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RESUMEN 

El presente trabajo tuvo como objetivos: 1) Evaluar 39 

cepas efectivas de Rhi2obitJnt letrwninosarum. biovar phaseol.i 

por su capacidad competitiva frente a la cepa patrón CP 

1631000 12ooest/esp, la cual es altamente competitiva pero 

inefectiva, al inocular plantas de frijol Bayo Zacatecas en 

proporción 1:1 <cepa patrón: cepa problema) y 2) Estudiar el 

comportamiento en suelo no esterilizado de la mejor cepa 

seleccionada por su habilidad competitiva frente a cepas 

nativas de Rhizobium bajo diferentes dosis de fertilización 

nitrogenada <O, 2ú, 40, 60 y 80 ppm de N> y fosfatada (0 y 

40 ppm de P>. Ambos experimentos se llevaron a cabo bajo 

condiciones de invernadero can un dise~a experimental 

completamente al a=ar. En el primer ensayo se utilizaron 

vasos de unicel con una capacidad de 1 Kg de tezontle fino 

estéril. En el segundo, se usaron macetas con capacidad de 4 

Kg de suelo. Se encontró que 15 cepas formaron más del 50% 

de los nódulos totales de la planta, siendo la CPMEX155 la 



única que logró desplazar completamente a la cepa patrón al 

formar el 100% de éstos. Dichas cepas formaron la mayor 

cantidad de nódulos rojos (de 967 a 51.67 nódulos rojos por 

2 plantas>, esto se vio reflejado en los valores m~s altos 

de peso seco de la parte aérea <de 2.413 a 1.797 g por 2 

plantas>. Para el experimento en suelo se empleó la cepa 

CPMEX155u:)O()kan <resistente a 1000 µg de kanamic:ina), que 

fue inoculada junto con la cepa CP163,000 12cx:.est/esp en una 

proporción 1:1. Los resultados mAs sobresalientes se 

obtuvieron cuando se aplicaran 40 ppm de P + O ppm de N + la 

inoculación con ambos mutantes, en donde las cepas 

CPMEX155,000kan, patrón y nativas formaron el 48.96, 8.34 y 

42.7'l. de los nódulos, respectivamente, en las plantas de 

frijol Bayo Zacatecas. La selección de cepas por su 

capacidad competitiva es una herramienta adicional que ayuda 

a determinar si una cepa puede ser recomendada como un buen 

inoculante; sin embargo, es necesario corroborar su 

camportamiento en suelo no esterilizado o en condiciones de 

campo. 



1 NTRODUCCI ÓN 

La producción de frijol tPhaseolus ~ul6aris L. ) 

actualmente no satisface las necesidades de la población 

mundial, esto es mas marcado en los paises del tercer mundo, 

entre ellos Mé:<ico. En nuestro pais, la mayor parte de las 

dreas cultivadas con esta leguminosa se -localizan en 

regiones que presentan precipitaciones escasas, y suelos con 

bajos contenidos de nitrógeno; as1, ambos factores son 

considerados como los principales limitantes en el 

rendimiento de este cultivo. 

La simbiosis Rhizobt:\UTl-leguminosa es factible de 

utilizarse coma una alternativa en la producción de frijol, 

para lograr aumentos en el rendimiento del cultivo. As1, 

debe ! levarse a cabo la selección de cepas de Rhi.zobi.unL para 

obtener un buen inoculante. Entre los criteri.os m:S.s 

importantes que se han tomado como base para este fin son: 

una alta capacidad de fijar nitrógeno (efectividad), 



habilidad competitiva para la formaciOn de los nódulos, la 

cual debe ser superior a la de las cepas nativas del suelo y 

la persistencia en el suelo, tanto en presencia como en 

ausencia de su hospedero. lo que implica que deben estar 

adaptadas a las condiciones bióticas y abióticas del suelo. 

Se han introducída cepas de Rhizobiwn. para comparar su 

habilidad competitiva en la formación de nódulos, ya que la 

competencia por los sitios de infecci6n es una limitante en 

la mayorla de los casas en que se pretende aumentar el 

rendimiento del cultivo, debido a que el suelo contiene 

rizobias nativas altamente competitivas pero ine~icientes. 

Se han desarrollado diferentes técnicas para la 

identificación de cepas de Rhizob(~m que son introducidas en 

suelos que contienen rizobias nativas. Entre las mAs 

utilizadas se pueden mencionar las tecnícas serológicas 

<aqlutinacíón, inmunodi~usión, inmunofluorescencia y el 

inmunoensayo enzimAtico ELISA) y las técnicas de resistencia 

a antibióticos (inducida e intrinseca). 

El presente trabajo tuvo como objetivo seleccionar 

cepas de Rhi2obí~~ ledtuninosarum biovar phaseoti lde 

efectividad y sobrevivencia probada) por su 

competítiva en la formación de nódulos, a 

1nvernadero. 

habilidad 

nivel de 



REVISIÓN BI BLI OGRÁFI CA 

Frijol Comun <Phaseotus vu!dart'.s L. l. 

El frijol comán <P. vutdar(s L.) es una leguminosa 

cultivada frecuentemente en la mayoría de las áreas 

agricolas del mundo, siendo un producto alimenticio primario 

para la mayor parte de la población de los paises del tercer 

mundo, especialmente los de América Latina <Bazan, 1975; 

Pinchinal, 1977>; la producción de frijol en estas áreas es, 

por lo general, más baja que la producción potencial <FAO, 

1980; Hernáradez-Bravo, 1973, Gf"a.ham, 1978>. 

El frijol común, adem~s, es un producto importante 

económicamente, por lo que está clas1ficado directamente 

después de la saya y el cacahuate en la producción de granos 

de leguminosas a nivel mundial (F40, 19801. 

En México, de los 10 primeros cultivos, el frijol 

ocupa el segundo lugar en superficie cultivada. En 1980, se 



sembraron un total de 1 1 763,347 ha, representando esta 

cantidad el 7BY. más que en 1979 <Banco de México, 1982). En 

tanto que en 1985, la superficie cultivada con frijol solo y 

asociado fue de 2,100,047 ha, de las cuales 1,950,630 ha se 

encuentran bajo condiciones de temporal <Dirección General 

de Política y Desarrollo Agropecuario y Forestal, 19Bbl. 

Asl, mAs de la mitad de esta superficie se encuentra en 

=onas áridas y semiAridas (precipitaciones escasas>, ademAs 

de que los suelos presentan bajas contenidos de nitróqeno, 

considerandoseles, por lo tanto, como las principales 

factores limitantes que influyen en el rendimiento de este 

cultivo, que es alrededor de 500 kg/ha (Almaraz, 1988>. 

Hábitos de Crecimiento. 

En M~~ico se encuentran de 50 a 70 especies del género 

Phaseolus. Dentro de éstas, las mAs importantes son 

P. tuna tus y P. 

ucutu/ol.1.'.us <Herr1.lodez et al..,. 1979)., Dichas especies est.á.n 

representadas por di~erentes variedades que se han 

clasificado de acuerdo a su habito de crecimiento, el cual 

se refíere a la presentación de la planta en el espacio como 

una consecuencia de su crecimiento, que a su vez es el 

result~do de la interacción entre caracteres internos mAs 

constantes (genotipos> y los ~actores externos que var1an en 
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el tiempo y en el espacio <Kohashi-Shibata, 1990). El frijol 

c:omún <P. vul6al"is L.>,. con base en su hábito de 

crecimiento, se ha clasificado en cuatro grandes grupos <I, 

11,. III <a, by e> y IV>, de los cuales~ el primero presenta 

un hábito de crecimiento determinado,. el segunda 

semideterminado y a los restantes se les ha clasificado como 

de h~bito de crecimiento indeterminado <Solórzano, 1982J. 

Rhi2obium. 

Las bacterias del género Rhi2abium son bacilos 

Gram-negativos y no esparulantes, que miden de O.S a 0.9 

micras de ancho y de 1.2 a 3.0 micras de largo. Los 

representantes de este género son t1picamente móviles y 

utilizan algunos carbohidratos acumulados y a veces ácidos, 

pero nunca gases. Frecuentemente contienen gr~nulos de 

poly-~-hidraxibutirato, los cuales se refractan bajo el 

microscopio de contraste de fases. La temperatura óptima de 

crecimiento es de 25 a 30°C a pH que varia entre 6 y 7 

(Soma.segaran y Hoben, 1985). 

Tiene la capacidad de coloni=ar los pelos radicales de 

las leguminosas y formar estructuras denominadas nódulos, en 

donde se lleva a cabo la transformación del nitr6geno 

atmosférico <Nz> en amonio <Ntt.~) por la accíon de la enzima 

nitrogenasa. Por medio de esta asociación simbiótica se f íja 



la mayor cantidad de N2 (Ale><arader:ii 1980; Jordara y Allen, 

1975; López, 1982>. 

Seleccidn de Cepas de Rhizobl'. um. 

La selección de cepas para su uso como ínoculante en 

estudias a nivel de invernadero o de campo, as! coma para 

escala comercial, es de primordial importancia, ya que cada 

cepa de Rhl2abiwn se comporta de diferente manera en un 

ambiente determinado. Se han propuesto algunos criterios 

<Dale, 1976; Bur·t.on, 1979> que pueden ser útiles para llevar 

a cabo la selección de cepas: 

i) Deben formar nódulos capaces de fijar nitrógeno en 

la planta hospedero proporcionando de esta manera un 

suministro adecuado de nitrógeno. 

ii> Tíenen que ser competitivas para la colonización 

de los pelos radicales y nodular en presencia de otras cepas 

de P..hizobiurr~ altamente infectivas <nativas o introducidas). 

Lii) La nodulacion debe presentarse en un amplio rango 

de temperatura bajo el cual la planta tiene un buen 

desarrollo. 

itJ) La cepa de RJ1í2óbiu.m. debe ser capaz de crecer bien 

en el medio de cultivo, en el medie de soporte seleccionado 

y en el suelo después de sembrada la semilla. 

u) La rizobia debe ser capa2 de sobreviv~r en el suela 
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de una estación a otra. 

Competencia de Rh.izobium, 

La competencia es el fenómeno en el cual un organismo 

es indirectamente perjudicial para otro, por tener demandas 

similares de las recursos del ambiente (Oaubenmire, 1968). 

Dentro de una comunidad la competencia ocurre entre los 

individuos de la misma o de diferente especie, siempre que 

los mismos requerimientos empleados por las poblaciones 

estén disponibles en cantidades insuficientes para abastecer 

todas las demandas adecuadamente. La introducción de nuevas 

especies en una comunidad por el hombre u otro agente, por 

lo general es un fracaso, debido a que dichos organismos no 

pueden contrarrestar la habilidad competitiva de las 

especies naturales, las cuales se encuentran adaptadas a su 

medio. Sin embargo, en algunas ocasiones los nuevos 

organismos pueden establecerse como parte de la comunidad, 

aunque frecuentemente producen algunos cambios que pueden 

ser favorables para esa comunidad <Oosling, 1956). 

La competencia por los sitios de infección en las 

leguminosas es usualmente medida al comparar la habilidad de 

cepas de Rhizobium introducidas en la formación de nódulos 

en el hospedero respectivo. Esto implica que la competencia 

est~ limitada por los eventos que se presentan fuera del 
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microsimbionte y del hu~sped. Sin embargo, se sabe que el 

genoma de la rizobia contribuye sustancialmente en la 

competencia y que también los factores ecológicos afectan 

directamente a la rizobia y al crecimiento de la planta 

(Oówling y Broughlon. 1986>. 

La mayoria de las semillas de leguminosas inoculadas 

son sembradas en suelos que contienen poblaciones 

establecidas de Rhi2obium, en algunos casos se ha reportado 

que la cepa introducida induce la formación de la mayorla de 

los nódulos en el primer aNo, pero que desaparece 

proqresivamente y es reemplazada por las rizobias nativas en 

anos sucesivos <Oudman y Brockwell, 1968; Roughley et al., 

1976; Je-rasen van Rensbur9 y Str·ljdom. 1982) .. 

Los suelos frecuentemente contienen rizobias que son 

altamente competitivas, más que aquél las que son 

introducidas como inoculante <K~emér y Pelerson, 1983). 

Dialloff y Langford ( 1975> y Var> der Merwe et al. ( 1974)' 

usando cepas de Rhi2obium. que nodulan cacahuate <Arachis 

h-:ypó,gaea). seleccionadas en presencia de poblaciones altas 

de rizobias nativas. fracasaron en su intento de incrementar 

la producción. Nelson et al. C1978> aplicaron inoculantes 

comerciales de soya CGl.ycine m.a~ L. Her-r.), y no lograron 

aumentar la producci<)n de semillas en suelos donde se 

cultivaba rutinariamente la soya .. Estos resultados indican 

que las rizobias nativas pueden ser inefectivas en la 
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fijación del nitrógeno atmosférico tN2> y presentar la 

caracteristica de ser altamente competitivas (Kremer y 

Peterson, 1983; Marlensson et al., 1987). También Guar et 

al. (1974) reportaron un rendimiento bajo en cacahuate en la 

India, lo cual atribuyeron a la presencia de una población 

alta de rizobias inefectivas del grupo '"cowpea~• en el suelo. 

En general, no se ha logrado obtener aumento en el 

rendimiento del cacahuate, debido principalmente a la pobre 

habil-idad competitiva de las rizobias introducidas con 

respecto a las nativas. A las rizabias nativas se les puede 

considerar como una barrera para la introducción exitosa de 

cepas que nodulen satisfactoriamente, por lo que se requiere 

de mA.s conocimientos acerca de la naturaleza de la población 

nativa de Rh.Lzoblwn, de los factores que afectan su 

distribución y dinAmica, y de su papel en la competencia con 

las cepas introducidas, adem~s de su persistencia en el 

suelo <Bromfield et al., 1986). 

Un objetivo en la investigación de la inoculación es 

la selección de cepas altamente efectivas de rizobias para 

una leguminosa particular. Tales cepas deben ser capaces de 

establecerse en la rizosfera y competir satisfactoriamente 

por los sitios de infección con las rizobias nativas del 

suelo, las cuales también incluyen cepas inefectivas y 

altamente competitivas <May y Bohlool, 1983). De ah1 QUe la 

competencia entre cepas de Rhiz.obium. par la nodulaci6n de su 
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hospedero sea un aspecto muy importante en la ecologia de 

las bacterias que forman los nódulos en la raiz. Esto puede 

ser también de gran interés agronómico, sobre todo en 

regiones donde la inoculación con cepas altamente efectivas 

no produce aumentos en el rendimiento del cultivo <Ham ~t 

al. , 1971; Kvien et al., 1981 >. La inoculac:i.6n en suelas que 

contienen poblaciones de rizabias nativas no ha dado 

resultados satisfactorios en la mayor1a de los casos, es 

decir, la cepa introducida s6lo ha formado una proporción 

muy pequeNa de los nódulos !Roughley et al., 1976; Vincent, 

1975>, por lo que se hace necesario seleccionar cepas de 

Rhi2obíwn tomando como criterio la capacidad competitiva 

(BromfielJ et al., 1985). La cepa introducida, ademAs de 

competir con otras rizobias por los sitios de infección y 

por el sustrato, debe también competir con otros organismos 

del suelo < Vidor, 198!l. 

Par otra parte, una de las propíedades considerada 

como esenc:ial para que una cepa de Rhi:eobi"Um. sea utilizada 

como in6culo es la capacidad de perSistir en el suelo, tanto 

en presencia como en ausencia del hospedero. Es bien 

conocido que. en el suelo las cepas introducidas están 

sujetas a los efectos de numerosos factores bi6ticos y 

abióticos, que pueden actuar como una presión selectiva 

induciendo cambios genbticos en la población modificando la 

efectividad simbiótica <Jensen van Rensburg y St~ijdom, 
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1985; Bushby, 1982; Dlalloff, 1977>. Un problema adicional 

común para las cepas introducidas es que, par lo general, en 

el suelo mueren (Mlller, 1979>, ya que es dificil para estas 

nuevas poblaciones adaptarse a las condiciones adversas del 

suelo <Wolkowskl y Kelling, 1994). 

Graham {1981> menciona que R. i. biovar ph.aseoLi se 

encuentra ampliamente distribuida en los suelos, por lo que 

el problema de la competencia es muy importante en la 

mayorla de las regiones productoras de frijol en todo el 

mundo. Asi, la competencia por los sitios de infección es 

muy común en México, en donde las plantas na inoculadas en 

campo producen entre 145 y 278 nódulos/planta. Debido a que 

existen pocos trabajos relacionados con la competencia por 

los sitios de i11fecci6n, son necesarios más estudios que 

coadyuven al conocimiento de las poblaciones de R. l. biovar 

phaseoli en los suelos de la mayaria de las regiones que 

producen frijol, para determinar la frecuencia del fracaso 

d~ la inoculacion en suelos con grandes poblaciones 

naturales de R. l. biavar phaseoli, y para identificar cepas 

eficientes y competitivas, susceptibles de ser empleadas en 

los inoculantes. 
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Me todos de ldenlificuclón Empleudos en Estudios du 

Competencia. 

La identificación de las cepas de Rh.izobium que ocupan 

las nódulos, es obligada en estudios que tienen por objeto 

evaluar la competitividad y el efecto de cepas especificas 

sobre el desarrollo de leguminosas <Kreroor y Pete-r·son, 

1982). Los m~tcdos más comúnmente empleados en estudios 

relacionados con la competencia son de resistencia a 

antibióticas <••inducida .. e intrlnseca) y los serológicos 

(aglutinación, inmunodifusión, inmunofluorescencía y ELISA). 

l. Resistencia a Antibióticos "lnducidu". 

La resistencia a antibióticas uinducidau se logra al 

someter a las bacterias a diferentes concentraciones de 

antibiOticas hasta obtener mutantes espontAneos con un alto 

grado de resistencia <Bushby,. 1982; Kuykenda:ll, 1987>.. La 

resistencia se debe la aparic:i6n de mutaciones 

espont ... "tneas, en condiciones normales una de cada lOGS 

bacterias muta y se convierte en resistente un 

antibiOti~o; la acción de 2 antibióticos provoca que sólo 

una bacteria de un bil 16n mute y sea resistente tAmablle,. 

1988>. Actualmente se sabe que en las cepas resistentes, 

adem.~s de tnüstir una pequeKa cantidad de mutantes,. la mayor 
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parte de los organismos adquieren la información genética 

adicional de resistencia a antibióticos por medio de 

moléoculas de ADN e:(tracrosomal denominadas plásmidos. 

El término "inducir'' se refiere a que na es el 

antibiótico el que convierte a una cepa resistente, sino que 

actúa como una presión selectiva que hace que se expresen 

los mutantes espontáneos. 

Es importante verificar la estabilidad de la cepa de 

Rhizobiwn cuando se le induce resistencia a uno a m~s 

antibióticos, as1 como su infectividad 

<Bus:hby, 1982!. 

y efectividad 

El empleo de las cepas de Rhizoblum. res.i.stentes a altos 

niveles de antibióticos para llevar a cabo estudias sobre 

ecolog.1.a de Rhizobium. fue propuesta por Obalora (1971) y 

usada por Danso eL at. (1973), Brockwell eL at. (1977) y 

Kuykendall y Weber <1978). El método para el conteo de cepas 

resistentes tiene la ventaja de la alta selectividad al 

medio con antibiótico¡ Además, la detección de cepas 

resistentes en los nódulos, comprende las técnicas de 

nódulos triturados y estriados, introducidas por Fred y 

Waksman (1928>, excepto que los antibióticos selectivos son 

incluidos en el medio de cultivo. La mAs obvia aplicación de 

la técnica de mutantes resistentes a antibióticos se da en 

los estudios de 

competitividad, que 

sobrevivencia, 

son procesos 

colonización 

asociados con 

y 

la 
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introducción de cepas al suelo CCooper, 1979>. 

Jones: y Bromfield C 1978) estudiaron la efectividad 

simbiótica y la habilidad competitiva de mutantes de 

Rhi:zobiuin trifolii resistentes a estreptomicina y 

espect.i.nomicina, en adición al uso de la técnica de 

anticuerpos fluorescentes y la absorción única del rojo 

congo por una cepa inefectiva sobre medio sólida. Los 

mutantes resistentes a estreptomicina <strl y a 

espectinomicina (spc), doblemente marcados, simbióticamente 

efectivos, fueron obtenidos de 3 cepas efectivas de R. 

trifolii: 32. A12.1111 y 7A. Las mutantes fueron marcados en 

la secuencia spc/str o str/spc, siendo resistentes cada uno 

a 125/125 mg ml-• de spc/str o str/spc. La inoculación se 

llevó a cabo con una mezcla que contenía la cepa progenitora 

y/o mutante y una cepa inefectiva <Coryn>, la cual fue 

incluida como un factor competitivo en una relación de 10:1 

en favor de esta última. Los resultados obtenidos indicaron 

que todos los mutantes fueron menos efectivos 

simbióticamente que sus cepas progenitoras, aunque solamente 

dos mutantes, A.2 1111 spc/str y 7A str/spc difirieron 

significativamente <P >0.01). Las mutantes fueron también 

menos competitivos en términos de formación de nódulos. 

Bromfield y Janes: <1980) llevaron a cabo una 

investigación sobre la doble ocupación de cepas en los 

nódulos y sobre la habilidad competitiva de dos cepas de 
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R.hizobiWTl tri.fo l. i i, 7A Strr y 32 Spcr, en variedades de 

trébol rojo y blanco cultivados en agar y suelo que contenla 

cepas nativas del trébol. La cepa 32 Spcr resultó ser mAs 

campe ti ti va por lo si tics de infección que la cepa 7A Strr, 

tanto en suelo como en agar. Adem~s observaron que las cepas 

residentes fueron altamente competitivas para la ocupación 

de los nódulos. También encontraron que al aumentar la 

densidad del inóculo incrementaba la proporción de nódulos 

ocupados por las cepas introducidas. No se presentó la doble 

ocupación. 

Amarger (1981~> obtuvo mutantes inefectivos de 4 cepas 

efectivas de Rhl2obium. metitoti resistentes a 50 µg/ml de 

neomicina, los cuales fueron probados por su capacidad 

competitiva respecto a sus cepas parentales efectivas o con 

otros mutantes resistentes a 500 µg/ml de estreptomicina, 

200 µg/ml de kanamicina y 100 µg/ml de viomicina, en la 

formación de nódulos en Hedica6o satiua. En 5 de 6 casos 

estudiados, los mutantes inefectivos no difirieron de las 

cepas efectivas en su habilidad competitiva. Se observó una 

diferencia de selección para la infección por el hospedero 

entre cepas igualmente efectivas asi como entre mutantes 

inefectivas. A e:<r:epción de un par de cepas, las cepas 

efectivas m~s competitivas dieron origen a los mutantes 

inefectivos, m~s competitivos. Por último, la competitividad 

fue independiente de la efectividad, y fue retenida durante 
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la mutac:ión. 

