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RESUMEN

El presente trabajo tuve como objetivos: 1) Evaluar 39
cepas efectivas de Raisobiun leguninosarun biovar phaseolt
Por su capacidad competitiva frente a la copa patrén CP
1631000 s10005t/esp, 1a cual es altamente competitiva pero

inefectiva, al inocular plantas de frijol Bayo Zacatecas en

Broporcion 131 (cepa patrén: cepa problesa) y 2) Estudiar el

comportanients en suelo no esterilizado de la mejor cepa
seleccionada por su habilidad competitiva frente a cepas
Rnativas de Rhtzobiun bajo diferentes dosis de fertillzacisn
nitrogenada (0, 20, 40, 60 y 80 ppm de N) y fosfatada (O y
40 ppn do ). Ambos experimentos se llevaron a cabo bajo
condiciones de invernadero con un diseMo  experimental
completanente al azar. En el primer ensayo se utilizaron
vasos de unicel con una capacidad de 1 Kg de tezontle fino

steril. En el segundo, se usaron macetas con capacidad de 4
Kg de suslo. Se encontrs que 1S cepas formaron mis del SO%
siendo 1a COMEXISS 1a

de 108 nedulos totales de 1a plante




tnica que logrs desplazar complatanente a 1a copa patrén al
formar el 100% de oston.

1a mayor
cantidad da nédulos rojos (de 97 a 31.67 nodulos rojos por
2 plantas), eato se vio reflejado en los valores mis altos
4o peso seco de la parte asrea (de 2.813 a 1.797 @ por 2
plantas). Para el experiaento en suclo se emples la cepa

inoculante; sin embargo, es necesaric corroborar  su

en suelo no
compo.



INTRODUCCION

La produccion de frijol (Phaseclus wulgaris L.)
actuaimente no satisface las necesidades de la poblacién

mundial, esto es mas marcado en 1os paises del tercer mundo,

entro elios Mexico. En nuestro pais, la mayor parte de las

cultivadas con esta legueinosa se localizan en

reqsonos aue presentan precipstaciones eacasas. y suelos con

bajos contenidos de nitrogeno; asi, asbos factores son

conwiderados como los  principales  limitante
rendimento de este cultivo.

factivle  de

La simbiosis RAczobium-lequasnosa e

Utilizarse como una alternativa en la produccion de frijol,

para lograr ausantos en el rendimiento del cultivo. Asi,
debe llevarse a cabo la seleccicn do cepas de RAUsobium para
obtaner un busn inoculante. Entre los  critersos  miw
importantes que se han toasdo como base para este fin  son:

Una alta capacidad de fijar nitrogeno  (efectividad),



habiiidad competitiva para la formacion de los nédulos, la

cual debe ser superior a la de las coj

nativas del suelo y
ia persistencia en el suelo, tanto en presencia como en
ausencia de su hospederc. 1o que implica que deben estar

sdaptadan a Las condicion

s bioticas y abisticas del svelo.
S0 han introducido cepas de RA(sobiun para comparar su
habilidas competitiva en la formacisn de ncdulos, va que la
compatencia por los sitios de infeccién es una lieitante on
1a mayaria de los casos en que e pretende aumentar el
rendiniento del cultive, debide a que el suelo contiene
Fizobias nativas altamente competitivas pero ineficientes.
Se han desarrollado diferentes tecnicas para  1a

Ldentisicacion de cepan de Rrlzoblun que son introducid

suslos que contienen rizobi.

nativa

Entre las  mas

Utilizadas we pueden mencionar la

tocnican seroicorcas

v o
insunoensayo enzimatico ELISA) v las técnican de resistencia
5 antibloticos (inducida o intrinsecal.

€1 presente trabajo tuvo como objetive seleccionar

copas o RAtzobiun leguaincsarum biovar  phaseol( (ae

eloctividag y sobrevivencia probada) por su  habilidad
competitiva en la formacion de nodulos, a nivel de




REVISION BIBLIOGRAFICA

Frijol Comin (Phaseolus wulgarts L.,

E1 frijoi cosin (P. wulgarts L.} es una leguainosa

cultivasa frecuentemente en la mayoria de las  aress
agricolas del mundo, siendo un producto alimenticio primaric
para 1a mayor parte de la poblacion de los paises del tercer
mundo, especialeente los ge America Latina (Bazam, 1975t
Plnchinat, 197715 1a produccion de frisol an estes areas es,
for 1o general, mis baja que la produccion potencial (FAO,

1980; Hornandez-Brave, 1973, Graham, 1978).

€1 frijo) comin, adesis, es un producto importante

por 1o que ests
Gespues de 1a sova v ) cacanuate en la produccicn de granos
de leguminosas a nivel mundial (FAO, 1980).

En mexico, do los 10 primercs cultives, o1 frijal

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



sembraron un total da 1,763,347 ha, representando esta
canticad el 78% mas que en 1977 (Banco de México, 1982). En
tanto que en 1983, la superficie cultivada con frijol solo y
asociado fue de 2,100,047 ha, de las cuales 1,750,638 ha se
encuentran bajo condiciones de temporal (Direceldn General
de Polltica y Desarrolle Agropecuario y Forestal, 19861,
Rsi, nas de la mitad de esta superficie se encuentra en
2onas iridas y semidridas (pracipitaciones escasas), demis
e que 108 sualos prasentan bajos cantenidos de  nitrogeno,
conssderandoseles, por lo tanto, como los  principales
factoras Limitantes que influyen on el rendiniento de wate

cultivo, aue es alredador de 500 ka/ha (Almaraz, 1998).

s de Craciniunto.

En México se encuentran de S0 a 70 especies del genero

Praseolus. Dentro e sstas, las mis importantes  son
Fraseolus vulgaris. P. cocclneus, P.  lunatus y P
acutufolius (Herndndoz ot al., 1979). Dichas especies estin
representadas por diferentes variedades que se  han

Clasificado de acuerdo a su habito de crecimiento, el cual
e refiore a la presentacion de la planta an el espacio cono
una consecuencia de su crecimiento, aue a su ve: es el
resultado de l1a interaccion entre caracterss internce mhn

constantes (genotipes) y los factores externos que varian en



@1 tiempa y on el espacic (Kohashi-Shibata, 1990). EL frijol
comin (. vulgaris L), con base en su  hibito de
crecimiento, se ha clasificade en custro grandes grupos (1,
1, 11 (e, by € y 1¥), do lon cusles, el prisers presenta
un  hbito de crecimiento determinado, el  segundo
semidaterninado v a los restantes se les ha clasificado como

de habito de crecintento indeterminado (Soldrzano, 19821

RAtaobtun,

Las bacterias del genero RAtzobium  son  bacilos
Gram-negativas y no esporulantes, aue miden de 0.3 a 0.9
micras de ancho y de 1.2 a 5.0 micras de larga. Los
representantes de este geners son tipicamente moviles v
Utilizan alguncs carbohidratos acunulades y 4 veces Acidos,
ero nunca pases. Frecusntemente contienen grinulos de
oly-p-hidroxibuticato, 1os cusles se refractan bajo el
microscopio de contraste de fases. La temperatura éptina de
Crecinionto as de 25 2 30 a PN que varia emtre & y 7
(Somassgaran y Hoban, 1985) .

