.
i) Muestras univalentes.
- Disefio general.
- Disedo en bloques al azar.
- Cuadrados latinos.
- Rectangulos latinos.

ii) Muestras compuestas.

-~ Disefic general.
- Disefios bifactoriales.

* Clasificacion triple.
- Disefio general.
- Disefios trifactoriales.

El anslisis de varianza en forma de disefos bifactoriales, se -
utilizan sobre todo, para evaluar:



- 79 -

* Datos de esperiencias bifactoriales de cualquier tipo. cuando las
muestras cuentan con &s de un valor.

* Datos de experiencias bifactoriales sobre el rendimiento. en culti

vos agricolas, cuando las muestras estén distribuidas en bloques -
al azar, donde se produce solamente un valor de cada parcela par -

cial.

ESTA TESIS N3 BiSE

SR DE LA OIBLETERE
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Nodulaci6n por aspciaci6n Bacteria - Leguminosa.

TABLA I .- N?_ de Nodulos desarrollados al final del tiempo expe-
rimental (135 dfas).

Ata 2 B1a 2 Cla 4 D1a 3
Alb 0 ‘B1b - cip [} Db 8
Alc 0 81c 16 Cic 1 Dic 5
A2a [} B2a 0 C2a 4] D2z ]
A2b [ B2b - c2b 0 4] 4
A2¢ 1 82¢ 3 C2c¢ 0 D2c 0
A3a 0 83a 1 C3a 0 D3a 8
A3b 1] B3b - C3b [} 03b ]
A3c 9 83c - C3c 0 D3c ']
Ada 0 84a - Caa 0 Das [}
Adb 1 Bab 2 céb 1 Dab a
Adc 5 Bac - Cac 1 Dac 0
ASa ] B5e - CSa 0 05e 1
ASH 1 B5b - Csb 0 bsb 6
ASc 0 B5¢ - C5¢ 0 P3¢ 5
ABa o 86a 4 Céa 0 Dea 2
ABb 2 86b - Céb 1 DeEE 3
ASC 0 86¢C - Céc 2 Dbe 3

- Ejemplares perdidos.




TABLA 11 .- ANALISIS DE VARIANZA. Clasificacitn doble, muestras

compuestas.
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T R A T & M N s
1 2 3 4 5 6
2 0 o o 0 0
o 0 5 1 1 2
[} 1 9 5 [} 3}
2 1 14 6 1 2 26
4 0 a 1} 0 0
[ o o 1 1] 1
1 0 o 1 0 2
5 0 0 2 0 3 10
3 9 8 0 1 2
4 a 0 a 6 3
5 0 o 0 5 3
12 13 8 4 12 8 57
19 14 22 12 13 13 93




TABLA 111 .- Cuadrado de los datos particulares.
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A M ) S
1 2 3 a 5 6 Z
a 0 [+] o 0 1]
v A 0 ] 25 1 1 4
A o 1 B1 25 0 0
R 4 1 106 26 : a 142
1
16 o 0 0 0 0
£
¢ 0 o 0 1 ) 1
b ) o 0 1 0 4
A
17 o 0 2 ) 5 24
)
9 81 64 0 1 2
£l o 6 16 0 16 3 °
5 25 0 0 0 25 °
50 97 B4 16 62 22 310
E 71 98 170 L4 83 3 4786.5
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TABLA IV .~ Reccpilacion de las sumas,

TR AT AM ENTOS

2

1 2 3 4 5 6 -S—_" Z t

A 2 1 e |6 1 2 26 676

X [ 5 0 [} 2 o 3 10 100

D 12 13 8 ¢ 12 8 57 3249

S e 19 14 22 | 2 13 13 93 2025

T2 361 196 a9e | 128 169 169 | 1523 8649
A 4 1 196 36 1 4 282
(x| ¢ 25 0 o |4 0 9 38
] 144 169 64 16 184 64 601
> 173 170 260 | 56 125 77 g8t

TARLA V .- Sumas de las desviaciones cuadradas.

