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RESUK<N 

La atmósfera. mezcla gaseosa. es la fuente mas importante de nitr~ 

geno. Est.e ele~nto es esencial para los organismos. sin embargo son P.2. 
cos los Que pueden asimilarlo directamente y dentro de é~tos se encue.!J.. 
t.ran la! bacterias del género~- ~ asocian simbióticamer.te con 
las legumino!a~ formando estructuras llaTad~s nódulo$, en den(.? se lle­

va a cabo la fijación de nitrógeno, ésta se encuentra regida por facto­
res fl sico!. qufmicos y amb1ertales. 

El objetivo de éste estudio fué la evaluación baJo ccndic1ones de 

invernadero. de la fijación de nit.rógero en diferentes cepas de Rhi:o -

bium asociadas a leguminosas silvestres procede.ntes de un pastizal loe_! 

ltzado en el Area de San Luis Taxhimay. Edo. de Méx.ic.:. 

Se efectuó una colect.a de semillas. nódulos radiculares y suelo -
del ~rea de estudio. Se llevó a cabo el aislamiento. pur!ficac16n y -

conservación de cei:-as de Rhizobium. Se formaron asociacior:e:s t'!:11iz:)bit.:m­

-Leguminosas en base a un diseno bifactorial de clasificac16n i:lt·ble con 

mue!tras compuestas. Se cuantificaron: la pérdida de nitrógen~ en :;ue -
lo. la acumulaci6n de nit -ú:~~:i en tallos y hoj"s y el núr.ll.'r: de nMu -
los. 

Se encontró que las cepas de Rhizobium son infectivas, no especi -

ficas e inefectivas. Sin embargo. se observó una relac16n c!ire::ts. en -
cuanto al nitr6geno perdido en el suelo con respecto al nitrOger.o acum.!!_ 
lado en tal los y hojas para ~-\edicago polymorpha. 

t.upinus ~ •• Cr~talaria rot.unctifc! 1a y~- ¡:;clrm:irpha s:.n :.:.icepti -

bles de uso agropecuario. no obstante, dadas StJS caracterls:icas. ~- -­
polvmorpha es la especie tr.A! recomendada para su inccrporaciér. er. un -­
sistema de apropiación intensivo. 
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1.- l NTRODUCC ION 

1 .- Planteamiento del problema. 

Es indudable la importancia que hoy en dla merecen la agricultura­
Y la ganaderr a, puesto que ta les actividades constituyen 1 a base al ime~ 
ticia de México. Asf pues. el apoyo cient[fico y tecnológico que se 

brinde al sector agropecuario repercutir~ positivamente en el desarro -
l lo socioeconOmico de nuestra Nación. 

Toledo ( 1984) afirma que nos enfrentamos actualmente. a una lende!)_ 

cia cada vez mAs irracional de apropiación de los recursos naturales en 
donde lo importante es el mayor rendimiento que éstos pueden ofrecer a­
corto plazo, sin hacer caso de las consecuencias ecológicas desastrosas 
que puedan haber a futuro. México no es la excepción , en nuestro pa1s­
el problema se acentúa m!:s dado el alto nCrmero de ecoststenas y rique -
zas potenciales existentes que ha llevado a abusar de los recursos nat.!:!_ 
rales y a no valorar el potencial alimenticio y económico que de las e2._ 
pecies animales y vegetales se puede obtener. 

El Edo. de México tambien ha sufrido los efectos de esta apropia -
ciOn irracional. Hoy en dla grandes extensiones de bosque de las serra­
nlas del Estado han sido taladas parcial o totalmente, quedando el sue­
lo a merced de la erosión y constituyendo uno de los problemas iñ.!is gra­
ves de la entidad y del pats. 

St bien las Areas boscosas pueden ser regeneradas. en muchos casos 

el dai'io es irreversible. Es entonces cuando deben surgir alternativas -
de uso del suelo y entre éstas la creación de praderas artificiales pa­
.·a la actividad ganadera. en donde se incluyan especies ''egetales sele.s_ 
ctonadas. Por otro lado. existen zonas en las cuales es dificil la im -
plementación de la agricultura dado que los suelos son pesados; por el­
al to contenido de arcillas. no obstant.e los pastos pueden soportar és -
tas condiciones y son suceptibles de uso pecuario. Este es el caso con­
creto de la región estudiada. 

Existen dos términos que son de importancia y se refieren al tipo­
de apropiación que se hace de un recurso natural; se habla de una "Apr.Q_ 
piaciOn extensiva" cuando se hace uso completamente irracional. esto es 
que no existe una planeac10n y la apropiaci6n se mantiene mientras exi~ 
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ta el recurso. Por et.ro lado la "AprooiactOn intensivi!i" supone una pla­
neac16r. bien definida del empleo del recurso. en donde se hacen estu -
dios de indole cient1fico. t.ecnclógico y econ6m1co cuyos cestos deben -
verse compensados por las gal"lancias que represente la a~ropiaciOn y la­

que es m.!!s importante. que el costo eco16gico sea reducido considerabl~ 
mente y el recurso en cuest1bn sea suceptlble de mayor tiempo de uso. 

Al proponer el uso intensivo de un pastizal. se debe iniciar el 
trabajo conociendo las prínc1pales especies vegetales Que los ccnstít.u­

yen y dentro .je éstas merecen especial atención las Lei;;iuminosas, que se 

asocian simb1óticamente con las bacterias del género Rhizobium, de ésta 
manera las bacterias fijan nitrb;er.o 0~2 ) que se tradu::e er. proteinas -
enriqueciendo el follaje de éstas planta::. y sumado a otras caractertst!_ 
cas pueden hacer que adquieran un alto valor forrajero. La asociaciOn -

puede aportar N2 ex.cedente al suelo. con lo cual se benefician otras f2, 

mili.as vegetales. como las gramlneas y/o las compuestas que pue·jen te -
ner también un alto valor forrajero. Si las leguminosas no s.cn apeteci­

bles por el ganado, oero tienen altcs contenidos de N2 , pueden ~plea!. 

se como abono verde para mejorar el rendimiento de suelos dgr1 :ola'S s:!!.. 
sib1errente empobrecidcs por la conSt:!nt.e extracción ·je nut:-1me'1:("\~. 

Se debe recalcar la importancia que tiene el hacer es'-udios ccn e~ 
oecies vegetales y cepas bacteria.ras silvest.res. ya que t?St!!r. "3dapta -

das" a las condiciones el 2m:3ticas y ed!.ficas caracter1sticas de caca r~ 
gi6n, Que en ciertos casos llegan a ser ex.t.remas. La región de San Lu1~ 
Tax.himzy, Edo. de Méx1co. ;>rese:it.a suelos arcillosos diflciles para la 

agricultura ccn e.or;tensas ~reas. de pastizal inducido y una gran variedad 

de leguminosas silvestres y cepas rizotnales. Est.as csoc1ac1ones, oe al 
gL.:na rr.aner~. es.tan funcionando baJO tales condiciones y est~n fijand~­

N2 atmosférico. El reto ccnstituye a\•eriguer en que proporción est! 
siendo fijado tal elemerto y bajo Que ccndiciones se almacena . .\dem!s -

no se pueoe olvidar !a re¡:,ercusión econór!!1ca que ésto re¡:;resento.. pues.­

to que proporciona una alternativa en el uso 'je especies leguminosas d.f!. 

rr.t:sticadas. como la alfalfa y el trébol. cl!yo o:ultivo es -:os:::iso y difl 

cilm~nte accesible a un C:'!l!l;::ieSino de la región. cdem!s oe que los resul 
tados pueden ser desf=vorables y ccn gra\·es ;>érdidas econ!>mices. ?or lo 
ex.puesto se oebe valorar la riqueza potencial de los ::iast1zale; y el 
uso racional del recurso ~n:es de que se pierd~ defin1tlva:r.er-.te. 
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2.- MARCO TEOR!CO 

a) Importancia de 1 Nitrógeno. 

El nitrógeno atmoférico es un gas diat6mJco cuya fórmula quími­

ca es N2 • Es pr!:cticamente inerte puesto que tiene tres enJaces quf­
micos Que unen a los dos ~tomos en forma fuerte y estable, de tal m~ 
do que se requiere gran energla para romperlos. 

El N2 recibiO el nombre de "azoe" -sin vida- de Antonio laurent 
lavoisier. debido a su incapacidad para sostener el metaboli'i>rno de -

los organismos vivo!>. Pero este nombre es irónico, ya que es un con1 
tituyente esencial de las protetnas y todos los seres vivos lo re -
quieren en grandes cantidades. Tanto para las plantas como para los 

animales el N2 es probablemente el mt.yor limitante del crecim1ento.­
Y agregado en forme adecuada a Jos campos de. cultivo es un fertili -
zante de primer orden, Brill {1977). 

El N2 se absorbe generalmente en las pl aritas como iones nitra -
to (N03-) o iones :rnonio (NH4-+), aunque el N03- es rapidamente redu­
cido, probablemente a NH4 + por medio de una enzima que cor.tiene tt:lj_ 

bdeno (Me). Los iones tlH4 ... y parte de los carbohidratos sintetizado~ 
er. las hojas son com·ertidos en amino~cidos. principalmente en la -
misma hoja verde; de aQuf que tan pronto COTT"O el aporte de N2 ascie!!_ 
de en con1parac16n con el de otros nutrientes, las proteínas produci­
das en exceso permiten a las hojas de la planta alcanzar mayor tama­
r'io y con el lo tener una mayor superficie asequible a los proceso: de 

fotoslntesi s. 

Este efecto del N2 de incrernentJr el desarrollo foliar no es el 
único que ejerce sobre Ja hoja; cuanto mayor es el aporte de N2 , mc!!s 
r!pidar.iE-nte se conv1erten en proteínas y en protoplasma los carbohi­

drat.os sintetizado~ y más pequeña es la proporción que queda para su 
conversión en material para la pared de la célula, la cual ccnst:! -

principalmente de ca.rbohidratos ccrentes de nitrógeno cerne pectato -

de c~lcio, celosanas y ligninas. 

El N2 por consiguiente, aumenta la razón protoplasma-materiales 

de la pared celular. y esto tiene varias consecuencias: aumenta el -
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tamai'lo de las células y les ocasiona una pared mAs delgada. haciendo 
a las hojas m~s suculentas y menos ásperas. eleva taabién la propor­

c16n de agua y disminuye la Je calcio en relación al peso seco. le -
primero porqu2 el protoplasma es mAs acuoso y lo segundo pof'que tie­

rie menos calcio que los materiales de la pared celular. Cantidades -

excesivas de N2 dan hojas con células tan grandes y de pared tan del 
gada Que son f Ac i lmente atacadas por insecto~ y hongos patógenos y 

dañadas ¡:·or condiciones cltmatol691cas de~favorables como las se 
quias y heladas. Por el ccntrario, una provisión muy baja de N2 da -

hojas ccn células pequeñas y parec!es gruesas y en consecuenc1a. du -

ras y f1 brasas, Rus sel 1 { i968). 

IJ) Fijación del Nitrógeno. 

El ciclo del Nitrógeno (FIGURA l) es t[pico de nutrientes gase.2_ 

sos el principal depbsito es la ot.m6sfera terrestre. 

Los cuatro procesos especiales que intervienen en éste ciclo -
son los siguientes: 

Fijación del Nitrógeno. 

,. Amonificac16n. 

,. Nitrifícación. 

,. Desnitr1ficaci6n. 

Existen tres formas de fijar el nitrógeno: 

,. Fijación atmosférica • 

.. Fijación industrial. 

* Fijaci6n biológica. 

e} Fijac1ón biológica. 

Los suelos contienen numerosos organismos fijadores. d~ u2 G,ue -
viven libremente. y aunque la mayoria de las 10vestigac1on~s se re -
fieren a dos grupos de bacterias y a ~lgunas algas verce-~:!ules. las­
técnicas modernas t.asadas en el uso de aire enriquecido con el isot2_ 
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FIGURA J.-c1clo del Nitrógeno. Sutton y Harmon (1976). Srill (19i7}. 
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po estable N.15 o el radiactivo N13 han demostrado de modo concluye-n­
te Que otros organismos pueden convertir el nitrógeno (N2 ) eitm:;sfé-r.!._ 
co en compuestos org6nicos. E1C.cluyendo las algas vercea::ules y las -
bacterias fotostntéticas, los organismos fiJadores de N2 son: 

• Bacterias del géner'l Azotobacter, especies edbfica.s co::i.unes son -
chroococcum. t>etjertjckii y vinelandii. 

• Bacterias del género Beijerinc\<ia y Clostridium. 

• 5e ha demostrado re~ientemente que ciertas bacterias comunes en el 

suelo pertenecientes a los géneros Aerob3Cter, ~chromobacter y 

Pseudomonas, pueden fijar N2 en pequeñ? proporci6n . 

* Dos levaduras • una Saccharorr.yces y una h.noáotorula. Russel 1.196B. 

"' Fijación biológica por simbiosis. 

e) Fijación simbiótica de N2 _ 

La fijación s.imbi6tica de N2 se real iza en especies vegetales -
pertenecientes~ otras familias ademas de las leguminosas. Un grupo­

que se tia investigado ampliamente son plantas tlpicasct~ terren~s h!L_ 

medos. incluyen Alnus Glutinosa. t'iyrica ~· especies de los t.res­
géneros de la familia Elaeagnaceae. a saber: Hiooophae rr.amnoides, -

especies de Sheppardi3 y de El3eagnus, y los géneros~· Ceano 
~y el subt.ropical y tropical Casuarina. Los nódulos se asemejan­
ª los de hs leguminosas en el color rojo interior aunq•Je éste se d~ 
be a una antocianina y no a una leghemoglobina. Difieren de los de -
las leguminosas en qu-: el simbionte o simbiontes no crecen en cu\t.i­
vos puros; tampoco se sabe ccn certeza a que grupo de organismos 

pertenecen. Russell ( 1968). 

Las bacterias del género Rntzobium pre~entes '?n el suelo se 
caracterizan por ser las únicas con la h.abi11d.ad de infect.ar las raJ_ 
ces de las leguminosas e inducir la formacifln de nflC:ulos capaces de­

fijar N2 atmosférico~ Son aerflbicas. gram-negativas y no producen e~ 
peras. generalmente requieren cor.diciones nutricionales sir.;ples; al­

gunas cepas necesitan biotina. tiamina o ti.cido pantoténico otras m~s 
algL:na vitamina. Sin emb~rgc la meyoria pueden crecer en un medio de 
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cultivo simple a base de sales minerales y un azú:ar. lo sacarosa es 

la fuente de carbohidratos ;·referiaa por la mayoria de las cepas. 
aunque se usan ctros az:::cares y azúcares-alcoholes. Nutrnan, 1969. 

Las células de Rhizobium son rnóvi les y se multiplican por sim -

ple divisiór1 celular. Los rangos en el tiempo de generación de las -
colonias van de 2 a 4 hrs. para las llamadas de "crecimiento rApido" 
las cuales son relativamente grandes (de 2 a 4 tTii'I de diarrietro); las 

de "crecimiento lento" se ·desarrollan a las 6 u 8 hrs. y a los 6 o 7 
dtas alcanzan un diámetro de 1 mm. La tempef'atura 6ptima de creci -

miento es de 28 a 30 ve. F. A.. o .• 1984. aunque algunas toleran tem­
peraturas a bajo de sec y otras arriba de 40 9C, Berkun and Bohlool-

1980. Algunas especies son muy sensibles a pH bajos y no se pueden -

establecer los hilos de infecc.i6n r~diculares en s~elos ácidos. Lo5-

iones nitrato (No3 -) y nitrito (N0
2
-) inhiben la formación de n6du -

los a relativamente bajas concentraciones. ibídem. 

d) lnfectividad. Especificidad y Efectividad entre Rhizobium-legumtnosa 

No todos los rizobios son ca::-aces de invadir plantas legumino -
sas. de manera que la infectividad: capacidad de une cepa ~ara ne-du­
lar un hospedero dado. es de cons·iderable importanci'! ecor.O'Tli!:a. ~~.i 

aún, entre las cei:as tnfectivas. la capacidad de las bacte:ri~s de -
los n6dulos para llevar a i:abo la fijacióo_ ft2 en canJunto con las -

plantas varia mucho. La ca;:iacidad relativa de la asociación Legumin~ 
sa-Bacteria. una vez establecida. para asimilar N2 se concce .:amo -
efectividad. Mwchas ce~as de ~ son muy efectivas :;;ientras -

que otras son muy o completamente inefectivas.Una cepa ¡::ui:: no penni­
te fijación a una tasa suficiente que cubra la de.11anda del hospedero 
es parcialmente efectiva o totalmente inefect.iva.Conse.::::;..:2n~e':11:mte. -
la m.era presencia de n6dulos no es una garantia de que un cultivo -: 

de leguminosas pueaa beneficiarse con N2. No están bieri estt:Dlecictas 

las razones bioquimic~s por las q•Je las cepas inefectiva:; sen inc:ip_! 

ces de asimilar 1{2 , cuando se local izan en la esti'JCtur3 nod•Jlar. 

Las bacterias inefectivas de tos n6dulos de las raíces p1·oducen 

un mayor número de nódulos qut los cultivos efectivos. ;::ere tas r6d~ 
los son más pequeñas en tamaño y tienden a estar !Tl~S ainpl 1emente dil 
tribuidos en el sistema radicular. Por otra parte una :.cie ce;:.5 ini -
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crobiana puede ser inefectiva o parcialment.e efectlva. en un hospeje­
ro que esté ademas asociado con le fíJación act1v~ de N~ en :)tr5 va­
riedad o especie de legi.:minosa. M!s aún. las cepas bact.~rianas c¡ue -
paree.en efect.ivas en ciertos ho~pederos put.den alcanzar el pcrasiti1::,. 
mo en otros.. Por consiguiente. no es posible c.onc.lu1r que: une cep~ -
dada es efect.iva o jnefectlva en térmtnos absolutos,Aler.ander \l3S~) 

Cuando~ Cmicament.e nodula a la leguminosc de la c:uol -
ft:té aislada se dice que es Especifica, Gonztslez y Urrieta {l98€i). 

Durante la fonnaci6n de los n6dulos. 1n1cialment~ las ralees de 
la planta secretan compuestos espec1f1cos les c:.ua1es atraen a }">. bs.s._ 

t.eria de la. rizosfer.a y aht la bacteria se mult1pl ica. El Triptofa­

no es secret.ado por las ralees de la. plant.a y se 0~1d? hasta ticid.o -

lndolacé-t..ic.o {lAA} por~- El IAA, junto con otros cofactores 
no bien conocidos probablemente provenient.es d-E- las ratees de la -­
plant.a ncspedera, inician el curvdmiento de las pelos radiculares . 

Estos. crecen atrededor de las células bacterianas. Los rJzobios s~ 
cret.an un polisac!rido con el cual se induce la fann!clón de poli -
galacturonasa por las raices de la planta. La acctón de éste com -­

puesto permite a la bacteria la invasión al ablandar los tejidos r~ 
dicularse de la planta. 

Recientemente las lecitinas nan sido identiflccdas como l"iec:ia.­

dores es.epc1ficos en la. uni6n de Rhiiobium con pelos radiculares s~ 
ceptibles. Las lec.it.inas :r-e~:ctonan e.spectficamen't.e con :arboni(tra­

tas unidos a sitios sobre la superficie de la~ células de K.hizobiuii. 
son también nnt.ogénicas y en los sitios orospcect.h'OS J le infectión­
pu~aen fvnc.i:i~e.r incre!lll!nt.ando )~ tasa de división celular; unen a­
Rhizobiurn a los sit.bs donde se lnlC!a ~.J :-:-:,j•J!~c1t.n. la infecc:i6n -
de los pelos radttulo.res se rnici:; norma1ment.e c.:i.n el pv!"!to Ge cut"'v;,. 

miento. La in\'aSlCJ~ ~n los pelos de las n.Ites ocurre mos:r3noo u11:::­

invaginación de~ pDr la deforrnaciór. de ést.os. ?-1ostrand05-2 -

entonces la penet.ración en la pered de l~s raic::s primarias, la in • 

fección de la raiz por Rnízobitr.<1 se áa pJr el d::sarr-cllo de un ti.;b:i. 