Amarger (1981b) estableció que el peso seco de la 

parte aérea de alfalfa <Hedica6o sativa) inoculada can cepas 

efectivas de RhizobiurrL 11tel.il.oti en una me;:cla con una cepa 

inefectiva en diferentes relaciones fue directamente 

proporcional al logaritmo del número de nódulos efectivos. 

Consecuentemente, la comparacion entre el pesa seco de la 

parte aérea de las plantas inoculadas con la mezcla de las 

cepas efectivas e inefectivas con el de las plantas 

inoculadas con la cepa efectiva permitió la estimación de la 

competitividad relativa de las cepas efectivas. También 

evaluó la competitividad de 14 cepas de R. l.eswn.i. nosarwn. 

resistentes a antibióticos (100 µg mi-• de estreptomicina, 

30 µg ml-l de kanamicina y 50 µg ml-i de espectinomicina) 

con la misma finalidad, comparando ademAs la habilidad de 

dichas cepas para formar nódulos cuando se inocularon en 

semillas de Vlcia faba en un experimento en un suelo con 

cepas nativas de R. porcentaje de 

recuperación de las cepas inoculadas de los nódulos de haba 

fue correlacionado positivamente con la competitividad de 

las cepas con la obtenida en condiciones controladas. Esta 

simple ruta para la evaluación de la competitividad en la 

formación de los' nódulos de cepas de rizobias indicó que su 

conducta competitiva con rizabias nativas en el campa podrla 

ser Util para evaluar un gran número de cepas por 
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competitividad. 

Jensen van Rensburg y Slrijdom (1982) consideraron 24 

cepas de Rhizobiwn. m.eliloti para la producción de 

inoculantes, las cuales fuero"n agrupadas en pares y probadas 

por su habilidad para competir en la nadulación de Hedicaso 

sativa, H. truncatuLa y H. li.ttoralis. Al principio, cada 

par de cepas que estuvo formada por un tipo silvestre y una 

mutante seleccionada resistente a estreptomicina de otra 

cepa, fueron probadas en suela estéril (libre de rizobias) y 

posteriormente en un experimento de campo en un suelo que 

contenia cepas nativas. Los resultados indicaron que no 

todas las cepas identificadas como buenos competidores sobre 

una o más especies de Hedicaeo en el suelo estéril, fueron 

capaces de nodular estas plantas satisfactoriamente en un 

suelo con poblaciones establecidas de R. meliloti. 

Mathieu (1982) evaluó la colonización y nodulaci6n de 

plantas de frijol <Phaseolus vul~aris L. ) usando cepas de 

Rhizobium phaseoli resistentes a estreptomicina, las cuales 

mostraron diferencias en su habilidad para nodular la planta 

hospedera. Además, reportó que una colonización de la raiz 

por Rhizobium durante los primeros dlas del desarrollo de la 

planta conduce a una mayor nodulaci6n. 

Espinosa-Victoria et al. (1985) llevó a cabo un 

e:<perimento en condiciones de invernadero con el fin de 

determinar la sobrevivencia y competitividad de dos mutantes 
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de Rhizoblum. phaseol.i resistentes a antibióticas CCPMEX 

1eLr15ú y CPMEX 22apc200) cuando el hospedero fue sometido a 

condiciones restrictas de humedad. Uso tres genotipos de 

frijol <Phaseol.us vul.Baris L. ) : Negra 15063, MichoacAn 

12-A-3 y Bayo Duranga (con hábitos de crecimiento IV, 1 I y 

Ill, respectivamente> los dos primeros considerados como 

genotipos resistentes a sequla. Sus resultados indicaron que 

los potenciales de agua (~) del suelo menores de -15 

barias, redujeran el número de mutantes de R. ph.aseoli 

viables, presentandose siempre una calda drastica durante el 

estado vegetativo y una posterior disminución paulatina a lo 

largo de la floración y llenado de vaina. En general, el 

rango de abatimiento de las poblaciones de mutantes 

introducidos fue del orden de 2 a 5 unidades logar1tmicas. 

Los porcentajes de nodulación bajo sequla dados por las 

cepas introducidas fueron altos, medios y bajos en los 

estados vegetativos, floración y llenado de vaina, 

respectivamente, en los tres genotipos de frijol. 

Turco et at. (1986> probaron la eficiencia en la 

fijacion de nitrógeno y la habilidad competitiva de 13 cepas 

de RhLzobiu1TL l.1!?6UITl.i.nosa.r-um. resistentes a dos antibióticos. 

Sus r~sultados indicaron que el 93Y. de los mutantes fueron 

menos competitivos en la formación de los n6dulos, que sus 

progenitores. Además, el 38% de las cepas de R. 

lea-eu1TLLn.osa1-um. presentaron una reduccion en la eficiencia en 
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la fijación de nitrógeno cuando se les comparó con sus 

progenitores. 

Ramos et at. <1987) realizaron un ensayo can una cepa 

de Rhi.zobi'Um. pha5eol.i con el fin de determinar su tolerancia 

al encalado, acidez y a 7 antibióticos. Las plantas fueron 

inoculadas con una cepa aislada después de 2 ar.os de h~ber 

sido introducida en condiciones de campo <5 cultivos 

sucesivos de frijol, en donde fue inoculado sólo el primer 

cultivo>. La cepa aislada C05 presentó propiedades similares 

a la cepa original (inoculada> en su tolerancia a la acidez 

y resistencia a los 7 antibióticos. Sin embargo, el 

aislamiento del suelo no encalado fue más tolerante a la 

acidez y de baja tolerancia a kanamic.ina y clorafenicol. 

Además, encontraron algunas diferencias macroscópicas en las 

colonia~ que provenian del suelo encalado y no encalado. 

También indican que en ocasiones la alta resistencia a 

antibióticos puede ser producida por el sometimiento de la 

cepa de Rhizobium a altas concentraciones de metales pesados 

o suelos salinos. 

A.lmaraz <1988) realizó una investigación con la 

finalidad de estudiar la efectividad en la ·~ijaciOn de 

nitrógeno, la sobrevivencia a sequia de cepas de Rhi~obi~m 

phaseoii resistente a espectinamicina y estreptomicina, asl 

como las relaciones de competencia que se establecen por los 

sitios de ínfeccí6n entre humedad-población de 
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rizobias-fijación de nitrógeno, cuando una parte del sistema 

radiCc:"ll de PhasfS>CilHs V'tll6aris es sometido a ciclos de 

sequla. Encontró que 31 de 87 cepas fueron las más 

eficientes en fijar nitrógeno. En relación a la capacidad 

competitiva, dbservó que en riego y en sequla clclica, la 

mayor parte de las nódulos fueron formados por las cepas 

nativas del suelo, ya que sólo el 20 y 18% 

la cepa introducida, respectivamente. 

c:orrespandi6 a 

11. Resislencie lnlrinsece e Anlibidlicus. 

La resistencia intrlnseca a antibióticas <RIA> se 

refiere a la resistencia natural que poseen las bacterias a 

determinados antibióticas, de ah! que se haya utilizado esta 

caracterlstica para realizar estudios ecológicos. Esta 

resistencia se atribuye a la existencia de microorganismos 

que producen antibióticas en el suelo <Eaglesham, 1987). En 

un principio se demostró que existla una gran heterogeneidad 

en los patrones de resistencia intrinseca a antibióticos 

entre cepas de R. Leeum.i nosarWTI.., R. phaseo L i, R. mel. i l.ot l y 

en Rhizobi'UITI. del grupo cowpea, utilizándose estA técnica en 

es·tudios de competencia en R. trlfr l. i l.ot i y en ensayos de 

eficiencia nodular en cepas de R. phaseol.i., R. 

l.e1Sumínosar11m, Rhi.zobium. spp. y Rhizobi.wn. del cacahuate 

<Arachis hypo6aea>. Sin embargo, el método ha sido 
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cuestionado sobre todo por la variabilidad en los patrones 

de resistencia a antibióticas encontrados dentro de 

Rhizobiwn de Lotononis, R.hizobiwn de Cicer, R. phaseoti y R. 

tri./olii (Kremer y Pet.erson, 1982; Steln et al. 1982; 

Chanway y Holl, 19Bbl. 

Bromfleld et al. ( 1982) describieron una modificaci6n 

de la técnica de resistencia a antibióticos <RIA>, la cual 

involucra el uso de 

concentraciones de 

una placa 

antibióticos, 

de 

que 

gradientes 

permitió 

de 

la 

identificación de varios cultivos de Rhizobium. phaseoti y 

Rhi2obium. spp. (aisladas de Cicer ariet intun). Dos de los 

cultivos que exhibieron patrones similares fueron 

considerados como la misma cepa obtenida .de diferentes 

aislamientos. Este método, sin embargo, fue menas 

susceptible para la caracterización de cultivos de Rhizobium 

spp. de lento crecimiento, ya que en varios antibióticos se 

produjo crecimiento, no obteniéndose una diferencia definida 

entre resistencia y susceptibilidad. Aunque 15 de 16 

cultivos de Rhizobi.unL spp. fueron distinguidos sólo por la 

diferencia en un antibiótico. 

Kremer y Pe~erson (1982> usaron la técnica de 

resistencia intrínseca a antibióticos y \a susceptibilidad a 

diferentes niveles de antibióticos para la determinación de 

cepas de rápido y lento crecimiento. Dichos patrones fueron 

útiles en la identificación de cepas de Rhi2obiunL en 
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suspensiones de nódulos o en nódulos. También encontraron 

otros patrones de resistencia, durante la identificación de 

los aislados de cepas nativas, estos patrones pudieron ser 

resultado de resistencia adquirida para ciertos antibióticos 

o de la dable ocupación de cepas por nódulo. Concluyeron que 

la presencia de patrones de resistencia idénticos entre 

cepas introducidas y nativas estaba relacionada directamente 

con el tamaKo de la población de rizobias del suelo. 

Slein et al. <1982) usaron la técnica de resistencia 

intr1nseca a antibióticos <RIA> para estudios de competencia 

entre 6 cepas de Rhlzob(~m phaseoli, en un suelo deficiente 

en rizobias nativas de esta especie; establecieron que 

existió un mayor número de patrones de resistencia 

intrlnseca a antibiOticos que los de las 6 cepas 

introducidas originalmente, de manera constante. Además, 

reportaron que el método es poco satisfactoria para la 

identificación de cepas de R. phaseoLi y cepas aisladas de 

Cicer arietinum <Rhi2obium spp. ). 

Sadowsky et aL. <1987) examinaron la diversidad 

genetica de 20 cepas de Bradyrhizobium ;'aponic'\Jm.. del 

serogrupa 123 aislados en el campo mediante las t~cnicas de 

digestión con endonucleasa de restricción, electroforesis 

unidimensional en gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de 

sodio de proteinas totales de células, aná.lisis de 

hibr1.dizac:1ón austral de los genes «nif>> y «nod">;. y con 
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patrones de resistencia intrínseca a antibióticos. Todos los 

aislados fueron separados previamente en 3 clases amplias de 

nodulación (baja. media y alta> con base en su habilidad 

para formar simbiosis con genotipos de saya especificas. Los 

resultados de su estudio indicaron que existe una relación 

entre estas 3 clases de nodulación de genotipos especificas 

y los grupos que se han formado con base en sus patrones 

ge~ómicos de ADN, perfiles de proteínas en PAGE-SDS y la 

hibridización austral de una prueba del gen «nifHD». Los 

patrones de resistencia intrinseca a antibióticos y la 

hibridización del gen «nodAB» no fueron útiles en la 

determinación de la interrelación entre los aislados y las 

clases de nodulaci6n. 

111. Serología. 

La serologia es una parte de la Bioquimica que se 

encarga del estudio de las reacciones antígeno-anticuerpo. 

La serologla de RhizobiWTt ha sido útil en la elucidación de 

las relaciones taxonómicas entre especies y en su 

identificación rápida, cuando se aislan de los nódulos 

<Dazzo y Hubbell, 1975). En general, se ha considerado que 

las técnicas serológicas son confiables en la identificación 

de P.hizobium; sin embargo, Espinosa-Victoria <1989) reportó 

que con la técnica de aglutinación se ponen de manifiesto 
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phaseoli, lo que indica la existencia de un alto número de 

anttgenos compartidos entre las cepas de esta especie. 

La mayorla de los estudios ecológicos ha utilizado 

pruebas de aglutinación, inmunodifusión e 

inmunofluorescencia, no obstante la introducción de la 

técnica de ELISA <ensayo inmunoenzim~tico> para el estudio 

de Rhizobiwrt (Kishinevsky y Bar-Joseph, 1978! de nódulos de 

Arachis hypc~aea ha dado mejores resultados al ser más 

sensitiva <4 a 6 veces m~s) en comparación con las pruebas 

de aglutinación e inmunodifusión. Sin embargo, Olsen et at. 

<1983) mencionan la presencia de reacciones cruzadas entre 

las diferentes especies de Rhizobi'tmt debido a la utilización 

de anticuerpos policlonales, de ahl que estas técnicas no 

sean del todo confiables. De igual forma, Espinosa-Victoria 

et al. < 1989) encontraron que la tecnica convencional de 

ELISA, usando anticuerpos policlonales, no es recomendable 

para la identificación de R. l. biovar ph.aseol i, ya que las 

cepas comparten en menor o mayor frecuencia un alto número 

de antlgenos con PM entre 10 y 167 Kd. Por lo que no 

detectaron bandas antigénicas con caracterlsticas deseables, 

es decir, especificidad por cepa y alta concentración que se 

tomaran como base para identificar una cepa de otra. 

Finalmente, recomiendan para fines de identificación el uso 

de técnicas alternativas tales como la inclusión de 
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complementaria <cADN>. 

y sondas 
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de ADN 

Las mayores limitaciones de estos métodos serológicos 

son el tiempo y los recursos involucrados en la producción 

de los antisueros espec1ficos, la falta de propiedades 

antigénicas estables, y los antigenos no especi fices 

compartidas que presentan reacciOn cruzada durante el 

anAlisis <Kremer y Peterson, 1982; Espinosa-Victoria et at., 

1989). 

A J. Aglutineclón. 

La reacción de aglutinación se basa en la agregación 

de células bacterianas o part1culas de ant1genos como 

resultado de la unión de sus superficies con las moléculas 

del anticuerpo debido a que la superficie. de la célula 

bacteriana es portadora de antlgenos que pueden reconocerse 

por su capacidad para producir anticuerpos en un animal de 

sangre caliente. Por lo que, los anticuerpos producidos 

pueden emplearse para determinar la presencia o ausencia de 

antígenos especificas en una suspensión de la misma bacteria 

o de otra. La reacción de aglutinación puede llevarse a cabo 

en: portaobj etas, tubos de 

rnicrotitltlación <Vlncent, 

public:adal. 

ensaye y en placa 

1975; Espinosa-Victoria, 

de 

no 
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La prueba de aglutinac:ión es una de las t~cnicas 

ser-ol6gic:as usadas más extensivamente en la determinación de 

las ri:z.obias de los nodulos; los problemas se presentan 

cuando se trata de identifícar rizobias introducidas en los 

nódulos de tas plantas que se desarrollan en suelos que 

contienen rizobias nativas del misma serogrupo. En estos 

casos la técnica de aglutinación puede menospreciar la 

praporcíón de los nódulos formados por las cepas 

introducidas <Kuyl<endall y Weber, 1970>. 

Weaver y Frederick (1974n) estudiaron la competencia 

entre ri=obias introducidas y nativas del suelo que ~arman 

nódulos en soya <Glycine ma.x CL>. He-rr. >, determinando el 

efecto de la población rizobial del suelo. de la cepa 

inoculada y del tamafio del inóculo sobre la nodulación bajo 

condiciones controladas <invernadero>, en 22 distintas 

suelas que cantenl an poblaciones de Rhi:zobium. japoni.ctJ.m en 

un rango de un millón a menos de dos míllones por gramo de 

suelo. Encontraron que al incrementar la proporción del 

.i.nóculo, aumentaba la cantidad de nódulos ocupados por la 

cepa inoculada, la que indicó que la competencia par la 

nodulación de la cepa introducida aumentó cuando el número 

de células bacterienas en el inóculo fue mayor. Utilizaron 

la técnica de microaglutinación para la identificación de 

los nódulos .. 

Weave.-· y Frederick: (1974b> para. podC?r proporcionar una 



27 

base cientifica para pronosticar la nodulación competitiva 

exitosa en soya por Rhizobium. japonicum, determinaran en 

estudios de campo las relaciones cuantitativas entre las 

rizobias del suelo y las cepas introducidas en la formación 

de los nódulos. El experimento se llevó a cabo en ó 

diferentes suelos que conten1an una población de rizobias de 

1.2M10i a 2.3M105 g de suelo-•. Sus resultados indicaron que 

para poder predecir si las rizobias inoculadas forman el 501. 

o más de los nódulos, debe ser usada una proporción del 

in6culo de por lo menos 1000 veces el de la población del 

suelo <por grama de suelo>. La técnica de microtitulaci6n 

fue empleada para identificar a las cepas. 

Boonkerd et al. (1978> realizaron un estudio con la 

finalidad de comparar dos métodos de inoculación en soya, 

con tres cepas de Rhi2obiwn. japonic1J.111. de competitividad 

variable clasificadas en distinto serogrupo. El experimento 

lo llevaron a cabo bajo condiciones de campo, con el 

objetivo principal de determinar si las cepas aplicadas 

podrian competir con las rizobias nativas, por los sitias de 

infección y aumentar la fijación de nitrógeno. Utilizando la 

técnica de aglutinación en tubo para la identificación de 

las cepas de R. japoni.curn.. Los resultados mostraron que los 

métodos de inoculación, la proporción de células bacterianas 

en el inóculo y la cepa introducida no presentaron ningún 

efecto sobre la nodulación o el crecimiento de la planta de 
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soya. 

B J. lnmunodl fusldn. 

Es una t~cnica que nos permite comparar directemente 

los ant1genos, ya que se lleva a cabo en placas de agarosa 

y/o agar, en donde se realizan perforaciones circulares, una 

en el centro, donde se coloca el anticuerpo y 6 alrededor, 

en donde van los antigenos que se desean comparar. Por lo 

tanto, las antlgenos solubles de la suspensión bacteriana y 

los anticuerpos del antisuero se difunden en el gel de 

agarosa y/o agar y en los lugares donde se encuentran en 

concentraciones óptimas, precipitan en forma de lineas o 

bandas, form.:a.ndose una banda de precipi tina por cada 

antlgeno <Vlncenl, 1975; Espinosa-Vicloria, no publicado). 

La técnica serol6gica de inmunodifusión ha sida 

utilizada en algunos estudias de campo y ha mostrado ser mAs 

e:{acta que la prueba de aglutinación en la identificación de 

cepas de Rht2obium (Kremer y Peterson, 1982). 

Dazzo y Hubbell (1975) emplearon la técnica de 

inmunodifusión y la de inmunoelectroforesis para la 

identif':ic:ación de cepas de P.hizabiwn trifol.ii con el fin de 

observar diferencias antigénicas entre cepas infectivas y no 

in f r-1: ti va!'.>. Sus n:!5Ll J t·~nJur-. irnl i e: aron la pn:?5e11c in do 

antlgenos soluble~ en preparaciones ~cnicadas de 4 cepas 
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infectivas, los cuales no se encontraron en preparaciones 

similares de mutantes no infectivos relacionados <derivados 

de las cepas infectivas>. 

Jensen van Rensburg y Strijdom (1985) tuvieron como 

propósito comparar la efectividad de cepas introducidas en 

el suelo y después aisladas a cabo de 4 a 8 anos, con 

cultivos de las mismas cepas que fueron mantenidas en forma 

liofilizada. Para la identificación de las cepas hicieron 

uso de la técnica de inmunodifusi6n. Sus resultadas 

indicaron que la efectividad de las cepas no fue diferente. 

Ramos y Boddey 11987> investigaron el efecto del 

encalado y una cubierta de paja y estiércol sobre la 

nadulación y el rendimiento de la planta, y la 

competitividad por la ocupación de los nódulos por una cepa 

introducida de Rh(zobi wn. leswn.Ln.osarwn. bv. phaseo! ¡. El 

terreno fue cultivado 5 veces durante un periodo de 2 a~os; 

en el primer cultivo, las semillas fueron inoculadas con la 

cepa C05 <como soporte usaron turba>; en los cultivos 

subsecuentes las semillas fueron inoculadas con nódulos 

macerados tomados de la planta de la cosecha previa del 

mismo tratamiento. En el cultivo final, el terreno fue 

subdividido e inoculado de la siguiente manera: con la cepa 

original C05; con la cepa C05 aclimatada (aislada de la 

cuarta cosecha e identificada como cos, usando 

inmunodifusión) o con nódulos macerados tomados de la planta 
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de la cosecha previa del mismo tratamiento. A lo largo del 

e~:perimento no hubo efectos significativos con ningún 

inóculo sobre la ncdulación y el rendimiento de la planta 

del frijol. Esto se debió posiblemente a la baja 

competitividad de la cepa introducida, la cual ocupó un 

má:-:imo del 31'1. de los n6dulos en el terreno na encalada y 

menos del 19% en el terreno encalado. En la cosecha final, 

la cepa C05 fue identificada haciendo uso de la técnica de 

inmunadifusión, ocupando un m~ximo del 24% de los nódulos en 

el terreno sin cubierta de paja y estiércol, y una 

proporción más baja. C0-27.) en el terreno encalado. La cepa 

aclimatada mostró una tendencia consistente 

<est~dlsticamente significativa> para ser m!s competitiva 

par los sitias de nodulación que la cepa C05 original. 

e J, In mu no fluorescencia Ensayo lnmunoenzim8tico IEUSA 

Enzyme ·llnked lmmunoabsorbent Assay J. 

La técnica de Inmunofluarescencia es la que nos 

permite determinar las antigenos sobre c:élulas indivuduales, 

lo que hace posible estudios serológicos de bacterias de 

nódulos de tamaKo muy pequeKo (disecados>, y llevar a cabo 

estudios autoecol6gicos in. si.tu de microorganismos del 

suelo. Las moléculas del anticuerpo san covalentemente 

etiquetadas con un compuesto fluorescente, de tal forma que 
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su presencia, en cualquier sitio en el cual se acoplen, 

pueda ser detectada con un microscopio equipado con luz 

ultravioleta. Esta se puede llevar a cabo de dos maneras: 

directa e indirecta. En la forma directa, las anticuerpos 

antibacterianos son etiquetados, por lo que es necesario 

tener anticuerpos fluorescentes para cada capa de Rhizabium. 

que se va a estudiar. En tanto que en la forma indirecta, se 

usa un segundo antisuero preparado en un animal diferente al 

que es usado para la preparación de los anticuerpos 

bacterianos; a este segunda antisuera se le marca con el 

compuesto fluorescente (Vincenl, 1975; Espinosa-Victoria, na 

publicado). 