VARIABILIDAD S D C VALOR

1 Te 86438 160.16
54

2a ¥ 881 _ 160.16 133.5
3

20 VAR 4025 _ 189.16 63.45
E 18

2c VX Tr 133.5 - (53.45+9.08) 50.99

3 R 316.32 - 1335 182.84

4 T 476.5 - 160,16 316.34




TABLA VI .- Estimacion de 1as varianzas.

2 _Ft
VARIABIL1DAD s b C gl § Fc 5% 11 |sig
VAR 63.45 2 Nn.72 538 3.3 5.36 j++
3 TRAT 9.06 5 1.81 0.31 ] 2.52 3.68| ~
¥x1 60.99 10 6.09 1.03 j 2.15 2.96) —
R 182.84 N 5.89
T 316.34 a8
TABLA V11 .- PRUEBS DE DUNCAN. Medias muestrales.
TRPATAMIENTOS
VARTEDADES 1 2 3 4 3 ]
A 0.¢6 0.33 4.86 2,00 ] 0.23 0.66
C 1.686 0.00 0.00 ¢ 0.66 § 0.00 1.00
D 4 4.33 2.66{ 1.33 | 4 z.66
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TABLA V111.- PRUEBA DE DUNCAN. Rp
ERROR 2.29 0.87
3
Sx 0.87 gl EX
Q Rp

P 5% 13 5% 1%

2 2.89 3.89 2.51 3.38
3 3.08 4.06 2.64 3.53
4 3.13 4.17 2.72 3.62
5 3.20 4.25 2.78 3.69
6 3.25 4.31 2.82 3.74
7 3.29 4.35 2.86 3.76
8 3.32 4.41 2.88 3.83
9 3.35 4.44 2.9 31.86
10 3.37 4.48 2.93 3.89
11 3.3% 4.50 2.94 3.91
12 S3.4 4.53 2.56 3.92
13 3.42 4.55 2.97 3.95
14 3.43 4.57 2.98 3.97
15 3.44 4.59 2.93 3.99
16 3.a5 4.60 3.00 4.00
17 3.45 4.68 3.00 4.0
18 3.a6 4.63 3.04 4.02




TABLA

I1X.- Comparaci6n de las medias.
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AS

v var Jo oo |oo [ je |0 [c |a ac AR cce
A TRAT |2 |15 |36 [¢ |1 |¢ |6 |1 64 2% 235
R X |[4.33)a | 2.60[2 |1.66/1.33] 1 .66 .33 0

A3 | 4.66(.33 (.66 {2 [2.66/3 |3.33] 3.66]4 .33 4.66
b2 | a.33 .33 | 1.67]2.33 2673 | 3.33)3.67 4 4.33
g; ] 1.38]2 | 2.34 2.07] 3 3.34 3.67 2

B 1 2.66 6601 {133l 1esi2 2.33 2.66
Y .67 |1 1.3 1.67 2

1 1.66 [j 66 | 1 1.33 1.66
04 1.33 .33 | .67 1 1.33
1 1 .34 .67 1

At

a5 | .66 .23 .66
c4

L .32
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Porciento de Nitrogé&no en suelo por asociaciéon Bacteria - Leguminosa.

TABLA X .- Determinaci6n inicial.

Ala 0.13 812 0.13 Cla 0.13 Dia 0.39
A1b 0.13 81b 0.26 Cib 0.13 Dib 0.39
Alc 0.13 Ble 0.13 Cic 0.13 Dtc 0.26
A2a 0.39 82a 0.13 C2a 0.13 D2a 0.26
A2b 0.13 B82b 0.26 c2b 0.26 D2b 0.26
A2c 0.13 B2¢ 0.26 C2c 0.19 D2c 0.39
Ada 0.26 B3a 0.26 C3a 0.13 D3a 0.26
A3b 0.26 83b 0.26 C3b 0.26 d3b 0.39
A3c 0.13 83c 0.39 C3c 0.13 D3¢ 0.39
Ada 0.13 Baa 0.26 Caa 0.26 BDaa 0.26
Ab 0.39 Bab 0.13 Cap 0.26 Db 0.39
Adc - - B4c¢ 0.26 Cac 0.39 ac 0.33
ASa 0.13 853 0.26 C5a 0.26 D5a 0.33
ASh 0.13 B5b 0.26 €Sb 0.26 DSb 0.39
ASc 0.3% BSc 0.26 Cs5¢c 0.26 214 0.34
Aba 0.26 B6a 0.13 Cha 0.26 Dba 0.41
ASD 0.26 86b 0.26 ¢6b 0.39 Db 0.39
Abc 0.26 Béc 0.39 Céc 0.39 Déc 0.26
A7a 0.13 B87a - - C7a 0.39 D7a 0.26
A7b 0.13 B7b - -- C7b 0.39 07b 0.52
A7c 0.26 B7c - - C7c 0.39 D7¢ 0.26