Tiene la capacidad de colonizar los pelos radicales de
Las leguninosas v formar estructuras denominadas nodulos, en
donde e lleva a cabo la transformacion del nitrégeno
atmosterico (N,) en anonio (NH,*) por la accion da la enzima

nitroganasa. Por medic de esta asociacicn simbistica se fija



lor. 1980y Jordan y Allen,

12 mayor cantidad de Ny (Alexa

1975; Lépez, 1982).

Sefuccidn do Capas da Rnceobiun,

La seluccion de cepas para su use como inoculante en

tudios a nivel de invernadero o de campo, asi coma para

escala conercial, es de prinordial importancia, ya aue cada

copa do Rhizobiun se comporta de diferente manera en un
anbiente deterninado. Se han propuesto algunes criterios
(bate, 19765 Burton, 1979) que pusden ser Gtilea para llevar
a cabo 1a seleccion do copas:

©) Denen formar nodulos capaces de fijar nitregens en
la planta hospedero proporcionande de esta manera un
suministro adecuado de nitrégena.

€0) Tienen que ser competitivas para la colonizacien
de 103 pelos radicales y nodular en presencia de otras cepas
e Rhtsobiun altamente infectivas (nativas o introducidas).

(40) La nodulacion dabe presentarse en un asplio rango
e temperatura bajo el cual la planta tiene un buen
desarrallo.

) La copa de Rhtzobiun dete ser capa: de crocer bien
en o1 sedia de cultivo, on el medis de soporte seleccionado
¥ on ol suelo despuss de sembrada la semilla.

) La rizobia debe ser capas de sobrevivir en el suelo



de una estacion a otra.

Compatencia dn Rhczobiun,

La competencia es el fenomeno en el cual un organismo
% indirectamente parSudicial para otro, por tener demandas
sinilares de los recursos del ambiente (Daubenmire, 1968).
Dentro de una comunidad 1a competencia ccurre entre los

individuos de 1a misma o de diferente especie, siempre aue

10s mismos requerimientos empleados por las poblaciones

stén disponsbles en cantidades insuficientes para abastecer

todas las demandas adecuadamente. La introduccion de  nuevas

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

10 General es un fracaso, debido a que dichos oraanismes no

la habilidad competitiva de

pusdon  contrarresta

especies naturales, las cuales se encuentran adaptadas a su

ocasiones  los  nueves

nedio. Sin aabargo, en alguna

oraanismos pusden establecerse como parte de la comunidad,

sunque frecuentenente producen algunos cambios que pueden

er favorables para esa comunidad (Gosting, 1936).

La competencia por los sitios de infaccion en )
loguninosas es usualeente medida al comparar 1a habilidad de

e RACzoblun introducidas en la formacien de  nodulos

copas
o o1 hospedero respactivo. Esto inplica aue la competencia

eats liniteda por 10s eventos que e prewentan fuera del



nicrosiabionte v del hussped. Sin eabargo,

sate que e
Genoma de 1a rizobia contribuye sustancialmente en la
competencia y que tasbien los factores ecolsgicos afectan
Girectasente a la rizobiay al crecimients de la planta
(Dowling ¥ Brougnton, 1986).

La mayoria de las senillas de leguainosas inoculadas
son sembradas en suelos que contienen poblaciones
establecidas de Rhizobiun, en algunos c:

o8 se ha reportado
que 1a cepa introducida induce 1a formacicn @

1a mayorta oo
los nodulos en el primer afo, pero que  desaparece
broaresivamente y e% reesplazada par las rizobias natives en
aMos sucesivos (Dudman y Drockwell, 1968 Roughley ot al.,
19761 Jensen van Ronsburg y Striidom, 1992).

Los supios frecuentesante contienen rizobias que son

altanente  competitive

mis  que aquellas  aue son
intreducia

cono inoculante (Kremer y Peterson, 1963).
Dlatiofs y Langford (1975) v Van der Merwe et al. (19783,
usando copas de RAtscbium &ue nodulan cacahuate (Arachls
hyposaea). seleccionadas en presencia de poblaciones alta
de rizobias nativas. (racasaron en su intento de incressntar
1a produceion. Nelson e al. (1978) aplicaron inoculante:
conerciales de soya (Glycine max L. Merr.), y no lograron
sunentar la  produccion de semillas en suelos donde s

cultivaba rutinariamente 1a soys

. Estos resuitados indican

que las rizobias

nativas pueden ser inefectivas en 1



fisacion del nitrogeno atmosférico (Np) y presentar la
caracteristica de ser altamente competitivas (Kremer y
Potorson, 1903; Martensson et al., 1987). También Guer et
al. (1974) reportaron un rendimiento bajo en cacahuate en 1

India, 1o cusl atribuyeron a la pr

ncia da una poblacien

alta du rizobias inefectiv

del grupo “coupea en el suelo.
En qeneral, no se ha logrado obtener aumento en el
rendiniento del cacahuate, debido principaleente a la pobre

habilidad competitiva de las rizobia

introductdas  con

Fespecto a las nativas. A las rizobias nativas se i

puade

considerar como una barrera para la introduccion oxitosa de

cepan que naduien

tisfactorianente, por 1o que se requiers

o mrs conocimientos acerca de la

aturaleza de la poblacion
nativa do RAtsebiun, de los factores que afectan su

distribucion y dinimica, y de su papel en la competencia con

la copan introducidas, ademis de su persistoncia on el

suelo (Bromfield et al.,

o).
Un objetive en la investigacien de la inoculacien es

1a seleccion do cupas altamente efectivas de  rizobia

para
una leguninosa particular. Tales cepas deben sor capaces de

entaviacer:

©n 1a rizostera y competir satisfactorianente
por los sitios de infeccion con las rizobiss nativas del

sueto, 1

cusles tambien incluyen cepas inefactivas v

altamente conpetitivas (May y Bomlool, 1983). De ahi aue 1a

conpotencia entre copas de RAtsobiun por 13 nodulacien de su



hospedero sea un aspecta muy importante en la ecolagia de
125 bacterias que forman los nodulos en la ralz. Esta puede
Ger tasbion o gran interés agromémico, sobre tado en
regiones donde la inoculacion con cepas altaments efectivas
o produce ausentos en el rendisiento del cultive (Ham st
al., 1971 Kvien o al., 1981). La incculacisn en suslos que
contienen poblaciones de rizebias nativas no ha  dade
resultados satisfactorios en la mayoria de los casos, es
decir, la cepa introducida sslo ha formade una proparcién
muy pequefia de 10s nédulos (Roughley et al., 19765 Vincent,
1975), por 1o que se hace necesario seleccionar cepas de
Rntaobium tosando como criterio la capacidad compatitiva
(Bromfield ec al., 198%). La copa introducida, ademis da
competir con otras rizebiss por los sitios de infeccisn v
por o1 sustrato, debe tambisn competir con otros organisecs
o) suelo (Vidor, 1981).