La técnica de anticuerpos fluorescentes <AF> permite 

la identificación y ennumeraci6n de cepas especificas de 

Rhizobium directamente en el ambiente, ademAs de ser úníca 

para el estudio de cambios pobla.cionales de Rhi2obi't.JTTL 

ph.aseoli en el suelo y en la rizosfera <Rob~rL y Schmidl, 

1983J. También ha hecha posible el examen de las 

interacciones competitivas de cepas introducidas y las 

nativast en la rizosfera del hospedero antes de la 

nodulación, ademAs de ser útil en estudias autoecológicos de 

serogrupos individuales de Rhizabi1Jm. Japon.icwn directamente 

en suelo y en rizosfera natural CMoawad et ai., 1984). 

El ensayo inmunoenzimático !ELISAJ es la técnica que 

ha permitido detectar la unión de cantidades m1nimas de 
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anticuerpos con cantidades extremadamente pequeNas de 

antigenas, debida a la formación de coloración a partir de 

sustratos incoloros por la acción de una enzima conjugada 

con el anticuerpo, que es uno de los pasos de la técnica mAs 

tardado y un paco complicado, aunque estos anticuerpos 

conjugados ya se pueden obtener comercialmente. También 

puede ser directa o indirecta, la primera, es cuando la 

enzima se acopla con el anticuerpo que reacciona 

directamente con el antigeno y en la otra cuando se acopla 

con un segundo anticuerpo capaz de reaccionar con el 

anticuerpo mencionado primeramente (Espinosa-Victoria, no 

publicado). 

La t~cnica de ELISA presenta la desventaja de que 

siempre que se trabaja con anticuerpos policlonales se 

presentan reacciones cruzadas. Aunque puede ser +actible su 

utilización con ciertas restricciones. Olsen et al. (1983) 

sugieren el uso de antisueros absorbidos, los cuales sirven 

para identi+icar cepas de Rhi2obi1JTTt que formen parte del 

grupo de cepas en donde se haya llevado a cabo las 

absorciones masivas. Pero e:<iste el riesgo de que con los 

antisuercs absorbidos se obtengan reacciones cruzadas o que 

no muestren reactividad, como consecuencia de la pérdida de 

los anticuerpos otiles para la identificación durante las 

absorciones masivas <Olsen y Rice, 1984>. Además, dichos 

antisueros absorbidos sólo se pueden usar para identificar 
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exitosamente a sus antlgenos respectivos bajo condiciones 

que garanticen la inexistencia de cepas nativas, evitando de 

esta manera la presencia de las reacciones cruzadas. Esto 

último, indica que el sustrato o soporte que se use debe ser 

estéril. 

Ambas técnicas se consideran coma métodos serológicos 

útiles en la identificación de cepas especificas de 

Rhi2obi'UTTl <Kremer y Pet.erson, 1982). Sin embargo, a pesar de 

haber sido ampliamente usadas, han sido apropiadas solamente 

para la identificación de un número limitado de cepas 

<Bromfield et al., 1982; St.eira et al., 1982). 

Berger et at. (1979) describieron un método 

colorimétrico para la identificación de cepas de Rhiaoblwn. 

en cultivos puros y en nódulos de lenteja, basada en un 

ensayo indirecta de ELISA, que puede usarse en células de 

nódulos frescos y congelados, obtenidos de plantas 

desarrolladas en c~maras de crecimiento o en el campo. Los 

resultados fueron confirmados con la técnica de 

inmunofluorescencia. Además, puede usarse en estudios de 

campo y requiere menos antisuero que las otras t~cnicas 

serológicas. 

Kosslack et al. (1983> usaron inoculación reterdada 

con cepas especificas para poder se~alar con mayor precisión 

el perlado en el procesa de nodulación más critica en la 

competencia entre cepas. Sus resultados indicaron que las 
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ralees que fueron preexpuestas a cepas de RhLzobt:um. 

l etj'um.t'. nosa.r-um., pobremente competitivas, produjeron un 

aumento significativo en la ocupación de los nódulos. Las 

cepas fueron identificadas por inmunofluorescencia con 

anticuerpos fluorescentes especificas para las cepas. 

May y Bohlool ( 1983) analizaran la habilidad 

competitiva de cepas efectivas de Rhi:zobiu11L l.e8U17tinosarwn. 

para la nodulación de las ralees de lenteja <Lens 

esculenta>. Evaluaron la competitividad en ausencia de 

factores bióticos y abióticos, y bajo condiciones de campo, 

en dos suelos con propiedades diferentes. La técnica de 

anticuerpos fluorescentes fue usada para la identificación 

de las cepas en los nodulos. Los anticuerpos fluorescentes 

preparados contra tres cepas m~s eficientes CHawaii 5-0, 

Nitragin 92A3 y Nitragin 128Al2> exhibieron un alto grado de 

especificidad; los anticuerpos reaccionaron fuertemente con 

sus ri~obias homólogas en cultivos y en bacteroides de los 

nódulos. No presentaron reacción cruzada con ningún otro. En 

los estudios de competencia en cámaras de crecimiento, 

siempre que la cepa Nitragin 92A3 fue incluida en la mezcla 

del inóculo, ocupó consistentemente la mayorla de Los 

nódulos en los cuatro cultivos usados (aunque no siempre 

significat1vamente <F'=0.05). Sin embargo, de manera aparente 

se presentó alguna interacción de la cepa X en el cultiva. 

La cepa Hawaii 5-0 fue de competitividad igual <P=0.05) que 
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la Nitragin 92A3 en tres de las cuatro variedades de soya 

<Comercial, Tekoa y Benrwahl, pero inferior <P=0.01) en la 

variedad Chilean. La cepa Nitragin 92A3 fue dominada 

completamente <P=O.Oll por la cepa Nitragin 12BA12 en todos 

los cultivos. La cepa Hawaii 5-0 fue de competitividad igual 

!P=0.05) que la cepa Nitragin 12BA12 en la variedad Chilean, 

y m~s competitiva <P=0.01) en la variedad Comercial, y menos 

que sobre las otras dos variedades. En el e~perimento de 

campo, la cepa Hawaii 5-0 fue de igual competitividad 

<P=0.01) que la cepa Nitragin 92A3 en el suelo Inceptosol, y 

superior <P=0.05> en el suelo Oxisol. 

Roberl y Schmidl !1983) investigaron el impacto de la 

rizosiera de la leguminosa sobre el desarrollo de una cepa 

introducida y las cepas residentes de Rhizobi'um.. phaseoli 

durante la estación de crecimiento, además de la 

persistencia de la cepa inoculada, as! como de su habilidad 

competitiva con respecto a la población nativa para ocupar 

los nódulos. Las cepas fueron identificadas por medio de la 

técnica de anticuerpos fluorescentes de cepas especificas 

reportaran que la cepa introducida <Vi\,ing 1) fue la que 

ocupó virtualmente el 1007. de los nódulos en todos los 

experimentos, par lo que es un excelente competidor. 

Moawad y Bohlool (1984> evaluaron la habilidad 

competitiva de 6 cepas de rizobias de Leucaena, aplicadas 

como in6culo simple a una mezcla, en dos suelos tropicales 
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que conten1an rizobias nativas que nodulan a Leucaena. Para 

su identífiaci6n fueron empleados anticuerpos fluorescentes 

de cepas especificas. Ninguna de las cepas en in6culo simple 

o multicepa fue capaz de vencer completamente las ri~obias 

nativas, las cuales formaron de 4 a 70% del total de nódulos 

en el suela Oxisol y de 12 a 72/. en el suelo Molisol. 

Maowad et al.. <1984) estudiaren la respuesta 

rizosféric::::a como un factor que influye en la competencia 

entre serogrupos nativos de Rhizobi.tJ.m japonicu.m., para la 

nodulación de soya en condiciones de campo. Siguieran la 

dinlsmic:n de la población del serogrupa 123 y dos seragrupos 

más que compitieron con él dentro de la misma rizosfera, por 

lo que examinar-en las relaciones competitivas entre los tres 

serogrupos en el suelo y en la rizosfera, durante dos 

estaciones de crecimiento con varios cultivos del hospedero, 

con y sin inoculación, y en leguminosa y no leguminosa.. El 

conteo de cada uno de los competidores fue llevado a cabo en 

suelo rizosférico por inmunofluorescencia. Observaron que la 

población de cada serogrupo incrementó gradualmente en la 

rizosfera del hospedero, no excediendo 106 células/g de 

suele rizosférico durante las primeras semanas después de la 

siembra., mientras que en el suelo persistieron en el nív~l 

inicial ( t(J4 a 105 células g de suelo-1). Por lo que el 

efecto rizosférico fue menor durante este periodo del inicio 

de la nodulación siendo casi el mismo para los tres 
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serogrupos. Aunque el serogrupo que dominó en la formación 

de los nódulos fue el 123, el cual ocupó desde el 60 hasta 

el lOO'l. del total de los mismos. 

Martensson y Gust.af sson (1985) presentan una 

modificación de la prueba de ELISA, además de la ya 

reportada por Mart.ensson el al. (1984) para la 

identificación de R.hi2obium. trifolii en un estudio de 

competencia llevado a cabo en tres diferentes ambientes: 

rizosfera, suelo y medio liquido. Investigaron a las cepas 

obtenidas de nódulos que fueron formados por una mezcla de 

cepas de composición relativamente diferente, ademA.s de 

incluir un estudio de la doble ocupación de los nódulos (dos 

cepas por nódulo). La cepa 7612 compitió satisfactoriamente 

con la cepa 285 en suelo, pera la cepa 285 dominó cuando se 

desarrollo con la cepa 7612 en media liquida en un 

fermentador. Na se presentó la dable ocupación de las 

nódulos. 

Cregan y Keyser (1986> investigaran el papel de la 

planta hospedera como factor de restricción de la nodulación 

por un serogrupa nativo, permitiendo de este moda la 

nodulación por una cepa introducida más efectiva. El 

experimento lo llevaran a cabo en condiciones controladas, 

con 1278 diferentes cultivas de saya <Glycine max. CL~ 

Herr.) introducidos <PI> y de cultivo. Los nódulos fueron 

identificados usando la técnica de anticuerpos 
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fluorescentes. La cepa empleada fue la USDA 123 de 

Brad.yrh.Lzobiwn japc.m.i.cum.. Del total de las genotipos, 13 

mostraron nodulación restringida con la cepa USDA 123 y 

cuando la compararon con 5 cultivos estAndar; dos de estos 

genotipos, PI371607 y PI377578, fueron sembrados junto con 

el cultivar "'Williams'' (comercial> en un suela libre de 8. 

japoni.cunt e inoculados con la cepa USDA 123 y cualquiera de 

las siguientes: USDA 110, 122 6 138. En cada tratamiento de 

competencia, más del 751. de los nódulos de la variedad 

''Wil liams•• fueron ocupados por la cepa USDA 123, mientras 

que, en todos los casos, menos del 10% de los nódulos de los 

genotipos de las plantas introducidas contenian la cepa USUA 

123. Los genotipos PI excluyeron a la cepa USOA 123 en favor 

de la cepg inoculada. En otro aHperimenta, dos genotipos de 

PI y la vari.edad .. Williams•• fueron inoculados con cualquiera 

de las cepas USDA 123 6 110. Con la USDA 123 la nodulación y 

la acumulación de nitrógeno -fue significativamente menor en 

los genotipos PI que en la variedad "Wil liams••; en 

contraste, con la USDA 110 que fueron similares a los de la 

variedad .. Williams". Asl, mientras los genotipos PI 

nodularon y fijaron nitrógeno pobremente con la USOA 123, la 

nodulación y la fijación de nitrógeno con una cepa 

eficiente, tal como la USD" 110 fue normal. Sus resultados 

~uyi.er~11 que el dttiestran1tento de la identidad en los 

gcnoti.pos Pl padr1a imr>actar positiv~mente la productividad 
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de la soya, por la e:<clusión de las poblaciones del 

serogrupo 123 nativas en favor de cepas más efectivas de B. 

japonicum. 

Somas.egarar. y Mar·t:1r1 (1986) utilizaron 3 cepas de 

P.hieobium para inocular un hlbrido de L~ucaena leucocephala 

x Leucaena diuerstfolia y sus genotipos progenitores. Los 

inóculos fueron preparados con cepas simples o una mezcla de 

las tres, para estudiar la competencia por la nodulaci6n. 

Las cepas fueran id en ti f icadas con anticuerpos 

fluorescentes. n los 56 dias las plantas de Leucaena 

leucocephala y su hlbrido con L. diuersifol.ia mostraron lOOi'. 

más del contenido total de nitrógeno que la variedad L. 

diuersifotia. La interacción de inoculación-hospedero en el 

total de nitrógeno e:{plica el 14.47. <P<0.01> del total de 

variación fenot1pica. La especie de Rhizobt'.um más efectiva y 

competitiva para las leucaenas fue la TAL 1145. La mezcla de 

las 3 capas en la inoculación fue in·ferior a la TAL 1145 

sola. 

Keyser y Cregan (1987> trabajaron con 20 cepas 

obtenidas de B. Japon.lcum. serogrupo 123, las cuales fueron 

pr·obadas par.:l la producción de masa de los nódulos en soya 

comercial estd.ndar <Glycine max L. 11err. cv. Williamsl y en 

dos plantas introducidas <Pil que fueron genotipos que 

restringieron la nodulación con la cepa USDA 123. Ue los 

cultivos aislados, 4 mostraron una nodulaci6n restricta 
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similar en los dos genotipos, mientras que las 20 cepas 

produjeron una cantidad normal de nódulos. El análisis 

serológico can anticuerpos f luarescentes mostró que los 

miembros del serotipo 123 tuvieron un bajo grado de 

nodulación en las dos Pls, en contraste con los miembros de 

las serotipos 127 y 129. Los estudias de competencia con las 

plantas introducidas indicaron que las cepas aisladas que 

fueron r·es tr ic tas, no fueron campe ti ti vas para la formación 

de lo$ nt¿Jdulos. contra la cepa USDA 110; sin embarga, las 

cepas na restrictas del seragrupo 123 fueron muy 

competitivas. En la variedad .. Williams", todas las cepas del 

~íeroyrupo 123 probados, fueron muy competitivas contra la 

cepa U5DA 110. 

Ma1~ter1ssor. el al. ( 1987) emplearan la téc:nica de E.LIS() 

para estudiar la habilidad de dos cepas de Rhizobi\Jnr.. 

l.eeum.inosar·wn. bv. lrifoli.i (7612 y 285) para competir por 

los 5itias de nodulación en trébol rajo, en un suelo que 

c:on.len1 a cr!pt.lS de R. l. bv. tri.Jol. ii efectivas " 
inefectivas. El e:<.perimento en invernadero mostró que sólo 

una de las cepas utilizadas, la 285, fue capaz de formar 

nódulos en el trébol rojo. En tanto que el experimento a 

nivel de campo, ambas cepas inoculadas formaron una menor 

cantidad de nódulos que los establecidas en condiciones 

controladc:\s. AdemAs, las cepas inacul"das sobrevivieron cm 

el suelo durante toda la estar:ión del cultivo. Par última. 
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la pr·oducc iL~n de mc:\teria seca no se incr-ementó debido a que 

las cepas nativas fueron efectivas. 

Somasegaran et al .. < 19881 investigaran la fijación de 

nitrógeno y la competencia de tres cep~s de Rhi:zDbium. del 

garbanzo (TAL 480, 620 y 1148> sobre los genotipos ~'Desi •• y 

.. f(nbul iH l.Je garbanzo que se desarrollaron en vermiculita y 

en dos suelos (Ul ti sol y O:;isol) libres de ri~obias de 

garb.:i11:.:o. L.:i.s plantas desarrolladas en vermiculJ.ta fueron 

Lnoculadas con cepas simples y con una me~cla de las tres 

cepas. La inoculación en el suelo fue con una mezcla de las 

tres cepas a diferentes concentra.e: iones ( 10, 102, 10•, 10.0 y 

toe rizobias semilla-t). Los par~metros de nodulaci6n y 

fijación de nitrógeno fueron diferentes significativamente 

<P<0 .. 001 y P<O~Ol, respectivamente) para los genotipos del 

garbanzo y la ri;:obia.. La cepa TAL 620 fue la mAs 

competitiva en ambos genotipos. La fijación de nitrógeno 

md.;-:ima en ambos genotipos se dio con los int~culos de 10" y 

lt)O riznb1as sem~lla-j, en los suelos Ultisol y Oxisol, 

respectivamente. Las tres cepas de Rh.izobium compitieron 

diferentemente en los dos suelos~ La diferente concentración 

del inóc:ulo no influyó en la competencia entre cepas.. En 

general, el genotipo ~·•:::abuliº tuvo un potencial mayor de 

fijación de nitrógeno que el genotipo ºDesi .... Por la que la 

competencia entre ri~obias del garbanzo <Cicer ariel.l'.r.i:um. L.) 

estuvo influenciada por el medio de crecimiento, el genotipo 



y Las diferentes cepas pero no por la tasa de inoculación. 

De acuerda a lo anterior. se observa que no se tienen 

trabajos en nuestro pa1s sobre la competencia de las cepas 

P.h.i:zobi1.J.nL lesuminosarum. biovar phaseol l, tanto introducidas 

como nativas, salvo los citados. De ahl que en el presente 

trabajo se pretende llevar a cabo una selección de cepas de 

R. L. biovar phaseól i por su capacidad campe ti ti va en la 

formación de los nódulos en frijol común, a partir de una 

colecc:ión de cepas que han sido catalogadas como altamente 

fiJadora5 de nitrógeno <Nz> .. y de excelente sobrevivencia 

<Alm.araz y Ferre1'a-L:erralo. 1987; Almaraz, 1988). Por lo que 

en de primordial importancia obtener cepas eficientes que 

puedan sobrevivir en el suelo y de alta competitividad, ya 

qu~ can dicha información se puede tener una mayor 

probabilidad de obtener resultados satisfactorios en la 

nodulc'1.Ci6n por una cepa introdL1c:ida, que tiene como 

tinaliclarJ aumentar el rendimiento del cultivo, en este caso 

el del frijol, que es una leguminosa importante desde el 

punta de vista alimentario y económico, sobre todo en los 

paises del tercer mundo, entre ellas MéHico. 
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OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Seleccionar cepas de P.hi'.-:zobit.Jm. le(Stuninos(lJ"'Uin biovar phas~ol i 

de alta capacidad competitiva colectadas en las zonas áridas 

(Aguascali.entes, Ourango y Zacatec:as) de Mé::ic:a. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

-Seleccionar en invernadero cepas de Rhizobium 

le!-"um.inosarum. biovar ph~eol i por habi 1 id ad c:ompeti ti va en 

el genotipo Ph.as~ol-us Bayo Zacatecas 

desar·rolJ.ado en sustrato estt:.-ril al enfrentarlas en el mismo 

1noc:ulante con una cepa patrón, la cual es altamente 

competitiva pero inefectiva. 

-Eslurl1ar el fenómeno de competencia ont:re poblaciones de 

rizobias introducidas altamente competitivas y las nativas 

del suelo. 



HIPÓTESIS 

Las cepas seleccionadas como las de mayor capacidad 

competitiva tendrAn la t1abil1dad de desplazar a las rizabias 

nativas de un suelo no estéril. 



MATERIALES V MÉTODOS 

Material hioldgico, 

Las cepas de Phizobiwn leRwnlnosarum biovar phaseoli 

empleadas en la selección por capacidad competitiva CCUADRO 

1 l, pertenecen a la Colec:ción t1icrobiana del Laboratorio de 

Fijación Dic1l6gica de Nitrógeno de la Sección de 

Microbilogla de Suelos del Centro de Edafolag1a. Colegio de 

Postgra.duadas, Mont.ecillo, Mé::ico .. Estas cepa-a han sido 

c.,"lt.aloqadi\s como ef1c:ientes en la fijación de nitrógeno, y 

de al la sobrevivenc:J..a saprof 1 tic a ( Almaraz y 

Ft'.'trrera-Cérrato, 1987; Almara2. 1988). La cepa CP 163 

taltament~ competitiva pero inefectiva> fue proporcionada 

por el Dr. P. H. Grah.am de la Universidad de Minnesota, fue 

usada como patrón para. evaluar la competitividad. La 

variedad de frijol empleada en el presente trabaja .fue fJa:yo 

Zacatecas, proveniente de la zona frijolera del Estado de 
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Duranga, la cual fue facilitada por el Centro de 

Investigaciones Forestales y Agropecuarias del Estado de 

Durango (C!FAP-OURANGO>. 

Marcaje de la cepa CP 163 con estreptomlclna. 

La cepa CP 163 se marcó con estreptomicina <est> de la 

siguiente manera: la cepa se puso a crecer en caldo de 

eNtracto de levadura manita! CCELM, APENDICE I> durante 3 

d1as, después se sembró 0.1 ml de este cultivo en placas con 

extracto de levadura manito! agar roja cango <ELMARC, 

APENDICE Il con 20, 40, bO, 80, y 100 µg de estreptomicina. 

De las placas con 100 µg de est, se tomó una asada y se puso 

a crecer en CELM sin antibiótico, posteriormente, se sembró 

0.1 ml del cultivo en placas de ELMARC con concentraciones 

m~s altas de antibiótico, a intervalos de 20 µg~ hasta 240 

µg de est. Las colonias desarrolladas en las placas de 240 

µg de est se pusieron a crecer en CELM sin antibiótico y 

después de 3 dlas se volvieron a sembrar en placas de ELMARC 

con una concentración superior, sólo que ahora a intervalos 

de 40 µg, hasta 500 µg. Debido a que no hubo ningún problema 

en el desarrollo de la e.epa a estas concentraciones, se 

aplicó el mismo procedimiento, incrementando la 

concentración del antibiótico a intervalos de 100 µg de est, 

hasta 1000 µg. 
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CUADRO 1. Cepas de Rhizobium. le6wninosarum biovar phaseoli 
de efectividad y sobrevivencia comprobada 
empleadas en la selecciOn pa1~ capacidad 
competí ti va. 