TABLA X1 .- Primera determinacion experimental de NZ' despues de
los primeros 45 dfas, en suelo.
Ata 0.28 Bla 0.28 Cia 0.26 Da 0.26
Atb 0.28 B1b 0.23 cib 0.26 D1b 0.34
Alc 0.28 Blc 0.15 Cic 0.26 Dic Q.26
A2a2 0.15 B2a 0.15 C2a 0.41 D2a 0.26
A2b 0.28 82b 0.25 c2b 0.39 D2b 0.34
A2c 0.28 B2c 0.15 C2c 0.348 D2c 0.39
A3a 0.41 B3a 0.23 C3a 0.26 D3a 0.26
A3b 0.28 B3b 0.15 C3b 0.34 D3b 0.64
A3c 0.15 B3c 0.15 C3c 0.26 D3¢ 0.44
Ada 0.28 Bda 0.28 Caa 0.26 Dia 0.39
Adb 0.28 B4b 0.23 cap 0.26 Dab 0.39
Adc 0.28 Bdc 0.15 Céc 0.26 Dac 0.13
AS5a 0.28 85a ¢.28 C5a 0.21 D52 0.39
ASh 0.28 85b 0.28 C5b 0.18 D5h 0.39
ASc 0.15 85¢c 0.28 C5¢ 0.26 D5c 0.39
Aba 0.15 B6a 0.21 C6a 0.26 Déa 0.39
ABb 0.5 B6b 0.26 Céb 0.34 D&b 0.39
AEc 0.15 B6C 0.13 Céc 0.34 D6c 0.34
A7a 0.15 B7a .13 C7a 0.34 D7z 0.39
A7b 0.23 87b ¢.26 C7b 0.38 D7b 0.39
A7c 0.28 B7¢ 0.26 C7c 0.18 D7c 0.64
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TABLA XI1 .- Segunda determinacién experimental de "2 en suelo,
realizada a los 90 dfas.

Ala 0.21 Bia 0.26 Cla - - Dia 0.34
Alb 0.26 Bib 0.13 Cib 0.21 Db 0.26
Alc 0.39 Blc 0.13 Cic 0.13 Dic 0.39
A2a 0.26 B2a - - C2a 0.13 D2a 0.39
A2b 0.31 B2b - - C2b 0.26 p2b 0.21
AZc 0.24 B2c 0.13 C2c 0.13 D2c 0.26
A3a 0.26 B3a - - C3a 0.21 D3a 0.13
A3b 0.77 B3b - - C3b 0.13 D3b - -
A3c 0.26 83c 0.13 Cic 0.05 D3c 0.01
Ada - - Baa 0.5% Caa 0.05 Daa .39
Adb 0.39 B4b 0.31 Cab .21 Dab 0.23
Adc 0.39 Bac 0.31 Cac 0.05 Dac 0.2
ASa 0.39 85a - .- cs5a 0.21 D5a . 0.05
ASb 0.13 85b - - C5b g.21 05b 0.02
ASc - -- 85c - -~ C5c 0.05 D5¢ - .-
R6a 06.13 B6a 0.26 Céa .21 D6a 0.26
Abh 0.26 86b - - céb 0.13 D6b 0.90
Abc o.21 B6C - .- €6c 0.2 Déc 3.26
A7a --- 87a - - C7a 0.05 07a 0.07
A7b 0.26 B7b - .- c7b 0.21 D7b 0.04
A7c 0.26 B7¢ - .- c7c 6.05 D7¢ 0.07
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TABLA X111 .- Tercera determinacitn experimental de N2 en suelo,
al final del tiempo experimental (135 dfas).