For otra porte, una de las propiedades considerada
como esencial para que una cepa de RAlzobiua uea utilizada
como snsculo es la capacidad de persistir en el suslo, tanto
en prosencia coss en ausencia del hospedero. Es bien
conocide que, en 1 suelo las cepas introducidas estin
sujetas a los efectos de numarcsos factorss bisticos y

biotices, que pusden actuar como uma presisn selectiva

induciendo casbios genéticos en 1a pablacisn modificanda la

ofectividad sisbiotica (fensen van Rensburg y Strijdom,



19651 Bushby, 1962; Diatlofr, 1977). Un problema adicional
coson para las cepas introducidas es que, por 1o general, en

€1 suslo eueren (Miller, 1979), va que es dificil para estas

nuevas poblaciones adsptarse a las condiciones adversas
suslo (Nolkowskl y Kelling, 1989).

Graham (1981) monciona quo R. 1. biovar phaseli sa
encuentra asplissents distribuida en los suelas, por lo que
©l proviesa de 1a competencia es euy importante en la
mayorta de las regiones productoras de frijel en tedo el

mundo. Ast, la cospetencia por los sitios de infeccion

sy costn en Mexico, en dende las plantas no  inoculadas en
cango producen entre 143 y 278 nodules/planta. Debido a que
existen pocos trabajos relacionados con la cospetencia par
los sitios de infeccitn, son necesarios mis estudios que
coadyuven al conocimiento de las poblaciones de . L. biovar
shaseolt en 1os suelos de la mayoria de las regiones que
broducen érijol, para determinar la frecuencia del fracaso
e la incculacion en suelos con grandes poblaciones

naturales de B. L. biovar phaseoli, y para identificar cepas

eficientes y cospetitivas, susceptibles de ser empleagos en

105 tnoculante:



Mitodos  da  Weofficacidn  Eopleados  wn  Estdios  ds
Campatancia.

La identificacisn e las cepas du Phtzobiua que ccupan
1os nédulos, es obligada en estudios que tisnen por objeto
Gvaluar la competitividas y el efecto de capas espoct ficas
sobre el @esarrallo de leguminosas (Kremer y Peterson,
1962). Los metodon min comtneente eapleados en estudios

sistencia &

relacionados con la competencia son de
antibistices (“inducida® e intrinseca) y los  serolégices
v ELisa) .

1. Rasitancie » Antibidticos “Inducida”

La resistancia a antibioticos “inducida® se logra al

concentracion

ao

someter a las bacteriss a diferents
antabisticos hasta obtensr mutantes espontincos con un  alto
Grado de resistencia (Bushby, 1762; Kuykendall, 1987). La
resistencia se debe & la  aparicién de  mutaciones

una de cada 108

espontinean, en condiciones normale

bactorias muta y convierto en  resistente  a  un

antibiotices la aceien de 2 antibieticos provoca que melo

bLlion mute v o resistente (Amablle,

una bactorsa de

1908). Actualmente o sabe que en las cepas resistentes,

adumas do oKiSLAr una pequeRia cantidad de mutantes, 13 mayor



parte de los organisnos adguieren 1a informacicn genetica
adicional de resistencia a antibioticos por medio  de
moleculas de ADN extracrosomal dencninadas plasmidos.

E1 termine “inducir” se refiers 3 aue no es el

antibistico el que convierte a una copa resistente, sino que

actua como una presion sslectiva qus hace aus expresen

1oz mutants

spontaneo

Es importante verificar la eatabilidad de la cepa de
Rrizobtun cusndo se le induce resistencia a uno o mas
antivioticon, ast come su infectividas y  efectividad
(Bushby, 1982).

1 enplea do las cepas de Rhtzobiun resistentes a altos
niveles de antibioticos para llevar a cabo estudios sobre
ecologta de Raizobium fue propuesta por Obaton (1971) v
usada por Danso et al. (1973), Drockwell et al. (1977) y
Kuykendall y Weber (1978). €1 método para el conteo de cepas
resistentes tiene la ventasa de la alta selectividad al
sedio con antibistico: Adenss, la deteccitn de  cepas
resistentes en los nodulos, comprende las técnicas de
nodulos triturados y estriados, introducidas por Fred y
Waksman (1928), excepto que 105 antibistices selectives son
incluidos en el medio de cultivo. La mis obvia aplicacien de
1a tacnica de mutantes resistentes a antibioticos se da en
los  estudios  de  mobrevivencia,  colonizacien  y

competitividad, que son procesos asociados con  la



introduccion de copan al suelo (Cooper, 1979).

Jones y Dromfield (1978) estudiaron la efectividad
simbotica y la habilidad competitiva de mutantes de
Batsobiun  (r(fol(( resistentes a estreptomicina v
espectinonicin

en agicien al uso de la tecnica  de

anticusrpos fluorescent

v la absorcien onica del rojo
congo por una cepa inefectiva sobre medio solido. Los
mutantes  resistentes a  estreptomicina  (str) v a
espectinomicina (spc), dablemente marcados, simbioticamente
ofectivos, fusron obtenidos de I cepas efectivas de R
rifolits 32, Mulill v 7A. Los mutantes fueron marcados e
1a secuencia spe/str o str/spc, siendo resistentes cada uno
125125 mg m1

du apc/atr o str/epe. La  inoculacien

1leve 4 cabe con una mexcla que contenia la cepa progenitora
/o mutante y una cupa inefectiva (Coryn), la cual fue
incluida como un factor competitivo en una relacién de 1011
en favor do esta uitina. Los resultados obtenidos indicaron
que todos los  mutantes  fueron  menos  efectivos
sinbioticanente que sus cop

progenitaras, aunque solamente
dos  mutante

Aualill spe/str y 7R str/spc  difirieron
significativanente (P 30.01). Los mutantes fueron tambien
manos competitivos en terainos de formacién de nodulon.
bromfield y Jones (1990) llevaron & cabo una
investigacien sobre la doble ocupacien de cepas en los

nodulos v sobre 1a habilidad compotitiva de dos cepas du



Rntsobtun trifolit, 78 Ste’y 32 Spc’, en variedades de
trébol rojo y blanco cultivados en agar y suelo que contenta
cepas nativas del trebol. La cepa 32 Spc’ results ser mas
competitiva por lo sitios de infeccion que la cepa 7A Str',

tanto en suelo como en agar. Ademis observaron que las cey

residentes fueron altanente competitivas para la ocupacien
e 108 nodulos. Tambien encontraron que al ausentar la
densidad del inoculo incresentaba la proporcisn de  nédulos
ocupados por las cepas introducidas. No se presents la doble
ocupacian.