Oe 1nfecci6n (nilo) el cual est~ constituido POr celulosa. est¿ for­
madc por células cte Rhi10Mum acomodadas dent.'f'o de una rr.at.riz de- ~.S.. 
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lisac~ridos. El hilo de lnfecci6n penetra a través y entre las c~lu­
las del cortex de la ra1z. Conforme éste crece. se acumula citoplas­
ma alrededor de los núcleos. los cuales se mueven y dirigen el de -

sarrollo del mismo. El desarrollo inicial del nódulo ocurre cerca -
del protoxilema. Las primeras células involucradas en la forr.iactfm -
de los n(>dulos contienen el doble del número normal de cromosomas. -
Las cf!lulas tetraploides se dirigen a la parte central del nódulo -
donde se desarrolla Rhizobium y se produce la fijación de N2 . La as~ 
ciatiOn de células normales con las anteriores unifican el tejido de 
soporte el cual. conecta al n6dulo con el sistema vascular de la 
raiz. El ta.mano y fonna de les nódulos varia segOn las especies de -
leguminosas. Berkun and Bohlool (1980). (FIGURA 11). 

una vez liberado el hilo de infecct6n dentro del citoplasma, -
~puede adquirir una morfologia peculiar: una fonna celular­
que se ha denominado Bacteroide. MorfolOgicamente los bacteroides -

que se encuentran ~entra del nMulo est!n hinchados e irregulares. -
apareciendo frecuentemente en· fonna de estrellas, de bastón o rami -
ficados. Los bacteroides varian en tar.:ano y forma. y aquellos form2 
dos por~- leguminosarurn, por ejemplo. son apreciablemente diferen -
tes de los de :!!· !!!.!..2!!..!..· Muchas autoridades no restringen el tér­
mino bacteroide a los microorganismos de forma peculiar encontrados­
en los n6dulos de muchas legi.ninosas y usan la palabra p~ra designar 
a las bacterias presentes en todos los tipos de n6dulos. aunque los· 

rizobios presenten o no la singular morfologla. Alexander ( 1984). 

Bohlool y Schmidt de la Universidad de Minesota en 1974. citado 
por Bril l ( 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. -
Ellos identificaron una protelna en el frijol de soya que se f1Ja a­

las células de B_. ja2~::micum, especie bacteriana que infecta al fri -
jol de soya pero no a otras especies de leguminosas. M.!.s tarde Da -

zzo y Hubbell. de la Universidad de Florida, citado por Brill, ibidem 

encontraron otra proteina que parece tener la misma relación para el 

trébol y el~- trifollii. es decir, la bacteria que infect: la raiz-



:: 

ll .- Proceso de jnfecc10n y desarrollo nodular en una ralz 
de fr!joJ de soya C§.!.!E.!!!! ~). F. A.. O., 1984. 

• HILO DE INFECCJON. Las cl!lulas en éstas 7onas Sto 
multiplican actlvAmente y son l~fectddas ::or rw1 
~- No hay dún ft;acJOn de N2 • - -

• MERISTEHO. Constitiao par DeQueñas cl!Julas Que -
no son infectadas ;.ior Rhi;obium, son necesanas­
para el crecimiento r1e~radtcular. 