CLAVE ACTUAL CLAVE ORIGINAL CLAVE ACTUAL CLAVE ORIGINAL 

CPMEX EL-63 CPMEX 125 D-293-28 

CPMEX 70 Z-686-5 CPMEX 126 D-410-37 

CPMEX 73 Z-786-6 CPMEX 127 Z-203A-20 

CPMEX 78 Z-39-4 CPMEX 130 D-396-35 

CPMEX 60 Z-125-13 CPMEX 131 Z-232-24 

CPMEX 82 Z-51-4 CPMEX 134 A-472-45 

CPMEX 84 Z-52-4 CPMEX 137 Z-167-18 

CPMEX 85 Z-44-4 CPMEX 138 D-296-29 

CPMEX 90 Z-78A-6 CPMEX 139 Z-221-23 

CPMEX 93 Z-5-1 CPMEX 140 Z-220-23 

CPMEX 99 Z-17-1 CPMEX 141 D-300-29 

CPMEX 100 Z-118-11 CPMEX 155 A-465-44 

CPMEX 101 Z-70-6 CPMEX 158 A-527-48 

CPMEX 103 Z-156-16 CPMEX 162 A-572-52 

CPMEX 105 Z-68A-5 CPMEX 165 A--616-56 

CPMEX 107 Z-103-10 CP 162 UMR 1899 

CPMEX 111 l-162-l.6 CF' 163 UMR 1116 

CPMEX 118 A-473-45 

CF'l'IEY. 119 A-458-42 

CPMEX 120 D-416-37 

CPMEX 122 A-588-53 

CPMEX 123 D-.386-35 

CPMEX 1::4 A-457-42 

A = f\quasca 1 ientes 
D = üurango 
z = Zacatec:as 
UMR = Minnesata 
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Prueba de estabilidad del marcaje de le cepa C:P 163rnoo est. 

El mutante CP 1631000est fue sembrado en CELM sin 

antibiótico, de este cultivo se tomó un ml y se hicieron 

diluciones (101, 102, 109, 10•, 10~, 106, 107, JOB, 100) en 

placas de ELMARC con 1000 µy de est y sin el antibiótico, 

con 3 repeticiones para cada diluc1~in. La estabilidad de la 

marca se estableció cuando de la cepa bacteriana se 

desarrolló la misma cantidad de colonias en una determinada 

dJ.lución en placas can y sin antibiótic:rJ <Espinosa-Victoria, 

1986). 

Marcaje de le cepa CP 163rnooest can espectinamicine. 

El cultivo que se utilizó para la prueba de estabilidad 

del marcaje con estreptomicina fue el que se usó para 

continuar el marcaje con espectinomicina. Se sembró 0.1 ml 

del cultivo en placas que c:ontenlan 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 

5.0, 8.0 y 10.0 µg mi-• de espectinomicina (esp). Al cabo de 

3 dlas se P-scogieron las colonias desarrolladas de las 

plac~s con 10.0 µg y se pusier·on en CELM sin antibiótico. 

Del cultiva resultante se volvió a sembrar 0.1 ml en placas 

con concentraciones superiores de esp, hasta 100 µg. A 

partir de los mutantes resistentes a 100 µg ml-t de 

espectinomicina se decidió continuar can el marcaJe, sólo 
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que l!n esta ocasión se incluyeron en el medio d~ cultivo 

ambas antibí6t.ic:os de la siguiente m<lnera tµg est/esp>: 

1000/100, 1000/140, 1000/160, 1000/180 y 10001200. Par 

ultimo~ el mutante obtenido en las placas con 1000/200 µg de 

est/esp se puso a crecer en CELM y posteriormente se indujo 

resistc-nc:ia a c:ont:entraciones superiores de espectinomicina: 

1000/300, 1000/400, 1000/500, 1000/600, 1000/700, 10(10/800, 

1000/1000 hasta 1000/1200 µg de est/esp. Como no se presentó 

ningún problema en el desarrollo de resistencía, se continuo 

con la prueba de estabili.dad, siguiendo la misma secuencia 

descrita anteriormente. 

Evaluacidn 

est /esp. 

de la nndulacidn del mutante CP 163,ooo 

Con el fin de evaluar la nodulación del mutante 

obtenido de la cepa original CP 163, se llevó a cabo un 

e:{peri.men to en unidades de crecimiento CP <Guzm.tn, et ai. , 

1983), usando la variedad de -frijol Michaa.c:.n 12-A-3.. Las 

semillas se desinfectaron superficialmente c:on alcohol al 

95/. durante 3 min, se enjuagaron con agua destilad~ estéril; 

después se sumergieron en una soluciwn de bicloruro de 

mercurio acidificada Cl g HgC1 2 , 5 ml HCI, 1000 ml 

durante 3 min y por último se clplicaron 5 lava.eles con agua 

destilada estéril <CIAT~ t998) .. Una vez esterilizadas, las 
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semillas fueron puestas a germinar en placas de agar-agua. 

El trasplante se realizó en las unidades de crecimiento CP, 

conteniendo 100 ml de solución Sandman <APENO ICE 1 I > a la 

mitad de su c:onc:entración, y después de 

esterili=adas, aplicando solucion nutritiva 

haber 

según 

sido 

los 

requerimientos de las plantas.Se dejaron dos plántulas por 

unidad e:-:perimental can 4 repeticiones. Seis dias después, 

se inoculo con el mutante doblemente marcado, con el mutante 

resistente a 1000 µg de est y con la cepa original, 

aplicando 1.0 ml del cultivo a cada. una de las plántulas. 

EXPERIMENTO l. Selección de cepas de Rhi2obium le¡juminosarum 

hiovRr pha.seo ! i por 

en sus lrefn eshiril. 

Preparacirin de les unidMdes expRrimentales. 

su capacidad compalilive 

Para llevar a cabo la selección de las cepas por su 

capacidad competitiva, se montó un e:<.perimento a nivel 

invernadero, usando vasos de unicel con capacidad para 1.0 

l:g de tezontle fino estéril. Previamente, cada unidad fue 

desinfectada con formaldehido al 2% y, después de 2 h. con 

alcohol al 95%, cubriéndose finalmente con papel manil"­

Para fac~litar el riego, se les adaptó un tubo de vidrio con 

tapón de baquelita. Las semillas de frijol variedad Bayo 
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Zacatecas fueron desinfectadas superficialmente ( CIA'f, 1988) 

y puestas a germinar en placas de agar-agua. Se realizó el 

trasplante, dejando z pl.:'tntulas por cada unidad 

e::perimentai. Se aplicaron 250 ml de solución Sandma.n 

<APENDICE 11) a la mitad de su concentración normal estéril, 

regando can la misma cantidad una vez a la semana. Se 

montaran 3 repeticiones para cada tratamiento (cepa 

efíc:lente -t· CP 163iooo 12ooest/esp>. Al se:: to d1 a del 

trasplante, se efectuó la inoculaci6n; un dia después, las 

unidades e;:perimentales fueron trasladadas al .invernadero,. 

debido a que todo el trabajo se llevó a cabo en el 

laboratorio baJo condiciones asépticas (campanas de flujo 

laminar>. 

Preparacido de las cepas según el Mlilodu de Grar1am. 

Pers. l. 

!Comuo. 

Cada cepa, tanto las eficientes a evaluar como la 

mutante CP 163'looo tzoo est/esp se pLtsi.eron a crecer en 

placas de extracto de levadura manilol agar 1 ELMA <APENDICE 

l> durante 3 dlas o hasta que se obtuvo un crecimiento 

uniforme en toda la placa. después el cultivo se rem~víó can 

10 ml de solución salina est~ril (0.85% de NaCl> con la 

botella. de di.lución conteniendo 30 ml de CELM; se dejó 
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inc:ubar durante 3 d1as. Transcurrido este tiempo, se tomó 

ml del cultivo y se transfirió a un matraz que contenia 100 

ml de CELM y se incubó durante 24 h. De este cultivo se tomó 

1 ml y se colocó en una botella de dilución que contenla 99 

rnl de solución salina estéril; se procedió a mezclar 

vigorosamente y s~ tnmó unr1. ü.l1cuot.a c:nn una pipt~t."\ P11.sf.l'!Llr, 

para realizar el conteo en una C~mara dP. Petrotf-Hausser, 

determinándose asl la cantidad de rizob.1.as m1-1. De esta 

forma ~e obtuvo la concentración de bacterias en el cultivo 

de 24 h de desarrollo, con el cual se preparó el 

inoculante-mezcla de una cepa eficiente <problema) y el 

mutante de la cepa CP 163 en una relación 1:1 con una 

concentración de 107 células m1-s de cada una, empledndose 

30 ml de solución salina estéril como vehlculo, con el fin 

de aplicar m.ás de 5 ml de in6culo por plántula. 

Separación y esterilizaciun de nódulos. 

Las plantas se cosecharon de 38-42 dlas después de la 

inoculación. Se procedió a la separación de la parte aérea 

de la ralz, la primera fue secada en la estufa C70º durante 

lZ h) para determinar el peso seco; la segunda fue lavada 

con agua para eliminar los restos del tezontle y de cada una 

de éüli'O\s, fueron separarlos 15 nódulos <Jl azar para sembrarse 

uniéndose lo de dos raiccs, por lo que para cada tratamiento 
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se plaquearon 90 nódulos. Los nódulos se desinfectaron 

superficialmente con alcohol al 95% durante 2 min., después 

se l..:ivar-on con agl.til destilada estéril y se pasaron a una 

soluc:i..:in rJe bic:lorura de mercurio ac:idificada durante 3 min; 

por uJ time:> iuerun lavacJos 5 vec:~s can ague\ destilada estéril 

«:1 AT, 1 'l!fü J • 

Plaquaa de nódulos. 

Para obtener el porcentaje de competencia de cada una 

de las cepas probadas se proc:edio al plaqueo de los nódulos 

(30 por repetición> ya desin-fectados superficialmente. En 

una placa de microtitulaciún s~ toloc:aron los 30 nódulos en 

{crmA individL1al agregándoles a cada uno una gata de agua 

destilada nstériJ con una pipE?ta F'asteur para !:iU posterior 

tri t.urac: ión e .tnocu lación usando un l ri turador-lnoculador 

Moltiple (lJealll~ y Ha.-1t.lt-lsman., 1989>. Con este mismo se 

procedió a sembrar- pr.unero en las pla.cas de EL11AFCC sin 

antibit:,,lito y después en las que i:ontenlan una c:.onc:entrac:26n 

de 1000/12(H) µg de est/esp. El porcentaje de nódulos 

forma.dos por el mutante CP 163,000 u:ooest/esp, correspondió 

dl numero de colonias desarrolladas en las plac~s con 

antibiótico, teniendo como base que 31) nódulos representaban 

el 100':1.; el porcentaje de los nódulos restantes correspondió 

a la e.epa eficiente probada. 
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Se determinaron adem.ás peso seco de ra1 z y nódulos, asl 

como el número de nódulos, esto último se llevó a cabo c:on 

el contador de Colonias de Bacterias BIOTRAN <New Brunswick 

Scientific Ca. lnc.~ Edison, N.V., U.S.A.>. 

EXPERIMENTO 11. C:ompetencle en suelo con cepes introducides 

y na ti vas de Rh i zob i wn. 

Para llevar a cabo el experimento de competencia en 

suelo con cepas de Rhizabi um. nativas, se tomaron las 5 

meJores cepas eficientes seleccionadas como altamente 

competitivas con más del 90% de nódulos formados en el 

frijol variedad Baya Zacatecas, éstas fueron: CPMEX 84 

!92.237.), CPMEX 111 !96.677.l, CPMEX 120 (92.777.l, CPMEX 131 

C97.7BX> y CPMEX 155 (1007.>, posteriormente, fueron 

seleccionada~• las células re5istentes a kanamic:ina de cada 

una de estas cepas que conservaron tanto su capacidad 

competitiva como su eficiencia en la fijación del nitrógeno. 

Marcaje de las cepas con kanamicina. 

Para el marcaje de las 5 e: epas selec:c:ionadas, se tomó 

como base lo reali~ado con la c:epa CP 163, sólo que en este 
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caso se seleccionó resistencia con c:oncentraci.ones del 

antibiótico di~cr-ent:es a las utilizadas en el marcaje 

anterior. Se inició con el crecimiento de cada una de las 

cepas r:!n CEU1, para posteriormente sembrar O. 1 ml del 

cultiva en placas de ELMARC con 20 µg y 40 µg de kanamicina 

lkan>. dcjAndose el ti~"'F'º necnsar·io para el desarrollo de 

la bacteria. Sin embargo, al no obtenerse indicio de la 

bacteria, se decidió disminuir la concentración del 

antibiótico y aumentar· la cantidad del cultivo, es decir, 

que en lugar de sembrar 0.1 ml se sembró 0.3 ml, con la 

finalidad de tener una mayor probabilidad de obtener el 

mutante .. Por lo tanto, se volvió a cultivar a lai::t rizobias 

en placas con: 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 3 .. 0, 5 .. 0 y 10.0 µg de 

kan. En este caso s1~lo se mencionará. lo real izado con CPMEX 

155, puesto que las otras cuatro cepas siguieron un patrón 

similar. El primer mutante que se obtuvo se desarrolló en 

placas con una concentración de 3.0 µg de l<an, de donde se 

tomaron las colonias y se sembraron en CELM para proseguir 

c:añ el marcaje. Después, se prepararon placas can 5, b, 8 y 

10 µg del antibiótico, observandose crecimiento en las 

placas con 5 µg, úe la cual se tomaron colonias para 

crecerlas en CELl1. Se continuó can las concentraciones de: 

10. 15, 20, 25 y 30 µg de l~an; observdndose desarrollo de 

colonias en las pl.acas con 25 µg. Sucesiva.mente, se procedió 

de la misma forma para seleccionar cepas con resistencia a 
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concentraciones mayores: 50, 80 y 100 µg del antibiótico .. 

Como ya no se observó ningún problema en el crecimiento de 

las rizobias, se decidió aumentar la concentraci6n del 

antibiótico hasta obtener mutantes resistentes a 1000 µg de 

l~an. 

Prueba de Estabilidad de los mutantes resistentes 

de kanamicine. 

a 1000 µg 

Para llevar acaba la prueba de estabilidad de las 5 

cepas resistentes a 1000 µg de kan, se pusieron a crecer en 

CELM sin antibiotico y de este cultivo se reali~aron 

di luciones ( 10•, 102, lt)D)' 

sembrándose 0.1 ml en placas sin antibiótico y en placas con 

1000 µg de kan con 3 repeticiones para cada dilución. Cuando 

se observó crecimiento de igual cantidad de colonias en 

placas con y sin antibiótico, se consideró estabilizada la 

marca genética. 

Pruebe de Nodulecidn de las Cepas resistentes a 1000 µg de 

kanamlclna. 

Con el propósito de evaluar la nodulaci6n de los 

mLttantes de las cepas CPMEX 84, CPMEX 111, CPMEX 120, CPMEX 

131 y CPMEX 155,. se llevó a cabo un e:-cperimento en unidades 
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de crec1m1ento CP (6uzm.Ara et al., 1983), usAndose la 

variedad de frijol Bayo Zac:atec.:>.s, que fue la misma en la 

que se les evaluó su capacidacJ competitiva. Las semillas 

fueron esterilizadas super+icialmente CIAT ( 1988), y 

germinadas en placas de agar-agua; se trasplantaron 2 

plántu!us por calla unidad dt:! crecimiento, mont.ttndose 4 

repeticiones por tratamiento. La inoculaci·~n se realizó 4 

dlas después del trasplante <cuando las hojas cotiledonares 

quedaron completamente e:<puestns> con 1 ml de cultivo para 

cada plAntula. Los tres inoculantes probados +ueron: la cepa 

original, el mutante resistente a 1000 µg de kan y el 

mutante ·+- CP 163u:>oo uooest/esp .. 

Preperecirin de les unidades experimentales, 

Se utilizaran macetas de plJ.stic:a del No. 8, las cuales 

~e limpiaron con alcohol al 95'l.. Posteriurm~nle se les 

adicionó q kg de suelo tn1ni=ndo y secaWo al aire de la 

localidad Lomas de San Juan, Chapingo, Mó::ico, el cual está 

Considerado como un suelo pobre en nitrógeno y fósforo 

<Espir.osa-Viclo1·ia, 1986>. Se prepararen 4 unidades 

c~'perimentu.les por tratamiento (CUADRO 2> ~ Las semillas de 

frijol variedad Bayo Zacatecas se pusieron a germinar en 

placas de ag.J.r-aguu durante '1 dias, después de haber sido 

esterili~adas superficialmente (CIAT. 1988>. El trasplante 
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se llevó a cabo en el invernadero dejando 2 plAntulas por 

unidad experimental; se aplicó fertilizante nitrogenado Y 

fosfatado en forma de sulfato de amonio [(NH4 >2S04 J y 

superfosfato simple CP2 0 5 J, respectivamente, al momento del 

trasplante; el primer riego fue a capücidad de campo (500 ml 

por maceta apra>:imadamen te>, aplicando esta misma cantidad 

cada semana .. 

Preparacidn del inoculan te, 

Los inoculantes de los mutantes CPMEX 1551000kan y CP 

1631000 tzooest/esp, se prepararon de la misma manera que en 

el Experimento 1, según el método de Graham (comun. pers .. >, 

sólo que en este caso la mezcla de ambos mutantes se diluyó 

en 80 ml de solución salina estéril <ú .. 85 NaCl> con el fin de 

poder aplicar mds de 10 ml por plántula y asl cubrir una 

mayor super·ficie del suelo en el momento de inocular. La 

inoculación se llevó a cabo durante el trasplante, para no 

dar ninguna ventaja a las cepas nativas, con una suspensión 

bacteriana conteniendo 1(11> células m1-s.. Dicha concentración 

se determinó mediante la Cámara de Conteo de 

Petroff-Hausser. 

El e~{amen l1e los nótlulos. asi como las otras 

determinaciones <peso seco de parte aérea, ralz, nódulos y 



CUAIJR.O G. Tr·alamlo11t.ns. del estudio t.le compet.enr.ia de los 
mulaht.es CPMEX 155tooo kan y CP 163uxMl tzoo 
'1'Sl/<:!SJ') de F~hi.zobium. l.c;.,sumínoGarum biovar pha.sec:>l i 
en SllP.1 o co11ten1..enck1 cepas oat.i vas 

CEPA CEPA 
TRATAMJ ENTO FOSFORO NtTROGE:NO EFICIENTE lNEf'ICIENl"E ___ " _____ ----···--

o o CPMEX155' CP 163. 

2 t) 20 CPMEX155' CP 163. 

3 o 40 CPMEX155' CP 163. 

4 (l 60 CPMEX!55' CP 163. 

5 o 80 CPMEX155' CP 163. 

6 40 o CPMEX155' CP 163. 

7 40 20 CPMEX155' CP 163. 

8 4(l 4t) CPMEX155' l:P 163. 

9 4t) b() CPMEX155' CP 163. 

10 40 81) CPMEX155' CP 163. 

11 1) 1) --------- --------
12 o 1) CP~1EX!55' --------
13 IJ () --------- CP 163. 

CPMEX155' = CPMEX l551ooc,l<an 

CP 163. ~ CP 163l00C) 1.2ooest/esp 
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numero d~ nódulos> se realizó de la misma manera que en el 

E:<t:perimento 1, cuando el 50'l.. de lc'lS plantas presentaron 

floración <32 diasl. 

Todos los experimentos realizados en el presente 

trabajo tuvieron un dise~o experimental completamente al 

azar. 
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RESULTADOS V DISCUSIÓN 

EXPERIMENTO 1: Seleccidn de cepas de Rhi.zobi.'Um l<>,s'Umi.nosar'Ul7l 

bio var phaseo l i. . 

Marcaje de la cepa C:P 163. 

La obtención del mutante CP 163u:J()Q 12oc1est/esp se 

llev6 a cabo en un periodo de apro:·:imadamente 4 meses.. Al 

momento de realizar la prueba de estabilidad se observó que 

la bacteria no se desarrollaba en las placas con el 

antiUiólico de la misma manera que en las placas sin 

ant-il1iót.ic:o~ tanto 1:•n la prueba de P.stabi lidatl del marcaje 

con uno como con los etas antibióticos. Por Lo que en ambos 

casos se decidió mantenerlos par m.=t.s tiempo en placas y en 

CELM con las respectiva~ concentraciones, hasta que se 

obtuvo crecimiento de la misma cantidad de colonias en las 
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placas con los antibióticos y sin ellos. Por último, la 

prueba de nodulac:i6n resultó ser positiva, es decir, las 

plantas inoculadas con el mutante presentaron una gran 

cantidad de nódulos blancos, que a simple vista no 

presentaron diferencias con los nódulos formados por la 

cepa original~ lo que nos indicó que ésta hab1.a conservado 

su capac1daU competitiva y su car~cter de ineficiencia en la 

fijación de nitrógeno, ya que las plantas presentaron 

clorosis y permanecieron casi del misma tamario que el 

control sin inocular. 

Campe tencia en lre cepas de Rh üwb i wn 

phaseott en sustrato eshiril. 

testuninosarwn biovar 

Las cepas que f·ormaron mas del 907.. del total de 

nódulos fueron: CPMEX 155, CPMEX 131, CPMEX 111, CPMEX 120, 

CPMEX 100, CPMEX 84, CPMEX 85 y CPMEX 162, que repres.,ntan 

el 20.5'l. del total de cepas seleccionadas <CUADBO 3) .. 