Amarger (1981a) obtuve mutantes inefectivos de 4 cepas

efactivan de RALzobiun mel(lote ry

istontes a 50 pa/m1 de

fusron probados por su capacidad

competitiva respecto a sus cepas parentales efectivas o con

otros mutantes re

istentes a 500 ug/al de estreptomicina,

200 ug/ml de kanamicina v 100 pg/ml de viomicina, en la

fornacién de nodulos en Medicago sativa. En 3 de & casos

tudiados, 108 mutantes inefectivos no difiriercn de las

cepas efectivas en su habilid:

compotitiva. Se observe una
diferencia de seleccion para la infeccion por el haspedero

entre copas lgualnente efectivas asi como entre sutantes

tnesectiva

A excepcisn do un par de cepas, la

copas
efactivas mas competitivas dieron origen a los mutantes

s For aitimo, 1a

fun independiente de la efectividad, y fue ratenids durante



1a mutacion.
Amarger (19815) establecio que el peso seco de la

parte asrea do alfalfa (Hedicago sativa) inoculada con capas

efectivas do RAtsobiun meliloti en una mescla con una cepa
inefectiva en diferentes relaciones fue  directamente
broporcional al logariteo del nonero de nodulos efectivos.
Consecuenteaente, 1a comparacion entre el peso seco de la
parte asrea de las plantas incculadas con la mezcla de las
copas efectivas e inefectivas con el de las  plantas
inoculadas con 1a cepa efectiva permitis la estimacion de la
competitividsd relative de las cepas efectivas. Tambin
evalus 1a cospetitivadad de 14 cepas de R. legumtnosarum
resistentes a antibioticos (100 ug ml-t de estreptomicina,
30 bg @L<t de kanamicina y 50 49 mi-t de  espectinomicina)
con 1a misea finalided, comparando ademis 1a habilidad de
Gichas cepas para formar nodulos cuando se inocularon en
semillas de Vicia faba en un experimento en un suelo con
cepas nativas do R leguminosorus. El porcentaje  de
recuperacion de las cepas inoculadas de los nodulos de haba
fue correlacionado positivasente con la competitividad de
1as cepas con 1a obtenida en condiciones controladas. Esta
simple ruts para 1a evaluacicn de la competitividad en la
formacion de los’ nodulos de cepas do rizobias indics que su

conducta competitiva con rizobiss nativas an e) campo podria

ser Gtil para evaluar un aran nomero de cepas  por



compatitividad.

Jensen van Rensburg y Strijdom (1982) consideraron 24
copas de Rhisobium meliloti para la produccién de
inoculantes, las cuales fuerch agrupadas en pares y probadas

Por su habilidad para competir en la nodulacisn de Hedicago
sativa, W truncatula y M. lttoralis. Al principio, cada
par de cepas aue estuvo formada por un tipe silvestre y una
mutante seleccionada resistents a estreptomicina de otra
cepa, fusron probadas en suslo estéril (iibre de rizobias) y
posteriormente en un experisento de campo en un suclo que
contenta cepss nativas. Los resultados indicaron que no
todas 1as cepas identificadas como buenos competidores sobre
una o mis especies de Medicago en el suelo esteril, fueron
capaces de nodular estas plantas satisfactoriamente en un
suelo con poblaciones establecidas de B meliloti.

Nathteu (1982) evalus 1a colonizacien y nodulacisn de
plantas de frijol (Phasesius wulgaris L.) usando cepas do
Rnzobiun praseol( resistentes a estreptomicina, las cuales
mostraron diferencias en su habilidad para nodular 1a planta
hospedera. Ademas, reports aue una colonizacisn de la raiz
por BAczobium durante low primercs dias del desarrollo de la
planta conduce a una mayor nodulacien:

Espinosa-Victoria e al. (1985) llevs a cabo un
experimento en condiciones de invernadero con el fin de

deterainar 1a sobrevivencia y conpetitividad de dos mutsntes



s antibieticos (CPMEX

Rhtsobiun phaseolt resistents

101150 y CPHEX 220pe200) cusndo @1 hospedero fus sosetido &

condiciones rustrictas de humedad. Uso tres genotipos de
frijol (Phaseolus wulgarts L.): Negra 15063, Michoacan
12-0-3 y Baya Durango (con habitos de crecimiento 1V, 11 y
111, respectivanente) los dos primeros considerados como
Genotipos resistentes a sequia. Sus resultados indicaron aue
108 potenciales de agua () del suelo menores de 15

barias, redujeron el nomero de sutantes de K. phasesti

Viables, presentandose siespre una caida dristica durante el
@stado vegetativo y una posterior disminucion paulatina a lo
largo de la floracion y llensde de vaina. En general, ol
rango G abatimiento de las poblaciones  de  mutantes
introducidos fue del orden de 2 a3 unidades logari tmicas.
Los porcentases de nodulacion Bajo sequia dados por  las
copas introducidas fueron altos, medios y bajos en los
estados vegotatives, floracien vy llenado de  vaina,

respectivasente, en los tres genotipos de frijol.

Turco ot al. (1986) provaron 1a eficiencia en 1a
#ijacion de nitrogenc y la habilidad conpetitiva de 13 cepas

o RAtzobiun Leguninosarun resistentes a dos antibisticos.

Sus resultados indicaron que el 93% de los sutantes fueron
menos computitivos en 1a formacién de los nédulos, aue sus

Ademss, el Sex de las cepas de R

progenitor

Leguninosarun presentaron una reduccien en la eficiencia en



la f1sacion de nitrégeno cuando se

compars con sus

progeni tore:

Ramos ot al. (1997) realizaron un ensayo con una cepa
e RhCzobium phaseol( con el fin de detoreinar su tolerancia
a1 encalado, acidez y a 7 antibisticos. Las plantas fueron
inocuiadas con una copa aislada dospubs de 2 afios U6 haber
sido introducida en condiciones de campo (5 cultivs
sucesivos de frijol, en donde fus inoculado solo el priser

Cultivol. La cepa aislada COS presents propiedad

simtlares
2 1a cepa original (inoculada) en su tolerancia a la acide:
y reststencia & low 7 antibieticos. Sin esbargo, el
atslaniento del suelo no encalado fue eis tolerante a la
scidez y de basa tolerancia a kanamicina y clorafenicol.
Ademas, encontraron algunas diferencias macroscopicas en las

cotont

aue proventan del suelo encalade y no encalado.