•ZONA DE FIJACION. Constituida por btu .. terotaes, -
lii!s c~lutas de Ja planta sori sustituidas por 
Rhizob1um y éstas tienden a hincharse tanando u­
na fonna pleomórf~ca. Estos rizob1os contienen -
una enzima. nitrogenasa, Ja cual permite la fija 

~~~~,..ge! =~l ~=~~~,..~~~~¡~~ ~!~:~~~~~~ª e~º;iten~ 
transporte de electrones reQueri1o en Ja reacción 
de reducctOn. Las ct:lulas en el sitio de fijac:10n 
son de c:olor ro10 debido a !a leghemoglobind, un­
pigmento que transparta 01fgeno a los bac:teroides. 

• ZONI.. DE DEGENERACION. Es de c:olor verde o café. -
li!S c~lulas en ::legenerac:iOn no ! levan a t:abo fija 
ción de N2 • -

• SISTEKA VASCULAR. ~rivado de los vasos del este­
le. irriga a los nódulos, brin:!ando los carbcml -
drat.os necesarios para la reacc10n de fijación y­
~~=n~~r~~j~~- los Ct)lnfl\tP'>t~s 1'i' Nz f=~ad:..i, t;a -
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del trébol a la cual nombraron Trifol ina. 

Oazzo en el Centro de Estudios para la Fijación del Nitrógeno-­
en la Universidad de Wisconsin. ha demostrado recientemente que l.! -
Trifolina se encuentra sobre la superficie de las ratees adventicias 

del trébol. Que es el sitio inicial de la infecclOn.{FlGURA 111). 

FIGURA 111. 

El reconocimiento de Rnizobium por una le­
guminosa. parece est~r mediado a través de una­
protetna que une a la bacteria :on la ratz ad -
ven~icia. En el caso del trébol. estA protetna­
se llama "Trifolina". Los sitios de un1on de é~ 

ta con la pared celular de la ?lanta y la caps~ 
la bacteriana se relacionan antigénicamente. El 
sitio de untan de la bacteria se ha desarrolle­
do por la i~itac16n de las plantas; este mime 
t1smo pudo ~estruir las Gefens:s de la ~lanta -
contra la 1nvaci6n por ~r;anismo~ extrahos. 
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Oazzo ha mostrado que la Trifolina se une a un pol isacarido so­

ore la superficie del organismo infect.omte ~- trifoll ii. pero no a 
los polisacaridc·s de la superficie de otras especies de Rhizobh.1n. 

Una hipótesis plausible derivada de estos e);.perimE-ntos es Qt.:e -

la Trifol ina actua como un er.lace entre la bacteria y la planta. 

Estudios posteriores uti 1 izandc moléculas de anticuerpos marcll­

dos han dado información preliminar sobre los sitios donde la Trifo­
lina se une a la rafz de la pll!lnta y a la superficie bacteriana. Los 

dos sitios de unión son antigénicarnent.e parecidcs. esto es. QUE tie­
nen afinidc:.d por las mismas moléculas de anticuer~os. El significado 

de ésta similitud no se er:tiende t.odavia aunque se sabe de caso~ a!!_! 
lagos. Por ejemplo. las superficies d€. alguna! becterias pat.Ogenas -

son estructuralmente similarfs a las superficies de· las células de 
los mamlferos. Brlll (1977). 

e) Criterios considerados para la clasificaci6n de Rhizobium. 

El género~ est~ asociadc con A.grobacterllfttll y Ctlromobaf. 
terium en la famll ia Rhizoblaceae. der:t.ro d€l orden Eubacterieo.les • 

Vincent (1974}. Los rizobios son muy similares a Agrobacterium radi,2. 
bi1cter, una bacteria :tue difiere de la bacteria de los n6~t.:los de -

las ralees en ciert.os rasgos mE.:nores de cultivo y en su incapacidad­
para infectar las rafees de las legt.:minosas. Los medios para dif'ere!}_ 
ciar las especies de Rhízobium de las bacterias relacionadas son po­

co sati sf;;,:ctoria~ ;iues se be!:?., er 1 e Ct!:~acidad de los org~"i smos p~ 
ra nodular plant.as e11;perimentales. 

La delimitación de un grupo microbiano con has.e en una relaci6!!_ 

ecológica particdar no es satisfactone. pues una bacteria Que vive 

1 ibre en el suelo usualmente no es examinada por su capacida~ de in­
fectar o nodular un hospedero dado ma.s aún. un esquemc de cl.:isifíca­

ción de éste tipo es inadect.:adc, pues un aislamierto indnndt:~l no -

puede incluir una especie del género R!iizobium. hasta que se haya-­

probado su capacidad para nodular todas las e!pec1es de legu!Tllnosas. 

No obstante, el s1ginificaoc agronOrrico cie les rizobios establ~ 
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ce que debe desarrollarse algún sistema de diagn6stiro útil. por -­
pragm!tico que sea • Existen claras diferencias entre cepas de bact~ 

rias. de los nódulos de rafees. pero son raras las pruebas de labor!_ 
torio esttmdar para su diferenciación en especies. La separaciOn en­
especies dentro del género esté; basada completamente. al menos en 1 a 
actualidad. en la especificidad por el hospedero, pues las bacterias 

esttm limitadas en los grupos de plantas oue infectan. La caracter1~ 
tica en la cual est6 basada la clasificación es la capacidad de un­

cultivo de~ para invadir las ra1ces de un número restring!. 
do de especies de plantas, ademas de la leguminosa de la cual se ob­
tuvo el microorganismo. A. causa del limitado número de hospederos se 
han establecido grupos llamados de "lnoculación cruzada". 

Un grupo' de inoculaci6n cruzada se refiere a un conjunto de el_ 
pecies de leguminosas que desarrollan nódulos cuando se exponen a -
bacterias obtenidas de los nbdulos de cualquier miembro de ese grupo 
particular de plantas. Consecuentemente, un solo grupo de inocula -­
ci6n incluye idealm'ente t"Odas las especies de hoctpederos que son in­
fectadas por una sola cepa bacteriana. Se han establecido mt:s de 20 

grupos de inoculación cruzada de los cuales so1o 7 han resultado ser 
de lmportanc1a y no ma.s de 6 se han del imitado lo suficiente para -
que la bacteria responsable logre la posici6n de especie. El esquema 
de clasificaci6n que se ha aceptado, basado en los grupos de inocul!_ 
ci6n cruzada, se presenta en el ANEXO J. Sin embargo, muchas legumi­

nosas de importancia agricala, as1 como plantas no cultivadas. no­

son noduladas por bacterias -de los 6 ?rincipales gru;lOS. ~ ~nJ. 
cul3t.us (trébol pata de pajero). ~ oseudoacacia {acacia negra}. 
.?~ eaalt.ata (car.amo sesbar:ie.) y et.ros. reauieren de cepas bac­
terianas claramente diferentes, que no se ajustan dentro de la cate­
goria establecida. Solo un pequei'lo porcentaJe de las especies de le­

guminosas que se han reportado en la literatura bot!.nica esté inclul 
do dentro de los 6 grupos de inoculaci6n cruzada definidos. 

Las 6 especies de Rhizobium no son completamente distintas. 

Por ejemplo .• los grupos bacterianos de la soya y caupi, comúnmente-· 

considerados por seoarado, contienen muchas cepas bacterianas s imi l ~ 

res y los organiSTTIOS aislados de los n6dulos de la soya frecuente -



- 15 -

mente 'infectan caupies y viceversa. Estos resultados sugieren que al 
menos .:.lgunos de los rtzobios de caupl pue~en ser variedades de !· -
japonicum. MAs aún. ciertas cepas de!· lupini poseen un grado se sl 
mil1tud con el tipo caupt-soya. se puede hacer una distinctOn razon! 
bltmente entre los rlzobios que pueden tener titllllPO de generaciOn de 
2 a 4 hrs. y producir 6cido en medios de cultivo. y aquel los con 

ti•po de generación cCIM.lrwnente de 6 a 8 hrs. y que creon conditio -

nes alcalinas en cultho. El primer gMJpo incluye!· leauminosart.lft • 

.!!.· ~· .!!.· phouoll y.!!.· trifollll .y el 611.lllO Incluye.!!.· .i.!J!2.· 
ni cum y .!!. . .!J!tl!!l. 

La validez del si10~ema de inoculacl6n cruz1da se ha puesto en -
discusi6n, 1a que mauchas l19Lllftinosas son noduladas par rizobios de 
otros grupas hospedero-bacteria. Las cepas bacterianas que invaden -
legininosas fuera de su clase particular y plantas Que son infecta -
das de éste modo son ejemplos de un fent:neno denominado •promiscui -
dad slmblOtlca•. Oc.asional111ente. un hospedero es infectado por rnicr~ 
organl580s nonnal.-ente claslftcados en un ne.ero deteratnado de dif~ 
rentes grupos planta-bacteria. Las clases de inoculaci6n cru:zada no 
son por consiguiente, complet.Mlent.e adecuadas para la descripci6n de 

la capacidad de nodulaci6n de muchos· organismos. Los ejemplos de si~ 
biOsis fuera de las clases de inoculaciOn cruzada establee idas son 
a lftenudo incapaces de fijar nitrbgeno.M!s aún. la importancia agrlc.2_ 
la de éstos grupos aún permanece COlno un rasgo clave nel sistel'\a 
taxonflmico establecido y. aunque se proponga un nuevo esqu=ma se de­
be considerar el existente ya c:.ue es la base para la inoculaciOn de­
leguminosas en h prlictica agrtcola.Ale,.ander ( 1984). 

La F. A. O. 1984, establece que el estudio de las respuest.as de 
numerosas especies de leguminosas a diferentes cepas de R:-.tzobi\Jll na 
sido amplio, habiendose notado que ciertas plantas tienden a respon­

der stmilannente a cepas particulares de Rhizobium. En otras pala -
bras. una cepa de Rh1zobium que nódula y fija una gran cantidad de -

N2 en asocieción con alguna especie puede entonces hacerlo :n aso:1_! 
ción con algunas otras. Esto debe ser verificado y las leguminosas -
que dernuest.re!"I ést~ tendenCia a responder simi larment-:- ~ ce:o-=s part.i 

cu lares de ~izobiu:n son consideradas "Grupos efectivcs". 
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Los grupos efectivos de especies de leguminosas aparecen en el­
ANEXO 2. Un inoculante puede ser preparado por un grupo efectivo CD,! 

pl!.._to de plantas, mejor que por especies de plantas individuales. F. 
A. O., ( 1984). 

Un sist•• de claslflcacl6n para les especies de Rhlzobl ... b•s!_ 
do en la Taxonomfa NUlltrtca ha sido desarrollado. y se presenta en -
la 9• edición del llerge' s (Manual para la deten11lnacl6n eactertol09.!_ 
ca), krleg (1984). 

Krteg establece Que las clasificaciones previas de las bacte -
rlas que nodulan a las ralees de las leguminosas estuvieron basadas­
durante wiucho ttenpo en el concepto de grupos de inoculaciOn cruzada 
b!1jo esta supostciOn las leg .. tnosas catan dentro de un grupo de in­
fecciOn particular que era nodulado por una particular especie de -

Rhtzobtura • .Con repetida evidencia de anomal tas en torno a la infec -

ctOn cruzada y los diferentes grupos de plantas. esta clasifica -
ción ha perdido credibilidad gradualmente y actualmente ha sido rem­
plazada por una en °la cual se tawan en cuenta las mas recientes in -
formaciones basadas en tknicas destinadas a examinar amplias porci..2_ 
nes del genoma bacteriano. Es muy posible- que ésta clasificación -
cambie gradualmente conforme se avance en el nílnero de leguminosas y 
bacterias estudiadas. Actualmente C:micamente el 8 o 9 'S de las 14 000 
o m.!s especies de leguminosas conocidas han sido examinadas en cuan­
to a la nodulaciOn. y menos del 0.5 'S han sido relativamente estudl~ 
das en cuanto a la relación simbiótica con los nOdulos bacteroidales. 
La mayoria de las plantas examinadas son de uso agr1cola y la gran -
reserva de leguminosas tropicales apenas empieza a ser estud~ada. 

Las diferentes caracterrsticas de las especies de Rhizobium con 
stderadas en la clasificación por taxonomia numérica se presentan en 
el ANEXO 3 

f) Tipos y dts~ribuct6n de n6dulos. 

Los nódulos efectivos son general mente largos. presentan un -
fuerte color rojo y est.!n distribuidos sobre los ralees primarias de 
la i;it~n\.a. ~1 rn.hirno c1-:s..,,.rollo rll! los nódulos es't~ determinado por­
el peso o voiu1l<?Tl que norma1mente presentan despues del estado de -
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floración. En contraste. los nódulos i~fectivos son pequei'los. nume· 
rosos y usualmente distribuidos en todo el sistema radical. 

El pigmento rojo Que da color a los nódulos {Leghemoglobtna) e.! 
t.!i asociado con la fijación activa de tt2 • no forma parte de la nitr.2, 

genasa. enzima de la fijaci6n de N2• pero el control del oxigeno es­
necesario para la actividad de ésta. Algunos n6dulos efectivos pue -
den ser negros debido a la presencia de melanina. 

Cuando los nOdulos envejecen la leghemoglobtna se t.orna verde.­
y se desprenden. Un mismo nOdulo efectivo puede mostrar coloraciones 
blanca, roja y verde simultaneamente durante el estado de crecimten­
to. esto indica respectivamente, ~reas de crectmtento nodular, fija­
ción activa de N2 y senescencia. Los n6dulos inefectivos son blancos 
o verde claros y no cambian de color en ning(m estado de desarrollo. 

Cuando las leguminosas son fertilizadas con N2 los n6dulos pro­
ducidos por cepas efectivas de Rhizobium pen11anecen pequef\os y exhi­
ben las mismas caractert sticas que los producidos por cepas inefecti 
vas. Cuando el N2 del suelo se agota los nódulos usualmente vuelven­
• su tamano y función normal, F. ~. o .. ( 1984). 

En un nOdulo se pueden diferenciar 4 zonas principales: el cor­
tex. la zona meristematica. el sistema vascular y la zona bacterai -
da!. 

La longevidad de un nOdulo usualmente refleja el habito de cre­
cimiento del hospedero. Los nOdulos de las leguminosas tterbaceas son 
relativamente frSgiles. y funcionan por un periodo de tiempo relati­
vamente corto que comprende el desarrollo v~getativo de la planta. -

estos se pueden desprender por condiciones desfavorables de humedad. 
disminución de la fotostntesis. y ataque ~or nematodos. insectos u -
hongos. Las especies perenes pueden producir nuevos nódulos estacig_ 
nalmente, aunque los nOdulos persisten la mayorta de las veces por -
muchos al'os. 

La necrosis de los n6dulos comienza en el &rea mas antigua de -

la zona bacteroidal. La aut6lisis empieza con la desintegración de -
las células del hospedero y el colapso de sus paredes. pero los res­
tos de bacteroides desaparecen rt!pida!Tlente, Vincent ( 1974). 
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9> Alt.ernativas de uso para las Leguminosas .. 

Las plantas forrajeras tropicales son muy numerosas y perrniten­

h creac16n de auténticos cultivos anuales o semiperenes y en todo -
caso la formaci{)n de praderas artificiales mas o menos duraderas. 

Algunas de el las. a causa de su plasticidad, se han hecho ces -
moPolitas, pues el hombre las ha introducido en todos tos continen -
tes. han sido ensayadas en condiciones ecológicas muy diversas e in­
cluso se ha procedido a su selecciOn e hibridizaciOn en Estaciones -
Experimentales. 

Otras son exclusivas de ciertas regiones o est!n adaptadas a -
condiciones extremas. De éste modo, gracias a tales especies, es po­

sible planificar la producciOn de forraje con vistas a remediar se -
quias prolongadas o a revalorizar detenninados suelos salinos, alumJ.. 
nosos o poco fértiles. 

Finalment.e, las hay que sirven para rehacer suelos empobrecidos 

bien protegiéndolos 'de la erosión. bien aportándoles notables canti­
dades de materias tu.Jmicas mediante sus productos de corte. 

Cerno se puede observar. el ganadero. en una sítuaci6n dada ten­
drc1 siempre a su disposlci6n las plantas adaptadas a tal situación y 
suso:-eptibles ele permitirle mantener a su ganado durante todo el año. 

Para asegtJrar este sustento es forzoso que el ganadero estable_f. 

ca praderas artificiales formadas por gramíneas y leguminosas, en -
asociación o en cultivo puro. De éste modo, revalorizará sus pastos­
Y atJ1T1entará el peso vivo por Ha., sobre todo si utiliza. como se 
practica ahora en muchos lugares de la zona tropical. el siste:na de­

rotación rápida. Al disponer de una reserva integrada por heno o en­
silaje, quedara a cubierto oe la subproducciOn de materias verdes en 
éPocas de sequla. Ha.vard (1979). 

Las leguminosas pueden contribuir gn,ndemente a la producción -

de pastos. al proveer forraje con alto contenido de proteína, espe -

cialmente durante la estación seca cuando la cal idcd de los pastos -
es pobre.Durante el crecimiento de las leguminosas se incorpora poco 

nitrógeno al suelo. srn emoargo sobre el suelo hay aporte de éste -
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elemento, principalmente por leguminosas que sufren defoliación, 
las 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 significat.ivament.e, Whitney {1970). 

Las leguminosas son las únicas plantas superiores que logren d~ 

sarrollarse bien en un suelo que ha recibido materia orgAn1ca bruta­
rica en celulosa. Esto se debe a que las bacterlas nodulares de sus­
ra1ces fijan N2 atmosférico. por lo cual las leglftlinosas ya no depe~ 
den exclusivamente del N2 del suelo para satisfacer sus requerimien­

tos nutritivos. Este N2 lo gana el suelo cuando se descomponen las -
sustanchs ricas en carbohtdratos, y la eficiente simbiosis que se -
realiza entre las bacterias y las leguminosas hace aumentar el cont!_ 

nido de éste elemento. Si existe suficiente N2 en el suelo las legu­

minosas lo ut.ilizar:sn. pero habr& muy poca o ninguna fonnaci6n de -
nódulos radiculares; éste hecho es de gran importancia. por Que si -
se entierran las leguminosas con pocos nódulos en sus ratees el sue­

lo recibir~ muy poco K2 asimilable, Teuscher (1975). 

Convendr.! tomar en cuenta que casi las tres cuartas partes del­

N2 proteico Que acumulan las leguminosas con ayuda de las bacterias­
nodulares. se almacena en el follaje. mas no en las ratees. Si el f.Q_ 

l laje se -corta para hacer heno y únicómente se entierran las ra1i:es, 

puede haber una pérdida leve de N2 del suelo y no eir:.1stir gananc1.o -
despues de todo. En condiciones normales y siempre que se entierre -

la plaryta tot:!!l, el aumento en el contenido de N2 producido por un3-
leguminosa se calcula en unos ,,2 Kg/Ha, pero en cond1ciones óptimas 
un suelo muy def1c1ente puede obtener hasta 450 Kg/Ha en forma de -

compuestos org~nicos y eventualmente NH3 , Teuscher. ibidem. 

Los beneficios que obtienen las no leguminosas por su asocia -

ci6n con las leguminosas en suelos pobres en N2 {caso de la avena y­
guísantes}. se debe a la excreción de éste elei:'t.ento ~or las ratees -

de las leguminos3S. lipman. ci'tcdo por Teuscti-er. 1975, pudo demos -
trar que la excresi6n de la raiz es la principal responsable jel N2-

presente en el suelo. Para el lo trató arena pun. de cuarzo con todos 

los nutrimentos esenciales excepto N2 ; en unan.aceta oeoueña se:ibrf>-



- 20 -

avena y en otra de m.!yor tamal'lo, guisantes. c::locanjc a continucci6., 

la maceta pequet'ia dentro de la grande. Como !d maceta oecueña era P2. 

rosa y de.iaba pasar los solutos. la avena se desarrolló nonnalment~­
Y al ser analizada se aprec16 en sus tejidos atiundante N2 • ?ero cua!.!_ 
do el ttest.o interior se cubrió con una c:a;:ia 1mpenne.able de pin:ura, 
la avena erecto muy pobremente y el an.!l1s1s revelo que poseh muy -

poco H2 .. f1 experiw.ento de Upman ha sido repet.ido por nUl'Tlerosos in­
vestigadores con resultados idén~icos y con ello que:!a demostrado li!. 

conYeniencia de St!nlbrar Si11ultaneamente leguminosas y no leguminosas 
cuani:io el suelo es def1ciente en N2• 

Las leguminosas. tant.o las Que se cultivan por su semilla como­
las forrajer.!ls. con muy importantes ciesde ~I punto :1e vista económi­

co en el mercado debido a su alt..o contenido en prct.e!nas, el cual V,! 

ria en un rango de 17 a 40 i. Nonna.n ( 1979). 

Norman. ibider., sel\ala que en términos generales y !!. nivel r.::u:i­

'1ial, las phntl!:S contribuyen aproximlldamente con el i01 y los ani"'!, 
les con el 30i de reqoerimiento protéico de la población, pero en -
los pal ses en desarrol Jo Ja pro;>orctOn de prote!na animal consumid~­
puede ser menor al 101. En ést.os paises generalemente. los cereales­
aportan el 681 del total de protelna vegetal consumida, los granos -
de leguminosv~ el 18.SS y las r!lces, t.ub~rculos, frutas y vegetales 

el 13.S~ {las le-guminosas como veget~les contribuyen susta:ic1a.lment.e 
enésta proporción}. 

Las le~uminosas forrajeras ma:s ampliamente cultivadas en ~eri­

ca Latina son el trébol y la alfelh. No obstante hay otros gruoos -
de leguminosas de pastoreo. de los cuales se tiene po::a informaci6n­

•gron6m1ca. Nos referimos e Medicago, O:lohrvch1s. Ornit.h.:>pus {carre­
tillas) y las famosas Adesmias de Uruguay y Argentina. La importan -
c1a de ést.as y otras leguminosas natn·as se desprende de un est.udio­
sohre una pradera natural de ttrv:;o!.!!Y :!E!:;:i~es ::~ una sec¡ul 6 muy s~ve­

ra, Rose:lgurt:t. 19.C6., .:it.a:ío por Alba (1971 ), Adesmta bicolor (bab.E_ 

Sttd} mcstraba mucno vigor y mayor poder a~ recuperacióri :mte el pa.l 

toreo abusivo de muchas de I:is gramineas. Les peculiaridades de la­

pradera uruguaya se htcen tambi ér. ev i dent~s p~:"" la ;:ires~r.ci a en -

esas condiciones de un~ grarr.!nea francame'ite tropical. ?csoe.lum .!:_Ot_! 
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~y de otra tipica de agostaderos desérticos. Andropogon saccharol 
des . En agostaderos del desierto se encuentran algunas legum1nosas­
arbust.ivas muy valiosas. tales como~ berlandieri (guajillo) y 

Calliandria criophylla. 

En muchas praderas de los volcanes de Costa Rica y de Rio Gran­

de do Sul (Sra.si 1) se encuentra ~ corniculatus (c:ornesuelo). muy 
adaptada al pisoteo y con un consumo voluntario por el ganado no in­

fericr al de la alfalfa. 

Por cierto que muchos invest1gadores consideran que el consumo­
de alfalfa aunque muy bueno. es superado por varias leguminosas y al 
gunas mezclas, las cuales son muy val losas por combinar alte digestl 

btlidad y mayor consuma. Alba (1971). 

h) Métodos de inoculaci6n. 

En muchos suelos. las bacterias nodulares no son adecuadas ya.­
sea en número o calidad. Bajo l!stas condiciones se hace necesaria la 

inoculación de la semilla o del suelo con culttvos de rizobios elta­
mente efectivos. 

Las bacterias nodulares son culti\ladas en el laboratorio y com­

binadas con un adecuado material de transporte. tal como t.urt>a. cor..­
posta o barro filtrado. constituyendo as1 el "inoculante". El proce­

so por el cual se incorpora éste inoculante a la semilla o ~1 suele 
es llama.do inoculación .. 

Los inocul:intes de leguminosas son generalmente oe o:is tipos: ! 
quel los destinaoos para su apl iceción en semillas y aquel les dest1n1 

dos para su apl 1cation ct1rectamente en el :!.ueio. LO:!. irio.:ulc;it.e.s pa­

ra semilla son los más comunes porque son de fAc1l cplicació• y gen!_ 

ralmente efectivos baJO cond1ciones normales. La ~pl tcación de ino­

culantes direct.amente al suelo puede ser necesaria para obte!ler nod~ 
l:ic16n efectiva cuando se plantari semillas de leguminas3S en seque-. 

dad. suelos alt.amente acidos. calientes o D3jo condiciones atmosférl 

::AS afl\'érs!s • cuando las semillas son tratadas con sust.anc1;::. cu! -
micas t6..-;1cas para el rizotiio o cuando <;;l suelo alberga ur>a ;;ran c:i-
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blación de Rhizobium altamente inefectivos. 

La inoculaciOn es necesaria cuando se introducen nuevos culti-­
vos de leguminosas en areas o regiones no cultivadas. La inoculación 
es a menudo benéfica cuando se desarrollan o tntroducen cultivos de­
leguminosas . no obstant.e éstas mismas especies pudieron haberse de­

sarrollado anteriormente. La especificidad de Rh1zobium por el nosp~ 

dero es frecuentemente desarrollada por tos nuevos cultivos o varie­

dades de leguminosas. 

fllluchos suelos tienen cepas inefectivas de ~ capaces de­

lnductr la nodulación con otros hospederos. Bajo tales condiciones , 
un inoculo de cepas de Rhizobium competitivas y altamente efectivas­

debe ser incorporado para cotrarrestar el efecto de los rizobios na­

ti\'os. 

Al formar un inoculante. los culttvos de Rniz.obium que e.recen -

en el laboratorio son mezclados con ... arias sustancias inhertes, s6ll 
dos finamente pulverizados tales come turba. composte. barro filtra­

do.· bagazo o algún otro medio de transporte adecuado. Esta fonnula­

ción es usualmente aplicada a las semillas de leguminosas antes de­

que sean sembradas. desarrollandose entonces n~dulos efectivos y las 

plantas tendr~n un suplemento de N.2 seguro. un método alternativo es 

la aplicaciOn del inoculAhte directamente al suelo.-Esto es necesa 

ri.o bajo ciertas condiciones aunque puede resultar muy costoso. F. A 

o .. 1984. 
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3. - kntecedentes. Trabajos previos efectuados en el !.rea de estudio. 

De la o. 19B2, encontró que el control en el desarrollo de los­
micraorganismos est~ en relación a la disminuciOn e inhibición de la 

producción de los nOdulos y las micorrizas. puesto que al agregar dl 
ferentes concentraciones de fósforo {P) y nitrógeno (N2) la inhibi­
ción se da gradualmente y en relación a la concentraciOn .. 

La fon"iatiOn de la simbi6sis hongo-ralz es del tipo ectomicorrl. 
zico (vesciculo-arbuscular). A. pesar de ésto el ~rea de Taxhimay pa­
see un suelo con microorgan1smos endémicos tos cuales. con técnicas­
adecuadas de mutación pueden ser provechosos para la mayor productiOn 
de ma!z y frijol reduciendose el costo por concepto de fertil tzantes. 

Benitez (1982). realizo estudios en invernadero inoculando cul­

tivos de alfa\ fa con cepas bacterianas clasificadas y nativas (test!. 
gos). las cepas de laboratorio no tuvieron ninguna influencia sobre­

el rendimiento de la alfalfa dado Que no tuvieron buen desarrollo en 

talla Y peso. 6sl como baja nodulaciOn. 

Los cultivos testigo. tuvieron resultados semejantes a los de -
las cepas clasificadas. encontrando se ñodulaciCm en las plantas, la­

que hace evidente la existencia de bacterias fijadoras de N2 en el -
tlrea de estudio. 

En 1963. Rodríguez evalu6 la fertilidad de un suelo cultiv3c!o -
bajo condiciones de invernadero. empleando la relación simbiótica -
~ium-Leguminosa y fertilizante quimico .. Encontró que no hay di­
ferencia stgnificatiVa entre la aplicación de bacterias fijadoras de 

N2 y fertilizante, sin embargo por la economia de\ uso de inoculan -
tes. es posible usarías como alternatiVa para sustituir o complemen­

tar el suministro de N2 en el suelo. 

Romero. 1983, probó el efecto que tiene un plaguicida {Mala · -­
thión) en la formaciOn de nódulos de Pisum ,?~-Rhizob1um legumi­

~ observando que se ve favorecido principalmente en le etapa -
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de floración, pero también en la fase vegetativa, de acuerdo a la -

canparaci6n de los datos que obtuvo en los diferentes tratamientos.­
la nódulaci6n disminuye pero no se inhibe. 