Ala 0.02 Bla 0.28 Cis 0.07 Dia 0.14
Al 0.02 B1b - - Cib 0.0- Dib 0.14
Alc 0.02 Bic 0.14 Cic 0.14 Dic 0.0~
A2a 0.13 B2a 0.07 C2a 0.14 D2a 0.07
A2b o.21 82b - .- C2b 0.13 D2b 0.14
A2c 9.21 82¢c 0.2y C2c 0.14 D2c 0.11
A3a 0.08 B3a - - * C3a 0.11 D3a 0.14
A3b 0.02 B3b - - * C3b 0.03 D3b 0.21
A3c 0.0~ 83c 0.14 Cic 0.13 D3c o.21
Ada 0.0- Bda - -- Caa 0.27 Dada 0.08
Ab 0.0- Bab 0.14 ctb v.18 Dab 0.14
Adc 0.0- Bac - * C4c 0.26 Dac 0.14
h5a 0.0- B5a - - C5a 0.07 D5a 0.14
ASH 0.1 85b - .- C5b 0.0- D5b 0.11
ASC 0.14 B5¢c - * C5¢ 0.06 D5c 0.28
Aba 0.35 B6a a.0- Céa 0.13 Dba 0.28
ASb 0.28 BED - - ceb 0.13 D6b 0.25
AbC * 0.33 86c - - Céec 0.21 Déc 0.10
T
Als 0.14 B7a --- C7a - - D7a 0.21
A7b - - B7b - - c7b - - 07b 0.14
A7t - - B7c - - Cic 0.14 D7c 0.0~

* Datos recuperados estadisticamente, Ostle, 1965. - ANEXO 9
(- --} Unidades experimentales no recuperzbles.
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TABLA XIV .- ANALISIS DE VARIANZA. Clasificacion doble, muestras
compuestas. Datos particulares.

E. P A S
1 2 3 4 5 6 E
0.1 0.26 0.18 0.13 013 | -0.09
v 0.11 -0.08 0.24 0.39 0.02 | -0.02
A 0.11 -0.08 0.13 0.00 0.25 -0.07
R
I 0.33 0.1 0.55 0.52 0.0 | -0.18] 1.72
€
0.06 -0.01 -0.02 -0.01 0.19 0.13
o 0.13 0.01 0.23 0.12 0.26 0.21
A -0.01 -0.04 0.00 0.13 0.20 0.13] -
D 0.18 0.05 0.21 0.2 0.65 0.a7| 1.72
£
0.25 0.19 0.12 0.18 0.25 0.13
s 0.25 0.12 0.18 0.25 0.28 0.14
0.11 0.28 0.18 0.25 0.06 0.16
0.76 0.59 0.48 0.68 0.59 0.63}3.38
1.27 0.74 1.2¢ .88 1.8¢ 0.72{7.05
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TABLA XV .- Cuadrago de los dates particulares.
E A S
1 2 3 4 5 6
0.0% c.07 0.03 0.02 0.2 0.008
Q.01 Q.006 0.06 0.1% 0.0004 0.000%]
0.01 0.006 0.0t 0.00 0.06 0.004
0.02 0.08 o.t 0.19 0.08 0.0t 10.50
0.004 0.0001 0.00004 0.0001 0.04 0.1
0.02 0.0t ¢.05 0.01 D0.07 0.08
0.0001 0.002 0.00 0.02 0.02 0.02
0.02 0.01 0.05 0.03 0.18 0.8 [0.3%
0.06 0.0¢ 0.0 0.03 0.06 0.02
0.05 a.01 0.03 0.06 o.o8 0.02
0.0t 0.08 .03 0.06 0.003 0.02
c.14 0.13 0.07 Q.16 0.08 Q.72
0.2 0.22 0.22 0.38 0.38 0.15 {1.88
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TABLA XVIII.- EstimaciOn de las varianzas.