Tambien indican aue en oc

fones 1a alta resistencia a
antibisticos puede ser producida por el sonetimiento do la

copa de RACzobiun & alts

cencentraciones de motales posados
© sueios saisnos,

Almaraz (1980) realizs una investigacisn con la
finaligad de estudiar la efectividas en la fisacien de
nitrsgenc, 1a sabrevivencia a sequia de copay do Rhtecbivm

(haseolt resistente a espectinomicina v

troptomicina, ast

como las relaciones de competoncia que se establecen por los

sitios de  infeccién  entre  humedad-poblacién  de



f1jacion de nitrogeno, cuando una parte del sistems
radical do Phascolus vulgaris os sometido a ciclos de
smquia. Encontrs que 31 de 7 cepas fueron las  mis
eficientes en fijar nitregeno. En relacicn a la capacidad
compotitiva, observs que en riege y en sequia ciclica, la
savor parte de los nédulos fueren formados por las cepas
nativas el suelo, va que sélo el 20 y 18%  correspondic a

1a copa introducida, respectivasente.

acia Intrinsaca s Ant

La resistencia intrinseca a antibioticos (RIA) s

reficre a la resistencia natural que poseen las bacterias
Geterainados antibisticos, de ahi que se haya utilizado esta

caracteristica para realizar

tusios ecolsgicon. Esta
resistencia s atribuye a la existencia de microorganiseos
que producen antibisticos en el suelo (Eaglesham, 1987). En
un principio se demostrs que existia una gran heterogenidad
e 1os patrones de resistencia intrinseca a antibistices
antre copas de B. logunincsarus, R. phaseoli, R. meliloti y
en RAlsobiun del grupo coupea, utilizindose esta técnica en

estudios de competencia en K. melilotl y

ensayos de
eficiencia  nodular en copss  de R phaseoli, R
Leguninosarun, Fhizcbium spp. y Rhisobium del cacahuate

(Arachis hypogacal. Sin eabargo, el metodo ha  sido



cuestionado sobre todo por 1a varisbilidad en 1os patrones

e resistencia a antibicticos ontrados dentro  de
Rrczobiun de Lotononis, Rhizobiun de Cicer, R. phaseoll y R
(refolic (Kremer y Poterson, 1982; Stein et al. 1982y
Chanway y Holl, 1986).

Bromfield et al. (1962) describieron una modificacion
de la técnica de resistencia a antibioticos (RIA), 1a cual
involucra el uso de una placa de gradientes de
concentraciones de  antibisticos, que  permitic  la
identificacion de varios cultivos de RA(sobium phaseoll y
Enteobiun spp. (aisladas dn Cicer artetinum). Dos de low
Cultivos que exhibieron patrones similares  fueron

ados como la misaa cepa obtenida .de diferentes

Este metodo, sin  esbargo, fue  menos

susceptible para la caracterizacién do cultivos de RA(sobiun
pp. de lento crecimiento, ya que en varios antibisticos se
Produje crecimiento, no obteniéndose una diferencia definida

antre re

stencis y susceptibilldad. Aunque 13 de 16
Cultivos de RAtsobiun spp. fueron distinguidos solo por la
diferencia en un antibiotico.

Kremer v Poterson (1982) usaron la  tecnica  de
resistencia intrinseca a antibioticos y la susceptibilidad a
iferentes niveles de sntibisticos para la determinacitn de
copas de ripido y lento crecinionto. Dichos patrones fueron

Gtiles en la identificacien de cepas de RhCsobCum w0



suspensiones de nodulos © en nodulos. Tambien encontraron

otros patrones de resistencia, durante la identificacién de

105 aislados de copas nativas, estos patrones pudieron ser
resultado de resistencia adquirida para ciertos antibicticos
© de 1a doble ccupacién de cepas por nodulo. Concluyeron que

1a presencia de patrones de resistencia idénticos entre

cepas ¥ nativas estaba
con @1 tasafo de la poblacién de rizobias del suslo.

Steln et al. (1982) usaron la tecnica de resistencia
intrinseca a antibisticos (RIA) para estudios de competencia
entre & cepas de Rhizobium phaseoli, en un suelo deficiente
©on rizobias nativas de esta especie; establecieron aue
existis un mayor nimero de patrones do  resistencia
intrinseca a antibisticos que los de las & cepas
introducidas originalments, e manera constante. Adamas,
reportaron que o1 mstodo es poco satisfactoric para la
identificacion de copas de B phaseolt y copas aisladas de
Ctcer artotinun (RACzobIuA 2pp. ).

Sadowsky et al. (1987) examinaron la  diversidad
genetica o 20 cepas de Bradyrhizobium japonicum  dal
Serogrupe 123 aisiados en el campo mediante las técnicas de

a de restriccicn, clectroforesis

digestion con endonucte:

on ge1 de sulfate de
sodio e proteinas totales de  células, andlisis  de

hibridizacien austral de 10s genes «nif» y wnod» y  con



de rosistencia intrinseca a antibloticos. Todos los

patron
aislados fueran separados previamente en S clases amplias de
fodulacion (baja, media y alta) con base en su habilidag
Para formar simbiosis con genatipos de soya espect ficos. Los
resultados de su estudio indicaron que existe una relacién

entre eatas 3 clases da nodulacion de genotipos espect ficos

¥ 10% Grupes que se han formado con base en sus patrones
genémicos de ADN, perfiles de proteinas en PAGE-SDS y la
hibridizacion austral de una prueba del gen «nifHD». Los
patrones de resistencia intrinseca a antibisticos y 1a
hibridizacion del gen nodAB» no fueron Gtiles en la
determinacisn de la interrelacisn entre los aislados y las

clases do nodulacisn.

. Sarolagia

La serologia es una parte de la Bioquimica aque se

encarga del sstudio de las rescciones antigeno-anticuerpo.
La serologia de Ra(zobium ha sido Gtil en la elucidacién de
las relaciones taxondmicas entre especies v en  su
identificacion rapida, cuando se aislan de los nodulos
(Dazzo y Hubbell, 1975). En general, se ha considerado que
las tecnicas serolsgicas son confisbles en la identificacion
de Anczobium; sin embargo, Espinosa-Victoria (1989) reporto

aue con 1a tecnica de aglutinacién e ponen de manifiesto



una gran cantidas de reacciones cruzadas en R L. biovar
fhaseolt, 10 que indica la existencia de un alto numero de
antigenos compartidos entre las cepas de esta especie.