De acuerdo al análisis estadtstico, concluyó que el pesticida -

Malathi6n afecta de un 40 a un 50 i la formación de nódulos en la -

ralz de Pisum ~-

GonzAlez y Urrieta. iniciaron estudios tendientes a mejorar la­
cal tdad de los pastos de la región de San Luis Taithimay Edo. de Méxl 
co. Sobre ésta linea han efectuado algunos trabajos: 

En 1985, efectuaron un estudio de campo en donde se ob.serv6 la­

distrtbuci6n y abundancia de las 3 principales familias caracterlst.!_ 

cas de un pastizal: Gramlneas. Leguminosas y Compuestas. Ast como el 
efecto de las condiciones edi&ficas sobre su establecimiento. 

Encontraron que eKiste una relación pronunciada entre las legu­

·minusas y las gramfneas. ademas de una competencia entre éstas últi­
mas con las compuestas. Macroptilium gibbosifol ium fué la especie -
mas 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 migaj6n arcillosa y su 
presencia es mayor en zonas cultivadas. 

Las propiedades del suelo cuantificadas (APENDICE 2). no prese!!.. 
tan diferencias significativas por lo QUe:- éstas no son un factor 11 
mttante en el establecimiento de las especies vegetales y en partiC.!:1_ 

lar de las leguminosas. 

En 1986. evaluaron la fijaci6n de N2 en tres ce;:.as nativas de -

Rhizobium !E. asociadas a dos leguminosas silvestres: Prosopis 1E_ y­
Crotalarie rot.undifolia. y Medicagó·sati\'a (alfalfa). El estudio se­
efectuó bajo condiciones de invernadero. 

Se encontró que las 3 cepas de Rhizobium ..?.!!. estudiadas no son -

especificas para las especies de leguminosas consider~das presentan­
dose algunas asociaciones efectivas y con aporte de N2 al suelo, so­

bresale Prosopis lE. - Rhizobium aislado de~ sativa. 



Parte fund~u.:::nt.cl dt: ést.e ~rabej.o fueron les pruebes a-e: colora­
'Clón ( ind1c.adore$: rDJC congo y rizul de bromocresol} y mi::roscóp1=~s 

con las cuc.Ies SE ¡nfin ó que les cepe.s es'tudiad.as pertenecer. cl­

géneri:; Rr11zob1UTf'. 

A.si mismo, er. 198ti efect.uaron un est.ud10 tnol1ográf1co sobre le 

Cist.ribuc16r,, e,;plotan6n y leg1slacié>n de p.e:st.i:ales en la Repúbl i­

c.:. ~1.lCanc. 

Encontraron que aprour..ad.ar;;~n:.e hay 85.7 He oe past.1zcl en la­

Repúbltca fli\e>:icana, Rzedowsk1 l197B). El cuc.l puede ser de diferente 

1ndole de acuerdo e su origen: nat.urc.l o inducido. el nÜ&:llero de es~ 

nes que lo const.1tuyen es muy amplio y su pot.encicl de uso es 1lim.!_ 

tado. Lo anterior deber1a pe~1t1r que se lle\lara ur¡ uso lOt.ens1vc 

de éste par.e obt.ener un maumo de aprovecnam1ent.o. 

En la real sdad ésto no sucede y nos enfrentamos a un gran núme­

ro de incongruencias. ~>aco posee unt.i ae las mejores !eg1stac1o~t:s­

agropecuarias oel nriundo, con Se::retarias de Estadc encargada~ de se..!_ 
vaguardarl as. -:.a les como ! e de la Refonr.a Agraria y l::: de 1-.gn ::::ul t.u­
rc:i oe Recursos Huirául1cos. La últ.i!l.e t.iene una est.ructura bien def~ 

n1ca con Organos encargados de la conservac16n, uso y Cistr1nuc1~n -
de !os recurs~s natur.c.les oe oue se valen los sect.ores proau:::~ivcs. 

Se concluyo que en ~J..lCo eJ..1Ste un seno problema. ·'el ~ur~ -

cnrusmo" que. sumado al .. compadrazgo ... falte de c~un1:.ec1ón ent.re­
quienes deberian de estar info:-mados y le falt.e ae responsatll1aao a 

nivel inai'o·idual como de Orgams'llo Pútlicc oca=ionan que ics benef1-
~ics de las leyes y reglamentos no lleguen e su ObJet1v::. f1n~l aue­

ts precisament.e el sect.or proouctivo, con el cons1g:iier.t.e retraso en 

el desarrollo del Pa\s. 
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11.- HlPOTES!S 

Mediante el establecimiento de grupos de Rtnzobium-Leguminosas 

silvestres agrupados entre s1. se encontrarA una asoc1acit:>n en le -

cual la fijaci6n btolOgica de Nitrbgeno sea 6ptima.. 
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111.- 06JET!VDS 

OBJETl'iO GEllERAL: 

Ev~luar el N2 aportado por las diferent.es asociaciones ~­

!.egurninosc silves'tres procedentes de un pastizal ináuc1do de San Luis-

1axh1may. Edo. ae México, bi!jo condiciones de invernadero. 

DBJETI VOS PARTICULARES: 

l.- Evaluar la infect.ividad, la especificidad y la efectividad de las -

dJferentes cepas de Rh1zooium con las thferentes especies de legu -
minos as si 1 vestres consideradas. 

2.- Determinar la cantidad de NitrOgeno en hojas· ~· tallo~ de las iegu­

minosas de cadas asociación simbiOt.~c.a estudia.di". 

3. - Prononer con base a le ir.fonnación ot>tenida la posible "lt.ernat.i\•a­

oe uso a.e caoa asonaci6n estudu1da. 



- 28 -

IV.- OESCRIPCIOlí DEL AR.Er'- DE ESTUDIO. 

a} local izac10n. 

La reg10n se na del ir:ii taoo c~o un rectángulo en: re las ::aorce­
nadas. 19" 51' 25 .. ae iat.1tuc norte y los 99' .23' '15 ... de longitud ce_l 

te. dentro de ésta .se encuen:r:i. un árec ne past1za! situadr. al no:--te 
Oé le Presc! y del pobiado de San luis. Lo.;;c f..ltc. y S. Lu<!: Tcxt,iDay • 

Eao. de México. AQuf se utnca la zona de es~ucno dei nresent.t:: traba­

jo, Carta Geol6g1ca.,OETEt44L. SPP.(MAPA I í. 

b) Cl lma. 

Eri base a la r:L'ls17"icaci6r. el ir.i.'.\u:~ oac:c po!" ~O~r·eri. ~odif!C!_ 

da por Garcia, 19ó~. la región de Sart Luis Ta,.,,t11may. Edo. de Héxico­

t.iene un clm~ e {W 1)t...} bg; tf!:lpldco subhúmedo con lluvias en verc­

no con una temperatura med1a anucl de entr-e ;2 y 189 e, un por::ente­

Je oe llu\·1as invernales menor O<c?l 5~ anue:!. Li'!S te;iperaturas del 

mes m~s caliente J frfo se encuentran ent.re Jos 22 y €.5' C res~c -

tHdrn~ntc. Le pr~!Dlt:Klór. mecnc. anucl es oe 790.9 or:<, le clt.ir.ud -

apro:-;itJada es de 2220 r:isnr.!. 

c1 Suelo. 

Se cbsene: pi·eouTJrn10 oe "t"ert:so1 Pé-1 ico a:so:iaac· C:;)r: Fe::ze-:i H~ 

pl ico . ~~ore el 11 ~csr l. Er: -... é~inos. general Es so'1 sueles so-:-,ero:;: ) 

1tuy pesaaos {ar:::i l los.os j. l ifl'ito:::s. ~lo:- un es~rat::- encure:::i::c y Dre -

sen!.an C!er':.:: ~edres;oc1dac. ;..1 oeste oe le Prese se lr.:al !Za1~ :;ar.e~ 

con erosión ri!oricc. c1er: rer!rest:ntaaa. 

o} beologic. 

El tipo de roce c:~e se en!:uen~ r~ eri e 1 ár-e.::: es mayor::wnte sed i­

gerrtcric del tipc corigicmeradc, au:ique :amt·ié~. 5E Dreser.~a !"'O:~ tg -

nea del t :po de l.:. a11des1 te:. 

e) uso del s:;elo. 
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pobladas de Loma Alta y San Luis Taxhimay. el uso del suelo esta­
destinado principalmente a cultivos de temporal permanente anual­

(Atpa) con erosión hidrica moderada y fuerte (Eh • f}. Bordeando 
a la presa en la parte sur y suroeste se encuentran zonas de bos­
que natural de latifol iadas {Quercus !2_) y pastizal inducido. En­
tanto que en la zona este encontramos el mismo tipo de vegetaciOn 
asociado con vegetación secundaria de chaparral (~.fil!). 

Al oeste de la Presa en las partes bajas. se localizan zonas 
con una erosión h1drica fuerte en las que se pre5enta pastizal 1!!. 
ducido y agricultura de temporal pennanente anual. con una peque­
na zona provista de riego. 

Alejandose en dirección este de la presa, se encuentran fa -
jas de vegetaciOn secundaria de chaparral con bosque natural de -
encino alternandose con fajas de pastizal inducido. 



= c ...... ~ ... p-.w; ......... e • ..,. 
~.i:i. .... ~oc:a1at• OE"':"El'\,¡.0.1,.. S~P 198~ 

C.Al"IT.:.. QEO¡_OC•!::..::. 
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V.- HETODOLOG I A 

1.- Trabajo de campo. 

Se llevaron a cabo salidas a campo de forma; regular cada mes duran­
te un año, en el a.rea de pastizal ya sena.lacta. con la finalidad de ob .:. 

servar los cambios en la estructura y ft-sonom1a de la cubierta vegetal. 
el ciclo de vida de las leguminosas. ast como efectuar colectas de: 

• Ejemplares de leguminosas.- Los cuales fueron colectados y prensados 
para su posterior identificación en el Herbario, para su montaje y 

para mostrarlos en su momento a las personas del lugar y averiguar -
si éstas plantas tienen propiedades forrajeras. 

• Semillas de leguminosas.- Las vainas de las leg:.miinosas fueron trani 
portadas en papel secante al labori\torio en donde se extrajeron las 

semillas y se colocaron en bolsas de papel encerado. eliminando las 
parasitadas o danadas. fonnandose el Banco de semillas. 

• Nódulos radiculares de leguminosas.- Se ext.rajeron las plantas con -

la mayor precaución. se eliminó la mayor cantidad de suelo y los nó­
dulos fueron colocados en frascos debidamente etiquet.ados y cante -
niendo una solución salina al S~ lo que permitió conservarlos hasta­

su posterior mar'leJo en el laboratorio. 

• Colecta de suela.- Se transportaron aproximadamente 100 Kg. de suelo 
de la zona de estudio para el establecimiento de las unidades expe -
rimentales. El suelo fué obtenido de los mismos puntos de muestreo -
reaU7ados en los trabajos previos a éste. Gonzalez y Urr'ieta (1985-

86). En los cuales se anal iz6 fis1ca y qu1micarnente las condiciones­
del suelo (APENO ICE 2). 

2.- Trabajo de laboratorio. 

a) Aislamiento. purificación y conser\'ación de cepas de Rhizobiurr. ~a 
part.ir de nódulos radiculares colectados en campo. Vincent {1975). 

Se uti 1 izaron dos técnicas bacteriol6gicas fundamentales: 

•Esterilización de los medios de cultivo y material de vidrio por­
rr.edio de presión de vapor en autoclave (15 atm./15 1

). 
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Une vez }~vedt:!· lti~ ra!ce.s con dgue. se tYt.rcJeran :u~ n:J:l~l~s­

est.er1 i1::andolc•s con c.loru:--ri de merr.ur10 (H:;iC1
2

) r.: O.i.._ !1g-eramt?n':..E 

ac l ou i ado con 5 mi. de .'-1: 1 oc : 1 orr. idr: co con::en:.raao \ H.C l j. dunm:.t-

2 a ~- n:in. segur. e-} t.a.mafici ne lr>i n~rh .. lp;,. Po~tet·1ol""fl1err: .. t: St- lcva-:-m. 

con t19uc Oes-"iili:sdc verie!> veces y st:- mn:t-rcron er. un qd:-lC• Of'. relc~. 

f.. pan ir d'=" é-st.~ TT1d(:e-ao.a 5€ ;1r-e¡-,ilraror: \"iH"'H:1~ d¡¡u:-ione~ er. tu!Jo~ -

de ens~~e ~s1e-r-~lt-~. {i-10. ~:100. ~ 1000, 1:1G ODOi, :.omenoc ~on t-l 

ast. t.d:-t.er::C'!o:;;1c:; u11e mue!:!"'r. y s.emDrandole en meélC Oé' i:ul~l\IO ~O"!'" 

e¡ r.1étOdü de es:-"tne~. L meoH1 clt< -:u:':¡11c ~e ;.r··e;;:..r~ 1€' Oéuerdc. e la 

formulé ODOC: e ~om .. !nuc:-ion. \ rnc.en"t(l97bi: 

CM.OC DE LE~ A.OUF.t'-. Ml\N 11 o ... 

f..:.2 tWG-4 C·.~ 

""'íl'SO~. 7r;?O 0 .2 9 

l"ia.Cl O.' g 

"gua 1e )e\'aaura io;;.o te 

Co:.orante C:>mo ':"O-

!:or?r"':..,. "S€'\-?~t!\'O Dé.re e_?. 

t~s fltirte:H1s s== :.;-: • l !.:c­

Rc¿~ C.ong-:, a;rrég:i:né:: 1C 

Ll~r~ la ¡•J!·i.•~<:~:~or. s.; .:-fec"t!la:-::in :;i¡;!t:p-les su~:t.:.:t.1-.·os na~~:.­

:"lttener i! F..:1!'J:>i"J::·. E l:? ... ;; :i:;; cori"t.a(t,ir;a:-,t_es. 
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Pdr~ 5u conservac10n :ae ut.1flz.dron me.01os de agcr incl i~aoo r:n­

t.unos !le er'l!iaye, ~u-: :¡or¡ los mas aaecua·"1os pera el m.:!"leJ: d'= lo! C"lC­

terL~. conser"'ddos. a t.aJds. temperat.uras {29CJ. le que per.r.1 :-: a~m.a -

cend.rla-.:; por t.iempo indefintao. cor lr.ten.:los. c:e res1emora :!.:: .e: a E 

me~e5 recomenGcndosol? un tnt.erva lo aproll Lmcdo de 3 112 meses. :icra oue 

l.ds c.olorlldS perm.mE::-an en óptirncs ::onélc tones. 

Ene dpartadc se refiere a las pru.etias de la~ora:.on:i auie se 
llevdrcri d cabo para comprobdr ~ie forma i:ual itat.1va Que las bact.e -
rlts .e.t~!.e.des. ~iertenecen a!. gé"ter-; ;:;~¡zotium. Erit.n: lds ou.c;: 5e en -

c.uentran: 

lt:cn ica <lE: Gram 

• Morfolo~1c 
Forma y consist.en-:ia ae las colonias 

Desarrollo en el medio ae cult1110. 

(kNEXO 4) 

e) úe~drroJ 1 o Jt: l e,.oerimcnto. 

Planteam1~n!.o del diseño ex~enmental. 
Pctrc el curnp-1\rttlento de l~s oOJet.tvos. fué ¡:ilanteaac un dise­

no bif.actar1~1 úe clesif1c~ción -:iotile con muestras ccm;i~estas (FI­

GURA IV) • 

E~table-c.11r:1ento at- los lotes y u'1iaa~es €xperir.:-e:nt.a!i::s. 

El suelo cole:-toc.:l en :am;>e se esteri 11z6 ut.1 l iza:ne1<:> cali::r­

nómedo a 15 atlf.. Cluraflte 3 hr::; .• Vinc.:m:..1975.0€:s:pues fué coloca­

::1:> e~ t>Ol$aS ce :icl1e":1le~:. .,e~ro c'Jn :a;;ac1jad .:ie 1 Kg. r:aG:l -

una. Al conJu~tc oe :e;>-elian¿.s s~ les colocó en un ;;1:r:inver:;a­

den::. (fIGURA V). mc,-.t:.:i.o .::.e!"'tr: de-1 lnvc:rn3c::.;-:":i e~ la Ins:it.~ -

e iór.. 
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FlGUR~ lV.- Oisel\o experiment~L M.:Jest.ra la comb1naci6:i de las l;:-g!!.. 

rr.inosas y las cepas óe ~obtenidas. de ésus. 

LEGUMINOSAS o 

Al BI CI DI El 

A2. B2 C2 02 E2 

1\3 83 C3 03 E3 

AA 114 e• o• EA 

AS B5 C5 05 ES 

A6 B6 C6 06 E6 

A7 97 C7 07 E7 

Especif1cacione:~ del 01 seno Exveriment.al. 

a.- Cada unidad experimental tU\'O 3 re~tictones. 

b.- El lote NV. siete es testigo por lo cual no se re~l i:O 

culaci6n de ninguna legun:inosa. 

c.- Ocncte: 

1 Representa la cepa aislad~ de. Lupinus .fil?.· 

5 

Cologania bronssone:t.i i 

" Crotalari-:! rotuO.:::ifolii! 

" Medicaqo polymor{:'ha 

t-~.;.cro¡::t.ili~ riibb::>sifoliur: 

¡, 

FI 

r2 

F3 

FA 

F5 

F6 

F7 

ino-

(~) 

(B) 

(C) 

(O) 

(E) 

(F) 
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FJG.V.~ MJCROINVERNADERO. 

oesc~11=>c10"': 

1.- Cub1erte plo!!st.í::a t.ran~par~nte 
2.- CuD1eru pl!st1ca ptegao!t: 

3.- tli!St! oe ~last.1co negro {Cutire la. tota! !dad del tiancal) 
4.- Bancal 

S.- Area para la colo::oct~n de unidades e:w.:perimentales. 
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f/G.V.~ MICROINVERNAOERO. 

OESC::RIPCION~ 

1.· Ctitierta pl.!sti:a transc.al<!nt.e 
2.- Ctibierta ~-Ust.ic.a t:legatl.: 

3.- Base de ::l!:st:co neg:ro {C~bre la t.:it!.lld!.d del bancd} 
4.- Sanca! 
s.- Area pi?::-! la colo:.aclOn de unidades ex;>erlmenules. 
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fQental son los siguientes: 

A.- Lupinus 2.E. 
e.- Cologania bronssonet.i i 

C.- Crotalaria rot.uno1fol ia 
O.- Medicagc polymorpha 

E.- M.acroptilium sibbosifolium 

F.- Zomia thvmifol ia 

Estos géneros se eligieron en base a las siguient.es consi-­
deraciones: 

+De acuerdo al total de géneros detenninados y las cepas aisla­
das~ se el 1gieron aquellos que se encontraban mas alejaidos en­
tre si taxonomicamente{ANEXO 5} para obtener una mejor res -

puesta de las asociaciones consideradas en el diseño e1'per1me,!! 

tal. e$to es. que al ser inoculadas las cepas aisladas de las­
leguminosas señaladas. penr.it.an observar el grado de especifi­
cidad. 

+Por encuestas real izadi!S en campo, mediante las cueles, se re­

coptló información de las hab1t.antes de la zona como una con 
tribución para definir sus propiedades forrajeras. 

+ Por los muestreos Que se hicieron en campo a lo largo ::!el pe -

riódo de t.rabajo, en donde se comprobó que las especies señal~ 

das y el género Lupinus son los que tienen la mAs am~lia dis -
tribución en el pastizal. 

El porcentaje de genninación para las semillas de ~stas le­

leguminosas fué bajo (5-10 ~}, por lo cual se trabcjó con plént~ 

las. obtenidas de la manera siguient.e: 

Se lavaron las semillas perfect.emente con hipoclorito de -

calcio 1 Ca{Cl0) 2 \ al 3~ y se enjuagaron con agua est.eril 3 ve­

ces. Se colocaron en grupos según el género, en cajas petri pre­

viamente esterilizadas. conteniendo algodón y papel filtro lige­

ramente húmedos. La siembra se llevó a cabo en candi.:iones este­
riles. Las cajas petri se colocaron en una esL.ufa a 25~C hast.a -

la germinación total . 
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una vez obtenidas las pUnt.ulas y con el suelo de los cepe-­

llones a capa: ic!ac de carn;>o, se procedió al trasplante ::le las r.ti_! 

m.e:s en cada un1dad experimentel según el diseño estable::ido (FlG!!_ 
Rt.. I\'). Dejando un lapso de 17 dias para observar la sobreviven -
cia de las plAr.t.ulas en las condiciones de microinvernadero, y de 

ser necesario hacer la sust.ituc10n de las pUntulas. 

@ Preperación del inoc:ulant.e. 

El inoculante se preparó usando un medio de cultivo 1 lquicio­
de levadura-manitol. cuya preparación es idéntica a la citada pa­
ra la consenaciOn :le la bacteria, únicamente Que en éste caso no 

se agrega agar bact.eriológico ni colorante. En el inoculante ast­
preparado y en com1ic1::mes estértJes se siembra la bacteria y se­
deja en incubación a 27 2c durante 3 dias en agitación constante, 

hast.a lograr la sobresaturaciOn. 

P Inoculación. 

Se adicionaron a cada una de las unioades eKperimentales 2 -

ml de medio de cultivo liquido sobresaturado estando el suelo a -
capacidad de campo. Se real izaron 3 inoculac1ones a intervalos de 
5 días, de acuerdo a lo especificado en el diseño experimental. 

d} Observación Oe la nooulaciOn. 

Las ralees obtenidas de las plantas al final del penód.o de ex­
periment.aic1on se }.avaron ~rfec-:.ament.e con agua corriente. se obser­

"aron en el estereoscopio y se cuantificaron los nódulos de c3:ja aS2, 
elación Leguminos.a-Rtl1zobium. 

e) Oetenninaci6n de Nitrógeno. 

A inten·alos de 45 d1as se tomaron muest.ras de suelo de cada u­

nida::i e~periment.al a una ~rofundida::i de 3 cm. y de 5 g a¡:.ro:dm.adame.!! 

te caca muestra. LOS muestreos incluyeron, 1 inicial, 2 int.ennejios­

i l final a los 135 dias. 

Al final del peri6do ce experiment.aciCm se ext.rajt" .. on las pla:i­

tas de caca unidad e>:*rimental, se- trasladaron e! lanorctcno. Ta -
llos y hojas se colo:a~n en ~apel secante. 
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Tanto las muestras de suelo como los tallos y hojas, perfecta­
mente deshidratadas, se maceraron para la determinación por triplicE_ 

do de nltrOgeno total por el Método MicroKjeldhal. Grande, 197., (ANE~ 

xo 6). 
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VI.- RESULTADOS Y ANALISIS 

a) Ejemplares de leguminosas. 

Las leguminosds que se encuentrán en la LISIA A. son las -

muestreadas en el érea espec:tficd de trabajo. Hay ejemplares no d~ 

terminados debido a Que en el momento de la colecta no se encontr_!. 
ron con los órganos florares necesarios. unos por inmaduros y o -
tras por haber sida dañados por el ganado. 

LIS TA A. - Ejemplares de leguminosas colect.adas en campo durante el p~ 

riódo de estudio y detenninadas en el Herbario del Institu­

to de Biologla de la U. N. A. M. 

LETRA 

d 

g 

m 

o 

NOMBRE CIENTIFICO 

Calogania an9ustifol1a. Kunth vér. angusttfolia. 

Cologania bronssonetii. {Be.lb) De. 

BrongniBrtia intermedia. Moric. 

Ne determinada. 

Cologania biloba (linal) 

No determinada. 

Oesmodium ~ 

Zornio thrmifülia HB;.. 

Astragalus o~yrrhynchus. Henise. 

Medicac¡o oolymorpha. var. vulgaris (benth) Shimers. 

Trifolium amabile. HBK 

No determinEi;da. 

Dalea redinata {Cov) \rriilld. 

No determinadá. 

Crotalaria ~ 
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LISTA A. ContinuaciOn. 

LETRA 

Dalea ~ 

Mimosa ~ 

Lupinus 2-E. 

NOMBRE CIENTIFICO 

Crotalaria rotundifolia. var. vulgaris Windler. 
Macroptii ium g1nbos1fol 1um. (G.Ort.) (A. Delgado} 

No determinada 
Crotalaria ~ 

Dalea ~ 

Cologania .§.E. 

Callian~ra reticulata Gray. 

Deternunadas ;:mr el Dr. AlfonsC' Delgado, jefe del Herb_! 

ria del Instituto de 81ologla de la U. N. A. M. 

Los parti.metros f1sicos y qu1micos del suelo del brea de trabajo 

no influyen en el establecimiento de las leguminosas. Gonzti.lez y U -
rrieta (198r.i), APENDICE 2. Es importante considerar que el pasti -
zal estudiado es inducido, en él se han originado una gran cantidad­
de c1ltt:raciorte!> dllLr·oµógeritt!>, entrt:: las C.uólés son fur.Gam¿r.tales !a.­

agricultura y la ganader1a. En el Area de estudio se encontraron va­
rias parcelas en las cuales se intent.6 practicar la agricultura, sin 

embargo. fueron abandonadas dadas las caracter1sticas impropias del­

suelo. en donde es detennlnante la textura {MIGAJON f..RC!LLOSO Y ARC.!_ 

LLAS). Puesto que los terrenos fueron abandonados, se propicio el d~ 

sarrol lo de géneros de leguminosas sin competencia con otras espe -
cies del pastizal, son eJemplos Macroptilium gibbosifclium y Lupinus 

~-



Se local izaron zonas de intenso pastoreo dada Ja gran cantioad­
de excretas de ganado ovino y caprino. Esto trae como consecuenc:ia -
que las Jeguminosas se restringen sólo a ciertas zonas, sobre todo a 

aquellos: potreros en descanso, aqut predominan los géneros Crotala -

fil, Dalea y Colooania. 

b} Banco de semillas. 

El banco de semillas que aparece en la LISTA B. se formó a lo 
largo de las colectas real izadas en campo. aún a.si 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 al to 
grado, tanto por 1 nsect.os como por el ganado. 

LISTA B.- Banco de semillas oe leguminosas colectadas durante el peri~ 

do de estudio. (Cla\•e establecida por los autores) 

CLAVE 

SLA 

5LC1 

SLC3 

SLC4 

SLC'r1 

SLCr2 

SLCr3 

SL01 

SLD2 

SLD3 

SLL 

SLMa 

SLMe 

NOMBRE CIENTIFICO 

Astragalus oxyrrt1ynchus. Hentse. 
Call iandra reticul ata Gray 
Cologania bronssonett i. (Ba lb} Oc. 

Cologania ~ 

rro!:!l~r!e ..2 
Crotalaria 1E_ 

Crotalaria rot.undifolia 

Dalea ~ (Cov) Wllld. 

Oalea ~ 

Dalea ~ 
Lupinus ~ 
Macroptilium gibbosifolium. (G. Ort) (A. Oelgadcj 

Medicago polymorpn~. iar. vulfaris (Benth) <>h1r.-,ers. 



- 42 -

LISTA 8.- Continuación. 

SLMi 

SLNDt 

SLNDS 

SLT 

SLZ 

e) Cepario. 

Mimosa ..w._ 
No determinada 

No determinada 

Trifolium ~ HBt'. 
Zornia thymifol ia HBK 

Algunas leguminosa~ en el momento de la colecta no presentaron 

nódulos. por lo t.ant.o no se incluyen en el cepario bacterias de :.o-­
dos los génercs. (LISTA C) 

Para la confirmación de las especies de Rhizobium es necesario 

realtzar una identiftcacion mettculo~a. que incluya pruebas do? campo. 

bioquimicas, serolOgicas y de invernadero. 

Las espec\es de~ oue aparecen en la lista corresponden 
o ld clasificación establecida por la F. A. o .• 1981'i •• de acuerdo a­

las denominados grupos efectivos de cultivos de leguminosas. 

LISTA C.-Lista de bacterias de Rhizobium aisladas en el laboratorio de Edafo­

logia de la E. N. E. P. Zarago:a. 

CLAVE LEGUMINOSA DE LA QUE FUE AISLADA ESPECIE DE RHIZDBIUM 

EHEPZ-Rl Astraga lus oxyrrhynchus. Henese. ~- ~ {Astragalus sp) 
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LISTA C.- Continuación. 

CLAVE 

ENEPZ-Rl 

ENEPZ-RE 

ENEPZ-RO 

ENEPl-RV 

ENEPZ-RS 

ENE.PZ-RM 

ENEPZ-RP 

ENEPZ-RW 

ENEPZ-RG 

ENEPZ-RR 

ENEPZ-RT 

ENEPZ-RJ 

ENEPZ-RF 

ENEPZ-RL 

ENEPZ-RK 

ENEPZ-RH 

LEGUM! NOSA DE LA QUE FUE Al SLADA 

Brongniartla intermedia. fltoric. 
Cologania bi loba {Lindl) 

Crotalaria .!Q. 
Crotal ar1 a !E 
Crotalaria rotundífolia var. 
vulgaris Windler. 

Dalea redinata (Cov) WJ l ld. 

Oalea ~ 
Oatea ~ 

Oesmodium !E. 
Lupinos~ 

Macroptilium gibbosifolfum 
(G. Ort.) {A. Delgado) 

Medicago polymorpha. var. vul­
garls (Benth) Shimers 

No detenntnada. 

No determinada. 

~ amabile HBH 

Zornia thymifoJia HBK 

ESPECIE DE RH!ZOBIUM 

Rhizobium ~ 

~~ 
!!· E!E_ (Tipo del Caupl) 
_!!. E!E_ (Tipo del Caupí) 

!!· E.el! (Tipo del Caupi) 

~-E!!?. {Vanos) 

!!· 1ER (Varios) 

~~ 
~- lupini 
.!!_.~(Tipo del Caur.I) 

B.-~ 
RhizobJum .fil?_ 

Es necesario hacer notar que una vez obtenidas J as cepas de Rhi­
bium, éstas no pudieron ser ubicadas en '1inguna de J.~s das1ficacio­

ne-s taxonomicas propuestas en la revisión bibliogr~fica; oasicamente 

por las caracterfstt~as mismas de cada clasificación y p:::ir l::i respuc1 

ta que se obtuvo de las cepas experimentales (1nfect.ivid::id y esoeci­
ficidad}. Sin embargo. por lo observado en campo; coloración. f"orma. 

mímero y tamaño de los nódulos, es muy posible Q?Je les -:epas aisla -
das en el laboratorio correspondan a Jas es~ecies estatil~:'l'.BS en Ja 
Clasificaci6n par Grupos Efectivos. 
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d) Nodulaci6n. 

La cantidad de nódulos obtenida es baja (1 - 9 nódulos /planta), 

dichos nódulos no tuvieron el desarrollo esperado, en su mayoria fu~ 

ron de color blanco, pequenos y por consiguiente inefectivos. Los -

factores edbficos no son impedimento en campo y no debieron serlo en 

el invernadero para el desarrollo de ~-

Se efectuO el anAlists de varianza correspondiente para compro­

bar la infectividad y especificidad de las cepas de Rhizobium. Le e2_ 

timaci6n de las varianzas muestra significancia para las variedades­

IFc-S.38/ft(tl)/5.361, mAs no para los tratamientos y la interacción 

de ambos. 

En base a la prueba de Dunc:an, se tiene Que Medicélgo pol1morpha 
(variedad O) detennina la significancia, por consiguiente y dado que 

no hay efecto de Jos tratamientos·(cepas bacterianas ). es posible -

que_!!. poi imorpha ejerza una mayor atracción bioQuimica por las ce -
pas rizobianas y por lo tanto se puede considerar que las cepas eSt.!:!, 
diadas no están del !o.oda diferenciadas en especies taxonómicas. 

Por los resultados obtenidos en la prueba de Ouncan. no .!'.e pue­
de plantedr la especificidad entre las cepas estudiadas. debido a -

que no se encontrO ninguna que halla no:iulaao únicamente d la legu­

rn1nosa de la cual fué aislada . 

.La GRAFICA I, presenta la baja nodulación observada en !:!!El -
~~(A} y CrotaJ;:1ria rotundifolia (C}. Unicamente la asociación -
A-3 no sigue esta tendencia, lo que se debe posiblemente a la atrac­

ción bioqulmica de Luprnus¿p por la cepa 3 aislada de .f.. rotundifo­
lli .. Este comportamiento no significa que e)(ista especificidad de Ja 

bacteria hacia la leguminosa y viceversa. ya que la especificidad se 

refiere a la capacidad que ti~T'le le ba::te:--ic para nodular a le li:gu­

minosa de la cual fué aislada y no a otra. Lo anterior explica que -

la asociación A-3 tenga la mayor s1gnificancia en la prueba de Oun -
can. 

En Ja GRAF JCA I se observB: et comp:irta:niento con tendencid -

mas hcmogénea y valores mas altos. en la nodulación de~· poJ1moroha­
(O} como variedad y no como asociación . 
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GRAFICA r .-N&nero de nódulos por asociación Bacteria-Legununosa 

cuantificados al final del per.iódo de experimenta -

ciOn. • los 135 d!as. 

Ne de Nódulos Lupinus 3!_ JAJ-.. '--·-· 

12 

10 

8 

2 

............. --·~,. ,/ ·\.. Crot.alaria rotundifolia ICI--- -· 