La c:epa CPHEX 155 fue la única que Logró desplazar 

totalmente a la cepa altamente competitiva e ineficiente, 

formando el 100"/.. de los nódulos en la variedad de frijol 

Bayo Zacatecas~ pudiendo cansiderArsele como una cepa 

excelente en capacidad competitiva, además de ser eficient:·· 

en la ·fijación de nitrógeno y ser de buena sobrc.1vivencia 
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CUADRO 3. Porcentaje de n6dulos formados por las cepas de 
Rhizobiwn. teewn~nosarum biovar phaseoLi al ser 
inoculadas junto con el mut..anle CP 163.._000 1200 
est./esp, en una relaclÓI) 1: 1 

TRATAMIENTO ~ DE NODULOS FORMADOS 
CEPA CEPA 

PRODLEMA PATRON 

EXCELENTES COMPETl DORES 

CPMEX 155+CP 163" 100.00 

MUY BUENOS COMPETIDORES 

CP~\EX 131+CP 163• 

CPMEX 11 l+CP 163• 

CPMEX 120+CP 163• 0 

CP~IEX lOO+CP 163• 

CPMEX 84+CP 163• 

CPMEX 85+CF' 16344 

t:PMC.X 162+CP 163• 

BUENOS COMPETIDORES 

CPMEX 70+CP 163* 

CPMEX lOl+CP 163• 

CP 162+CP 163• 

97.70 

96.67 

92.:?3 

92.23 

92.23 

92.22 

92.22 

88.89 

86.67 

85.55 

o.oo 

2.22 

3.33 

7.77 

7.77 

7.77 

7.78 

7.78 

11. 11 

13.33 

14.45 

.. CP 163 == mutante resistente a antibióticos CP1631000 , 200 
est/esp 
0 

tratamientos evaluados en dos ocasiones (se reportan 
promedios) 
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CUADRO 3. CONTINUACION 

TRATAMIENTO " DE NODULOS FORMADOS 
CEPA CEPA 

PROBLEMA PATRON 

CPMEX 1+CP 163• 0 83.33 16.67 

CPMEX 165+<.:P 16.3• TS.33 26.67 

CPMEX 119+CP 163• 70.00 30 .. 00 

CPMEX 123+CP 163• 61.11 38.89 

CPMEX l'.22+CP 163• 60.1)0 40.00 

CPMEX 99+CP 163•0.. Sb.64 4;:;,.35 

REGULARES COMPETIDORES 

CPMEX 93+CP 163• 47.78 52 .. 22 

CPMEX SO+CP 163• 47.78 52 .. 22 

CPMEX l34+CP 163• 45 .. 55 54.45 

CPMEX 90+CP 163• 41.11 58.89 

CPMEX l25+CP 163• 40.00 60.00 

CPMEX 78+CP 163• 35 .. 56 64.44 

CPMEX 137+CP 163• 35 .. 55 64.45 

CPMEX 158+CP lb341 34.44 65.56 

CPMEX 140+CP 163• 32.22 67.78 

CF'MEX 130+CP 163• 31.12 68.88 

• CP 163 = mutante resistente a antibióticos CP163,<>oo <ZOO 
est/esp 
ª ~ tratamientos evaluados en dos ocasiones Cse reportan 

promedios) 



CUADRO 3. CONTINUACION 

TRATAMIENTO l< OE NODULOS 
CEPA 

PROBLEMA 

MALOS COMPETIDORES 

CPMEX 73+CP 163• 27.77 

CPMEX !3BH.;P 163• 26.67 

CP S2+CP 163• 26.67 

CPMEX 126+CP 163• 25 .. 55 

CPMEX 103+CP 163• 23.34 

CP11EX 105+CP 163• 23 .. 34 

CPMEX 124+CP 163• 22.23 

MllV HALOS COMPETIDORES 

CPMEX llB+CP 163• 14.45 

CPMEX 127+CP 163•ª 14.45 

CPMEX 107+CP 163• 4.44 

CPMEX 139+CP 163 .. 3 .. 34 

CPl1EX 141+CP 163• ~ .. 34 

CP 163• o.oo 

FORMADOS 
CEPA 

PATRON 

72.23 

73 .. 33 

73.33 

74.45 

76.66 

76.66 

77.77 

85.55 

85.55 

95 .. 56 

96.66 

96.66 

100.00 

fl5 

• CP 16::!. ::::::: mutante resistente a antibióticos CP 163ux.., 1200 
est/esp 
ª = tratamientos evaluados en dos ocasiones Cse reportan 

promedios) 
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saprofitica. Las resultados satisfactorios obtenidos al ser 

probada en suelo can cepas nativas de Rh.izobL~m dan la 

posibilidad de considerarla. como una cepa excelente para la 

preparación del inoculante destinada ~ la región de donde 

fue aislada <zona frijalera de Aguascalientes>. 

Las cepas CPHEX 131 y CPHEX 111 formaron el 97.78 y el 

96.67(. del total de los nódulos, respectivamente, siendo las 

que más se acercaron al 100%, además de que se comportaron 

de manera similar frente al mutante CP 1631000 1200 est/esp. 

Tales resultados índican que ambas cepas pueden desplazar a 

otras que tengan la caracter!stica de ser competitivas si 

las condiciones nutrimentales y ambientales son apropiadas. 

También estas dos cepas pueden ser consideradas como 

apropiadas para la preparación de inoculan te para la zona 

frijolera de Zar:atecas. 

Las cepas CPHEX 162, CPHEX 85, CPMEX B'I y CPMEX 120 

formaron el 92.22, 92.22, 92.23 y 92.237. del total de los 

nOdulos, respectivamente. De éstas, la CP11EX 85 y CPMEX 120 

fueran evaluadas en dos ocasiones, reportándose por lo tanta 

un promedio de ambas determinaciones. En general, no se 

observaren grandes diferencias entre la primera y la segunda 

evaluacion, corroborándose que se trata de cepas altamente 

competitivas y eficientes en la fijación del nitrógeno. Lo 

anterior también nos c:onfirmn que el método de selec:ción 

utilizada permitió llevar a cabo un~ selección confiable de 
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cepas de R. L. biovar phaseol i, ya que al evaluar en dos 

ocasiones a otras tres cepas <CPM~X 1, CPMEX 99 y CPMEX 127> 

se obtuvieron resultados similares en ambos casos <se 

reportan pramed ios) . 

En general~ se puede decir que las q cepas mencionadas 

antcr iormen te presentaran un comportam1ento similar frente a 

la cepa patrón (altamente competitivo e ineficiente), 

manifestándose como superiores en caracidad competitiva. Sin 

embargo, debe considerarse que en condiciones naturales, 

inleractuan no sólo con cepas de la misma especie 

(eficientes e inefici~ntes altamente campetitivasJ, sino con 

una gran gama de organismos. Asl, el hecho de haber sido 

seleccionadas como altamente competitivas en condiciones de 

invernadero, no garantiza que se con1porten de la misma forma 

al ser introducidas en campo. 

Deben realizarse investigaciones tendientes a 

considerar los factores que influyen en la simbiosis 

RhÍ?.óbLuirl-leguminosa, tales c:omo temperatura, altitud, tipo 

de suela, nitrógeno y fósforo disponibles, humedad y pH; de 

esta manera ~er..\ factibl~ incrementar el rendimiento del 

cultivo en las zonas frijoleras de nuestro pais, al emplear 

cepas que ademds d~ haber sido seleccionadan como eficientes 

en la fijuci.ón de nitrógeno y de alli\ competitividad sean de 

buena sobn~vi.vencia tlujo condiciones adver·sas. Por~ ejemplo, 

se sabe que una cepa es eficiente en un tipo de suelo, sobre 
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todo en aquél del que fue aislada debido a que éosta se halla 

ndaptil.da a las condiciones prevalecientes, sobre toda pH y 

materia orgánica del mismo. 

Finalmente, de este bloque de cepas, la CPMEX 100 

formü el 92.66/. de los nódulos, sin embargo, fue totalmente 

ine+icicnte en la fijación de nitrógeno <CUADRO 4). 

Probablemente, este fenómeno aún desconocido en el que 

seguramente el hospedera debe estar involucrado, sea una de 

las causas por las cuales no se obtenga respuesta a la 

inoculación cuando se introduc~n al campa cepas previamente 

seleccionadas. 

El siguiente grupa de cepas, colocadas en orden 

decreciente en cuanto a capacidad competitiva, pueden 

considerarse como buenos competidores, ya que formaron 

frente a la cepa patrón más del 507. del total de nódulos en 

la variedad de frijol Bayo Zacatecas: CPMEX 70, CPMEX 10l, 

CP 16~, CPMEX 1, CPMEX 165, CPMEX 119, CPMEX 123,CPMEX 122 y 

CPMEX 99. La caracteristica que se tomó como base para este 

agrupamiento fue la ausencia de clorosis en las plantas 

inoculadas con eslas cepas, adem:S.s del vigor de la parte 

ae.rea refleJ.:tclo en una mayor biomasa, en contraste con al 

inducido por las cepas menas competitivas. 

La CPMEX 93, cuyo efecto en la producción de peso seco 

de la parte aérea fue el má.s alto, fue catalogada como una 

competidora regular pues formó el 47. 787. de los nódulos 
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totales de la planta. Esto indica que no necesariamente una 

cepa qLte forma el LUOY.. de nódulos tendrá que reflejür la m:ts 

alta eficiencia en la fijación de nitrógeno; de hecho, la 

capacidad para fijar nitrógeno estará determinada por la 

eficiencia nodular. 

Un 25.6Y.. del total de cepas seleccionadas por su 

capacidad competitiva fueron clasificadas como competidores 

regulares, formando entre el 30 y el 501. de los nódulos 

cuando fueron inoculadas en una relación 1:1 con la cepa 

patron, ~stas son en orden decreciente en relación a su 

capacidad competitiva: CPMEX 93, CPMEX 80, CPMEX 13~, CPMEX 

9í.>, CPMEX 125, CPMEX 78, CPMEX 137, CPMEX 158, CPMEX 140 y 

CPMEX 130 (CUADRO 3>. En este grupo de cepas sólo la CPMEX 

9.3 presentó plantas verdes Cno cloróticas> a pesar de haber 

formada sólo el 47.78'l. de los nódulos, dicho efecto tiene su 

e:<plicación E'n el hecho de que fue la cepa que produjo el 

mayor peso seco de nódulos rojos (efectivos>. 

Otro aspecto que se observó en este grupa, fue la 

presencia de plantas cloróticas con nódulos rojos formados 

por las cepas CPMEX 80,. CPMEX 90, CPMEX 134 y CPMEX 158. 

Esto puede e}:plicarse por el hecho de que la cantidad de 

nódulos rojo:, (de 32.33 a 20.00 nódulos 2 plantas-t.) 

formados no fueran suficientes para la aportación del 

nitn:•geno requerido par lD. plartta. 
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El 17.9)(. del total de cepas evaluadas fueron 

consideradas cama malas competidoras frente a la cepa 

patrón, ya que formaron entre el 20 y el 3t)f. del total de 

nódulos en la variedad de frijol empleada, éstas fueran: 

CPMEX 73 <27.71f.>, CPMEX 138 <26.67f.), CPMEX 82 (26.67f.l, 

CP~1EX 126 <25.55f.), CPMEX 103 <2.3.34f.), CPMEX 105 <23.34f.> Y 

CPMEX 124 C22.23'1.). Todas las plantas inoculadas con estas 

cepas, presentaron clorosis y ausencia total de nódulos 

rojos; asl, es factible inferir que la presencia de cepas 

altamente competitivas e inefectivas cm el suelo influye 

directamente en la expresión de las cepas 

introducidas, abatiendo su nodulación. 

eficientes 

El último grupa de cepas seleccionada par su capacidad 

competitiva Tuercn clasificadas como muy malas competidoras, 

el cual estuvo integrado por: CPMEX 118 <14.45f.), CPMEX 127 

(14.45f.l, CPMEX 107 <4.44f.l, CPMEX 139 (3.34f.l y CPMEX 141 

(3.34'l.>; representando el 15'l. del total de las cepas 

seleccionadas. También en este caso, la ausencia total de 

nódulos rojos fue la caracteristica mds sobresaliente, 

manifest~ndose? pc1r lo tanto clorosis cm todas las plantas 

inoculadas con estas cepas <CUADRO 3>. 

Estos resultados nos indican que la afinidad de las 

cepas de Rhi2obiwn. por el hospedera es de gran importancia 

cuando se lleva a cabo una evaluación bajo condiciones de 

invernadero; sin embargo, es uno de los aspectos que no se 
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ha considerado en la mayarla de los casos en que se han 

seleccionado cepas para su L\50 como inoculan te en 

condiciones de campo. Gardüzi ( 1986) reportó que la cepa 

EL-57 que habla sido evaluada coma inefectiva bajo 

condiciones controladas, se comportó como altamente efectiva 

con los genotjpos Chis., 146A (hábito df? crecimiento 11) y 

Bayo Jaspeado de San Andrés (hábito de cremimiento lllb). En 

la presente investigación, las cepas evaluadas como 

efectivas en la variedad de frijol Bayo Ouranga, se 

comportaron como inefectivas en la variedad Bayo Zacatecas. 

Graham (1987) reportó que cuando inoculó 10 genotipos 

de frijol con una me;:cla de la UMR 1116, con 4 cepas 

diferentes de R. l. biavar phaseól i, en una proporción 1: 1, 

no se presentaron evidencias claras de la variación 

hospedero-cepa, como respuesta a la inoculación a selección 

de cepa a los 30 dlas, aunque las plantas inoculadas con la 

mezt:la que contenla a las cepas UMR 1125 a UMR 1378 fueron 

superiores en vigor y peso seco de la parte aérea 

<g planta-•> con los 10 genotipos de frijol probados. 

Pesa seca de la parle aerea de Phasealus uuletaris L. en el 

estudia de campetencie en sustreta eshiril 

La cepa que produjo el má::imo peso seco de la parte 

aérea fue la CPMEX 93 (2.413 g 2 plantas-S); sin embargo, 
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presento valores estadisticamente iguales (ot=0.05) a los de 

las cepas CP~IEX 85 (2.143 g 2 plantas-•>, CPMEX 111 tl.887 g 

2 plantas-•) y CPMEX 120 <1.HBO g 2 plantas-l), que fueron 

consideradas como muy buenos competidores por haber formado 

más del 90"/. de las nódulos totales en la planta, al Ger 

inoculadas en una relación 1: l con la cepa patrón. La cepa 

CPMEX 93 formó el 47. 787. de los nódulos de la planta, pero 

como se mencionó antes, esta cepa presentó el mayor peso de 

nódulos roJas, de ahl que eGta gananc1a de materia seca de 

la parte aérea sea atribuible a la eficiencia de dichas 

nódulos. 

La cepa CPMEX 155, que presentó la más alta capacidad 

competitiva (100%>, produjo un valor de peso seco de parte 

aérea de l .. eo:J g 2 plantas- 1 , siendo menor al de la CPMEX 84 

<1.813 g 2 plantas-t) la cual formó el 92.93% de los nódulos 

de la planta, la que indica que a pesar de ser cepas 

altamente competitivas y evaluadas como eficientes, no son 

necesariamente las mejores en la producción de biomasa 

a .. ~rea .. Sin embargo, no hay que descartar la posibilidad que 

~l beneficio de esa capacidad se vea reflejada en el 

rendimiento de grano, que en este caso no se determinó 

debido a que el obJetivo del trabajo fue seleccionar cepas 

de P.hizobium legumt:nosarum biovar phaseoli., por lo que la 

cosecha de las plantas se llevó a cabo en la etapa de 

floración, que es cuando los nódulos se encuentran mas 
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activos. 

La CPMEX te <testigo eficiente en la fijación de 

nitrógeno> se encuentra dentro del grupo de cepas que 

presentaron valores estadisticame11te iguales lc•=0.05) al de 

la cepa que tuvo el máximo peso seco de la parte aérea, asl 

como dentro del grupo de las cepas consideradas como 

altamente competitivas, por lo que puede usarse como 

referencia para evaluar la eficiencia de las cepas en 

relación a la fijación de n~tr6geno cuando éstos se hallan 

frente a una cepa altamente competitiva. 

En general, se puede decir que las cepas que 

resu 1 ta ron con la mt..s baja c:apacidad competitiva, 

presentaran valores de peso seco de la parte aérea menores 

tt.513-0.813 g 2 planta-•>con diferencias significativas 

C~=0.05> en relación a las cepas consideradas c:omo 

altamente competitivas (con m4s del 501. de nódulos totales 

formados>, lo cual se atribuye a la presencia de una menor 

cantidad de nódulos rojos <32-33-0-00 nódulos rojos por 2 

plantas) e-ficientes a a la ausencia de éstos; esto, 

finalmente es el resultado también de la especificidad d~ 

las cepas par el hospedero. Estas cepus -fueron seleccionadc:ts 

como efectivas en la variedad de frijol Bayo Durango 

IAlmaraz, 1988) .. Los resultados oblertidos C)~plican los bajos 

rendimientos del cultivo de -frijol, c:ua.ndo se lleva a cabo 

una i11ocuJac:ión bajo condiciones de r:ampo con cepas que han 
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CUAORO 4.. Medias de-1 pes<) seco de parto aCrea y dQ ralz rla 
Pha.s~olus vuldaris L. inoculado con dirarontas 
cepas de Rhi'80ó1:urn lesum.inosa.r1..(tn. blovar phasqoll 
más. el mulanle- Cf> 183uxio tZO<} est/esp en una 
relacion 1t1. 

------------------------·--·--------
TRATAMIENTO 

CP11EX 93+CP 163• 2.413 a 

CPMEX 70+CP 163• 2.213 ab 

CPMEX 85+CP 163•ª 2.143 abe 

CPMEX 162+CP 163• 2.120 abe 

CPME:X 101·•CP 163• 2.083 abc:d 

CPMEX SO+CP 163• 2.073 abed 

CPMEX le l • 987 abcd 

CPMEX 119+CP 163" 1.980 abed 

CPMEX 131+CP 163• 1.973 abcd 

CPMEX 99+CP 163•0 1.903 abcde 

CPl1E:X 11 l+CP 163• 1. 887 abcde 

CPMEX 120+CP 163•ª 1.880 abcde 

CPMEX 124+CP 163• 1.840 abcde 

CPl1EX 84+CP 163• 1.813 bcdef 

CPJ1EX 155+CP 163• ! . 803 bcde-fg 

CPMEX 123+CP 163• 1.797 bcdefg 

CPMEX 103+CP 163• 1.653 bcdefgh 

CPM!i.X l+CP 163•ª 1.637 bctJefghi 

CPM1'.X 78tCP 163• 1.610 

CPN1'.X l 30+Cf-' i 6C!o• 1 • 557 

CF' l 62-+CP f6.3• l .. 520 

CPMEX l22·tCP 163• 1 .. 517 

cdefc;¡hi 

cdefghi 

defghij 

tlefghij 

o.6633 abcdef 

0.7700 abcd 

0.6267 abcdef 

0.7167 abcde 

0.8600 a 

0.7467 abcde 

0.7367 abcde 

0.8233 ab 

0.6067 abc:def 

0.6467 abedef 

0.6700 abedef 

0.6033 abcdef 

0.7833 abe 

0.6033 abcdef 

0.6067 abc:def 

0.6833 abc:def 

0.6267 abc:def 

O. 7000 abc:def 

0.5300 cdef 

O. 7800 abe: 

0 .. 5467 c:def 

o .. 5800 bcdef 



75 

CUADRO 4. CONT! NUACI ON 

TRATAMIENTO PESO SECO g 2 PLANTAS-• 
PARTE AEREA RAIZ 

CPMEX llB+CP 163• 1.513 defghij 0.7367 abcde 

CPMEX lfJ7+CP 163• 1.377 efghij I< 0.6100 abcdef 

CPMEX 127+CP 163•ª 1.373 efghijl< 0.6467 abc:def 

CPMEX 165+CP 163• 1.370 efghij k 0.5933 bc:def 

CPMEX lOO+CP 163• 1.327 efghij k 0.5667 bc:def 

CPMEX 158+CP 163• 1.313 efghij k 0.6033 abcdef 

CPMEX 90+CP 163• 1.223 fghiJ" 0.5167 def 

CPl1EX 105+CP 163• 1.210 ghijk 0.5433 c:def 

CPMEX 134+CP 163• 1.197 hijk 0.6167 abc:def 

CPMEX 137+CP 163• 1.193 hijk Q.5467 c:def 

CPMEX 82+CP 163• 1.190 hiJ" o.5833 bc:def 

CPMEX 139+CP 163• 1.160 hijk 0.6167 abcdef 

CPMEX 14l+CP 163• 1.153 hijk 0.5433 c:def 

CPMEX 73+CP 163• 1 .. 137 hijk 0.6000 bcdef 

TESTIGO 1.067 hUk 0.5200 c:def 

CPMEX 125+CP 163• 1.060 hijk o.5500 c:def 

CPMEX 140+CP 163• 1.047 ij ,, Q.5467 c:def 

CP 163" 0.95(1 jk 0.5100 ef 

CPMEX 13B+CP 163• 0.893 k 0.5400 c:def 

CPMEX 126+CP 163• 0.813 k 0.4467 f 

Las medias de las variables con la misma 
estadlsticamente iguales <Tukey~ a=0.05). 

letra son 

CP 163":::mutante resistente a antibióticos CPMEX 
est/esp. 
~PMEX le=. testigo altamente efectiva. 

=- tratamiento evaltrn.do en dos ocasione~ 

promedios) . 

1631000 t200 

(se repartan 
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sido evaluadas en condiciones controladas en una sola 

variedad de frijol. 

Otro aspecto importante observado, fue que el testigo 

absoluto (sin inoculación> presentó una biomasa de la parte 

aérea mayor <1.067 g 2 plantas-•> que 4 de las cepas 

evaluadas (CPMEX 125, CPMEX 140, CPMEX 138 y CPMEX 126), 

adem..\s, el mutante CP 1631000 1200 est/esp produjo un peso 

seco de la parte a~rea mayor <0.950 g 2 plantas-•> al de dos 

de las cepas que produjeron los valores m~s bajas de biomasa 

aerea, aunque sin diferencia significativa t~=0.05) <CUADRO 

41. 

En la figura 1, se muestra una relación del peso seco 

de la parte a~rea del frijol Bayo Zacatecas y la capacidad 

competitiva de las cepas que resultaron con mAs del 604 de 

nodulación, asl como de aquélla5 que tuvieron menas del 35'l. 

de nódulos formados por 2 plantas. Las cepas que resultaron 

con una alta habilidad competitiva, presentaron una biomasa 

de la parte aérea mayor en relación a las cepas de baja 

capacidad competitiva .. En esta misma figura, se tiene una 

visión más clara de la efectividad de las cepas altamente 

competitivas al tener como referencia a la CPMEX le <testigo 

eficiente en la fiJacicn de nitrógeno) que es altamente 

efectiva y de amplio espectro de especificidad ya que ha 

nodulado a los cuatro há.bi tos de crecimiento del frijol ( I, 

11, tll y !V> descritos <Rodr-íguez y F.;;,r·a·era-C~rra.to~ 1984).. 
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También en la figura 1, se observa la gran diferencia 

que e::iste entre el peso seco de la parte aérea del testigo 

absoluto ( 1.067 g 2 plantas-t) y el má:~imo valor obtenido 

t2.413 g 2 plantas-•) par la cepa CPl1EX 9.3. En adición, el 

mutante CP 163 1000 1 200 est/esp está dentro de los valores 

mds bajos de peso seco de parte aérea, confirmando su 

car·acterlstica de ser inefectiva, no presentando diferencias 

significativas ( ct=O .. 05) can el testigo 

inoculación>. 

absoluto 

En general, la presencia del mutante CP 

est/esp, altamente competitivo e inefectiva, 

<sin 

influyó 

abatir:mdo la enpresión de la capacidad competitiva de las 

cepas efectivas evaluadas, y esta se vio reflejado en la 

producción de biomasa de la parte aérea. Graham ( 1987>, al 

evaluar 9 cepas de R. l. biovar pha.seol i seleccionadas por 

su capacidad competitiva frente a la cepa UMR 1116 (CP 163) 

en 3 variedades de frijol CJamapa, UMPV 0047 y UMPV 4013), 

en con lró que las cepas UMR 1165, UMR 1125 y UMf~ 1102 fueron 

superiores en capacidad competitiva, ya que el peso seca de 

la parte aérea por planta cama resul lado de la .inoculación 

con estas cepas e:<cedic:", '1.úO g planta-t, a los 30 dlas, en 

comparac:ión al producido par la UMR 1116 que fue de 1.'l9 g 

planta-' en los ::!. ge11otipos, en este e::µerimento, se tomó 

coma base et peso seco de la parte aérea para determinar si 

u11a cepa se comportaba como altamente campe ti ti va. Es te 
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trabaJa reporta resultados en los cuales se adicionan las 

porcentajes de nodulaci6n de las cepas efectivils evaluadas, 

como una confirmnción de la habilidad en la fcrmat:ión de 

nódulos de una cepa determinada. 