La mayoria de los estudios ecologicos ha utilizado
prueas  de aglutinacion, Anmunods fusion B
inmunoflucrescencia, no obstante la introduccien de la
tocnica de ELISA (ensayo inmuncenzimatico para el estudio
e RAczobium (Kishinevsky y Bar-Joseph, 1978) de nodulos de
Arachis hypogaca ha dsdo mejores resultados al ser mas
sensitiva (4 3 & veces mss) on comparacién con 1as pruebas
de aglutinacien e inmuncdifusién. Sin embargo, Olsen et al.
(1983) mancionan 1a presencia de reacciones cruzadas entre
1as diferentes especies de RAisobiun debido a la utilizacisn

e anticuerpos policlonales, de ahi aue estas técnicas

sean del todo con¢isbles. Do igual forma, Espinosa-Victoria
ot al. (1989) encontraron que 1a tecnica convancional de
ELISA, usando anticuorpos policionales, no es recomsndable
Para 1a fdentificacion de F. L. biovar phaseoll, ya que las
capas comparten en menor o mayor frecuencia un alto numero
e antigenos con PM entre 10 y 167 Kd. For lo que no

datectaron bandas antigénicas con caracteristicas desaabl

s decir, especificidad por ceps y alta concentracion que se

tomaran como base para identificar una capa de otrs

Finaleente, recomsendan para fines de identificacién o1 uso

de tscnicas alternativas tales como la  inclusién  de



anticuerpos monoclonales en ELISA v
complomentaria (cADN).

Las mayores Limitaciones de

tos metodos serolegicos

son @) tisapo y los recuracs involucrados en 1a  produccién

e los antisueros especificos, la falta de propiedades

antiganic:

stables, v los antigenos no  espect ficos
comartidos aue presentan reaccisn cruzada durante el
andlisis (Keemor y Poterson, 1982; Espinosa-Victoria et al.,

19092

AL Aglutiancidn.

bas:

La reaccisn de aglutinacien en la agregacién

de corul.

bacterian:

o particulas de antigenos coso

Fasultado du la unien de sus superficies con las moléculas

del anticuerpo debido a que la superficie de la celula
bacteriana es portadora de antigenos que pueden reconocerse
Por su capacidad para producir anticuerpos en un animal de
sangre callente. Por lo que, los anticuerpos producidos

pueden emplaarse para determinar la presencia o ausencia de

antigenos espect ficos en una suspension do 1a misma bacteris
0.0 otra. La reaccion de aglutinacien puede llevarse a cabo
@i portacbjetos, tubos de ensaye y en placa de
microtitulacien (Vincent, 1973;  Esplnosa-Victorla, no

publtcado) .



La prueha do aglutinecisn es una de las tenices
sarolegicas usadas mis extensivamente on la doterminacién de
las rizobias de los nodulos; los problemss sa presentan
cuando se trata de identificar rizoblss introducidas en

en sualos que

nsutos de las plantas que se desarrollan
contienen rizobiss nativas del mismo serogrupo. En mstos
aglutinacion puede menospreciar

las  cepas

casos la tecnica da N
nédulos  formados  por

1978

proporcion de fos

introducidas (Kuykendall y Weber,

Neaver y Frederick (1974a) estusiarcn 1a competencia
entre rizobias introducidas y nativas del suelo que forman
nédulos en soya (Glycine max (L. Merr.), determinande el
efecto de la poblacisn rlzsbial el suelo, do la cepa
inocutada y el tamafio del insculo sobre 1a nodulscion base
condiciones controladas (iavermadera), en 22 distintos
susias quo contentan poblaciones de Rrizcbiua Japonicus en
un rango de un millsa a menos de dos millones por Graso de

1a proporcion del

por 1a

suelo. Encontraren que ai incrementar

susentaba la cantidad de nédulos ocupades
15 competencia por 1la
o1 naser

tnseute,
copa wnoculada, 1o que indico que
nodulacisn de la cepa introducida ausents cuando
de celulas bacterisnas en el inéculo fue mayor. Utilizaren
1a tacnica de microaglutinacitn para la idemtificacion de

105 neautos.
Weaver y Frederick (17741) para poder proporcicnar una



base cientifica para pronosticar 1a nedulacién competitiva
exitosa en soya por Rizobium japonicun, determinaron en
estudias de campo las relaciones cusntitativas entre las
rizobias del suelo y las capas introducidas en 1a formscisn
e los nodulos. E1 experimento se lleve a cabo en &

diferentos suslos que contenian una poblacaén do rizobiss de

1.20101 2 2.3109 g de suelo=t. Sus resultados indicaron que
para poder predecir si las rizobias incculadas forman el 50%

o mis de 10s nédulos, debe ser usada una proporcion del

insculo de por 1o menos 1000 veces =l de la poblacien del
suelo (por gramo de suelo). La tecnica de microtitulacien
fue enpleads para identificar a las copas.

Boonkerd et al. (1978) realizaron un estudio con 1a
finalidad de comparar dos métodos de inoculacién en soya,

con tr

cepas de Rhizobium japonicus de competitividad
variable clasificadas en distinto serogrupo. £l experimento
1o llevaron & cabo bajo condiciones de campo, con el
objutive principal de determinar =i las cepas aplicadas
podrian competir con las rizobias nativas, por los sitics de
infoccien y aumentar la fijacién de nitrégeno. Utilizando la
tecnica de aglutinacien en tubo para la identificacion de
1as copas de R Jjapontcun. Loa resultados mestraron que lom
netodos de inoculacion, la proporcisn de celulas bacterianas
en el inculo v 1a copa introducida no presentaron ningin

efecto sobra 1a nodulacien © el crecimienta de la planta de



sova.
8). Iomunoditusién.

€5 una tecnica que nos peraite comparar directemente
106 antigenos, ya que se lleva a cabo en placas de agarosa
¥/0 agar, en donde se realizan perforaciones circulares, una
©on o1 centro, donde se coloca el anticuerpo y 6 alrededor,
en donde van 108 sntigencs que se desean cosparar. For 1o
tanto, los antigenos solubles de la suspensitn bacteriana y

los anticuerpos del antisvero se difunden en el gel de
agarosa y/o agar y en los lugares donde e encuentran en
concentraciones optimas, precipitan en forma de lineas o
bandas, formandose una banda de procipitina por  cada
antigeno (Vincent, 1975; Espinosa-Victoria, no publicado).
La tscnica serolegica de inmunodifusien ha  side
Utilizada en algunos estudios de campo y ha mostrado wer maw
exacta que 1a prusba de sglutinacisn en 1a identificacisn de
cepas ae Patzobiua (Kremor y Pelerson, 1962).
Dazzo y Hubbell (1975) emplearon la tecnica de

v e ce

para 1a
Loentsficacion do capas de Rhizoblua (rifolll con el fin

observar o

rencias antigénicas entre cepas infectivas v no

infectivas. Sus resultwies i

coron 1a  prosencia  de

antigenos solubles en preparaciones zonicadas de 4 cepas



infectivas, 10s cuales no se encontraron en  preparaciones

sinilares

de mutantes no infectivos relacionados (derivados

de 1as ceps

infectivas).
Jensen van Rensburg y Strijdos (1983) tuvieron como
bropssito comparar la efectividad de cepas

introducidas en
o suslo v despuss atsla

e cabo de 4 a @ anos, con
cultivos de las mismas cepas que fueron mantenidos en forma
Mofilizada. Para la identificacitn de las cepas hicieron
o de la tecnica de ineunodifusién. Sus  resultados
indicaron que la efectividad de las cepas no fue diferente.