,?\ lledicago polymorpha JO'-·-·-·-

-\\ i \ _i \ 

°'L \ I \\. 
:·, / ·,_ 
¡ ·~, \ / 'li 

!

¡ .\ \ .' 
\ ~! 

' i ·, ·'·. 
\ i .•• \ 

\ f \ / 
-i..,.\í ............ (.....t-

''\'-t ,/' '' ~·¡."" 
'-----<>---\- __ --'--+--_.,,._ _ _,,_ __ Cepas 

2 3 4 5 6 

De existir especificidad de Ja leguminosas y las cep~s estudia­
das Jos pico.5 maxtmos de nodulación en la GRAF ICA I, hub1eran co -

rrespondido a las asociaciones A- 1. C-3 y 0-4. 

EJ analisis previo ;:iermite afinnar que no se presento nodula -
ci6n efectiva en ninguna de las asociaciones simb16ticas ;::¡repuestas, 
por Jo que no se puede .establecer que halla existido un aporte de N

2 
aJ suelo vla fijación biológica. 
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ej Porcentaje de Nitrógeno en el suelo .. 

El diseño experimental (FIGURA II/) contempla ínicialmente el­
empleo de 6 gé:neros diferenres de leguminosas, sih embargo ésto no -
fué posible debido a dos razones fundamentales: 

• Las semillas de Macropti lium gibbos1foJ ium {E) y Zornie thymifo -
lJ.! (F) presentaron problemas de gennlnaci6n, aún empleando méto­
dos de preacondicionarniento. Dado que todos los lotes de semi I las 
fueron puestas a germinar al mismo tiempo y bajo las mismas con -
diciones, 1leg0 el momento en que se tuvieron Que trasplantar d -

los cepellones las plántulas de los 4 géneros en que s[ hubo ger­

mi nac i 6n • quedando fuera los géneros ya mene i onados • 

* Cologania bronssoneti i {B) presento da.fios severa~ por hongos dura!!. 

te el per16do de experiment.ación. como se observa en los datos de 
las TABLAS XI • Xlll (ANEXO 7) los resultados para ~I género B 

(f. bronssoneti i) desaparecen paulatinamente por Ja muerte de Jos 
ejemplares. Por ello no se consideran en el anaiisis e.stadistico .. 

De éste modo. eJ diseno experimental Quedo conformado por 6 ce­

pas de Rhizobium: 

L- aislsda de~ E:! 

2.- " Cologania brons.soneti i 
3... Crotalari= rotundifol ic 

4 .. - .. Medicag:;J pol ymorpha 

s.- .. M~crootilium gibbosifolium 

6.- " Zornia 'thym1fol ia 

Y tres géneros de Leguminosas:: 

A..- Luoinus _!2. 

C.- Crotalaria rotundifolía 

0.- Medicago polvmorpha 
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A pesar de que la esterilización del suelo. disminuye el N2 to­

tal debido a la hidrólisis qu~ sufre Ja materia org~nica y la cons1-

~1uiente volat.1Jizaci611 del N2 disponible en torma de amonto (NH;). -

Gonzélez y Urrieta, 1986, Jo~ lotes experimentales presentan concen­

trac 1 enes de N2 tata 1 de 1 oraen de O. 13 a O .52 i 1 o cu a 1 , y de acue.!: 

clo a la clas1ficaci6n propuesta por el Opto. de Suelos del l. N. 1.­

A., 1970 (ANEXO 8), los tiace de rico a extremadamente rico. Este 

hecho aetenntna la baja nodulac16n que se presento en todos los lo­
tes experimunt.alt:s, Alexander, 1984., Berkun and BohlooJ, 1980 •• F.­

A. O •• 1984. 

Las variaciones en la concentrac16n de N2 de los lotes eAperi -

mentales, depende básicamente del metabolismo de las !egumino:.as. Le 

~stimactón de las varianzas p,1rd la µérdida de N2 en el suelo sei'iala 

s1guificancia para las var·iedades jFc-6.26/Ft(11.)-5.39f, no habien:::lo 

eft>cto de los t.ratñm1ento n1 de la interacción de ambos. 

La prueba ele Duncan señala QUe la variedad D (Medicugo p":'lymor­

~), extrae mas N2 del suelo • 

C-4 (!=rotal aria rot.u11d1folia-P.hizob1um aislado de ~E. _E!.Ol_! 

morpha) aparece ::en alti: signif1cancia. corno caso aislado. esto se 

explica porque dentro del lote e"perimental es la única asociación -

que presenta un buen desarrollo foliar (TABLA XXJJ). por lo cual -

requirió más N2 del suelo. 

~- pc.lvmorpha es por cons1gu1ente el género que rnds é5lr1•!!6 e1-

N2 del suelo debido bas1camen'!..e a sus cardcterlsticas f1s1~l6g1ca.s r 

metabólicas, pudiendo as1m1lar N2 amon¡acal {NH3 ). ye :iue: este! pror,E... 

do que el NH3 puede .ier usado dir-ectamente por le:~ ¡_.1ant1:i~ sin que­

sea necesario la n1trificacjOn; esta forma de N2 se encuentra norma.!. 

mente en el suel::> en reducid.a cant1dao, ;;ero su propon:ion aumt!nta -

'.:!"." ::r::"Jn::.t.ar1..:.ia:. dyronom1cas desta.vordbles (mala f>Structu;::. e'-:E:-­

so ae riumedad o dt: acidez). asf pues la ef't!tud dE: una ab:.or:.1ór. vr§'._ 

ferente de NH3 depender~ del r.1etttbolismo de la ~Iantá, dE S".J edad y­

ae las condiciones del mect10 (pH), Gaucher, 1971. 

La GKAFICA I I representa la pérdida de N2 en el si.;elc. La as.e_ 

ciaciOn A -6 (L!..!Cinus ~ - Rt1izob1um aislado de~ tnyrri1fc!1c) -
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TABLA XX 1 l. - Longitud de las plantas (en centímetros} medidas al 

final del periódo experimental. 135 días. 

Ala 9.0 Oto 28.0 

Atb 8.S Olb 20.S 

Ate 8.S 14.5 Ole 44 .o 

A2• D2a 28.0 

A2b 02b 2S.O 

A2c C2c 10.0 02c 20.ü 

AJ a 8.S CJa D3,• 24.0 

A3b 12.5 C3b 03b 2~. 5 

A3c 10.0 C3c 29.0 03c 32.5 

Ma 9.0 C4a 15.0 04a 50.0 

A4b 11.0 C4b 27 .s 04b 3<.0 

A4c 7 .o C4c 26.0 D4c 38.5 

AS• 8.S esa 22.0 osa 35.0 

ASb 12.S eSb 05t 38.5 

A Se 7 .o ese ose 3~.o 

A6a 
Cóa l 14 .o 06a 23.0 

A6b C6b 13 .o 06b '7 .o 

A6c 5.5 C6c 25 .o Dóc 2~.0 

muestra un comportamiento no homogéneo. a;>orta t~2 al suelo a causc­

cte la defoliación de ésta uni:!ad experime:-it~! c.casionad~ por un s~~~ 

ro ataque de ticaros. El N2 pro\leniente del foll:!je fué por lo tarrto­

cuantificado con el N2 del suel:>. 

Mea1cago polvmorpha tiene un comportamiento más homogéneo en '",!. 

!ación a las ot.ra!. especies, adem3s de que la í•érdiaa de N2 del suelo 
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es ev ídentement.e mayor. 

Las asociaciones no siguen una tendencia que permita rela:1ona!_ 

las~ porQUe como se estableció no hay ninguna significancia para los 
tratamientos. 

Le pérdida óe N2 en el suelo se detenninó por la diferencie de­
los valores para el ané.lisis. inicial y final. la varianza en éste -

caso.no incluye los testigos {lot.e 7) ya que en su m11yor1a éstas un.!.. 
dades experimentales se perdieron. Estad\st.icitfftent.e no es posible r~ 
;:uµerar un nCDnero excesivo de datos. 

GRHICA l 1.- Pérdida de Nitrbgeno del suelo por asociao!bn Bacteria­
Leguminosa. 

-O.OS 

-0. 10 

-0.15 

-0.20 

:0.25 

t 
5 6 

Lupinus ~ !Al 
Crotalaria rctundifolia ICI 

11.edicago pol)'IOOrpha IOl 

Cepas 
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f) Porcentaje de Nitrógeno en tal tos y hoJas. 

La estimación de las varianzas pt·e~enta tlria alta sign1fic.arn:ia, 

la cual es ejercida por las variedaaes no r1atdent10 ninguna para los­
t.ratamient.os o la interacc16n de ambos !Fc-11.39/Ft(i<;;)-5.t.2\. 

Mediante la prueba de Dunc(m se- e~tat,!ece que €:l g~ncrc Mcr.tc:;_­

.9.2. polymorphd (O} ejerce la s1gn1f1canc1r., es d<:!-:..ir Que ~ste ;:¡éner·c­

acumula una mayor· cantiddd de N2 en tal los y noJas e d1 !'crenc10 de -

Lupinus ~y Crotdlaria rotundtfolia. El comportt1m1en:.o seii;;JarJo SEo­

observa detalladamenteen la GR/1FICA 111, en ".lande además .s.e dfH¿: 

cia una tendencia semeJante en el proceso dL ucumul<K~c1. t1~ 11 2 Pdrd 

los 3 géneros. aunque no en la misma ¡_¡roporci(m. 

GRAF J CA JI 1. - Porcentaje de Nitr-6geno en tcl los y h:::iJa~. determ•n2_ 

do al final oel penódo de experimenta::i6n. a los 135-
df as. 

Cepas 

5 

Lupinus sp IAI-·····-····· 
Crotálaria rotunaifoliu ICl----­

Medicaoo polymarp:ia !DI-·-·-·-· 
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De acueráo al anAl is is para la pérdida de N2 en el suelo y su ~ 
cumulación en tallos y hojas. se ~sttma que nay una relación directa 

entre ambas variables. Se considera directa por que en los 3 géneros 

estudiados la pérdida de N2 en el suelo es compensada por su actJrT1ul~ 

ción en tallos y hojas. en estos términos la relación sigue el orden: 

Medicago polymorpha-Lupinus ~-Crotalaria rotundifol ia. 

La varianza para la acumulaci6n de N2 en tallos y hojas no mue~ 
tra diferencias cuando en el an~lisis se incluyeron los testigos 
1Fc-14.81/Ft(1'L)/5.31I. Este c11111portamiento. s,..ado a que no se pre­

sentó nodulación efectiva. hace más evidente la pos1b11 idad ya plan~ 

teada. de que el N2 presente en las partes aéreas de las leguminosas 
estudiadas es función únicamente de su metabolismo. 

g) Calidad de las Leguminosas. 

La siguiente tabla, muestra los porcentajes de nutrimentos d1g~ 
ribles totales en la alfalfa (Medicago sativa). En g/100 de clfalfa­
seca al aire, Alba ( 1971). 

Prote1nas 

Grasas 
Fibra 
Extracto no nitrogenado 

Total 

10.60 
1.44 

12.47 

25.85 

50.36 

Para esUmar el contenido dE:! protelna cruda de una muestr~ , se 

multipl tea d valor de N2 por 6.25. al cual se le 1 lama factor de N2 
y significa que cada unidad de N2 estti conteniaa en 6.25 unidades de 

protelna. Sosa. 1981. De éste modo se puede trrmsformcr 1-:s valores­

de N2 e;;perimentales a porciento rt<: µrotelna. obteniendose lo!: s1 

guientes resultados: 
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#.P[hDJCE ~ 

2f .66 

2L.09 

l.3.00 

Este anU tsu pers.1-:.c estat.le:er ctue ~os 3 gé!leros es!.uc1ados -
t.1enen Myor proparc16ri ce pro!.e:1nt C:lr- res~:::..:i: a ~·:ci!a:. ~;­

lo que Si..a!do a las entre•·istt.s :--eal1?ar;as C!lf' 3 personi?s de le e~ 
nia3é acercc Ge lt ptlat..abll1oet:.. v:islt.le :.ox.i:ídaé y el l!"l!.e!"'es :"~~ 

la propagactbn oe les espe-:1e:s ~ ieglS!\.iflD5.i:S :ole=taoas, ;..emi:.e -
proponer us.os conc.ret.os :;are los 3- géneros z:cnsiéerad.~s. 

~ ~ pueOt ~-=-,.. e::iplt:a.::: ::s:;: er.:lr.:: verce: ::~s ~~ ::r"'t!' f"ci -

rra.Je:. ye que s.e r.a Ct'l!!;>r~tHH1:i oue algum.:s espe:1es ae ést.e género 
S!ln t..o"1cas. S:.~. 1979. ~- :""O!.UMi•ot 1a .,. ~- ool~rpt.~ pueden ser 
usadas ce.o abonn verde e cOllO ~orr:1Je O:HJ~ oue S:ln e~t.e:ibles. ¡>0:-­

el 9~na-oo en la zona de 'trabajo. Sin t!f!!Df::'"gD ~· p-::1 vnorcna present.a­
la ventaja oe t.ener un c1:lc ae .... 1aa ~as c.ort.c en rel.rsc1~n e los o -
tros 2 géneros. Es-:.e género c:;ss¡;.iet.ó su ciclo o~ \'ica e los 9C d!e:s­

de experuaentac16n. eier.~res que :..ucinus ~y .f. ro:.unr;ifcl ia aún r.a­
bi~n.io t.er&ínad:. él per;!Jd:. expE:noen:.~1 e !es ns ct1=s. no presen't.!_ 

ron incHc1os el!: flora:i6n. 

De éste ro-Oo !:· oolxw:iro!"la es la esn-ec1e mr!s re:O'='enoa:ia para -
su Postole tn:::orpor:i.c16n en un s1st..em.a de apropiación intensivo. 
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VII.- CONCLUSIONES 

a) De 25 Géneros de leguminosas silvestres colectadas en campo. fueron 
detenninados 20. Se obtuvo un Banco de semillas de 18 géneros y un -
Cepario con 17 cepas de Rhizobium. 

b) A pesar de la baja nodulación (1 - 9}. y dado que no se presentaron­

nódulos en los Testigos experimentales, se considera que las cepas -
de ~.estudiada,. son INFECTIVAS.- Presentando significancia 

Med!cago polymorpha 1Fc-5.38/Ft(1i)-5.36I. 

e} Debido a que no se encentro ninguna bacteria que halla nodulada uni­

camente a la leguminosa de le cual f:.ié aislada. se considera que las 
cepas de Rhizobium estudiadas no son ESPECIFICAS. 

· d) No se presentó nodulación efectiva en ninguna de las asociaciones 
simbióticas propuestas, por lo tanto no se presentó aporte de N2 al­
suelo vía fijación biológica. Las cepas de Rhizobiuir son 1 ~lEFECTI­

VAS. 

e) Medic!lgo polymorpha extrae significativamente más N2 del suelo 

IFc-6.26/Ft( 1%)-5.33!. De la misma manera es el género que acumula -

m&s N2 en tallos y hojas (3.64 - 7.70't) con respecto a Crotalaria -
rctundifolia (2.24 - 4.92t) y Lupinus ~ (0.19 - 8.121). 

f) Las dos especies, f. rotundifol ia y ~- polymorpha as! como el géne­
ro Lupinus ~son suceptibles de uso llgropecuario. ya sea como abo­

no verde y/e forraje. Por s.us ca.rocterfsticd.S (ciclo de VIaa corto. 
palatabilidad, calidad). ~- polymorpha es la especie m!s recomenda­
da para su incorporaci6n en un sistema de uso intensivo. 
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1'.· M~EXOS 

1.~ Grupos.de inoculación cruzada y asoctcctones de Rntzoblum - Leguminosa, 
A.lexander. 1984. 

Grupo de inoc.ul~ciO~ Especies de Género Legumuiosas 

cruzeda Rhirnoium hospedero inrlu1Cas. 

De lo alfelfa E· ~ "1edic..soo ,\Jfalf~ 

Mel il~~~ TréMl 

dulce 

Tngonel lt ,\Jhj}Va 

Del tr~bol !3.· tnfoln ~ Trébo1es 

Del chlcharo E· leaun:lnosarum Pasum <:::-:tc~aro 

!!El.! t..tg?:rroba 

Lathyrus :..Jrnorta 

Lens Lentej:!I 

Del frtJOl E· ~ ~ FríJOl 

Del altramuz E· Lupini ~ Altra:nus 

Ornt th:>pus Serradel :3 

o pie de 
paj:H·o~ 

DE ¡, soy~_ ,!3.· ~ Glyoine ·- Soy~ 

0<1 C3i.;¡::f ~ :aupL 
Lesoe:le:a Trébol del '· 



Grupo de inOC!Jlación 

cruzada 
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Especies de 

Rhizobium 

Género 
hospedero 

Crotalaria 

~ 
Arachis 

~ 

Leguminosas 

incluidas 

Crotalarta 
KudzO 

Cacahuat.e 

Frijol 

lima. 
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2 .. - Grupos efectivos de cultivos de leguminosas. 
Leguminosas que tienden a responder similarmente cuando son inoculadas 

con la misma cepa de Rhizobium. 

F. A. O. 1984. 

Especies de 
Rnlzoblum 

Grupos 

Efectivos 

Especies de Leguminosas. 

Medicago sattva. _!!. falc:ata. !:!-­
mlnima. ~- trlbuJoides, Melito -

tus denticuhta. ~- alba. ~- ~ff.!_ 

ctnalts. !!· indica. 

Medicago arabica, ~- hispida,,!!.­
lupulina. !!· orbicularis, .!!_. scu­

tallata, !!· polrmorpha, .!!_ .. ~· 
!!· rigidula. Trigonella foenum- -
graecum. 

Medicago rugosa 

Trifol ium incarnatum • .!.· subterra 

neum, .!.· alexandrinum, !· hirtum, 

!· arvense. !· angustifol ium. 

Trifolium pratense • .!·~·.!· 
hybrldum, l· fraglferum, l· ~ -
cumbes, !· ntgrescens, !· glomera­
tum. 



Especies de 

~ 

~- Jegumino-

~ 

Grupos 

Efecti VOS 

e 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 
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Especies de Leguminosas. 

~ vesiculosa.i • .!· ~ -
~·!·~·.!·~· 
l· leucanthLa. 

k!!!!!.!!!! ruepel 1 ion•, !· ~ -
bense, !· us-...rense. !- afric1 -
!!!!!!!.• l· pseudostrtat,... 

Trffol tum semi pi losum • .!.· ~ie!!. 
.!!.• l· ruepelJ 1am•. 

!· -.dh•. !· sarosience, .!.· ~ 

T. reflexum 

!-~ 

!.· semipilosum 

!.!..!!:!!! sativlMI. Vicia vi llosa,!.· -

~·.!·faba,.!· tenuif.:i!1a, 

!· tetrasperma. ~ sculent:i., g­
thyrus aphac:a • ..!:.· cicera, !.· ~­
~. l· sylvestris. 



Especies de 

Rtlizobtum 

!- phaseoll 

Grupos 

efectivos 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

26 

27 

28 

B_. 1aponicum 29 

Rhizobium ~· 30 
(grupo del caupi) 
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Especies de Leguminosas 

Lathyrus ~ • .!:.· tuberosus • .!:.· 
szenitzi l. 

Lathyrus sativus • .!:.· clymenum • .!:.· 
tingitanus. 

Vicia faba. !· narbonensls. 

Vicia sativa. !· amohtcarpa. 

Phaseolus vuloarls, f. coccinetus, 
f. angustifolius. 

lupinus albicaulis. l· albifrons. 
1· albus, l· ansusttfolius, .!:.· -
arboreus, .!:.· argenteus • .!:.· ~ 

luplnus densiflorus, .!:.· vallicola. 

l· polrphyllus. 

.!:.· subcarnosus .. 

.!:. • succul entus .. 

Vigna unguiculata, !.· sesguipeda­

lli· .!· lutecla, .Y· cylindrica. 



Especies de 

Rhizobium 

Rhizobium .?E2. 
(lotus) 

Gru~os 

Efect.ivos 

31 

32 

33 

34 

35 

36 

37 
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Especies de LeguminOSC!S 

v. angularis. V. radta'ta, V. mungo, 

Oesmodium .!E.· Alysicarpus ~­

fil. Crotalaria ~· Kacror.tilium­
lathiroides, ~- gitJb~sifolium. 

• Pseudocarpus ~-

Phaseolus limensis, f. lunatus, .!· 
lunatus. !_. aconiti fol ius, ~­

lli ensiformis. f-~~-

A.rachis ~· .!!· globrata, ft.e.­
mopsis tetragonoloba, Lespedeza ~­
!.!E!!•!:.-~ . .J:.. bicolor. 

Cent.rosema pubescens. Galact.i a .?E_. 

Lotononis bainesii. 

Lotononi s angolensis. 

~ comiculi!t.us • .h.· t.enuis, b.­
angust.issimus, .!:.· tetraoonolobus. 

!:.-~ • .h· ~- b· ~-
dus • .h· subpinnat.us. i· wellerL 

~ nirsutum, g. ~· Q_. 
suffructicostmi, .l\.nt.tw 11 is vulnera­

ria. :_. lot.oides. 

Lotus uliginosus • ..!:.· aíleric:!nus. h· 
scoparius, !:_.. ~· .h- strigosus~ 

Omithopus sativus. ~;_ anousti­

fol ius~ 1_. al~'JS. ,h.- ~-



Especies de Grupos 

Rhlzobtum Efectivos 

Rhizobium ~ 38 
Coronilla, 

Peta 1 ostelltOn-Ono-

brychls 38 

Rhlzoblum ~ 39 

(varios) 40 . , 
•2 

•3 

~~ 
Astragalus .!E!. 44 
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Especies de Leguminosas 

~ !!!.!.!.· Onbrychis !.!ill­
folta. Petalostemon purpureum. f· 
~· f. microphyJlum, f.· .!!!!!1-
~. f. vtllosum, Leucaena 

leucocephala, .h.·~-

Dalea alopecuroides. 
Strophostyles helvola. 

Robinia pseudoacacia, !· hispida • 
Amorpha~. 

Caragana arborescens, .f_. frute -

~-

~- cicer, !· ~· ~- canaden­
fil. !.· ~. !- orbiculatus. 

Mt.fA "CLAAATORIA..- Todos los nombres bajo el rubro "Espe:cies de Legu­
minosas" son nombres cientificos. 
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3.- Caractertsticas diferenciales del género~ seg6n la clasiflc;_a­

c16n por Taxonomia numérica. 

Bergey's. Manual of systematic Bacteriology. Yol 1. Krteg. N. R ... 1984. 

a.- Caracter1sticas para diferenciar a los géneros; Rhizobium, Brady -
rhtzobium. Agrobactertum, Ph:tl lobact.ertum, Pseudcxnonas. 

* Arreglo de los flagelos 

- Monotr leos 
- lofotricos 
- peri trices 

* Producción de nOdulos radicuares. 

• ProducciOn de nOdulos en hshojas. 

• Grado de actividad de la nitrogenaSa. 

! Producción de 3-Ketolactosa. 

• Rapidez de crecimiento sobre medio YMA. 

* ReacciOn al·cal lna en medio dulce. 

* Producci6n de H2s. 
• Respuesta a la blotina. 

• Producci6n de beta-2 glucano en gama extracelular • 

• Mol \ G + e de ADN. 

b).- Caracterfsticas para diferenciar Rhizobtum leguminosarum. !· meli-

.!.Q!l. y ~. .!.Q!l. • 

.,.. Arreglo de les flagelos 

- Monotricos 

- Peritricos 

.., Aglut.inaci6n con antisueros. 
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'* Crecimiento en presencia de NaCl al 2 i . 

.. Crecimiento a 39 - 40 ve 

... Requerimiento de Tiamina. 

• Rec¡uerimiento de pentofenato. 

* Precipitado sobre medio de Ca-gl icerofosfato. 

* Reacci6n tic ida en "leche de tornasol". 

e).- Otras caracterist.Icas de Rhizobium leguminosarum, !!_. ~· !--
.!ill_. 

• Rapidez de crecimiento en medio de cultivo de estrac:to de 

levadura-maní tol-agar. 

* Producción de ~cido en medio simple. 
*Producción de Penicilinasa. 

* Respuesta a la biotina. 
• Requerimiento ex.terno de niacina. pirodoxini!, ácido p-ami 

nobenzoico. inositol. 012 y rtboflavina. 
• Utilización de glucosa. galactosa. fructuosa, arabinos3.­

maltosa, sacarosa. lactosa, trehalosa. rafinose:.. manital~ 
fumarato, citrato y piruvato .. 

* Habi 1 idad para crecer en medios salinos ~~sicos contente~ 

do sacarosa y arabinosa en presencia de: 

-20 mflll de citrato. 

-20 ~ de pi ruvato. 

-20 nf( de 1 actato. 

-20 mM de Gl ioxi lato. 

• Utilizaci6n de dextrina. 

•Utilización dulcitoL 

• Crecimiento a pH 3.5 - 9.5. 

*Actividad con fosfatasa alcalina. 

d).- Composici6n de polisacaridos extracelulares de~- leguminosarurn y 

!· meli loti. 

• Heteropol1sacar1do á.c1co: 

Estructura tipo 1. 

- Estructura tipo 2 
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- Estructura tipo 3 (FIGURA VI) 

.- Presencia de bcido glucuronico 
*Presencia de Melilato (azocar} 
• Glucanos neutrales {-1.2; -1.3; -1,2) 

4Glo...!!.. 4GlcL 4Glc.L 3Gal_e 

6 

Glc 

Glc FIGURA VI - 1 

Glc 

t 
3 

t /4""'-. 
Glc "-.. /Plruvato 

6 

4Glc~ 4GlcAL 4GlcAL'.... 4Glc~ 
6 

Glc 

~ 

Glc FIGURA VI - 2 

f 
4 

t 4 

~Ic<;>Piruvato 

- 4G!c..!'.. 4GlcA..t. 4GlcAL 4GJcL 

6 

t" 
Glc 
4 

t,. 
Glc 

4 

t• 
Glc 

FIGURA VI - 3 
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4.- Técnicas para la detenninaci6n de Rhizobilft .. 

a) Coloración de Gram. Vincent.. 1975. 

La coloraci6n de Gr• puede a.pi icarse de varias lllllneras. El­
sigutente llétodo. Que incluye una modificaciOn en la decoloración de 

al coho I da ntUy buenos resal tedas .. 

Materiales: Portaobjetos l i11plo. fla.eado y enfriado. 

Reactivos de Gr•: 

A. SoluclOn cristal violeta 

Cristal violeta 

Oxalato de .-onio 
Etanol 
Agua destilada 

B. SoluclOn d;, ·YOO<> 

Yodo 
Yoduro de potasio 

Etanol 
Agua des ti 1 ada 

C. Alcohol (yodado) 
Solucl6n de yodo (B) 

Etanol 

O. Colorante de contraste 

2.5 " safranina en etanol 
Agua des ti 1 ada 

Procedimiento: 

10 g 

' g 
100 ce 
COO ce 

1 g 

2 g 

25 ce 
100 ce 

5 ce 
95 ce 

10 ce 
100 e: 

1.-Preparar y fijar el frot.is lo mi5'IO que para coloración sir..ple. 

2.-Teñir con solución cristal violeta (A) durante un minute. 

3.-Enjuagar suavec.ientecon agua y escurrir el exceso de éste. 
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4.-Cubrtr con solución yodada (B}. escurrir, restituir el yodo y dejar­
actuar durante un minuto. 

5 .. -Escurrir la solución yodada y decolorar con alcohol yodada {C) du -

rant.e cinco minutos. 

6.-Lavar con agua y escurrir el exceso. 

7.-Tel'Hr con el colorante de contraste safranina (O) durante cinco min.!:!_. 
tos. 

8.-Lavar con agua, ellminar el exceso y secar. 

9.-Ex•tnar directamente por inmersión en aceite . Las células gram po­

st Uvas to11urn un color violeta obscuro; las gram negativas son de color 
rojo claro. 

Note 

Los frott s Muy densos suelen dar resulta.dos no uniformes a causa de 
su decoloraciOn irregular, 

b) CaracterJzación del creci•iento de Rhizobtum. Soma.segaran, P. Hoben, 

H., Halliday, J. 1981. 

Las cepas de~ pueden describirse de acuerdo a su ere -
cimiento tanto en medio l 1Quido como en medio sólido. El tam=iño. fer. 
ma. color y textura de las colonias y la habilidad de alterar el pH­

del medio son caracter!sticas generalmente estables útiles para defl 
nir cepas o aislamientos. Se describe abajo la información t.!pica P.! 
ra éstas caracterfsticas cuando las cepas crecen en medios est!n::::lar 
de levadura-Manito!. 

~: Comunmente colonias redon~as \'ariand'c desde formas planas 

hasta convexas y a yeces cónicas sobre superficie de agar. Cuando -
crecen subsuperftctalmente dentro del agar. las colonias se presentan 
tlpicamente en forma de luna. 

~ ~ ~: Las colonias pueden variar desde blanco opaco o le­
choso hasta translCrcida acuosa. El desarrollo colonial opaco común -
mente es firme con algo de goma, mientras que las colonias menos de!!. 
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sas son a menudo gomosas y blandas. Las colonias pueden ser brJ llan­
tes o mat.e. igualmente opacas o translúcidas. pero pueden desarrollar 

centros obscuros de marcados sal ient.es con la edad. No son comunes -
las colonias rojas o rosas (ej. Lotononis) y amarillas (ej. De~ -
Losanthes) • 

Grado~ crecimiento: Generalmente 3-5 dlas (ej. Leucaena. Psoralea, 
Sesbania). 5-7 dfas (ej. Macroptilium, OesaodiU11. Galactia). 7-12 

d!as {ej. algunas Stylosanthes. Lupinus) para lograr el ta.afta mb.i­

mo colonial sobre medios de agar o el crec1miento en ltedio liquido.­
El tiempo real varh de acuerdo con la temperatura de incubaciOn (0_2 
26 - JOVC). origen (cultivo o nódulo). aireación (en cultivo J[quido) 

y composiciOn del medio. 

Tamaño: Cuando las colonias se encuentran bJen separadas sobre pla­
cas de agar. var!a desde 1 nwn para muchas cepas de crecimient.o lento 

(ej. Stylosanthes. Zornia. AeschynDllM!fle, Lupinus) hasta 4-5 mm para­
cepas de crecimiento répido (ej. Leucaena. Psoralea. Sesbania). En -
placas que est6n ! lenas de colonies éstas penrianecen pequeñas y sep.! 

radas pero se unen para confluir en un crecimiento colon~aJ masivo. 

Pruebas con colorantes: ~ tiene tendencia a no absorber el -
rojo congo y permanecer blanco, apoco u ocacionatmente rost:. Los mi­
croorganismos contaminantes comúnmen't.e se presentan de color rejo -

obscuro. Esta no es una caracterfstica estable. sin emoargo. ::ie~ende 

de la concentración de rojo congo, edad del cul~ivo y s1 las pla~as­

fueron expuestds a i e J uz. 

Placas con agar-levadura-manitol recién pre;:J:!!'\:!:tas ::.:-::.er.ier.dú­

azul de bromotimol 'tienen pH 6.8 y son verdes. Como caracterlsticas­
tipicas:. rizobia tropical de crec1m1ento lento proctuce t!lcali en es­

te medio. tornando la coloración azul. mientras que rizobia templada 

de crecimiento ri1pido producen ácido. tornando el medio amarillo. 
Los microorganismos que no concuerdan con lo anterior probnblemente­

no son Rhizobium. 
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5.- Clasificación taxonómica de las Leguminosas. 

Sanchez. 1978 

F.UHLI": 

SUBFNlllLl" l: 

SUBFAMILIA 11: 

SUBFAMILJA 111: 

LEG\J'ilNOSEAE. 

Mimosoideae. 
GENEROS : 

1.- Oesmant.hus 

2.- Mimosa 
3.- Prosopis 
4.- Acacia 

5.- Plthecolloblum 
6.- Call landra 

Ceesalpinioideae 

1.-~ 

2 .- Cass ia 

3.- Caesalpinia 

Papilionoideae 1 .- Zornia ........... (•) 
2.- Oesmodium 

3.- Crotalaria .......... (*) 

4.- Lupinus .•••....•. (•) 

5.- Melilotus 

6.-~ •.•..•..•. (•) 

7.-~ 

s.- Cent.rosema 
9.- CoJogania ••••••••••• (•) 

10.- Eryt.hrina 

11.: Ca naval ia 

12.- Phaseolus 

13.- Mink.elersia 

14.- Vicia 
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15.- Lat.hyrus 
16.- Hosackla 
17 .- lndigofera 

ZO.- Dalea 
21.- Eysenhardt.ia 

22.- Brongniartia 

23.- A.straoalus 

24.- Sesbanta 

(-).-Géneros utilizados en el presente trabajo. 
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Método V.jeldhal para determinacibn de Nitrógeno total. 

a) Material y equipo: 

- Equipo digestor y destilador Hicrokjeldhal LABCONCO- OHAIO. U.S.A. 

- Matraces Microk.jeldhal de lOO ml 

- BureU de 25 ml 

- Papel filtro What.man NG 1 de 11 cm de di&metro 

- Embudo de tallo largo de 7.5 cm de dU.metro 

- vasos de precipitados de 250 ml 
- Papel a lumin10 

- Soporte universal 
- Pinzas de tres dedos con nuez. 

b l Re•ctl VOS : 

!!!El!~ digestión. A. 1 000 g de Na2so4 anhidro se i!lgrega una mezcla 
catallzadora constituida por 5 g de selenio 111et6l lco y 32 g Cuso4 an­

hidro, mezclando perfect&Mente. Debe tenerse la precauciOn de no ca-­
tentar ni destapar sin necesidad. debido a que el selenio es vol~til­
Y SUllllRente tOJC. leo • 