VARIAVILIDAD|{S D C| g1 X Fe Fr
5% 1% sig
var | o.15 | 2 0.057 16.26 | 3.32 | 5.39 |
£ TR | 0.077 5 0.0158 [1.69 | 2.53 | 3.70 | —
vxT| 0.154 10 0.0154 | 1.63 | 2.10 | 2.98 | —
R 0.284 31 0.0091
T 0.63 53
TABLA XIX.- PRUEBA DE DUNCAN. Medias muestrales.
T R AT A M I ENTOO S
VARIEDAD 1 F) 3 2 5 3
A 9.11 0.3 0.183] 0.173 | 0.133 | 0.06
¢ 0.06 0.016 | 0.07 | 0.2%8 | 0.166 | 0.156
) 0.253 0.196 | 0.16 | 0.226 | G.16 2.143
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TABLA XX.- PRUEBA DE DUNCAN. Rp

ERROR =_ 0.009t = 0.055
3
Sx 0.055 gl 31
q Rp

P 33 1% 5% 1%

2 2.89 3.89 Q.15 0.16
3 3.04 4.06 0.16 0.22
4 3.13 4,17 0.17 0.22
5 3.20 . 4.25 0.17 0.23
6 3.25 4.3¢% 0.17 0.23
7 3.29 4.31 0.18 0.24
8 3.32 4.41 0.18 0.24
9 3.35 4.44 0.18 0.22
10 3.37 4.28 0.18 0.24
1 3.39 4,50 0.18 0.24
12 3.41 4.53 0.18 0.24
13 3.42 4.55 0.18 0.25
18 3.43 4.57 0.18 0.25
15 3.44 4.59 .18 0.25
16 3.45 4.60 0.18 0.25
17 3.45 4.62 0.18 0.25
18 3.46 4.63 0.19 0.25




'

)

o
‘

TABLA XXI.- Comparacién de las medias.
v varR f¢ | D pola A jED|cC D A |a [ ¥ - 4
A fwrfe Ta Tas{a {a Ts3 6 [6 |5 |1 (2 Iet |2
R X |.28) .22 1ef.1a i 97 116 0 s e ] a3 bloriee | Lo%s
D1 .25 [.ovf .02 | .os).07] o8 l.os .os || vz sae ) e fie | 237
ca | s 01 | .o5].067 08 .08 .09 |11 3 31 7.8 [z
G AR S
Ds | .22 03 .08} .05 .06 | .07 | .08 .09 .11 § -151.16 [
gg .19 L0t h o2 (.03 §.02 .05 .06 .08 | 1203 |18
—

a3 ] .18 01 [.023f.02 {04 | 05707 .11 }.12 |08
AL a7 L0 | .01 | .03 [ .04 .06 | .10 |1t )15

T
gg 16 .004 | .01 | .03 ;.05 | .09 .30 |.1a

H 7

B 1
ce | -5 [ 04 | D2].04 ¢ .08 {08
i

06 | .1a3 'I.m .033° .07 {.08 ¢
AS | .13, -02 |06 .07 1.
A1 KXl ‘[ .04 .05 .03
c3 | .o7 L0 105
A
ct | .06 .02
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Porciento de Nitrogeno en tallos y hcjas por asociaci6n Bacteria-
Leguminosa.

TABLA XXI1l .- Datos del porciento de NZ en tallos y hojas despues -

de 135 dfas.
Ala 3.40 Cia 3.22 Dta 6.53
At 3.04 Cib 4.92 Db 6.00
AlC 3.25 Ctc * 3.87 Dic 3.92
A2a 3.75 C2a 4.10 02a 5.60
AzZb 3.37 c2b 5.32 D2b 5.60
A2c 3.37 Cac 4.20 D2c 6.28
A3a 3.12 C3a *2.70 D3a 5.04
A3b 3.05 C3b * 3.60 D3b 4.65
A3c 3.72 L3¢ 3.78 D3c 7.70
Ada 3.74 Cia 4.20 Daa 4.76
Adb 0.19 Cap a.10 D4b 3.92
Adc 4.08 Cac * 3.9 Dac 4.48
A5z 3.49 C5a 4.20 D5a 5.04
ASh 3.54 Csb *2.28 D5b 5.04
ASc 6.28 Cs¢c * 2.8 D5¢c 5.60
Aba 2.9% C6a 4.00 Dé6a 5.60
Atb 3.44 C6b 4.38 DEb 4.20
Abc 8.12 Céc 3.78 Déc 6.53
A7a 3.27 C7a - .- D7a 5.86
A7b 3.72 C7b - - 07t 3.68
A7c 3.50 C7c 3.64 D7c 6.72