Peso seco dB raíz de Phaseolus uuttrar-is l. verieded Bayo 

Zecetecas en el estudio d11 competencia en sustrato eshiril. 

En general, se observaron diferencias significativas 

(~=O.OS> en el peso seco de ra1~ entre las cepas 

seleccionadas, aunque se detectaron grupos con valares 

estad1sticamente iguales. En el primero de los casos, 

podemos agrupar a 25 cepas, dentro de las cuales se 

encuentran nuevamente las c:epas que formaran más del 70% de 

los nOdulos totales de la planta.Sin embargo, el pesa seco 

de ralz no tuvo relación con la eficiencia de las cepas 

altamente competitivas, dado que la heterogeneidad de los 

datos fue muy marcada; por ejemplo, la cepa que produjo el 

mANimo peso seco de r-a1z fue la CPMEX 101 <0.8600 g 2 

planta.s-s > ubicada en décimo lugar en cuanto a capacl.dad 

competitiva (86.67i0, en tanto que la segunda mejor cepa en 

produc:cíón de peso seco de raJ.;: fue la CPMEX 119 (0.8233 g 2 

plC'\n tas - '> ubicada en ca: torcaa.vo lugar· en cuan t.a a capacidad 

competitiva <70%). En octavo lugar, aparece la CPMEX le con 

O. 7"3,6/ g 2 plantas-' y en noveno la primer~i: de las c:epas 

ESTA TESIS 
SAUR DE LA 

~G DEBE 
n~né_!OTP'( 
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altamente competitivas CCPMEX 162) que produjo 0.7167 g 2 

planta!:i-• de biomasa de ra1.z. 

rambién, en es te caso se encontraron cepas que 

produjeron un pe5a seco de ralz menor al del testigo 

absoluto <0.5200 g 2 plantas-•>, aunque con valores 

estadlsticamente iguales (a=0.05). De ahl que esta variable 

no es recomendable para diferenciar el efecto de cada 

tra.tamiento <cepa eficiente + mutante resistente a 

antibióticos ineficiente) <CUADRO 4). 

Número de nddulos rujas de Phaseolus vul~ar(s l. 

Beyo Zacetecas en 

esteril. 

el estudio de competencia en 

La cepa que formó el m:..ximo número da 

variedad 

sustrato 

nódulos 

eficientes <rojos) fue la CPMEX 93 con 967 nódulos rojos 2 

plantas-•, can diferencias significativas (c.t=0.0:5) con 

respecto al resto de los tratamientos. La actividad de este 

número má;u.mo de nódulos rojas formados por- la cepa CPMEX 93 

se refleJ6 en el má:<imo valor en peso seco de parte aérea 

encontrado. Es probable que este fenómeno ocurra como 

resultado de la especificidad por 

Zacatecas. 

la variedad Bayo 

La cepa CF'l1EX 811 fo1-m6 546 nóttulos rojos 2 plant:as-.a, 

lo que l C\ Llbic:ó C?n e 1 se~JLtndo si tia en lo que se refiere a 1 
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número de nódulos rojos, no presentando diferencias 

significativas <~=0.05) can las cepas CPMEX 85 (494.33 

nódulos rojos 2 plantas-t>, CPMEX 99 (343.67 nódulos rojos 2 

plantas-•> y CPMEX le <testigo eficiente! que form6 267.67 

nódulos rojos 2 plantas-t. Esta Ultima cepa presentó 

diferencias significativas con el rosto de los tratamientos; 

sin embargo, estas diferencias son obvias debido a que 17 da 

los tratamientos no produjeran nódulos e-ficientes (rojos), 

lo que las hace definitivamente distintas a las que si los 

presentaron en menor o mayor cantidad. Graham (1987> reportó 

que de 20 cepas evaluadas por su efectividad en competencia 

con la UMR 1116 (CP 163!, 8 de ellas no formaron nódulos 

rojos, sino solamente nódulos blancos. Del presente 

experimenta, es importante se~alar que las cepas CPMEX 155, 

CP 162, CPMEX 131, CPMEX 120, CPMEX 162, CPMEX 123, CPMEX 1, 

CPMEX 70, CPMEX 111, CPMEX 165, CPMEX 101 y CPMEX 119, que 

formaron más del 50'l. en nódulos totales, presentaron de 

223.67 a 51.67 nódulos rojos 2 plantas-•, de ah1 que se les 

pueda considerar como buenas, muy buenas y eHcelentes 

competidoras. Esto indica que la formación de n~1dulos 

eficientes en la variedad Bayo Zacatecas estuvo relacionada 

con la capacidad campe ti ti va de las cepas de PJi.i.-zabi. WTl 

tee-u11tino~arwn. biovar phaseoli <CUADRO 5). 

De las 6 cepas restantes, que si formaron nódulos 

rojos, 4 están clasificadas como competidoras regulares, 
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éstas son: la CPMEX 80, que formó tan sólo 32.33 nódulos 

rojos 2 plantas-t; la CPMEX 158, con 22.27 nódulos rojos 2 

plcmtas-t; la C::PMEX 134, que formó 21.67 nódulos rojos 2 

plantas-t y la CPMEX 9(1, con 20.00 nódulos rojos 2 

plantas-•. En tanto que de las 2 restantes, la CPMEX 103 con 

5.33 nódulos rojos 2 plantas-• está dentro del grupo de 

cepas consideradas como competidores malos, además de ser la 

cepa que formó el número más bajo de nódulos eficientes en 

la fijación de? nj_lrógeno. Por último la CPMEX l 18 ya forma 

parte de Jos competidores muy malos, debido a que sólo formó 

el 14.451. de nódulos de la planta; sin embargo, tuvo la 

capacidad de formar 20.33 nódulos rojos 2 plantas-t <CUADRO 

5). 

Graham C 1987) probó 20 cepas de la colección de 

Zacatecas, por su eficiencia en la fijación de nitrógeno 

usando como factor competitivo a la cepa UMR 1116 (CP 163) 

en dos variedade'3 de frijol C.Jamapa y Nep 2). En la variedad 

Jamapa, las cepas que resultaran ser m .. \s competitivas fueron 

la UMFi 1305, UMR 1279, UMR 1286 y UMR 1320, debido a que 

formaran 269~ 301, 139 y 167 nódulos rojos planta-t, lo cual 

se reflejó en los valores má~·dmos de parte aérea (de 0.457 a 

( 1 .276 g planti.t - t) en comparación a la cepa UMR 1318, (21 

nódulos rajas planta-t) que produjo un peso seca de parte 

aérea ele C) .. (Jq 1 g planta -1. En la variedad Nep 2. la UMR 1305 

y U~lr< 1279 formaran la mayor cantidad de nódulos rojos por 



03 

CUADRO 5. Medias del numero de nódulos rojos y verdes de 
Phaseol.us vul.Bari.s L. variedad Bayo 7..acat.ecas 
inoculado con difere ... tes cepas de Rh.izobium. 
l.esum.inosar'Um. biovar phaseol t'. más el mulant.é CP 
163u:IOú t2oo est/esp en Ul)a relació.-. 1:1. 

TRATAMl ENTO 

CPMEX 9:,!.+CP 163• 

CPMEX 84+CP 163• 

CPMEX 85+CP 163•ª 

CPMEX 99+CP 163•cl. 

CPMEX le 

CP11EX 155+CP 163• 

CP 162+CP 163• 

CPMEX 131+CP 163• 

CPMEX 120+CP 163•tl. 

CP11EX 162+CP 163• 

CPMEX 122+CP 163• 

CPl·IEX 123+CP 163• 

CPMEX l+CP 163•ª 

CPl'IEX 70+CP 163• 

CPMEX 111+CP 163• 

CPMEX 165+CP 163• 

CPMEX 101+CP 163• 

CPMEX 119+CP 163• 

CPMEX 80+CP 163• 

CPMEX 158+CP 163• 

l:PMEX 134+CP 163• 

CF'MEX 118t·CP 163• 

NUMERO DE NODULOS 2 PLANTAS-• 
---~R~o=jo,;---------vt:R13E:s ----

967.00 a 214.0 abcd 

546 .. (10 b 342. 7 abcd 

494.33 be 154.1) d 

343.67 bed 70.7 d 

267.67 bcde 72.7 d 

223.67 ede 185.7 ed 

222.00 ede 133.7 d 

197.67 ede 219.0 abed 

194.00 ede 112 .. 3 d 

146.67 de 222.0 abcd 

119.00 de 407.0 abcd 

103.33 de 350.7 abcd 

98.67 de 349.0 abed 

80.33 de 182.3 ed 

60.00 de 126.3 d 

59.67 de 201.0 abcd 

53.00 de 176.0 ed 

51.67 de 85.3 d 

32.33 de 163.7 ed 

22.67 e 196. 7 abc:d 

21.67 é 317.0 abed 

20 .. 33 Cl 191.3 bed 
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CUADRO 5. CONTINUACION 

TRATAMIENTO NUMERO DE NODULOS 2 PLANTAS-• 
ROJOS VERDES 

Cl·'11EX 9íJ .. C.:P ll13• 20.0ú e 1'18.ú d 

l:PME.X 103+CP 163• 5.33 e 81.3 d 

t:PMEX 1 :S9+CP 163• ú.00 e 320.7 abcd 

CPMEX 127+CP 163•.:i. º·ºº e 39.7 d 

CPl1E.X IOO+CP 163"" o.oo e 45.0 d 

CPMEX 141+CP 163• º·ºº e 335.0 abcd 

CPMEX 138+CP 163• 0.00 e 607.3 ab 

CPMEX 125+CP 163• 0.00 e 614.7 a 

CPMEX 126+CP 163• o.oo e 395.3 abcd 

CPMEX 78+CP 163• o.oo e 70.3 d 

CPMEX 124+CP 163• O.úO e '18.3 d 

CPMEX 82+CP 16~5· 0.(1(1 e 185.3 cd 

CPMEX 73+CP 163• 0.00 e 80.7 d 

CPME.X 137+CP 163• o.oo e 344.0 abcd 

CPMEX 105.,CP 163• 0.00 e 153.7 d 

CP11EX !07+CP 163• º·ºº e 188.3 bcd 

CPMEX 140i·CP 163• 0.00 e 581. 7 abe 

CP 163"' o.oo e 331.3 abcd 

CPMEX 130+CP 163• º·ºº e 91-0 d 

TESTIGO o.oo e o.o d 

Las medias de las variables con la misma letra son 
estadlsticamente iguales (Tul<ey, ót==0.05). 
·cp 163= mutante resistente a 1000 y 1200 µg de 
estreptomicina y espectinomicina, respectivamente. 
i;:PMEX le = testigo altamante efectivo. 

= tratamiento evaluada en dos ocasiones <se reportan 
promedios>. 
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planta (328 y 121, respectivamente>, siendo también las que 

presentaron los valores mAs altos de peso seco de la parte 

aérea. 

Numero de nódulos 

Bayo Zacatecas en 

estiiril. 

verdes 

el 

de 

estudio 

l. 

de competencie en 

variedad 

sustrato 

En rel~ción al número de nódulos verdes, se puede 

decir que sl se presentaron diferencias significativas 

<~=0.05> entre tratamientos; sin embargo, si queremos tomar 

otra variable de referencia para explicar- el comportamiento 

de cada una de las cepas en la formación de estos nódulos, 

no es posible debido a que los valores presentados son muy 

heterogéneos, pero se pueda mencionar que en general las 

cepa~ consideradas como malas y muy mc"'lla.s competidoras son 

las que dominaron en la producción de los máximos valores de 

número dl2 nódulos verdes, con algunas excepciones, tales 

como las cepas: CPMEX 122, CPMEX 123, CPMEX 1, CF'MEX 84, 

CPMEX 162, CPMEX 131, CPMEX 93 y CPMEX 165, que están dentro 

de los buenos y muy buenos competidores, de un total de 17 

cepas que presentan valores esta.d1stic:amente iguales al 

mo\i:imc valor obtenido (614.7 nódulos verdes 2 plantas-") que 

corresponden a la cepa CPMEX 125. Dentro de este grupo se 

encuentra el mutante patrón CP 163ux:KJ 1.:loo est/esp que 
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formó un total de ~31.3 nódulos verdes 2 plantas-1. Las 

cepas que también produjeron una cantidad considerable de 

nódulos verdes fLteron la CPMEX 138 (607.2 nódulos verdes 2 

plantas-1) y la CPMEX 140 (518.7 nódulos verdes 2 plantas-t) 

locali=ados dentro de los competidores regulares, que aún 

formaron nódulos rojos. 

A partir de la CPMEX 122 <4t)7 nódulos verdes 2 

planta~-q ya na se ob~ervaron diferencias significativas 

to.=0 .. 05) entre los tratamientos, aunque si so omite esta 

herranu.enta, se puede decir que Las diferencias son notorias 

e importantes desde el punto de vista biológico, y que se 

deben tomar en cuenta para poder explicar el comportamiento 

de cada cepa seleccionada en condiciones controladas por su 

capacidad competitiva <CUADRO 5). 

Numero de nddulas 

Baya Zaca tecas en 

egteril. 

blancas de 

el estudia 

Phaseolus uul~arls 

úe campe tencia en 

l. variedad 

sustrato 

En este casa, la copa CPMEX 78 fue el tratamiento que 

for-mó el m:.i~:imo numero de nódulos blancos <906.7 nódulos 2 

plantas-•>~ siguiéndole la.s cepas: CPMEX 73 (836.3 nódulos 

blanc:os 2 planta!;>-t) y la CPMEX 90 CBOB.7 nódulos blancos 2 

pl¡:a.ntac:;,-q, las cu.:tlcs E-2'st/:t.n rlcntro del grupo de los 

competidores regulares y malos. En tanto que que la CPMEX 
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111 y CPMEX 100 san altamente competitivas, sin embargo, 

formaron alto número de nódulos blancos <690.3 y 634.0, 

respectivamente>, aunque la última se comportó como cepa 

ineficiente. 

El valar má>:imo obtenido de nódulos blancos no 

presenta diferencias significativas (a=0.05> con 18 de los 

tratamientos. A partir de la cepa CPMEX 103, ya no se 

observan diferencias con el resto de los tratamientos, pero 

sl entre tratamientos. También se puede mencionar que las 

cepas de menor capacidad competitiva formaron en general la 

mayor cantidad de número de nódulos blancos (CUADRO 6). 

Numero de nddulos 

Bayo Zacatecas en 

HSléril. 

totales de 

el estudio 

PhaseoLus vuLearis 

de competencia 

l. 

en 

variedad 

sustrato 

En general, se observó una clara relaci6n entre la 

capacidad competitiva de las cepas de P.Jii.zobi'UtfL 

Z.eeumt'.n.o:::arum. biovar phaseol. i y la formación de los nódulos 

totales, a excepción de la. CPMEX 93 (41.78% de nódulos 

formados) que presentó el m:tximo número de n•.!idulos to ta les 

(1387.3 nódulos totales 2 plantas-•>. Este tratamiento no 

presentó dif~rencias significativas Cúl.=0.05) con 8 cepas 

mas, de las cuales 5 son de las mejores en capacidad 

competitiva y el resto tienen menos del 50i. de habilidad 
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CUADRO 6. Med.las del nUmero de nódulos blancos y totales de 
Phaseolus vult]aris L. variedad Bayo Zacatecas 
inoculado con diferentes cepas de Rhi2obitJm. 
leeuminosarum biovar phaseol i más el mutante CP 
1631000 uoo est/esp en una relación 1:1 .. 

TRATAMIENTO NUMERO DE NODULOS 2 PLANTAS-• 
BLANCOS TOTALES 

CPME.X 93+CP 163• 206 .. 3 defg 1387.3 a 

CPl1EX 84+CP 163• 218.3 defg 1107.0 ab 

CPMEX 85+CP 163•ª 315.0 edefg 963.3 abe 

CPMEX 99+CP 163•
13 

36'1.7 bedefg 779.0 be 

CPMEX le 212.3 def g 552.7 bed 

CPMEX 155+CP 163• 411.7 abedef\j 821.0 be 

CP 162+CP 163* 117.3 efg 473.0 ed 

CPMEX 131+CP 163• 212 .. 3 defg 629.0 be 

CPl1EX 120+CP 163•ª 381.0 bedefg 687.3 be 

CPMEX 162+CF' 163• 210.3 defg 579.0 be 

CPl1EX 122+CP 163• 359.(1 bedef g 885.0 abe 

CPl1EX 123+CP 163• 214.3 defg 668.3 be 

CPMEX l+CP 163•\]. 432.7 abedefg 880.3 abe 

CPMEX 70+CP 163• 224.3 defg 487.0 be 

CPMEX 11 L+CP 163• 690.3 abcd 876.7 abe 

CPMEX 165+CP 16.3"' 3(19.t) cdefg 569.7 be 

CF'ME.~ 101-+CP 16::.• 271.0 defCJ 500.ú ed 

CPl1EX 119+CP 16C5• 352.0 bed"fg 489.0 ed 

CPMEX BO+CP 163• 415 .. 7 abedefg 611.7 be 

CPMEX 158+CF' 163• 577.0 abcdef 796.3 be 

CPMEX 134+CF' 163• 291.·7 edefg 630.3 be 

CF'l•IEX l IB+·CP 163• 514.3 abedefg 726.0 be 



CUADRO 6. CONTINUACION 

TRATAMIENTO 

CPMEX 90+CP 163• 

CPMEX 103+CP 163• 

CPMEX 139+CP 163• 

CPMEX 127+CP 163•" 

CPMEX IOO+CP 163• 

CPMEX 141+CP 163• 

CP~IEX 138<-CP 163• 

CPMEX 125+CP 163• 

CPMEX 126<-CP 163• 

CPMEX 78+CP 163• 

CPMEX 124+CP 163• 

CPMEX 82+CP 163• 

CPMEX 73+CP 163• 

CPMEX 137+CP 163• 

CPMEX !05+CP 163• 

CPMEX l07+CP 163• 

CPMEX 140+CP 163• 

CP 163" 

CPMEX 130+CP 163• 

TESTIGO 

NUMERO DE NODULOS 2 PLANTAS-' 
BLANCOS TOTALES 

808.7 abe 

596.3 abcdef 

225.3 def g 

412.0 abedefg 

634.0 abcde 

256.7 

149.7 

134.0 

142.0 

defg 

efg 

efg 

etg 

906.7 a 

595.0 abedef 

554.3 abcdef 

836.3 ab 

204.0 defg 

460.3 abedefg 

596.3 abcdef 

106.7 fg 

418.7 abedefg 

503.0 abcdefg 

o.o g 

976.7 abe 

683.0 be 

546.0 

451.7 

ed 

ed 

679.0 be 

591. 7 be 

757.0 be 

748.7 be 

537 .3 c:::d 

977.0 abe 

643 .. 3 be 

739. 7 be 

917.0 abe 

5'~8.0 ed 

614.0 be 

784.7 be 

688.3 be 

750.0 be 

594.0 be 

o.o d 

09 

Las medias de las variables con la misma letra san 
estadtsticamente iguales CTukey, ól.=0.05). 
•cp 16~.3;:;:: mutante resistente a 1(11)0 y 1200 µg de 
estreptomicina y espectinomicina, respectivamente. 
CPMEX le = teatigo altamente efectivo. 
ª = tratamiento evaluado en dos ocasiones <se reportan 
promedios) . 
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competitiva. El resto de cepas no presentó diferencias 

significativas a partir de la CPMEX 78 (977.0 nódulos 

totales 2 plantas-t) a pesar de que el valor minimo 

obtenido, el cual pertenece a la CPMEX 127 (451.7 nódulos 

totales 2 plantas-• fue casi un 501.. menor, que en términos 

biológicas es de gran importancia, !:iobre todo si esa 

nodulación es ineficiente en la fijación de nitrógeno. 

Un aspecto que es importante mencionar, es el e-fec:to 

de los tratamientos donde se inoculó la mezcla del mutante 

putn~n más CPME.X 1 y la CPMEX sala <CPMEX !el en la 

formación de nódulos rojos, verdes, blancos y totales 

lCUf'.,Dí<OS 5 y 6). Cuando se inoculó con la mezcla, se obtuvo 

una mayor cantidad de n•jdulos totales (880.3 nódulos 2 

plantas-•> en contraste con Ja producida por la cepa CPMEX 

sola (552. 7 nódulos 2 plantas-1), observándose asl un claro 

efecto de la cepa patrón al incrementar la cantidad de 

nódulos formadas, sólo que este aumento se reflejó 

principalmente en la presencia de una alta cantidad de 

nódulos verdes y blancos. El peso seco de Ja parte aérea del 

tratamiento donde se inoculó la CPMEX más el mutante 

patr(Jn puso E!n evidencia el alta número de nódulos verdes y 

blancos al obtenerse un valor menar (1.636 g 2 plantas-~> en 

contraste con el valor obtenido cuando se inoculó la CPMEXl 

sola ll.?87 g ~ pldr1tas-•). Dicl1os resttllAdos e::plican de 

alguna manera que la presencia de cepas altamente 
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competitivas influyen en la e:<presión de la capacidad 

competitiva de otra cepa, dando como consecuencia lógica un 

bajo rendimiento de biomasa aérea <CUADRO 6). 

Peso seco de nddulos 

Bayo Zacateca& en 

estiiril. 

rojos de 

el estudio 

Phaseolus vul6a.ris 

de competencia 

l. 

en 

variedad 

sustrato 

Las cepas que presentaron los valores mAs altas de 

peso seco de n6dulos eficientes, y que resultaran 

estadlsticamente iguales <~=0.05) fueron: CPMEX 85 !211.09 

mg 2 plantas-•>, CPMEX 93 !187.45 mg 2 plantas-•>, CPMEX 120 

(170.19 mg 2 plantas-•> y CPMEX 84 (153.70 mg 2 plantas-•>. 