~~~!!. 40'1. Disolver 3 000 g de NaOH comercial en 

4 500 ml de agua, agitando constantemente mientras se agrega con ob­
jeto de qué no se forme una masa s6lida en el fondo del recipiente. 

Indicaoor. Oisol\'er i .O ,.g de verde de bromocrezol y 0.2 g de rojo de­
mettlo en ioo ml de alcohol étilico al 95\. Neutralizar t:sta solu:i6n 

hasta color intermedio que es verde obscuro. pH = 4. 

~~concentrado. Densidad = 1.87. 

A.cido bOrtco !.! ZO't. Pesar 20 g de !cido bOrico. disolverlo y aforar­

a 1 000 ml. 

P.cido sulfurico 0.25 N (Teorice). 0.37. 0.20 N (Real). 
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e) Procedimiento: 

L- Pesar (en balanza granataria para 

suelos y en balanza anal 1 tita pa­
ra t.ej ido vegetal y turba}. la -

cantidad indicada de material pa­
ra anal izar .. 

Suelo •••••••••••••••• 0.2 g 

(•) ......... Tallo y hoja ........ cantidades varias .. 

2.- Colocar la muestra en un papel -

fHtro. envuelvala conveniente -
ment.e. y pAsela a un matraz Mí • 

crokjeldnal de 100 ml. 

3 .. - Agregue Sg {con una cucharita) ... 

de mezcla digestora. por med.io­
de un elllbudo al matraz. 

4.- Aflad!r 15ml de kldo sulfurico­

concentradO desde el cuello del 

matraz: de modo que las sales -

adheridas a las paredes sean -
arrastradas hacia el fondo. 

5.- Arreaolíne sualientente con un mo ... 
vimiento rotatorio, con objeto -
de Que el suelo y el Ac.ido se 
mezcle complet.amente. 

6.- Colocar el matraz en el digestor 

mlcrokjeldhal ~ haciendo functo -

nar el extractor úe gases. 

7 ... Oigeri!" a bajo calar. 

Observationes: 

La muestra debera contener de 
5 a 40 mg de N2 , y estarA fj_ 
na.mente mol ida para facl l tt.ar 
la reacci6n .. 

se envuelve la muestra en P!. 
pel filtro con objeto de evi 
tar que se quede algo en las 

paredes del cuelto del matraz. 

Es recomendable usar un embg_ 
do de t.al lo largo. 

Tener la precaue:ión d~ que -

no quede suelo en las ~are -

eles del matraz. 

Observar que el sistema de­
gases funcione bt"!n. pues de 
lo cont.rario se cc.r-re el ri€:~ 

go de qu~ el so2 'J so3 . 3e !­

cumulen en el l~t·~r.::'!..o~i·::i. 

Si se celient.a de"113s1aoo a.1-
pnncipic Oe Ia C::ge.Hión. -
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s.- Continuar hasta c::¡aue se haya des­

truido completamente la materia -
orgAnica. esto se lleva a cabo -
despues de 3 hrs. para tej taos d~ 
plantas y para suelo. se observa­
par la aparición de un color par­

da-gris transparente. 

9.- Cierre la fuente de calor. saque 
el matraz e lnmediat.amente tape ... 
to con papel aluminio. Deje en -
frl ar hasta que pueda agregar a­
gua sln riesgo de .explosiones o­
proyecciones. 

10.- Mientras el &.cldo sulfurito se -
enfr!• coloque 25 ,.¡ de H3so3 y­
cuatro gatas de lndlcadar verde­
de bramocresol-rojo de metilo, -
dentro de un va;so de precipita -
dos de 250 ml. 

11.- Ponga en funcionamiento el micro 
destt lador; Conecte las mangue -

ras del sistema refrigerante, a­
gregue egua destilada al bat\o y­

regule cuidadosa:~nte la temper!_ 
tura. 

(•).~12.- Cuando el mneria:l del t.1atra.z se -

ha enfriado. se agregan cuidaja-

puede formarse espuma abunda~ 
te. Pérdida de NH3 en forma­

de {NH4)S04 • 

No es convenient.e aplicar 
mti:s calor que el necesario 
para mantener una ebul l ici6n 
lenta. porque pueden ocurr-t r 
cambios en la reacción deJ !. 
cido con la materia org!nica 
antes que empiecen a despre!!_ 

derse gases de so2 y so3 • 

No agrege agua al H2so4 con­
centrada y caliente, hasta -

que la soluci6n esté lo bas­
t&nte fria para formar un t!_. 
rrOn consolidado en el fondo 
del matraz. 

No es preciso conocer la con._ 
centractOn exacta del H3eo3 • 

debido a que el borato de a­
monio se titula posteriorme.!!_ 

te. 

Si el sistema refriger-ante -

no se conecta puede perderse 
algo de N2 en forma de NH3 • 

Es necesario usar agua destl 
lada para el ba~o porQue de ... 
lo contrario se forman ces -
tres decat'bonatos di flci les­
de eliminar en el aparate. 