* Datos recuperadcs estadisticamente, Ostle, 1965. ANEX0 9
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TABLA XXIV .- ANALIS1S DE VARIANZA. Clasificacion doble. muestras
compuestas. Datss particulares.

T A & ¥ " 1 [ s

1 2 3 : 5 6 Z
Y 3.40 3.75 3.12 3.74 3.49 2.9
A 3.08 % 3.05 0.19 3.54 3.44
R 3.25 3.37 3.72 4.08 6.28 B.12
H

9.69 10.48 9.89 8.01 13,33 12.27| 65.86
E

3.22 49 2.70 4.20 4.20 4.0
o -a.92 5.32 3.60 2.1 2.2¢ s.38

3.82 420 3.78 3.96 2.81 3.78

11.96 13,62 10.08 12.26 9.25 12,16} 69.33
€

6.53 4.76 5.9 2.76 5.08 5.60
s 6.00 5.60 4.66 3.92 5.08 3.20

3.92 6.28 7.70 a.28 5.60 6.53

16.45 16.64 18.30 13,16 15.88 | 16.33} 97.00

38.10 %0.75 38.19 33.¢3 33.22 | 22.98] 232
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TABLA XXV .- Cuadrados de los datos particulares.

TR AT & M1 N T s

1 2 3 4 5 6

11.56 14.06 9.73 13,99 12.18 8.87

9.24 19.36 9.30 0.036 12.53 11.83

10.56 11.36 13.84 16.65 39.44 65.93

21.36 36.77 32.87 30.67 B4.15 86.24 1276.06
10.37 16.81 7.29 17.64 17,64 16.00

2e.21 28.30 12,96 16.81 5.01 19.18

14.50 17.64 18,28 15,68 7.89 14.29

£9.17 62.75 348,53 50.13 30.58 49.47 |276.59
22,68 22.66 35.28 22.68 25.40 31.36

36.00 31.36 21.71 15.37 25.40 17.6¢

15.37 39.44 59.29 20.07 33,36 22,64

94.00 93.46 116.29 58.09 82.16 91.64 |535.5¢4
164,53 192.88 183.69 138.89 176.85 | 227.3s5{1087.24
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TABLA XXVII!.- Estimacifn de las varianzas.

Ft
VARIABIL1DAD sDC gl 52 Fc 5% 12 sig
VAR 32.36 2 16.18 11.39 3.33 5.42 -+
E TRY 1.19 5 0.23 0.16 2.5¢ .73 —
vxT 13.94 10 1.39 0.97 2.18 3.00 —_
R 41.47 29 1.42
T 88.87 46
TABLA XXIX.- PRUEBA DE DUNCAN .Medias muestrales.
TRATAMIENTOS
YARIEDADES 1 2 3 4 5 [
A 3.23 3,49 3.29 2.67 4.53 4.82
C 3.98 24.54 3.36 4.08 3.08 £4.05
D 5.48 5.54 6.1 4.38 5.22 5.4¢
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TABLA XXX.- PRUEBA DE DUNCAN. Rp

ERROR 1.42 0.69
3
Sx 0.69 gl 31
q Rp

P 5% 1% [ %

2 2.89 3.89 1.58 2.68

3 3.08 4.06 2.09 2.80

[ 3.13 &8.17 2.15 2.88

5 3.20 4.25 2.20 2,93

6 6.25 4.31 2.24 2.97

7 3.2% 4.37 2.27 3.0

8 3.32 a.41 2.29 3.04

9 3.35 8,484 2. 3.04
10 3.37 4.48 2.32 3.09
1 3.39 4.50 2.33 3,10
12 3.41 4.53 2.35 3.12
13 3.42 4.55 2.35 3.18
14 3.43 4.57 2.3 3.1%
15 3.84 4.59 2.37 3.1%
16 3.45 4.60 2.38 3.17
17 3.45 4.62 2.38 3.18
18 3.46 4.63 2.39 3.19
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TABLA XxXX1.- Comparacién de las medias.