Por otra parte, la CPMEX 99 <140.73 mg 2 plantas-•> presentó 

diferencias significativas <~=0.05) con las cepas que 

produjeron el máximo peso de nódulos eficientes y con el 

resto de las cepas <CUADRO 7). De este grupo, la e:tcepción 

fue la cepa CPMEX 93, ya que se trata de una cepa que formó 

menos del 50% de nodulos. 

La CPMEX le (testigo eficiente) produjo un peso seco 

de nódulos eficientes de 53.56 mg 2 plantas-t, que es un 

valor estadisticamente diferente (c~=0.05) al de las 9 cepas 

que presentaran los valores más altos, y que están dentro 

los buenos, muy buenos y e::celentes competidores, pero sin 

diferencias significativas con el resto de las cepas que 
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CUADRO 7. Medias del peso seco de nódulos rojos y verdes de 
Phaseolus -uute·arís L. inoculado con diferentes 
cepas de Rhizobi.um. leá'um.inosal''tlm. biovar phaseol. i 
mAs el mul.anle CP 1631000 t.2QO esl./esp en una 
relación 1: 1. 

TRATAMIENTO PESO SECO DE NODULOS mg 2 PLANTAS-• 
ROJOS VERDES 

CPMEX 85+CP 163•ª 211.09 a 71.88 a 

CPMEX 93+CP 163• 187.45 ab 55.86 a 

CPMEX lZO+CP 163•ª 170.19 ab 52.00 a 

CPMEX 84+CP 163• 153.70 ab 79.16 a 

CPMEX 99+CF· 163•
0 140.73 b 24.72 a 

Ci'MEX l55+CP 163• 76.83 e 95.33 a 

CF'l1EX 162+CP 163• 75 .. 36 cd 79.16 a 

CP 162+Cí' 163• 74.57 cd 50.17 a 

CPMEX 13l+CP 163• 65.52 cde 63.68 a 

CPMEX le 53.56 cdef 57.14 a 

CPMEX 123+CP 163• 50.43 cdef 75 .. 01 a 

CPMEX l+CP 163•
11 

41.'11 cdef 61.41 a 

CPMEX 70+CP 163• 40.27 cdef 89.12 a 

CPMEX lOl+CP 163• 34.38 cdef 90.63 a 

CPMEX 165+CP 163• 30.ú'.3: cdef 43.73 a 

CPMEX 11 l+CP 16:3• 28.55 cdef 57.77 a 

CPMEX 119+CP 163• 27.43 cdef 31 .. 32 a 

CPMEX 122+CP 163• 25.13 c:def 63.05 a 

CPMEX 118+CP 163• 15.53 cdef 4'..Z.04 a 

CPMEX 80+CP 163• 14.36 def 70.89 a 

CPl1EX 134+CP 163· 9.69 ef 47.25 a 

CF'i'\EX l58+CF' 163• 6.20 ef 48.88 a 
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CUADRO 7. CONTINUACION 

TRATAMIENTO PESO SECO DE NODULOS mg 2 PLANTAS-• 
ROJOS VERDES 

CPMEX 90+CP 163• 6.03 ef 41.12 a 

CPMEX 127+CP 163•ª 0.00 f 17.56 a 

CPMEX 139+CP 163• o.oo f 56.84 a 

CPMEX 141+CP 163• o.oo f 56.53 a 

CPMEX lOO+CP 163• o.oo f o.oo a 

CPMEX 137+CP 163• o.oo f 68.50 a 

CPl1EX 138+CP 163• o.oo f 91.18 a 

CPl1EX 125+CP 163• o.oo f 82. 71 a 

CPl1EX 126+CP 163• o.oo f 59.47 a 

CPMEX 78•CP 163• o.oo 55.99 a 

cr·Me:x 124+Cf' 163• o.oo 26.00 a 

CPl1EX 82+CP 163• o.oo f 61.37 a 

CPMEX 73+CP 163• o.oo f 33.90 a 

CPMEX 103+CP 163• o.oo f 44.20 a 

CPMEX 105+CP 163• o.oo f 99.71 a 

CPMEX 107+CP 163• o.oo f 71.42 a 

CPMEX 140+CP 163• o.oo f 95.82 a 

CP 163• ~~ 0.00 f 81. 75 a 

CPl1EX 130+CP 163• o.oo f 35.38 a 

TESTIGO 0.00 o.oo a 

Las medias de las variables con la misma letra son 
estadtsticamente iguales <Tukey, et=0.05). 
CP 163• = CP 1631000 2000 est/esp. 
~PMD le == cepa testiqo altamente efectiva. 

= tratamientos ovaluados en dos ocasiones (Se reportan 
promedios). 
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presentaron nódulos rojos. Lo que 1ndica que la masa nodular 

eficiente formada por estas cepas es muy baja en comparación 

al valor ma:.:imo obtenido con el tratamiento que contenía 

CPMEX 85. 

En este caso si se puede mencionar que la presencia de 

un al to valar de peso seco de nr..."'idulos eficientes en la 

fijac:i6n de nitrógeno (rojos) estuvo di rectamente 

relacionado con la capacidad competitiva de r:epas de 

Rht..:2.obi.wn iesum.Lnosartun biovar phaseol. i cuando fueron 

inoculadas en concentraciones equivalentes 1:1 con el 

mutante patrón en la variedad de frijol Bayo Zacatecas, ya 

que en general los valores más altos de biomasa nodular 

eficiente los presentaran las cepas que resultaron con una 

mayor habilidad competitiva; sin embargo, la cepa CPMEX 155 

no produjo el mttNima peso de nódulos eficientes, a pesar de 

haber formado el 100% de nódulos CCUADRO 7l. 

Es muy ímpor-tante mencionar que 17 de las cepas 

seleccionadas no presentaron biomasa nodular eficiente 

(CUADRO 7>, a pesar de haber sido seleccionadas prevíamente 

como eficientes en la fijación de nitrógeno en la variedad 

Bayo nurango,. Probablemente,. se deba al efecto de la 

variedad de frijol en la cual fueron inoculadas, ya que la 

simbiosis que se establece entre cepas de P..hizobi'unL y 

plantas leguminosas está determinada en parte por la 

espec:1.ficJ.dad de la l.Jacleria por el hospet1ero.. Dicha falta 



de especificidad puede explicar de alguna manera los motivos 

por los cuales no se obtienen resultados satisfactorios 

cuando se introduce una cepa en un suelo que contiene cepas 

de P./\izobiwn nativas, tanto en condiciones controladas como 

de campo~ 

En general, las cepas de Rhizobium. sólo son evaluadas 

por su eficiencia, sin tomar en cuenta los dem~s factores 

que influyen en la simbiosis Rhí2obiwn-Leguminosa, el 

entendimiento y manejo de dichos factores podr1a en un 

futuro llevar a la sustitución de los fer ti 1 izan tes 

nitrogenados que adem~s de ser muy caros, el uso en 

cantidades e>:cesivas los ha convertido en importantes 

fuentes de contaminación tanto de suelo9, como de mantos 

aculferos y atmósfera. 

Es necesario recalcar que, una cepa seleccionada en 

condiciones controladas no va a presentar el misma 

comportamiento en condiciones naturales; no obstante, se 

pueden obtener buenos resultados si se evalúan los factores 

del suelo que afectan la simbiosis asl como los factores 

climáticos y genéticos. 
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lineflclentes l de Phaseoiu.s 

de Competencia en Su1treto 

En lo que se refiere al peso seco de nódulos verdes,no 

se observaron diferencias significativas (a=0.05) entre los 

tratamientos <mezcla de cepas), ni se observó ninguna 

relación con la capacidad competitiva de las cepas debido a 

que presentaron una gran variabilidad en la biomasa de 

nódulos verdes. Se encontró que la CPMEX 155, que formó el 

100% de los nódulos en la planta produjo uno de los valores 

mAs altos de nódulos verdes (95.33 rng 2 plantas-1), asl esto 

explica la baja producción de peso de la parte aérea y masa 

nodular eficiente. 

La mutantQ CP 1631000 12ocaest/esp presentó un peso 

seco de nódulos verdes de 81.75 mg 2 plantas-t, lo que la 

ubicú dentro de las 8 primeras cepas, que es evidencia de su 

caracter ineficiente. 

Por otro lado, la cepa CPl·tEX 105, qLte formó el 23.34'l. 

de nódulos, fue la que presentó el valor máxima de peso seco 

de nódulu•.:; Vt.?rdc5 ('-Jl.:J.11 mg :? plm1tas-1.> de lo que se puede 

inierir que la mayor cnnt1dad de nódulos fue tormada por la 

cepa ineficiente <mutante resistente a antibióticos). Dicha 

cepa, también formó parte del grupo de cepas que no presentó 

nódulos eficientes <rojos>, lo cual se reflejó en la biomasa 
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de la parte aérea que fue de 1.210 g 2 plantas- 1 , siendo un 

valor con diferencias significativas <o~0.05) con respecto a 

los tratamientos que si formaron nodulaci6n eficiente. Un 

fenómeno similar se observó can la cepa CPMEX 140, con un 

peso seco de nódulos verdes de 95.82 mg 2 plantas-• y un 

peso seco de parte aérea de 1.047 g 2 plantas-•, que fue 

menor a la del testigo absoluto (1.067 g 2 plantas-•> aunque 

sin diferencias significativas <~=0.05). El tratamiento en 

el cual estuvo involucrada la cepa CF'MEX 138, se obtuvo un 

peso seco de nódulos verdes de 91.18 mg 2 plantas-• y un 

poco seco de parte aérea de 0.893 g 2 plantas-1, que ademAs 

de ser menor a la del testigo absoluto fue menor al de la 

cepa patrón, aunque las diferencias estadisticas no fueron 

significativas <~=O.OS>; en la misma situación se vió la 

cepa CPMEX 125. 

En relación a las cepas que fueron seleccionadas cama 

altamente competitivas y que produjeron una masa de nódulos 

verdes considerable se pueden mencionar a las cepas: CPMEX 

162, con 79.16 mg 2 plantas-•; la CPMEX 84, que presentó un 

peso seco de nódulos verdes igual al de la anterior; la 

CPMEX 131, con 63.68 mg 2 plantas-• y la cepa CPMEX con 

61.41 mg 2 plantas-•. Este es un aspecto que se debe tomar 

en cuenta, ya que efectivamente se comportaron como cepas 

altamente competitivas, pero tienen la capacidad de formar 

nódulos ineficientes en la fíJaci9n de nitrógeno, que de 
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alguna manera explica que sean cepas que den como resultado 

un menar peso seca de parte aérea <CUADRO 7). 

Peso seco de 

L. 

nddulos 

variedad 

blancos 

Bayo 

Competencia en Sustrato Eshiril. 

!ineficientes 1 

Zacatecas en 

de 

el 

Phaseol.us 

Estudio de 

En general, se observaron diferencias significativas 

Ca=0.05) entre los tratamientos C39 cepas evaluadas>, 

encontr.lndose una mayor masa de nódulos blancos en las cepas 

qL1e re su 1 ta ron c:on una capacidad competitiva baja 

(competidores regulares, malos y muy malos>. Dentro de este 

grupo de cepas~ la CPMEX 73 con 27.97Z de nódulos formados 

presentó la mayor biomasa de nódulos blancos (ineficientes> 

siendo de 188.15 mg 2 plantas-t; en adición, 6 cepas m~s 

presentaron valores sin diferencias significativas con la 

anterior, de estas la CPMEX 111 que formó el 96.761. de 

nódulos en la planta, presentó un peso seco de nódulos 

blancos de 128.c) niq 2 plantas-t. que resultó superior a los 

valores de peso seco, tanto de nódulos rojos como de nódulos 

verdes <28.55 mg 2 plantas-• y 57.77 mg 2 plantas-• 

respectivamente>, pero esto no influyo en su capacidad de 

fijación de nitrógeno <N2 > - Por lo que se puede decir que no 

necesariamente una cepa deba producir una gran masa nodular 

eficiente para proporcionar el nitrógeno necesario para la 
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CUADRO 8. Medias: del peso seco de nOdulos:. blancos y tola.les 
de Pha.seol.us uul.6aris L. i1·1oculado cc:.1-. difer'enles 
cepas de Rhi.2obi um. Z.eewninosa.rum biovar phaseol. i 
más el mutar1t.e CP 163tooo t 2oo est../esp err. una 
relación 1: 1. 

TRATAMIENTO PESO SECO DE NODULOS mg 2 PLANTAS-• 
BLANCOS TOTALES 

CPMEX 85+CP 163•tl. 36 .. 20 tgh 319.17 a 

CPMEX 93+CP 163• 44.04 ef gh 287.35 ab 

CPMEX 120+CP 163•ª 52.00 efgh 274.19 abe 

CPMEX 84+CP 163• 39 .. 62 efgh 272.48 abcd 

CPMEX 99+CP 163•ª 55.88 defgh 221.34 abcdef 

CPMEX 155+CP 163• 43.57 efgh 215 .. 73 abcdef g 

CPMEX 162+CP 163• 33.56 fgh 188.08 bcdefghi 

CP 162+CP 163• 14.65 gh 139.39 efghi 

CPMEX 131+CP 163• 33.19 fgh 162.38 cdefghi 

CPMEX 1c 49.53 efgh 160.23 cdefghi 

CPMEX 123+CP 163• 33.42 fgh 158.87 cdefghi 

CPMEX 1+CP 163•ª 47.59 efgh 150.92 defghi 

CPMEX 70+CP 163• 32.78 fgh 162.17 cdefghi 

CPMEX 101+CP 163• 45.92 efgh 170.92 bcdefghi 

CPMEX 165+CP 163• 45 .. 64 efgh 119.39 efghij 

CPMEX 111+CP 163• 128.00 abe de 214.31 abcdefgh 

CPMEX 119+CP 163• 53.42 defgh 112.17 efghij 

CPMEX 122+CF' 163ª 26.75 fgh 114.94 efghij 

CF'MEX J 18+CP 163• 78.22 cdefgh 135.79 efghi 

CPMEX 80+CP 163• 60.82 cdefgh 146.07 efghi 

CPMEX 134+CP 163• 37.96 efgh 94.90 ghij 

CF'l•lEX 158+CP 163• 92.75 bcdefg 147.83 efghi 
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CUADRO S. CONTINUACION 

TRATAMIENTO PESO SECO DE NODULOS mg 2 PLANTAS-• 
BLANCOS TOTALES 

CPMEX 90+CP 163• 

CPMEX 127+CP 163•" 

CPMEX !39+CP 163• 

CPMEX 14!+CP 163• 

CPMEX IOO+CP 163• 

CPMEX !37+CP 163• 

CPMEX 138+CP 163• 

CPMEX 125+CP 163• 

CPMEX 126+CP 163• 

CPMEX 78+CP 163• 

CPMEX 124+CP 163• 

CPMEX 82+CP 163• 

CPMEX 73+CP 163• 

CPMEX 103+CP 163• 

CPMEX 105+CP 163• 

CPMEX 107+CP 163• 

Cf'MEX 140+CP 163• 

CP 

CPMEX 130+CF' 163• 

TESTIGO 

142.36 abcd 

82.53 

35.31 

34.88 

cdefgh 

fgh 

fgh 

149.99 abe 

29.01 fgh 

gh 

gh 

gh 

15.83 

10.95 

14.84 

177.95 ab 

112.00 abcdef 

90.53 bcdefg 

188.15 " 

87.27 

59 .. 25 

82.02 

10.78 

31 .. 31 

cdefgh 

defgh 

cdefgh 

gh 

fgh 

99. 83 abcdefg 

o.oo h 

189.52 bcdefghi 

100.09 fghiJ 

92.15 hii 

91.42 

149.99 

97.52 

107.01 

93.66 

74.31 

ij 

defghi 

ghij 

fghij 

ghij 

ij 

233.94 abcde 

138.81 

151.90 

ef ghi 

cdef ghi 

222.05 abcdef 

131.47 

158.96 

153.44 

106.60 

113.06 

135.21 

o.oo 

efghi 

cdefghi 

cdefghi 

fghij 

efghiJ 

efghi 

j 

Las medias de las variables con la misma 
estadlsticamente iguales <Tukey, o=0.05). 

letra son 

CP 163• = CP 16311.')oo 2()()1) est/esp. 
CPMEX le: = cepa testígo altamente efectiva. 
ª = tratamientos evaluados en dos ocasiones 
promedios) . 

e se reportan 
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planta. 

La CPMEX 100 produjo una masa de nódulos blancos de 

149.99 mg 2 JJlantas-t pero no formó nódulos verdes ni rojos, 

además de con1portarse como altamente campe ti ti va formando el 

92.231. de n6du!os de la planta. En condiciones naturales 

este tipa de comportamiento posiblemente sea el mas común, y 

por ende uno de los principales factores que han influido en 

general en la baja respuesta de cepas introducidas, que 5e 

evalúan en presencia de cepas nativas tanto en condiciones 

controladas como en campo. 

Con respecto a las cepas altamente competitivas 

(competidores e~celentes, muy buenos y buenos>, en general 

produjeron una masa de nódulos blancos m:S.s baja 

encontrJndose entre los 5b y 15 mg 2 plantas-• sin 

diterenc:ia.s significativas <ct=0.05> entre ellas. Adcmb.s de 

que no se observó una relación evidente con la capacidad 

competitiva, es decir, que no precisamente la cepa más 

competitiva produjo menos masa de nódulos blancos, ya que 

las valores son muy heterogéneos <CUADRO 8). 
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Phaseolus uulBari.s L. 

Estudio de Competencle en 

En la que se re-fierE? rl Jos n6dulos totales, éste si 

estuvo relacionado directamente con la capacidad competitiva 

de cada uno de los grupos de cepas, ya que los valores mAs 

altos corresponden a los competidores buenos, muy buenos y 

e~celentes; aunque sin llevar un arden estricto, por ejemplo 

la CPMEX 155 que formó el 100% de los nódulos en la planta 

no fue la que produjo la máxima biomasa nodular, aunque si 

quedó dentro del grupo de 9 cepas que presentaron valores 

sin diferencias estadlsticas significativas (ct=0.05) al 

má:cimo valor obtt?onido,. presentado por la cepa CPMEX 85 con 

319.1"1 mg 2 plantas-.t, ele los cuales 211.09 correspondieran 

a la biomasa de los nódulos eficientes <que también fue el 

má1timo valor) .. El mismo esquema lo presontó la CPMEX 93, que 

en orden descendente presentó el segundo lugar con 287.35 mg 

2 plantas-• de masa nodular total, de los cuales 187.45 mg 

correspondieron al peso seco de nódulos rojos. La cepa que 

ocupó el tercer lugar fue la CPMEX 120 con 274.19 mg 2 

plantas-.t. de los cuales 170.19 mg correspondieron a la masa 

de nódulos rojos; en tanto que la CPMEX 84 produjo 272.48 mg 

2 pla11taG- 1 de peso seco de nódulos totnles, siendo 153.70 

mg la biornasa de la~ nc~dul<.1s rojos. Estas cuatro cepas 
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presentaron el peso seca de nódulos rojos más alto, sin 

diferencias significativas C~e0.05) entre ellas, lo que 

indica que en este caso la biomasa nodular estuvo 

determinada por el peso seco de nódulos eficientes en la 

fijación de Nitrógeno !CUADRO Bl. 

Las cepas CF'MEX 78 y CPMEX 73 que produjeron un pe5o 

de nódulos totales de 233.94 y 222.05 mg 2 plantas-t 

respectivamente, fueron las que presentaron los valores mAs 

altos en peso seco de nódulos blancos (188.15 y 177.95 mg 2 

plantas-•, respectivamente>, por lo que la biamasa nodular 

estuvo representada por la presencia de nódulos ineficientes 

en la fijaciOn de nitrógeno. Estas cepas no formaran nódulos 

rojos (eficientes> y se caracterizaron ademAs por presentar 

una capacidad competitiva muy baja de ah1 que el mutante 

ineficiente formo la mayor biomasa nodular. 

La CPMEX 155 fue otra de las cepas que presentó un 

peso seco de nódulos totales alto <215.73 mg 2 plantas-t), e 

igualmente en este caso el peso total estuvo determinado por 

la masa nodular ineficiente (nódulos verdes y blancos). Sin 

embargo, na se observó efecto depresiva en la fijación de 

nitrógeno, ya que fue una de las mejores cepas en lo que se 

refiere a producción de biomasa aérea, encontrándose dentro 

del grupo que sólo presenta diferencias significativas 

Ca=0.05) con los valores m~:<imos. La CPMEX 111 también 

presentó un peso seco de n6dulos totales alto, 
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testadlsticamente igual al valor máximo>, con 214.31 mg 2 

plantas-s, de los cuales 128.00 fueren de la biomasa de los 

nódulos blancas. 

El resto de las cepas presentó valores 

estadtsticamente iguales ta~0.05) a la cepa CPMEX 111; lo 

cual indica que la capacidad competitiva de las cepas est~ 

relacionada con la biomasa nodular total <CUADRO 8). 

EXPERIMENTO 11. Competencia en Suelo con Cepas Nativas de 

P..hizobi UJTL, 

Marcaje de las cepas con Kanamicina. 

El marcaje de las cepas se realizó en un perlado de 3 

meses. debido principalmente a la dificultad de encontrar 

dósis m1nirnas en las que se desarrollaran las cepas mutantes 

espontaneas. Esta caracteristica las hi=o diferentes a la 

cepa CP 163, la cual desde el principio creció en placas 

prepCt.rarlas con 100 µg de estreptomicina test> .. Las cepas en 

cuestión se desarrollaron a una concentración de 0 .. 1 µg de 

kanamicina (kan). Otro de los aspectos que también se 

observaron fue el intervalo de concentración en el cual se 

desar·rol laron estas cepas, ya que se tuvieron que preparar 
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placas con tan solo 1 µg de diferencia al inicio de la 

selección de los mutantes resistentes, posteriormente fue de 

5 µg y luego a intervalos distintos hasta que finalmente se 

logr6 obtener cepas que crecieran a intervalos de 100 µg de 

kan, obteniendo finalmente cepas resistentes a 1000 µg de 

kan. Respecto a la prueba de estabilidad, ésta fue mAs 

rápida, debido a que se desarrolló la misma cantidad de 

colonias en las placas con 1000 µg de kan y en las placas 

sin antibiótico. 

Prueba de nodulaclón de los mutantes resistentes 

de kan. 

a 1000 µg 

La prueba de nodulación resultó ser positiva para 

cuatro de los mutantes obtenidos <CPMEX 84, CPMEX 111, CPMEX 

120 y CPMEX 155l. En tanto que, el mutante de la cepa CPMEX 

131 no noduló, lo que indica que el antibiótico afectó dicho 

carácter en la c~lula bacteriana. Este efecto fue 

corroborado al volver a reali=ar la prueba de nodulación del 

mutante CPMEX 131J.000kan .. Por otra par-te la cepa parental 

formó suficientes nódulos, que dieron como resultado una 

parte aérea vigorosa, presentándo el mANima valor de peso 

seco de la parte aérea <CUADRO 9) .. 