Hay que agregar el agua len­

tamente porque la solución ~ 
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samente tantos ml. de agua como-­
sean necesarios para aforar hasta 
30 mi. de mezc 1 a, ag i tanda vigor~ 

samente. 

(•) •••• 13.- Vacte con sumo cuidado la mezcla­
aforada, a-través de la "Copa" S!!_ 

perior del microdestilador. hasta 
que toda quede canten ida en el d~ 

pasito inmerso en el bano del apa­
rato. 

14.- Cuando la mezcla aforada esté en­

ebul l ici6n, agregue NaOH al 40% con 

el mayor cuidado, regulia.ndo su en -
trada al deposito con la llave de -
tefl6n correspondiente. Se agregarA 
la cantidad de NaOH que sea necesa­

rio para Que se de el vire de, ver­
de agua a café muy intenso. Este -

cambio d~ coloración es muy notorio. 

se calentarti si el agua se !. 
i\ade en forma brusca. pudieD_ 

do ocurrir e>:plos1ones. 

El acido y el NaOH se deben­

mezclar lentamente. ya que de 
lo contrario habrA desprend.!_ 
miento de N2 en forme de am~ 
níaco con las consiguientes­
pérdidas. 

15.- Simultaneamente a los pasos 13 y 14 Si el tubo del refrigerante-

se deben mantener el vaso de pretiPi no esta inmerso en el Acido­

t.ados Que contiene Acido bórico y e!. bórico habra perdidas de- am~ 

tremo inferior del refrigerante en - nio. 
cent.acto. 

(*) ••.• 16.- Incremente el calor eÍl fonna conve­
niente: hasta ebullición uniforme.­
Y dejar hasta que se haya destilado_ 

aproximadamente 75 mi. observar que 

no se forme espuma; si esto sucede­

cierre la fuente de calor. 

17 .- Desconecte el tubo recibidor del -
destilador, y cierre l:!!: fuente de -

calor. Deje el vaso de precipitados 

La mayor parte de N
2 

se des­

tila en los primeros minutos. 

péro se prolonga el tiem~o -

de destilaci6n p~re recobrar 

las últimas trazas de N2 • 

Nunca cierre la fu~nta de C,! 
lar antes de descon~ctar el­

tubo recibidor del destilador, 
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abajo del destilador para recoger 
el goteo final. 

18.- Retire el vaso de precipitados y -
titule la solución con acido sulfO­

rico previamente valorado. hasta -
que desaparezca el color azul. 

19.- Incluya un blanco a trav~s de to­
do el procedímlento. 

ya que algo de solución pued! 
succionarse. 

Una gota adicional cambia la 

soluci6n a un color rosado.­
El pH del punto final es 4 .6. 

Este indica la cantidad de -

N2 que contienen los reacti­
vos. 

(•) .•••.•••.••••• - Modificaciones efectuadas por los autores. 

d) CUculos: 

,; de Nz = T-B 1.4 N 

s 

en donde : 

T = ml. de ~ctdo empleados en la titulación de la muestra. 

B = ml. de bcido empleados en la titulaci6n del blaiico. (sin suelo). 

N = Normalidad del ikído valorado. 

S = Peso de la muestra en gramos. 

e) Ecuaciones de las reacciones Que se llevan a cabo en el Método Micro -
kjeldh•l. Hants, 1970., citado por, Sosa 1981. 

1.- Redox Oxidante fuerte H2so4 

Sustancias Nitrogenadas 
Orgánicas e Inorgan!cas + 2H2S04 ----- COz + 502 + (NH4l2S04 + H20 

Que es una digestión. Los compuestos Que contienen carbono son 
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oxidados a co2 y H2o por el H2so.Q y éste se reduce a so2 • compuesto­

que reduce el N2 proveniente de compuestos orgtmicos e tnorgAnicos a 

NH3 ~ éste NH3 en presencia de H2so4 se transforma en (NH4 }2so4 • Esta 

reaccu6n se efectua en presencia de una mezcla catalizadora de Na2so¿. 

compuesto Que se emplea para incrementar el punto de ebul 1 tciOn del -

H2SD4 Y CuS04 ·stt2o que acelera la reacción. 

El NH3 obtenido que es un gas. se destila por arrastre de vapor 
se recibe en una soluciOn de HB02• 

El HB02 cede un proton al NH3 que es una base y se fonna el iOn 

amonio y el ión borato. En virtud de Que por cada !.tomo de nitrbgeno 
presente se fonna un ibn so2- • este puede neutral izarse con una so­
lución valorada de HCl y en forma indirecta conocer el N2 .. 

4 .-BOz - + HCL -----· HBOz + CL 

Cuando todo el B02 ha sido neutralizaóo se t.er.nina la reacción· 
cuyo punto final es señalado por un indicador. 
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7.- AnUisis estadistico general. 

Generalidades sobre el Método Estadistica empleado. 

La estimación biamétrica de medias muestrales no se limita a la 
c~paracibn entre dos muestras. cuyo comportamiento difiere a causa­
del efecto de un solo factor. f"luy amenudo, en la experiencia biológl_ 

ca hay que trabajar con series de muchas \lariantes y se deben tomar­
en cuenta los efectos producidos por varios factores. 

Al analizar estad1sticamente casos de este tipo. fallan los mé­
todos tradicionales, por dos razones: 

• Un número creciente de variantes experimentales aumenta notableme.!!. 
te la cantidad ~e diferencias comparables entre las medias muestr_! 
les. 

TeOricamente se podrla pensar en un an~J is is biométrico 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 perder1a mucho tiempo. 

• Proceder de esta fonna, no serla matema.ticamente correcto. La pru!_ 
ba de t (Student) se ha desarrollado para comparar dos muestras de 
dlstribuci6n normal. y representa el método m~s eficas para este -
caso. Pero. al comparar varias medias muestrales entre si. la pru~ 
ba de t pierde mucho de su selectividad y no se puede emplear. 

"Se aplica el análisis de varianza par? 
comparar mas de dos muestras de distr.!. 
bue iones norrn:i:les". 

El problema fundamental es el Siguiente: 

De una cantidad r de muestras (en distribución nonnal) resul­

tan distintas r:iedias. l. Hay :1ifereiici3S signifícatiYi!S entre est.a; 
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medias muestrales?. 

El anAlisis estadfst1co se realiza en dos pasos: 

Comparación 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 variabi 1 idad natural 
dentro dE: las muestras. Desviaciones entre las muestras. las cuales 
se manifiestan por las diferencias ent.re las medias muestrales. Para 
estas diferencias se repite la alternativa principal de Ja evalua -

ción biontl:!trica. es decir las diferencias pueden resulter casucles­
o significativas. esto 1Htimo a causa del efecto de las condiciones­

experimenta les. 

Una vez determinadas las desviaciones •.. se pueden calcular las -

varianzas: 

•Varianza entre las muestras (S~}. Criterio para estimar las 1'.11fe -

rencias entre las muestras. a causa de las distintas condiciones 
del ensayo. 

• Varianza dentro de las muestras {S~). Criterio para estimar le lfa­
riabi 1 idad natural del material e:ic:perimental dentro de las mues -

tras. 

Se divide S~ entre sii : el cociente forma el va!or cólculado-
de la función F (distribución de Fisher). "Fe". Se compare el valor 

de Fe con los valores de F obtenidos de tablas. teniendo en cuenta -
los grados de libertad. y el nivel deseado de significación. En con­
clusión.: 

• 51 Fe es menor o igual que F de tabla!:i. no hay diferencia signifi­

cativa. 

• 51 Fe es mayor que F de tablas. hay diferencia signifi:atn~. 
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En el primer caso, el c~lculo ha tenninado. Se puede saber con 
este resultado que las medias muestrales no difieren estadtsticame~ 
te entre s[ y se puede adoptar la media total como valor representa­

tivo para el conjunto de todos los r1atos en cuestión. 

La segunda alternativa sólo comprueba que se debe contar con d.!_ 
ferencias significati\·as entre las medias muestrales. pero no dice -
cu6ntas son ni dónde se encuentran; es decir. entre cuAles de las 
distintas medias muestrales existen las diferencias significativas -

en cuestión. 

Para averiguar este problema hay que comparar separadamente di­
chas medias muest.rales entre sf. Las pruebas de Ouncan y Tukey son -

adecuadas para tal efecto. 

Existen ·diferentes tipos de An~lists de Varianza. de acuerdo a­
una serie de casos frecuentes. Estos se presentan a continuación: 

* Clasiftcactón simple. 
j) Tamai'lo igual de muestras. 
ti )Tamano desigual de muestras. 

* Clasificación doble. 
1) Muestras univalentes. 

- Diseno general. 
- Di seno en bloques a 1 azar. 
- cuadrados latinos. 
- Rectangulos latinos. 

1 i) Muestras compuestas. 
- Di seno genera I. 
- Disenos bifactorlales. 

* Clasificación triple. 
- Diseno general. 
- Otsenos trifactoriales. 

El an~lisis de varianza en fonna de diseños bifactoriales, se -

utilizan sobre todo. para evaluar: 
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*Datos de esperiencias bifactoriales de cualquier tipo. cuando las 

muestras cuentan con ~s de un valor. 

• Oat.os de experiencias bifactoriales sobre el rendimiento. en cul1i 

vos agrtcolas. cuando las muestras estain distribuidas en bloques -
al azar. donde se produce solamente un valor de cada parcela_ par -

cial. 
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Nodulación por asociación Bacteria - Leguminosa. 

TABLA I .- N;. de NOdulos desarrollados al final del tiempo expe­

rimental (135 d!as). 

2 B1a z Cla 4 01• 3 

o ·e1b - Clb o 01b 4 

o Ble 16 Cle 1 Ole 5 

o B2a o C2a o 02• 9 

o BZb - C2b o 02b • 
1 B2e 3 CZe o oze o 

o 83• 1 C3a o 03• B 

o B3b - C3b o 03b o 
9 B3e - C3e o 03e o 

o 94• - C4a o 04• o 
1 B4b z C4b 1 04b 4 

5 B4e - C4e 1 04e o 

o BSa - esa o 05• , 
1 BSb - CSb o DSb 6 

o ese - C5e o 05c 5 

o 96• 4 C6a o 06• 2 
2 B6b - C6b 1 Oéb 3 

o B6c - ce e z Dóc 3 

- Eje.'llplares perdidos. 
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TABLA 11 .- ANALISlS DE VARIANZA. Clasificación doble. muestras 
cmipuestas. 

T R A T A M l E N T o s 

1 2 3 4 5 6 

2 o o o o o 

o o 5 ' 1 2 

o 1 9 5 o o 

2 1 14 6 1 2 

4 o o o o o 
o o o 1 o 1 

1 o o 1 o 2 

5 o o 2 .O 3 

3 9 B o 1 2 
4 4 o 4 6 3 

5 o o o 5 3 

,z 13 B 4 12 s 

19 14 22 12 13 13 

I 

26 

10 

57 

93 
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TABLA 111 .- Cuadrado de los datos particulares. 

T R A T A .. l E " T o s 

1 2 3 • 5 6 
¿ 

• o o o o 1 o 
\' A o o 25 1 1 

1 

' 
A o 1 81 25 o o 

R 4 1 106 26 1 1 4 142 1 

l 1 

16 e o o o 1 o 
E ! 

e o o o 1 o 1 

o 1 o o 1 o • 
• 

17 o o 2 o 5 24 

o 

1 

9 l 81 6< o 1 4 

E o 16 16 o 16 36 9 

s 25 o o o 25 9 

50 97 64 16 62 22 310 

¿_ 71 98 no 44 63 31 476.5 
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TABLA IV .- Recupi laciOn de las sumas. 

T R A T A " 1 E N T o s 

1 2 3 4 5 6 
)t It2 

A 2 1 14 6 1 2 26 676 

X e 5 o o 2 o 3 'º 100 

o 12 13 8 • 12 8 57 3249 
~·--

l:::C 19 14 22 12 13 13 93 :.025 

z::: c2 361 196 494 144 169 169 1523 86,9 
--

A • 1 196 36 1 • 242 

(~X)2 e 25 o o 4 o 9 38 

o 144 169 6• 16 144 64 601 

¿ 173 170 260 56 145 77 SS1 

Ti\OLA \' Sumas ele las desv1ac1ones cuaoradas. 

VARlABJUDAD s o \'ALOR 

Te 8649 160.16 
5' 

2a 881 - 160.16 133.5 

'"2b 
3 

VAR 4025 169. 16 63.45 -
IS 

2c \' X Tr 133.5 - (53.45+9.06) 50.99 

3,5_3, - 133.5 192.84 

476.5 - 160.16 316.34 
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TABLA VI - Estimación ae l.n varianzas. 

52 
•t 

VARIABILIDAD s o e gI Fe si ,. sig 

VAR 63.45 2 31.72 538 3.31 5.36 tt 

E TRAT 9.06 5 1.81 0.31 2.52 3.68 -
Vx1 60.99 10 6.09 1.03 2.15 2.96 -

R 182.84 31 5.89 

1 316.34 48 

TABLA 'fll PRUEB.t DE DUNC~N. Medias muestrales. 

l P .. A. T A M I E N 1 O S 

~;i.~iEDA.DES , 2 3 4 5 1 6 

A 0.56 0.33 4.66 2.00 0.33 

1 

0.66 

e 1.66 º·ºº 0.00 D.66 D.00 LOU 

o 4 •.33 2.66 , . 33 4 2 .66 
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TABLA VIII.- PRUEBA DE OUNCAN. Rp 

ERROR 

Sx 

p 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

~ 
3 

0.87 

Q 

51 

2.89 

3.04 

3. 13 

3.20 

3.25 

3.29 

3.32 

3.35 
3.37 

3.39 

3.41 

3.42 

3.43 

3.44 

3.45 

3.45 

3.46 

0.87 

gl 

11 51 

3.89 2.51 
4.06 2.64 

4.17 2.72 
4.25 2.76 
4.31 2.82 

4.35 2.86 

4.41 2.88 
4.44 2.91 
4.46 2.93 
4.50 2.94 

4.53 2.96 

4.55 2.97 
4.57 2.96 

4.59 2.99 

4.60 3.00 

4.68 3.00 
4.63 3.01 

31 

Rp 

1'4 

3.38 

3.53 

3.62 

3.69 

3.74 

3.76 

3.83 

3.66 

3.69 

3.91 

3.94 

3.95 

3.97 

3.99 

4.00 

4.01 

4.02 
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TABLA IX.- Comparación de las medias. 

V VAR D DD DO A e D e A A C AA e e e 

A TRAT 2 15 36 4 , • 6 , 6 4 25 2 3 5 

R ][ 4.33 4 2.60 2 1.66 1.33 1 .66 .33 o 

AJ 4 .66 .33 .66 2 2.66 3 3.33 3.66 • 4.33 4.66 

02 4.33 .33 1 .67 2.33 2.67 3 3.33 3.67 4 4.33 

01 4 1.34 2 2.JJ 2.07 3 3.34 3.67 4 
05 

03 2.66 .66 1 1.33 1.66 2 2.33 2.66 06 

A4 2 .34 .67 1 1.34 1.67 2 

(1 1 .66 
1 

.33 .66 1 1 .33 1.66 

04 1.33 .33 .67 , 1.33 

C1 , .34 .67 1 

A1 

A6 .66 .33 .66 
C4 

A2 .33 .33 
AS 
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Porciento de Nitrogéno en suelo por asociactOn Bacteria - leguminosa. 

TABLA X .- Determinación inicial. 

Ala 0.13 Bla Q.13 e1a 0.13 01• 0.39 

A1b 0.13 Blb 0.26 e1b 0.13 Dlb 0.39 

Ale 0.13 Ble 0.13 e1e 0.13 Ole 0.26 

A2a 0.39 B2a 0.13 e2a 0.13 D2a 0.26 

A2b 0.13 B2b o.26 e2b 0.26 DZb 0.26 

A2e 0.13 B2e 0.26 e2e 0.19 D2e 0.39 

A3a 0.26 B3a 0.26 e3a 0.13 D3a 0.26 

A3b o.26 B3b 0.26 e3b 0.26 d3b 0.39 

A3e 0.13 B3c 0.39 e3e Q.13 D3e 0.39 

A4a 0.13 64• 0.26 e4a 0.26 D4a 0.26 

A4b 0.39 B4b 0.13 e4b 0.26 O<b 0.39 

Me - -- B4e 0.26 e4e 0.39 04c 0.39 

AS a 0.13 BSa 0.26 esa 0.26 osa 0.33 

ASb 0.13 BSb 0.26 eSb 0.26 OSb 0.39 

AS e 0.39 BSe 0.26 ese 0.26 ose 0.34 

A6a 0.26 B6a 0.13 e6a 0.26 D6a 0.41 

A6b 0.26 B6b 0.26 C6b 0.39 D6b 0.39 
A6e 0.26 B6e 0.39 e6e 0.39 06c 0.26 

A7a 0.13 B7a - -- C7a 0.39 D7a 0.26 
A7b o. 13 B?b - -- e?b 0.39 07b O.S2 
A7e 0.26 B7e - -- e7e 0.39 D7e 0.26 



Ata 

Atb 

Ate 

A2• 
A2b 

A2e 

AJ• 
A3b 
A3e 

A4a 

A4b 
A4c 

AS a 

ASb 

AS e 

A6a 

A6b 

A6c 

A7a 

A7b 

A7c 
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TABLA XI - Primera detenninaciOn experimental de N2 • despues de 

los primeros 45 d[as, en suelo. 

0.28 Bta 0.28 Cta 0.26 Ola D.26 

0.28 Btb 0.23 Ctb 0.26 Dtb 0.34 

0.28 Btc o. t5 Ctc 0.26 Die 0.26 

o. t5 B2a o. t5 C2a 0.4t 02• 0.26 

0.28 B2b 0.25 C2b 0.39 D2b 0.34 

0.28 B2e o. t5 C2c 0.34 D2c 0.39 

0.4t B3a 0.23 C3a 0.26 D3a 0.26 

0.28 B3b O. tS C3b 0.34 D3b 0.64 

o. t5 B3c O. tS C3e 0.26 D3c 0.44 

0.28 B4a 0.28 C4a 0.26 04a 0.39 

0.28 B4b 0.23 C4b 0.26 04b 0.39 

0.28 B4c 0.1S C4c 0.26 O<e o. 13 

0.28 B5a 0.28 esa 0.21 D5a 0.39 

0.28 B5b 0.28 CSb o. 18 D5b 0.39 

O. tS B5c 0.28 ese 0.26 D5c 0.39 

o. 15 B6a 0.21 C6a 0.26 D6a 0.39 

o. t5 B6b 0.26 C6b 0.34 06b 0.39 

0.1S B6e 0.13 C6c 0.34 D6c 0.34 

0.1S B7a o. 13 C7a 0.34 D7a 0.39 

0.23 B7b 0.26 C7b 0.34 D7b 0.39 

0.28 B7c 0.26 C7c O.te D7c 0.64 



A1a 

A1b 

Ale 

A2a 

A2b 

A2e 

A3a 

A3b 

A3c 

A4a 

A4b 

A4e 

AS a 

ASb 

AS e 

A6a 

A6b 

A6c 

A7a 

A7b 

A7c 

- 89 -

TABLA XII - Segunda determinación experimental de N2 en suelo, 

realizada a los 90 dlas. 

0.21 81a 0.26 C1a - -- 01• 

0.26 81b 0.13 C1b 0.21 01b 

0.39 Ble 0.13 C1e 0.13 01e 

0.26 82• - -- C2a O. 13 02• 
0.31 B2b - -- C2b 0.26 02b 

0.21 82e O. 13 e2e 0.13 02c 

0.26 83• - -- e3a 0.21 03• 

0.77 83b - -- e3b 0.13 03b 

0.26 B3c o. 13 e3c o.os 03c 

- -- 84a O.SI e4a o.os 04a 

0.39 84b 0.31 e4b 0.21 04b 

0.39 B4c 0.31 e4e o.os D4c 

0.39 8S• - -- esa 0.21 osa 

0.13 8Sb - -- eSb 0.21 OSb 

- -- BSc - -- ese o.os ose 

0.13 86a 0.26 e6a 0.21 D6a 

0.26 86b - -- e6b O. 13 D6b 

0.21 B6c - -- e6c 0.21 D6c 

- -- 87• - -- e7a o.os 07a 

0.26 87b - -- e7b 0.21 07b 

0.26 B7c - -- e1c o.os 07e 

0.34 

0.26 

0.39 

0.39 

0.21 

0.26 

0.13 

- --
0.01 

0.39 

0.23 

0.21 

o.os 

0.02 

- --

0.26 

0.90 

0.26 

0.07 

0.04 

0.07 



Ala 

Alb 
Ale 

Al.a 

Al.b 

Al.e 

A3a 

A3b 

A3c 

A4• 

A4b 

A4c 

AS a 

ASb 

AS e 

A6a 

A5b 

A6c 

A7c 

A7b 

A7c 
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TABLA x.tll .- Tercera determinación experimental de N2 en suelo. 
al final del tiempo experimental ( 135 d1as). 