viwrio o fo [o [a Jc ta f0o lc fe¢ fc [a lc fa o Jc Ia
AfIRT 2 1 f6 |5 |6 |2 (5 Ja |a [6 [ |2 P |3 |t 15 |e
R |X 15.54]5.48|5.44(5.24 4.84 4.54 4.43)4.384.08]4.05[3.98(3.49[3.36]3.29 3.33 | 3.08(2.67
03[6.1 |.56 |.68 |.67 |.88] 1.24 1.54 1.67)1.7202.02]2.05[2.12] 2.61{2.74) 2.84| 2.87 | 3.02]3.43
02|5.54 06 .1 1.323 .72 1.0 1.1471.16] 1.46{ 1.49]1.56} 2.05)2. 18} 2.25) 2.31 | 2.4612.87
D1[5.48 104 1.26] 66 .94 [1.05[ 1.1 [1.4 14315 [ 1.99]2. 10| 2.19 2.5 | 2.4 [2.81
06{5.44 .22) 624 .9 ; 1.01]1.06]1.361.39]1.46[ 1.95[2.08] 2. 15 2.21 [ 2.36]2.77 |
p5l5.22 .4 .68( .79 | .84 L1l a7(1,24] 0,73 1.&5[1.93 1,99 12,1432.55
£614.82 -28(.39 .44 |.74 |77 |.84 [1.33]1.46]1.53] 1.59 [ 1.74]2.18
C414.54 1116 | .46 {.49 |.56 | 1.05]1.18]1.250 1.31 | 1.46]1.87
A5]4.43 .05 1.35 138 [.as o4 [1.0701.04]1.2 [1.35]1.76
D44.38 3 133 .4 .80 [r.02[1.091.15 | 1.3 [int
c4ls.08 .03 1.6 }.59 |.72}.791.85 j1.0 1.4
6]4.05| .07 |.56 [.69 .77 .82 {.97 |1.38
c13.98 BERRIEAERE
A2[3.49 ! 3.2 (.26 1.4 (a2
€3[3.36 .07].13 }.34 [.69
A3j3.29 .06 |.21 |.62
ATl3.23 15 1.5
€513.08 41




TABLA XXXI.- Comparaci6n de

las medias.

vivar ip o o lo ja jc ja o e de |c |a jc fa {a L
afwrfz |1 Je s |e |2 |5 fa Ja |6 |1 {2z {3 {3 | 5 s
® |x * |5.58]5.48]5.42]5.2d 4.83 4.54 1,43} .38/ 4.08]4.05]3.98/3.49]3.36/3.29/ 3.33 | 3.08[2.67
p3f6.1 |.56 |.68 | .67 |.B8]1.28 1.5q 1.67]1.72[2.02{2.05|2.12| 2.61[2.78]2.84| 2.87 | 3.02]3.43
02{5.54 .06 |1 [.32] .72} 1.0 1.11]1.16}1.46] 1.49]1.56| 2.05[2. 18] 2. 25] 2.31 [ 2.46[2.87
D1]5.48) .08 [.26(.66] .9a] 1.08]1.3 [1.4 {1.43]1.5 |1.99]|2.12]2.192.25 | 2.4 |2.81
D615.44 £ 621 .9 1.01}1.06{ 1.36§1.39/1.46] 1.95}2.08[2.15{2.21 [ 2.36[2.77
D5}5.22 -4 1 .68] .79 .84 [1.14]1.17]1.24[1.73[1.86[1.93] 1.99 [ 2.14]2.55
Abl4.82 .28) .39 (.44 |.74 [.77 |.B& |1.33]1.46}1.531.59 | 1.74]2.15
cafs.54 .11 |.16 {.46 |.a9 .55 [1.05]1.18] .25 1.31 [ 1.46[1.87
' A5le.43 .05 |.35 ].38 |.45 | .98 |1.07]1.18| 1.2 |1.35]1.76
8 | pajs.38 .3 [.33].4 [.89 [1.02[1.0991.15 [1.3 [1.71
. cale.08 .03 ].6 [.59 {.72].79{.85 {1.0 [1.41
[TE[4.05] .07 [.56 |.69 |.77 [.82 | .97 J1.38
€143.98 :1-49 |.62).69].75 |.9 1.3
A2(3.49! ' 13 |.2 | .26 | .41 |.82
€3]3.36 .07 [.13 .32 ].69
A3f3.29 06 | .21 |.62
A1]3.23 15 [.56
C53.08 41
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8.- Clasificaci6n de Suelos en base a % de Nitrégeno total.
(Metodo Kjeldhal - Gunning)

* Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas, S. A. R. H.

Departamento de Suelos., cit., Miramontes, 1978.

CLASIFICACION % Nz

Extremadamente pobre Menor de 0. 032

Pobre 0.032  —--eee- G.063
Medianamente pobre 0.068 ------- 0.0%5
Mediano 0.096  ------- 0.\2;6
Medianamente Rico 0.127 -o-e--- 0.133
Rico E 0.159  w-ee-un 0.22:

Extremadamente Rico Mayor de 0.221
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Recuperacidn estadistica de datos experimentales.

Ostle, 1965.

Los datos faitantes en un disefic experimental, come consecuencja-
de alteraciones ajenas al propio diseho, pueden obtanerse de la siguien
te ecuacion:

M_ LT ¢ bB - S
(T-1) (b-1)

Donde:

1t = N%, de tratamientos

b

N®. de blogques

T = Sumatoria de observaciones con el mismo tratamiento como la

observacion faltante.

8 = Sumatoria de las observaciones en el mismo bloque como la -
observacibn faltante.

w
"

Sumz de todas las cbservaciones reales.

Se deben reducir los grados de libertad asociadas tanto con
el error experimental como con el total en 1.
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Xow APENDICE 1
Porciento de Proteina en tallos y hojas.
Al 21.25 Cla - 20.12 Dia L.84
Alb 19.00 Cib 30.75 Dib 37.50
Ale 20.31 Cic 23.18 Dic 24.50
A2a 23.43 C2a 25.62 D2a 35.00
A2b 21.06 ford ] 33.25 o2b 35.00
A2c 21.06 C2c 26.25 D2c 39.25
A3a 19.5 C3a 16.87 D3a 37.12 N
A3b 19.06 C3b 22.50 D3b 29.00
Adc 23.25 €3¢ 23.62 D3c ag.12
Ada 23.37 C4a 26.25 Caa 29.75
Adb 1.18 Cab 25.62 Dsb 24.50
Ac 25.50 Cac 24.75 bDac 26.00
ASa 21.81 C5a 26.25 DSa 31.50
ASb 22.12 S 14.00 0ss 37.50
ASc 39.25 C5¢c 17.56 D5c 35.00
ABa 18. 18 C6a 25.00 D6a 25.00
Ab 21.50 téb 27.37 Déb 26.25
ABC 80.75 C6e 26.68 Dec 10.81
2 X 21.68 24,09 43.00
n

1981.

Para estimar el contenido Ce protein2 de une muestr:z. se multipli-
ca el valor de nitrégeno por 6.25 (Factor de

YR
Bay
2

que significa gue cada
unidad de nitrégeno esté contenida en 5.25 unidades <2 ;roteina.. Seosa,
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APENDICE 2

Resultados de an&lisis Fisicos y Quimicos del suelo
del &rea de estudio. Gonz&lez y Urrieta 1986.

PARAMETROS CUANTIFICADOS RESULTADOS
Arena 35.64 %
Textura Limo 14.20 %
Arcilla 49.15 1

ARCILLOSD

pH
a) P. Saturacion 6.8
b)Y t : 4 6.0
Materia Organos 3.05 %
c. 1. C. 11.96 meq/100 g de suelo
Nitrégeno total 0.57 %
ca*t 8.45 meq/100 g
++ 4.60 meq/100 g

Mg
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