Ranos y Boddey (1987) investigarcn el efecto del
encalado y una cublerta de paja y estiercol sobre 1a
nedulacion y el  rendimiento  do  la  planta, y s
competitividad por 1a ocupacion de 108 nédulos por una cepa
Introducida de Eaizobiun  loguninos

run by, phaseoll. €1

torreno fue cultivado S veces durante un periodo de 2 afos;

on el priner cultive, la

omi 11as

fueron snoculadas con 1

cepa COS (como soporte usaron turba);

en los cultives
subsecuent

It

seniilas fueron inoculadas con nodulos

macerados tomados de 1a planta de la cosecha previa del

Mo trataniento. En el cultive final, el terreno fue
subdividido e inoculado de la siguiente manera: con la cepa
original COS; con la copa CO5 aclimatada (aislada de la
cuarta cosecha @ identificads come O3,  usando

inmunodifusien) © can nodulos macerados tomados de la planta



o 1a cosecha provia gel miswo tratamlento. A lo largo del
experimento no hubo efectos significatives con  ningen
insculo sobre 1a nodulacien y el rendimiento de la planta

el frijol. Esto se debic posiblemente a la  baja

competitividad de la cepa introducida, la cual ocups un
manimo del T1% de los nsdulos en el terreno no encalado
menos del 19% en el terreno encalado. En la cosecha final,
1a copa COS fus identificada haciendo uso de la técnica de
Anmunods fusion, ccupando un ntwimo del 24% de low nidulos en

stiercol, y una

@1 terreno sin cubierta e pesa v
Proporcien mis baja (0-2%) en el terreno encalado. La cepa
aclinatads  mostré  una  tendencia consistonte
(@stadisticanente aignificativa) para ser mis cospetitiva

Por 10w sitios de nodulacisn que la cepa COS original.
©l inmuofiorescencia  y  Ewapp  lomunoenzimitics  (ELISA
Enzyma -Linked Inmunoabsorbeat Avsay).

Lo tecnica de Inmunoflucrescencia es la que nos

peraite detorminar lon antigonos sobre celulas indivuduales,
e

tusion serolcgicos de bacteri,

1o aue hace posible
nodulos do tas v llevar & cabo
et

entugion

el anticuerpo san covalentemente

welo. Las molscula
to flusruscente, o tal forma que

stiquetadas con un compu



u presencia, en cuslquier sitic en el cual se acoplen,
pueda ser detectada con un microscopio equipsdo con luz
ultravioleta. Ests se puede llevar a caba de dos saneras:

directs @ indirect

En 1a forma directa, los anticuerpos
antibacteriancs son etiquetados, por lo que es necesario

tener anticuerpos fluorescentes para cada capa de RAtzobiua

Que se va a estudiar. En tanto que en 1a forma indirecta, se
usa un sequndo antisuero preparado en un anisal difersnte al
aue es usado para la preparacién de los  anticuerpos
bacterianos; a este segundo antisuero se le marca con el
compussto flusrescente (Vincent, 1975; Esplnosa-Victoris, no
publicada).

La tecnica do anticuerpos fluorescentss (AF) permite

1a v de cepas e
Rhtzobiun directanente en el ambiente, adesis de ser Gnica

para el estudio de canbios poblacionales de Rhisobium

(haseoli en ) suelo y en la rizosfera (Robert y Schmidt,

1983). Tambien ha hecho posible el examen de  las

de copas v aas
Rativas, en 1a rizesfera del hospedero antes e  la
Rodulacion, ademas de ser Gtil en estudios autoscolégicos de
Serogrupes individuales de Rhisoblum japonicua directasente
on suelo y en rizosfera natural (Moawad et al., 1984).

E1 ensayo inmuncenzimitico (ELISA) es la tecnica que

ha peraitido detectar 1a unien de cantidades minimss de



anticuerpos con cantidades extremadamente  pequeNias  de
antigenos, debide a 1a formacion de coloracisn a partir de
sustratos incolores por la accién de una enzima conjugada
con el anticuerpo, que es uno de los pasos de la técnica mas
tardado y un poco complicado, aunque estos anticuerpos

consugados va pueden obtener comercialmente. Tambien

pusde ser directa o indirecta, la prinera, es cuando la
enima o acopla con el anticuerpo  que  reacciona
directasente con el antigeno y en la otra cuando se  acopia
con un sequndo anticuerpo capaz de reaccionar con el
anticuerpo mencionado primeramente (Espinosa-Victorla, no
publ icade) -

La técnica de ELISA presenta la desventaja de que
siempre que se trabaja con anticuerpos policlonales se
presentan reacciones cruzadas. Aunque pusde ser factible su
utilizacion con ciertas restricciones. Olsen of al.  (1983)
sugieren el uso de antisusros absorbidos, 1os cusles sirvan
para ldentificar copas de Rnizobium que formen parte del
Grupe de cepas en conde se haya llevado a cabo las
absorciones masivas. Pero axiste el riesgo de que con los
antisuercs absorbigos se obtengan reaccienes cruzadas o que
fo muestren reactividad, como consecuencia de la perdida de
1os anticuerpos utiles para 1a identificacion durante las
absarciones mesivas (Olsen y Rice, 1984). Ademis, dichos

antisuercs absorbidos so1o se puaden usar para identificar



oxitosanente a sus antigenos respectivos bajo condiciones

aue garanticon la inexistencia du copas native

evitando de

@sta manera 1a presencia de las

reaccione:

cruzadas. Esto

Gitino, indica que el sustrato o soporte que se use debe

estorii.

fnbas técnicas se considaran como métodos

rolegices
Gtiles en la identificacien de cepas  espectficas  do
Btzobiun (Kremer y Peterson, 1982). Sin embargo, a pesar do

haver sido ampliamente usadas, han sido apropiadas solamente

la identificacien de un nusero limitado de cepas

(Bromfield et al., 1982; Stekn e( al., 1982).

orger et al.  (1979) describieron un  metodo
colorinétrico para la idantiticacion da cepas de RACsobiun

n cultivos puros y en nedulos de lenteja

ensayo indirecto de ELISA, que puede usars

nodulos trescos y  congelados, obtenidos
desarrolladas en camaras de crecimiento o en el caspo. Los
resultados  fueron confirmados con la  tecnica  de

iomunofluorescencia. Ademas, puede usarse en eatudios do

caapo v requiere menos antisuero Gue 1

otran tucnic

orolegicas.