En el CUADRO 9 se presentan los re~ultados de las 

pruebas de nodulación y habilidad competitiva de los 5 
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CUAl>kO 9. Medias del péSO seco de la parte aerea y rai'Z de 
Phaseolus vutBarLs L. variedad Bayo Zacalecas de 
la prueba de n.:.dulacl&n de 5 mutantes resist.enles 
a j 000 µg de kanamiclna. 

TRATAMIENTO PESO SECO g Z PLANTAS-• 
PARTE AEREA RA~ 

CPMEX 155 1.33() ab 0.4100 ab 

CPMEX 155s.000kan 1 .. 105 abc:d 0.5000 ab 

CPMEX 1551000kan• 0.880 bc:def 0.4650 ab 

CPMEX B4 1.227 abe: 0.3850 b 

CPMEX 84t.000kan 1.075 abe de 0.4150 ab 

CPl'lEX 84s.OúOkan$ 0.837 c:def 0.4550 ab 

CPMEX 120 1.010 bc:def 0.3825 b 

CPMEX 1201000kan 0.917 bcdef 0.4750 ab 

CPMEX 120,000kan * 0.730 def 0.4675 ab 

CPMEX 111 1.143 abcd 0.4375 ab 

CPMEX 11 lsoooltan 1.087 abc:de 0.3450 b 

CPME:X 111 1000kan* 0.633 ef 0.3700 b 

CP11E:X 131 1.502 a 0.4675 ab 

CPMEX 131 1000kan 0.892 bc:áef 0.4925 ab 

CPMEX 131soookan* 0.755 def 0.4100 ab 

CP1631000 s2cJOest/es11 0 .. 575 f 0.'1500 ab 

TEST lliO 0.870 bc:áef 0.6000 a 

Las medias de las variables can la misma letra son 
estadl sticamente iguales lTukey, e<=t).05) • 

• Inoculadas junto c:on el mutante CP163rnoo tzooest/esp en 
una relacion 1: 1. 
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mutantes resistentes a 1000 µg de kanamicina <kan>. Se puede 

observar que en general los mutantes se comportaron de forma 

semejante a sus progenitores, eNcepto el mutante CPMEX 

131t000kan que resuit6 ser totalmente no infec:tivo, ya que 

perdió ta capacidad de nodulación, de ahi que presentara 

diferencias significativas <cr=0.05) con la c:epa parental, 

CPMEX 131, la cual produjo el ma~{imo peso seco de la parte 

aérea de 1.502 g 2 plantas-t, que en comparación con el del 

mutante que fue de 0.892 g 2 plantas-•, es casi el doble. 

Cuando se inoculó junto con el mutante CP 

t2c.oest/e~p en una relación 1:1, el peso seco de la 

163,000 

parte 

aérea no presentó diferencias significativas con el 

tratamiento inoculado con el mutante resi~tente a 

antibióticas de la: cepa CP 163, considerada c:oma altamente 

competitiva pero inefectiva, ya que la nodulacién fue 

totalmente ineficiente <nódulos blancos>. 

Un aspecto muy importante que se presentó es que a 

e:(cepción del tratamiento CPMEX 155t000kan + CP 

nooest/esp, las demás tratamientos donde se inoculó 

1631000 

junta 

con el mutan te patrón presentaron una biomasa de la parte 

aérea menor que la del testigo absoluta, aunque sin 

diferencias !Jign.ificativas ,.:.::::0.05). En tnnto que ol valor 

mlnimo fue del muttinte CP 1631000 'Z<.JOest/esp cuando flle 

inoculado salo. 

l'ambién se pu~de mencionar que el m:.tHimo valor de peso 
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seco de ralz fue del testiyo absoluto; aunque sin presentar 

diferencias significativas con la mayorla de los 

tratamientos, e::cepto para CPMEX 84, CPMEX 120, CPMEX 

1111000kan y CPMEX 111 1000kan + CP 1631000 a2CK>est/esp. 

En general no se observaron diferencias entre la cepa 

parental, el mutante y en competencia con el mutante 

resistente a antibióticos CP 1631000 1200est/esp, en el 

seco de ralz <CUADRO 9>. 

peso 

En cuanto al peso seco y el número de nódulos totales 

tampoco se presentaron diferencias significativas entre la 

cepa progenitora, el mutante resistente a 1000 µg de kan y 

cuando se inocularon en una mezcla con el mutante originado 

de la cepa patrón CP 163, a e:~cepción del mutante CPMEX 

131,0f)Okan par supue!::'.ita <CUf"'DHO 10). Sin embarga, a pesar de 

que una de las cepas marcadas con kan haya perdido su 

capacidad de nodulación en la variedad de frijol Bayo 

Zacatecas, no podemos decir que la técnica de resistencia a 

antibióticos .. inducida.. sea inadecuada para 

ecológicos en Rhi.zobiwn letS'uminósar"um. biovar 

trabajos 

phaseoli; 

mientras no se tenga una alternativa mejor se seguirá 

utilizando a pesar de sus des ventajas, ya que se ha 

repor·tado que afer.ta parcial o totalmente? la capacidad de la 

bacteria para fijar nitrógeno tSchwingha1ner, 1907), asi como 

la µérdicia de eter:tividad como lo reportado por 

Zelazna-Kowalska ( 1971). Janes y Bromfield ( 1978) ~ con 
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CUAORO j O. Medias del peso seco y del nÚmt! .. ·o de nódulos c.Je­
Phaseolus vul.tBaris L. var-iedad Bayo Zacalecas de 
la prueba de nodulación de 5 mutantes resislL•r1lcs 
a 1000 ¡Jg de kanamlcina. 

TRATAMIENTO 

CPMEX 155 

CPMEX 155100CJkan 

CPMEX 155100<Jkan * 
CPMEX 84 

CPMEX 84toookan 

CPMEX 84u>ookan• 

CPMEX 120 

CPMEX 120u:io0 kan 

CPMEX 1201000kan* 

CPMEX 111 

CPMEX 11 lu:iookan 

CPMEX 111 1oookan* 

CPMEX 131 

CPMEX 131,000kan 

CPMEX 131 11:x10kan• 

CP1631000 jzooest/esp 

TESTIGO 

PESO SECO NODULOS 
g 2 PLANTAS- t 

1) .. 1501-3 a 

0.15840 a 

0.11Tl0 a 

0.11567 ab 

0.11207 ab 

0.11600 ab 

0.09162 ab 

0.06710 be 

0.09923 a 

0.15017 a 

0.09953 ab 

0.07112 be: 

0 .. 11511) ab 

0.00000 e: 

0.05930 be: 

0.06085 be: 

0.00000 e: 

NUMERO DE 
NODULOS 

242.75 ab 

380.75 a 

217.25 ab 

223.15 ab 

326.00 a 

436.00 a 

277.00 a 

373.50 a 

357.50 a 

239.25 ab 

286. 00 a 

227 .. 00 ab 

236.00 ab 

o.oo b 

298.00 a 

257 .. 75 a 

o.oo b 

Las medias de las variables con la misma letra 
estadlsticamente iguales !Tukey, ót=0.051. 

* Inocula.das junto con el mutante CP163moo 12ooest/esp 
una relati6n 1: 1. 

son 

en 
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mutantes resistentes a estreptomicina, encontraron que 

fueron menos efectivos simbi6ticamente que sus progenitores, 

aunque sólo das de ellos difirieron significativamente <P > 

0.01>, ademks de que fueron menos competitivos en términos 

de formación de nódulos. 

Turco et al. (1986) también reportaron un estudio de 

la efectividad y capacidad 

resisten tes a antibióticos 

competitiva 

(doblemente 

de mutantes 

marcados) de 

Rhizobl.um le6W'Tllnosar'Um y Bradyrhizobium. japónicum, bajo 

condiciones controladas, en donde encontraron que el 93% de 

los mutantes fueron menos competitivos en la habilidad de 

formar nódulos en relación a sus cepas originales; además de 

que el 38% de los mutantes presentó una disminución en su 

capacidad de fijar nitrógeno. Mencionan que la resistencia a 

antibit~ticos produce algunos cambios fisiológicos en las 

cepas. 

Se tienen repor·tes que dan evidencias de que las cepas 

resistente~ a antibióticos no necesariamente pierden la 

capacidad de in+eclar al hospedero o su habilidad para fijar 

nitrógeno. Gallobin y Levin ( 1974) observaron que mutantes 

resistentes a estreptomicina de R. japonicunL conservaron su 

propiedad de infectividad y efectividad. Berg el al. (1988) 

reportaron que el comportamiento de 4 cepas resistentes a 

antibióticas <rifampicina, ácido nali.di:~ico y 

estreptomicina) fue similar al de sus cepas originales, 
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tanto en su capacidad de nodulación, como en el caracter de 

fiJación de nitrógeno, además de que algunos mutantes fueran 

más efectivos en relación a sus cepas originales. 

Competencia en Suelo con Cepes Nativas de Rhizobi um 

Los resultados más sobresalientes se observaron cuando 

se aplicaron 40 ppm de P y O ppm de N, más la inoculación 

con la mezcla de las dos mutantes resistentes a antibióticas 

!FIGURA 2). El mutante. CPMEX 1551000kan tuvo la capacidad de 

formar el 48.961. de los nódulos por dos plantas, en tanto 

que el mutante CP 1631000 12~st/esp formó tan sólo el 

8.341. de los nódulos, correspondiéndole a las cepas nativas 

el 42.70/.. Estos resultados se deben a la fertilzación 

fosfatada, ya que en el caso en el que se inocularon las 

mutantes tanto en una mezcla con una relación 1:1, como 

cuando fueron inoculados por separado y no se aplic6 

fósforo, estuvieron ausentes o con un mlnimo porcentaje de 

nodulación (2.0B'l., en ambos mutantes). Esto sugiere que se 

deben de tomar en cuenta otros factores tanto bióticos como 

abióticos y no solamente el manejo de la cepa seleccionada 

como efectiva, altamente competitiva y de buena 

sobrevivencia en condiciones adversas de humedad. Es 

importante también el uso de la doble inoculací6n, es decir 

cepas de Rhi.zobi.um .. leaumi.nosarum. biovar phaseoli. y hongos 
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endomicorrlzlcas veslculo-arbuscular <V-n>, ya que estos 

Ultimas juegan un papel muy importante en la aportación de 

fósforo en la planta.Se ha reportado que la infección 

mic:orr1zic:a o fertilizuci6n fosfD:tada es un prerrequisito 

para la nodulación en leguminosas en suelos deficientes en P 

( Hur1ns y Mosse, l980). El suelo utilizado en 

experimente ha sido reportado como 

<Espinosa-Victoria, l 98bl. 

deficiente en 

Peso Bl!CU de la parte seres de Phaseo ¡ us 

variedad Bayo Zscatecas inoculado con mutantes 

antibiritlcos en suelo sin esterilizar. 

uul.earis 

resistentes 

este 

p 

de 

8 

En la FIGURA 3, se muestra el efecto de la inoculación 

con P.h.izobíurn leeuminosarum biovar pha.seoli y la 

fertiJización nitrogenada y fosfatada sobre el peso seco de 

la parte aérea de la variedad de frijol Baya Zacatecas.Se 

observó que cuando se tiene una fertilización de 40 ppm 

tanto de F' como de N, se obtiene el m..1s~'imo peso de la parte 

sérea l3.84 g 2 plantas-1), dicho valor no presenta 

di-fer-encías significativas (ct::::0/05> con el tratamiento en el 

cual SQ aplicaron 40 ppm de F' y la inoculación con la mezcla 

de los mutantes de f:. L bv pha.sr:ooli (3.6531) g 2 plantas-'>, 

qlle coma ya se mencionó anteriormente fue el tratamiento en 

el que el mutanle Cf'MEX l551000l~an formb CitSi el 50'l. de los 
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nódulos. Esto es de gran importancia ya que podemos 

sustituir la fertilización nitrogenada por la biol6gica, lo 

que nos permitirla disminuir los costos de producción del 

c:ul tivo de frijol. Almaraz ( 1'?89) estimó que por la 

aplicación de inoc:ulantes se pueden obtener ahorros hasta 

del 50% con respecto al uso de fertilizantes nitrogenados 

(sulfato de amonio y urea). 

Esto e9 refor~ado con los resultados de peso seco de 

parte aérea de los tratamientos que fueron fertilizados con 

60 ppm de N y 40 ppm de P + inoculación y los de 20 ppm de N 

y 40 ppm de P + inoculación, as1 como las fertilizados con 

60 y 80 ppm de N + inoculación, que est~n dentro del grupo 

que no presentó diferencias significativas <a=0.05> con el 

m.tt.~<imo valor de biomasa aérea. (CUADRO 11). 

Número peso seco de nddulos de Phaseotus vuttfaris de 

variedad Bayo Zeceteces Inoculado con mutantes resistentes e 

antibidticos en suelo sin esterilizar. 

El má~:imo número de nódulos por dos plantas lo 

presentó el tratamiento en el cual se inoculó con la mezcla 

de las mutantes (121.333) los cuales fueron formados por las 

cepas nativas <FIGURA 2>, al igual que en los tratamientos 

en los cuales se inocularon los mutantes resistentes a 

antibióticos CPMEX 155s000kan y Cp 1631000 1200est/esp por 
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separado, formando tan solo el 2.08h del total de nódulos 

por dos plantas, y que resultaron can 91.5 y 82.0 nódulos 

por dos plantas, respectivamente; el primero no presentó 

diferencias significativas <~=0.05) con el valor más alto 

obtenido. Es import~nte mencionar que el testigo absoluto 

también presentó un valor al to de nódulos (82.33 nódulos 2 

plantas-t) aunque ya can diferencias significativas con los 

valores m~s altos. Otro de las tratamientos que produjo una 

cantidad considerable de nódulos (81.33 nódulos 2 

pl~ntas-t) fue el fertilizado con 40 ppm de P + la 

inoculación can la mezcla de ambos mutantes, los cuales 

fueron formadas casi en un 50% por el mutante efectivo 

altamente competitivo. Todos estos tratamientos presentaron 

nódulos rojos (eficientes>, además de ser los mejores en 

peso seco de nódulos (19.1-9.467 mg 2 plantas-~). 

En genaral, todos los tratamientos fertilizados con 

nitrógeno presentaran los valores más bajas de nódulos 

(55.5-22.5 nódulos 2 plantas-&) los cuales presentaban una 

c:olor.:lción blanca y un tamafio pequei'io, lo cual se refleja en 

el peso seco (4.125-0.567 mg 2 plantas-l), que en 

comparación a los valores más altos presentan diferencias 

significativas «•=0.05! (CUADRO 11 l. Sparr·ow y Ham ( 1983! 

reportaron que cuando se tiene un contenido relativamente 

alto de nLtrógeno <30 ppm> no se observa efecto de la 

inoculación, en cambio en un suelo con un contenido de 
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CUADRO 11. Medias del peso seco de la par~e aérea, raíz y nódulos 
totales y nUmero de nódulos de PhaseoLus vul6ari5 L. 
variedad Bayo Zacat.ecas inoculado con mutant.es 
resistentes a antibiOt.icos, en suelo conteniendo cepas 
na~ivas de Rhizobium. 

TRATAMIENTO PESO SECO g a PLANTAS-• 
PARTE AEREA RAIZ NODULOS 

Pol\l0 C,+C2 3.0030 abe 0.7125 a 1).01910 

PoN2oC,+C2 2.7900 be o .. 5475 a 0.00313 

PoN .. oC1+Cz 2.861)0 be o.5750 a 0.00160 

P.,N.,.,c,+c2 ~ .. 1781) abe: o.5775 a 0.00090 

Pof'laoC1+C2 3 .. 2375 abe: 0.5950 a 0.001~55 

P .. <lloC1 +e, 3 .. b530 ab 0.5925 a 0.00946 

P4oNzoCt+C2 3.5480 ab 0.6400 a 0.00412 

P .. oN,oC,+Cz 3.840() a 0 .. 5775 a 0.001?'5 

P,.,N"°C,+Cz 3.6130 ab 0.6275 a 0.00056 

P .. oNaoC,+Cz 2 .. 9075 be 0 .. 6725 a 0.00083 

P.,N0 Nat 2.6250 e 0.6175 a 0.01113 

P.,NoC, 2 .. 8650 be: 0.6300 a 0.01080 

PoNoC2 2.6200 be 0.6900 a 0.01346 

C1= CPMEX 1551.0IXll~an 

C2= CP1631000 12ooest/esp 

Nat= cepas nativas 

a 

de 

e 

e 

e 

bc:d 

c:de 

e 

e 

e 

be: 

be: 

ab 

NUMERO DE 
NODULOS 

121.33 a 

55.50 ed 

31.25 d 

22.50 d 

28.66 d 

81 .. 33 be: 

44.66 d 

41.00 d 

27.33 d 

32.66 d 

91.50 ab 

82.00 be: 

82.33 be: 

Las medias de las variables con la misma letra sen estadlsticamente 
iguales CTukey, a=0.05) 
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nitrógeno mineral de 8 ppm la inoculación aumenta el 

rendimiento de semilla~ adem~s de incrementar el número y 

peso seco de los nódulos. Semu y Hun~ (1979), en un 

e}:perimento bajo condiciones de campo con soya CGlycine max 

Mer.>, observaron que al aumentar la cantidad de nitrógeno 

adicionado producla una disminuciOn de la fijación biológica 

de nitrógeno~ as1 como el número y peso seco de nódulos. 

Sprenl (1979> reportó que el nitrógeno combinado inhibió la 

nodulación y la fijación biológica de nitrógeno, además de 

que aceleró la senectud de los nódulos. También Glbson 

{1974) habla reportado que las nitratos y otras formas de 

nitrógeno combinada retardaban el desarrolla de los nódulos 

y en concentraciones altas causaba pérdidas en el pesa seca 

de las nódulos y aceleraba la sen1~ctud de los mismos. 
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CONCLUSIONES 

- La evaluac:ión de c:epas efectivas de Rhi2obi.'t1m 

lesuminosCU"um biovar phaseoti por su capacidad competitiva 

permitió determinar el comportamiento de 39 cepas frente a 

un mutante resistente a antibióticos, originado de una cepa 

altamente co1npetitiva e inefectiva. 

- De las 39 cepas evaluadas 8 de ellas <CPMEX 155, 

CPMEX 131, CPMEX 111, CPMEX 120, CPMEX 100, CPMEX 84, CPMEX 

85 y CPMEX 162> formaron más del 90% de los nódulos, de las 

cuales la CPMEX 155 fue la única que form6 el 100/ .. 

Lao:t cepas que presentaron una capacidad 

competitiva en la formación de nódulos mayar al 501. fueron 

las que produjeron un peso seco de la parte aérea mayor 

<2.413 a 1.797 g por 2 plantas>, debido a la presencia de 

una mayor cantidad de nódulos rojos (967 a 51.67 g por 2 

plantas> (eficientes>, que es un criterio más convincentes 

de la efectividad de las cepas evaluadas. 
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- En la selección de cepas, el mejor indicador de 

la capacidad c:ompet.itiva de una determinada 

Rlt.izoblunL, es el. porcentaje de nodulación. 

cepa de 

- Li\ ev.!\luación de cepas de Rhi2óbl.um. letlum.in.osarum. 

biovar phaseo L i por su capacidad competí ti va se debe 1 levar 

a cabn P.n di ·f'eren tes genotipos de frijol, por la 

especificidad de la cepa por el hospedero, ya que de 39 

cepas efectivas evaluadas, 17 se comportaron como 

inefectivas, en la variedad Bayo Zacatecas. 

- El método de Graham Ccomun. pers .. ) para evaluar 

cepas de Rhi.zobi.um., por su capacidad competitiva en este 

caso Rhi.-zobium. Lee-umil\osarum biovar phaseol.i es confiable, 

ya que es posible reproducir los resultadas. 

- La técnica de resistencia inducida a antibióticos 

puede ser usada para la identificación de cepas Rhi:zobiwn 

le6uminosartJm biovu.r phaseol. i, corroborando infec:tividad, 

efectividad y habilidad competitiva de las mismas, mientras 

no se tenga una técnica mas apropiada. 

- El mutan te CPMEX 155u::soQkan requiere de una 

concentración de 40 ppm de 1~ en el suelo para poder 

manifestar su potencial competitivo en la formación de 

nódulos, en la variedad Bayo Zacatccas. 

La selección de cepas por su capacidad 

competitiva nos proporciona un criterio más para determinar 

si una cepa puede ser recomendada para su uso como 
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inoculante; sin embargo, es necesario corroborar su 

comportamiento en suelo no esterilizado ta~to a nivel de 

invernadero como bajo condiciones de Campo. 
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APÉNDICE 

MEDIO EXTRACTO DE LEVADURA MANITOL AGAR ROJO CONGO, 
ELMARC CVincent, 1975) 

KzHP04 0.5 g 

Mgso .. ·7H2D 0.2 g 

NaCl 0.1 g 

Extracto de Levadura 1.5 g 

Manitol 10.0 g 

Agar 15.0 g 

Agua 1000.1) ml 

Soluci6n de Rojo Cango• 10.0 ml 

ELMA: na se le adiciona rojo congo. 
CELM: no lleva ni agar ni rojo congo. 

•solución de Rojo Congo: 1 g en 400 ml de agua. 
El pH se ajusta a 7. 
Se esteriliza a 18 libras durante 18 min. 
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APÉNDICE 11 

SOLUCION NUTRITIVA SANDMAN CSummerfield et al., 
1977). 

M E O l O 

Ca<ND3 >2 ·4H2 0 
MgS04 ·7H2 0 
caso. 
lC2SO, 
NaFe EOTA 
Ca ( H,Po.) 2. HzD 
Mic: rae 1 emen tos 
Agua 

B A S 1 C O 

0.06 g 
0.33 g 
0.29 g 
0.36 g 
0.01 g 
0.062g 
0.05 ml 

1000.00 ml 

M l C R O E L E M E N T O 5 

KCI 
HsBOs 
MnS04·H20 
ZnS04 ·H2 0 
( NH4 l 6 Mo10u · 4Hz0 
Cu504 ·H20 
HzS04 
Agua 

Se ajusta a pH 7. 

27.0 g 
30.0 g 
2.7 g 
2.7 g 
2.7 g 
2.4 g 

10.B mi 
1990.0 ml 

Se esteriliza a 18 libras durante 18 min. 
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