0.02 B1a 0.2B C1a 0.07 D1a 

0.02 Blb - -- C1b o.o- D1b 
0.02 B1c 0.14 C1c 0.14 D1c 

0.13 B2a 0.07 C2a 0.14 02• 
0.21 B2b - -- C2b 0.13 D2b 
9.21 B2c 0.21 C2c 0.14 D2c 

O.OB B3a - -- • C3a 0.11 03• 
0.02 B3b - -- • C3b 0.03 D3b 

o.o- B3c 0.14 C3c 0.13 03c 

o.o- B4a - -- C4a 0.27 04a 

o.o- B4b 0.14 C4b 0.14 D4b 

O.O- B4c - -- . C4c 0.26 04c 

o.o- B5a - -- esa 0.07 OS a 

0.11 BSb - -- CSb O.O- DSb 
D. 14 BSc - -- * ese 0.06 ose 

0.3S B6a o.o- C6a o. 13 06• 
0.28 B6b - -- C6b 0.13 06b 

• 0.33 B6c - -- C6c 0.21 D6c 

0.1~ B7a - -- C7a - -- 07• 

- -- B7b - -- C7b - -- D7b 

- -- B7c - -- C7c 0.14 D7c 

• Datos recuperados estad1sticamente. Ostle. 1965. ANEXO 9 

l- --) Unidades experimentales no recupera~les. 

0.14 

o. 14 

o.o-

0.07 

o. 14 

0.11 

0.14 

0.21 

0.21 

O.OB 

0.14 

0.14 

o. 14 

0.11 
0.28 

0.2B 

0.2S 
0.10 

0.21 

o. 14 

o.o-
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s D 

I: 

- 91 -

TABLA. XIV - A.NA.LISIS DE VARIA.NZ.A.. ClasificaciOn doble. muestras 
compuestas. Datos particulares. 

e E. p A s 

1 2 3 4 5 6 

0.11 0.26 0.18 D.13 0.13 -0.09 

D. 11 -0.08 0.24 0.39 0.02 -0.02 

0.11 -0.08 0.13 O.DO 0.25 -0.07 

0.33 0.1 0.55 0.52 0.40 -0.18 

0.06 -0.01 -0.02 -0.01 0.19 0.13 

0.13 0.01 0.23 0.12 0.26 0.21 

-0.01 -0.04 o.oo 0.13 0.20 0.13 

0.18 o.os 0.21 0.24 0.65 0.47 

0.25 0.19 0.12 0.18 0.25 0.13 

0.25 0.12 0.18 0.25 0.28 0.14 

0.11 0.28 0.18 0.25 0.05 0.16 

0.76 0.59 0.48 0.68 0.59 0.43 

1.27 0.74 t.2.e L.!~ 1.5< 0.72 

r 

1.72 

1.72 

3.38 

7 .05 
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TABLA X\' Cuadrado de los datos particulares. 

0.01 º·º' 0.03 0.02 0.2 0.008 

0.01 0.006 0.06 0.15 0.0004 O .OOJ! 

0.01 0.006 0.01 º·ºº 0.06 o.oo~ 

0.04 0.08 0.1 o. 19 0.08 0.01 o.so 

0.004 0.0001 0.00004 0.0001 º·º' 0.1 

0.02 0.01 0.05 0.01 0.07 0.04 
o 0.0001 0.002 0.00 0.02 0.04 0.02 

0.02 0.01 o.os 0.03 0.14 o.os 0.31 

0.06 o.o.: 0.01 0.03 0.06 0.02 

0.06 0.01 0.03 0.06 º·ºª 0.02 

0.01 o.os C.03 0.06 0.003 o.oz 

0.14 0.13 0.07 0.16 G. ~ 6 0.05 0.72 

0.2 0.22 0.22 0.3S 0.39 0.15 1.5.5 
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TABLA X\'J l I .. - Estimación de las varianzas. 

VARIAVILJDADI s D e gl 52 Fe Ft 
5\ ,,, sig 

VAR o. 115 2 0.057 6.26 3.32 5.39 .... 
E TRT 0.077 5 0.0154 1.69 2.53 3.70 -

V X T o. 154 10 D.01S- 1.69 2.10 2.98 -

R D.28' 31 0.0091 

T 0.63 53 

TABLA XIX.- PRUEBA DE DUNCAN. Medias mÜestrales. 

T R A T A M I E N T D s l 
VARIEDAD 1 2 3 A 5 6 

A o. 11 D.3 D. 183 o. 173 o. 133 O.D6 

e D.06 0.016 O.D7 0.24 o. 166 o. 156 

D o .253 o. 196 o. 16 0.226 o. 16 J.143 
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TABLA XX.- PRUEBA DE DUNCAN. R~ 

ERROR 

Sx 

p 

2 
3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 
13 

14 

15 

16 

17 

18 

0.0091 

3 

0.055 

Q 

51 

2.89 

3.04 

3.13 

3.20 

3.25 

3.29 

3.32 

3.35 

3.37 

3.39 
3.41 

3.42 
3.43 

3.44 

3.45 

3.45 

3.46 

0.055 

111 si 

3.89 0.15 

4.06 0.16 

4.17 0.17 

4.25 0.17 

4.31 0.17 

4.31 o. 1B 

4.41 0.18 

4.44 0.18 

4.4B 0.18 

4.50 0.18 

4.53 0.18 

4.55 0.18 

4.57 0.18 

4.59 0.18 

4.60 0.18 

4.62 0.18 

4.63 0.19 

gl 31 

Rp 

111 

0.16 

0.22 

0.22 

0.23 

0.23 
0.24 

0.24 

0.24 

0.24 

0.24 

0.24 

0.25 
0.25 

0.25 

0.25 

0.25 

0.25 
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lABLA XXI.- Comparación de las medias. 

VAR O O A e o lo 1 A 1 r. ' e 
TRT 4 25 3 ! 4 : 53 !6 16 1 5 61 

1[ .2• .22 .1S • ia : • 17 i. 16 i .15 
1 
. ,. ¡ . 13 1 .11 ! ·º' .íl6 .01:) 

i 

01 .25 .01 .02 .05 .07 .08 \ .09 ! .09 1 .11 ! .12 . " . 19 , 19 .237 

C4 .14 .01 .üS .06 .08 .06 ' .09 1 . 11 .13 .13 . " .18 ,, 
04 .22 .03 .04 .05 .06 ' .07 ! .08 ' .09 .11 • 15 .16 .21 

02 • 19 .01 1 .02 .03 .04 ' .05 1 .06 .os .12 .1~ .18 05 1 ' 
A3 • 18 .01 .023 .02 i 

' 
.04 1 .05 : .07 

_,., 
.12 . 15 

A4 .17 l .01 .01 1 .03 1 .o~ ¡ .06 • 1(1 .11 1 .15 

es .16 03 .oo~ ! .01 ! .03 ! .os .09 .10 . ,. 
·º' 1 .02 

1. ' C6 .15 .04 .08 I ·"' . ·~ 
06 .143 : .01 .033 .07 ¡ ·ºª ' • ':2 

AS .13 .02 .06 .o: 1 . , ~ 
A1 .11 ·º' ¡.os ,.M 
CJ .07 .01 1 .05 

A6 ! .O! C1 .06 ,__, 
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Porciento de Nitrógeno en tallos y hcjas por asodac16n Bacteria­
Leguminosa. 

TABLA XKI JI 

3.•o 
3.04 

3.2S 

3.75 

3.37 

3.37 

3.12 

3.0S 

3.72 

3.74 

o. 19 

4.08 

3.49 

3.54 

6.28 

2.91 

3.44 

8.12 

3.27 

3.72 

3.50 

Datos del porciento de N2 en tal los y hojas despue!:. -
de 13S dlas. 

Cla 3.22 Ola 6.S3 
Clb 4.92 Olb 6.00 
Cle • 3.87 Ole 3.92 

C2a 4.10 02• S.60 
C2b 5.32 02b S.60 
C2e 4.20 02e 6.28 

C3a • 2.70 03a 5.94 

C3b • 3.60 03b 4.6S 
.C3e 3.78 03e 7 .70 

C4a 4.20 04a 4.76 
C4b 4.10 04b 3.92 
C4e • 3.96 04e 4.48 

esa 4.20 osa S.04 
CSb • 2.24 OSb 5.04 
ese • 2.81 ose S.60 

C6a 4.00 06a 5.60 
C6b 4.38 06b 4 .20 

C6e 3. 78 06e 6.53 

C7a - -- 07a 5.86 

C7b - -- 07b 3.6• 

C7e 3.64 07e 6.72 

• Datos recuperados estaatsticamente. Ostle, 1965. ANEXO 9 
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T.ti.BLA UlV .- AW:1'LJS15 OE VARIANZI\. Cl~siftCo!!C'16n ,joble. ni.uestrH 

compuestas. Oat.os pZirticuh:res. 

T R A T A ~ 1 E ., 1 o s 

1 2 3 • 5 6 
¿_ 

3.40 J.75 3. 12 3. 74 3.(9 2.91 

3.04 3.37 3.05 0.19 J.5' 3.U 

3.25 3.37 3.72 •.os 6.28 8.12 

9.69 10.49 9.89 8.01 13.31 ULl.7 65.86 

3.ZZ •.1 2.70 •.zo •.20 •.o 
4.92 5.32 3.60 •.1 2.2• 4.38 

3.82 •.zo 3.78 3.96 2.61 3.76 

".96 13.62 10.08 12.26 9.25 12. 16 69.33 

6.53 4.76 5.94 4.76 5.04 5.60 

6.00 5.60 4.66 3.92 5.04 .: .. 20 

3.92 6.26 7 .70 4.48 5.60 6.53 

16.45 16.64 16.30 13. 16 15.56 16.33 97.00 

38. '° eQ.75 36.19 33.<3 36.2• •2.% 232 
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TABLA XXV .- Cuadrt:dos cte los :!etos partic:uleres. 

T R A T • M l E N T o s 

1 2 3 4 5 6 

, , .56 14.06 9.73 13.99 12. 18 6.•1 

V A 9.24 11.36 9.30 0.036 12.53 11.83 

A 10.56 11.36 13.84 16.65 39.l.4 65.93 

• 21.36 36.77 32.87 30.67 64.15 B6.2l. 278.0S 
l 

E 10.37 16.81 7 .29 17.64 17 .6& 16.00 

e 2A.21 28.30 12.96 16.81 5.01 19. IB 

D 14.59 17.64 14.28 15.68 7 .89 1'.29 

A 
49.17 62. 75 34.53 50.13 30.54 49.47 276.59 

D 

E 42.64 22.66 35.28 22.66 25.AD 31.36 

D 36.00 31.36 21. 71 15.37 25.40 17 .6• 

s 15.37 39.44 59.29 20.07 33.36 42.64 

94.00 93.•6 116.29 58.09 82.16 91.64 535.SL 

1s.e.s3 192.88 183.69 138.89 176.85 227 .35 1087 .24 
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TABL,; XXYJil.- Estimación de les varianzas. 

Ft 
VAR!AB!LIOAO s o e gl 52 Fe si I~ s 1 g 

VAR 32.36 2 16. 18 11.39 3.33 5.42 +++ 

E TRT 1.19 5 0.23 0.16 2.5• 3. 73 -
VxT 13.94 10 1.39 0.97 2.18 3.00 -

R 41 .47 29 1 .(2 

T 88.87 46 

TABLA XXIX.- PRUEBA OE OUNCAN.Nedias muesvales. 

T R A T A M 1 E H T o s 

VARIEDADES 1 2 3 4 1 5 6 
1 

A 3.23 3.49 3.29 2.67 

1 

4.43 4.82 

e 3.98 4.54 3.36 4.08 3.08 4.05 

o 5.48 5.54 6. 1 4.38 1 5.22 5.4.:! 
-
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TAOLA XXX.- PRUEBA DE OUHCAN. Rp 

ERROR 0.69 

Sx 0.69 gl 31 

Q Rp 

p 57. 11 5: n 

2 2.89 3.89 1.58 2.68 

3 3.04 4.06 2.09 2.80 

4 3.13 4.17 2.15 2.88 

5 3.20 4 .25 2.20 2.93 

6 6.25 4 .31 2.24 2.97 

7 3.29 4 .37 2 .27 3 .CI 

8 3.32 4 .41 2.29 3.04 

9 3.35 4.44 2.31 1 3.04 

10 3.37 4.48 2.32 3.09 

11 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. 14 

14 3.43 4.57 2.36 3.15 

15 3~44 4.59 2.37 3.16 

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 



M 
o 

TABLA XXXI.- Compar•clón de las medias. 

v VAR O o o o A e A o e 
A TRI 2 1 6 5 6 2 5 4 4 

R y 5.54 5.48 5.44 6.2 4.8 4.5 4.43 4.3! 4.08 

03 6.1 .56 .68 .67 .ea 1.2 1.5 1.67 1.72 2.02 

02 5.54 .06 .1 .32 .72 1.0 1.11 1.16 1.46 - ,__ 
,_Q! ~ .04 .26 .66 .94 1.05 1.1 1.4 

~ ,§.:.1.4 .22 .62 .9 1.01 1.06 1.36 

....Q? .E? .4 .68 .79 .84 1.14 

...M ~ .28 .39 .44 .74 

C4 4.54 ,_ >--
.11 .16 .46 

~ ~ .05 .35 

04 4.38 .3 ,_ >--
C4 4 .08 

IC6 ITs 
'-->--

CI 3.98 ,_ ,__ 
A2 3.49 

'TJ >--
3.36 ,__ ,____ 

Al 3.29 

'AT 3.23 ,_ 
~ 

es 3.0a ,__.___ 

e e A e A A e A 

6 1 2 l l 1 5 4 

4.05 3.9! 3.49 l.36 3.2! 3.33 3.08 2.67 

2.05 2.12 2.61 2.74 2.H4 2.87 3.02 3.43 

1.49 1.56 2.05 2.18 2.25 2.31 2.46 2.87 

1.43 1.5 1.99 2.12 2.1 1 2.25 2.4 2.81 

1.39 1.46 1.95 2.08 2.1! 2.21 2.36 2.77 

1.17 1.24 1.73 1.86 1.93 1.99 2.14 2.55 

.77 .84 1.33 1.46 1.5 1.59 1.74 2.15 

.49 .56 1.05 1.18 1.25 1.31 1.46 1.87 

;is .45 .94 1.07 1.14 1.2 1.35 1.76 

.33 .4 .89 1.02 1.0~ 1.15 1.3 1.71 

.03 .6 .59 .72 .79 .85 1.0 1.41 

.07 .56 .69 .77 .82 .97 1.38 

1 .49 .62 .69 .75 .9 1.31 

.13 .2 .26 .41 .82 

.07 .13 .34 .69 

.06 .21 .62 

• 15 .56 
.41 -



TABLA XXXI.- Comparación de las medias. 

V VAR o o o o A e A o e e e A e A A e A 

A TRT 2 1 6 5 6 2 5 4 4 6 1 2 3 3 1 5 4 

R '{ 5.54 5.48 5.44 5.2< 4.8: 4.5• 4.43 4.38 4.08 4.05 3.91! 3.49 3.36 3.29 3.33 3.08 2.67 

03 6. 1 .56 .68 .67 .88 1.2! 1.5E 1.67 1.72 2.02 2.05 2.12 2.61 2. 74 2.114 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 
r--,___ 
i-B..!. ~ .04 .26 .66 .94 1.05 1.1 1.4 1.43 1.5 1.99 2. 12 2. 19 2.25 2.4 2.81 

.....!1§. ~ .22 .62 .9 1.01 1.06 1.36 1.39 1.46 1.95 2.08 2.15 2.21 2.36 2.77 

~ .2:B. .4 .68 .79 .84 1.14 1.17 1.24 1.73 1.86 1.93 1.99 2.14 2.55 

2§. ~ .28 .39 .44 .74 .77 .84 1.33 1.46 1.53 1.59 1.74 2.15 

C4 4.54 .11 • 16 .46 .49 .55 1.05 1.18 1.25 1.31 1.46 1.87 - ..__ 
AS 4.0 .05 .35 ;38 .45 .94 1.07 1.14 1.2 1,35 1.76 - ,___ 
04 4.38 .3 .33 ·' .89 1.02 1.09 1.15 1.3 1.71 

C4 
..__ 
4,08 .03 .6 .59 .72 .79 .85 1.0 1.41 

.:!! ~ .07 .56 .69 .77 .82 .97 1.38 

CI 3.98 ' .49 .62 .69 .75 .9 1.31 - -A2 3.49 .13 .2 .26 .41 .82 
C3 -3.36 .07 .13 .34 .69 ..__ -A3 3.29 .06 .21 .62 

Al 3.23 .15 .56 

es 3.08 .41 
~ 
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8.- Clasificación de Suelos en baise a 1 de Nitrógeno total. 
(Método Kjeldhal - Gunn!ng) 

• Instituto Nacional de Investigaciones -.grtcolas. s. A. R. H. 
Departamento de Suelos .. cit .. Miramontes, 1978. 

CLASIFICACION ' N2 

Extremadamente pobre Menor de o. 032 

Pobre 0.032 u.063 

Med ion amente µobre 0.064 0.095 

Mediano 0.096 o. 126 

Medianamente Rico o. 127 o. 158 

Rico o. 159 0.22; 

Extremadamente Rico Mayor de 0.221 
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9.- RecuperaciOn estadlstlca de datas experimentales. 

osue, 1965. 

Los datos fe.ltantes en un diseno eir;perimental. como consecuencia­
de alteraciones ajenas al propio dlseflo. pueden obt~nerse de la siguie!!. 

te ecuaciOn: 

M,.. t T + b B -

(T - 1) ( b - 1 l 

Donde: 

t • N•. de tratamientos 

b = N•. de bloques 

T = Sumatoria de observaciones ccn el mismo tratamiento como la 
observaciOn faltante .. 

B = Sumat.orla de las observaciones en el mismo bloque como la -
observaclOn faltante. 

S = Sume. de todas las observaciones reales. 

Se deben reducir los grados de libertad asociadas tanto con 

el error experimental como con el tot-31 en l. 
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X.- APENOIC~ 1 

Ala 

Mb 

Ale 

A2a 

A2b 

A2c 

Ala 

A3b 

Ale 

A4a 

A4b 
A4e 

AS a 
A5b 

AS e 

A6a 
A6b 
A6c 

I:+ 

Porciento de Prote1na en tal los y hOJas. 

21.25 C1a 20.12 Ola •.81 

19.00 Clb 30.75 Olb 37 .so 
20.31 Cle 24.18 Ole z•.so 

23.43 C2a 25.62 02• 35.00 

21.06 C2b 33.25 D2b 35.00 

21.06 C2e 26.25 DZc 39.25 

19.5 C3a 16.87 D3a 37. 12 
' 

19.06 C3b 22.50 D3b 29.00 

23.25 C3c 23.62 D3c 48. 12 

23.37 C4a 26.25 CAa 29. 75 
1. 18 C4b 25.62 04b 24.50 
25.50 e•c 24. 75 D4c 2e.oo 

21.81 esa 26.25 D5o 31 .so 
22. 12 eso 14.00 D5tl 37 .50 
39.25 ese 17.56 ose 35-0J 

18.\S C6a 25.00 06• 

1 

35.00 
21.50 C6b 27.37 Dób 26.25 
B0.75 C6c 26.68 D6c 'º-ª' 
21.68 24-09 •3.00 

?ara estimar el contenido ce prot.eine de una mues:r=. se multi;:l i­
ca el valor de nitrógeno por 6.Z5 (F~ctor de ::2 ~ que: :>i-;n1f!c~ aue c?:1a 
unidad de nitrógeno esta contenida en 6.25 unidades :l~ ;.r:ite:in.3 .. sosa. 
1981. 
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APENO 1 CE 2 

Resultados de an&l is is Flsicos y Oulmicos del suelo 

del 6rea de e5.tudlo. Gonz6lez y Urrleta 1986. 

PARAPIETRDS CUANTIFICADOS RESULTADOS 

Textura 

pH 

a) P. Saturaci6n 

b) 1 : 1 

Materia Organos 

c. l. c. 

H i trOgeno total 

Mg++ 

Arena 35.64 i 

Limo 14.20 ' 

Arcilla 49. 15 ' 

ARCILLOSO 

6.B 

6.0 

3.05 ' 

11.96 meq/100 g de suelo 

0.57 ' 

8.45 meq/100 g 

4.60 meQ/100 g 
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