Kosslack ot al. (1983) usaren incculacien retordada
con cepas espect ficas para poder sefialar con mayor precisién
el pertado en el proceso do nodulacien mas critico en la

competencia entre cepan. Sus resultados indicaron que I




raices que fueron preexpuestss a cepas de  Rhizobium

Leguninosarus, pobremente  competitivas,  produjoron  un

aumento significative en la ocupacien de los nodulos. Las
cepas fuercn identificadas por ineuno¢luorescencia  con
anticuerpos fluorescentes espect ficos para las cepas.

May y Bonlool  (1983) analizaron 1a  habilidad

competitiva de cepas efectivas de RAGoblun Leguntnosarun

ara la nodulaci¢n de las raices de lentesa  (Lens
escutenta). Evaluaron 1a competitividad en e
factores bisticos y abioticos, y bajo condiciones de  campo,

o os suelon con propiedades diferentes. La técnica de
anticuerpas fluorescentes fue usada para la  identificacién
de las copas en 1os nodulos. Los anticuerpos fluorescentes
breparados contra tres cepas ais eficientes (Hawaii 5-0,
Nitragin 9263 y Nitragin 128A12) exhibieron un alto grado de
especificidads 10w anticuerpos reaccionaron fuertemente con
sus rizobian homologas en cultivos y en bacteroides de los
nodulon. No presentaron reaccién cruzada con ningun otro. En
108 eatudios de compatencia en cimaras de crecimiento,
sienpre que la cepa Nitragin 9245 fue incluida en la mezcla
el incculo, ocups consistentements la mayoria de low

notulos an los cuatro cultives

jos  (aunque no s

ore

significativanente (%0.03). Sin eabarqo, de manera aparente

o presents alguna interaccion de ia c

Xen e cultivo.

La copa Hawaii 5-0 fue de competitividad igual (P0.03) aue



custro variedades de soya

1a Nitragin 923 en tres de la
(Comprcial, Tekoa y Benrwah), pero inferior (P=0.01) en la

variedad Chilean. La cepa Nitragin 9203 fue  doainada
=0.01) por 1a cepa Nitragin 12812 en

competitividas igual

tados

complotanente ¢

108 cultivos. La caps Hamaii 5-0 fue

(P0.03) quo 1a cepa Nitragin 128A12 en la variedad Chilean,
¥ mis competitiva (P£0.01) en la variedad Comercial, y mencs
ue sobre las otras dos variedades. En el experimento de

Copa Mawali 50 fue de igual competitividad

(P0.01) aum 1a copa Nitragin 9283 en el suelo Inceptosol, y

suelo Dxisol.

superior (P20.05) en
Robert y Schatdl (1963) investigaron el impacto de
una copa

rizosfera de la leguainosa sobre el desarrollo de
restdentes de Ratzbiun phaseoll

introducida y las cep
crecimtnto, ademin  de  la
habilidag

aurante 1a estacion  de
persistencia de la cepa inoculada, ast como de su
competitiva con respecto a la poblacien nativa para ocupar

los nsdulos. Las cepas fueron dentificadas por medio de la

tocnica de anticuerpos fluorescentes de cepas espect fic
reportaron que la cepa introducida (Viking 1) fus la aue

ocups virtualmente el 100X de los nodulos en todes los

por 10 que es un excelente competidor.
12 nabilidad

experinentos,
Woawad y Bohlool  (1984) evaluaren
Competitiva de & cepas de rizobias de Lewcaena, aplicadas

como inoculo simple o una mezcla, en dos suelos tropicales



ue contenian rizobias nativas aue nodulan a Levcasna. Para
5u identifiacion fueron wapleados anticuerpos fluorescentes
6o copas espect ficas. Ninguna de las copas en indculo simple
© sulticepa fus copaz de vancer cosplotamente las rizobias
nativas, las cusles formaron de 4 a 70% del total de nedulos
on @1 suelo Oxisol v do 12 a 72% en el suelo Mol isol.

Maowad et al. (198) estudiarcn la  respuesta

rizosferica como un factor que influys en la competencia
entre serogrupes nativos de Rhleoblum Jjaponicun, para 1a

fodulacion de woya en condiciones de caspo. Siguieron la

Ginsmica de la poblacisn del serogrupe 123 y dos seragrupes

35 que compitieron con 61 dentro de la misma rizonfe

por
10 que examinaron las relaciones competitivas entre los tres
serogrupos en el suelo y en la rizesfera, durante dos

oataciones de crecimiento con varios cultives dal hospedero,

con y oin inoculacion, y en leguminosa y na leguminosa. €1
conteo de cada uno de low compotidoren fue lievado a cabo en
suelo rizosferico por inmunofluorescencia. Observarcn que la
poblacion do cada serogrups increments gradusleente en 1a
rizosera del hospeders, no excadiendo 109 celulas/g de
suela rizosterico durante las primeras semanas despuss de la
sieebra, mientras que en el suelo porsistieron en el nivel

inicial (104 a 10% calulas g de suelo=t). Por lo aue el

efocto rizostarice fue manor durante este pericdo del inicio

Ge 12 nodulacion siendo cast el miseo para los tres



serogrupos. Aunque el sercgrupo que domind en la formacisn
de los nédulos fue el 123, el cual ocups desde el 60 hasta
1 100% del total de low misnes.

Martensson y  Gustafsson  (1985) presentan una
modificacion de 1a prusba de ELISA, adenss de la ya
reportads por Martensson et al.  (1984) para &

Ldentificacion de Rhtsebiun trifolil en un

conpetencia llevado a cabo en tres diforente:
rizosfera, suelo y medio Miquido. Investigaron a las  cepas
obtenidan de nedulos que fueran formados por una mezcla de
copan de composicion relativamente diferente, adenss de
Aneluir un extudio de la doble ccupacisn de los ndulos (dos

copan por nodule). La e

a 7612 compitio  satisfactoriamente
con 1a cepa 285 en suelo, pero 1a cepa 285 domind cuando o

rrollo con la copa 7612 en medic liquide en un
fernentador. Mo se presents la doble ocupacion de los
nsduton.

Croaan y Keyser (1786) investigaron o1 papel da la

Planta hospedera como factor de restriccien de la nodulacion

rogrupo native, permitiendo de este modo la
nodulacien por una cepa introducida mis ofectiva.
experinento 1o 1levaron a cabo en condiciones controladas,
con 1278 diferantes culbivos do soya (Glycine max. €L
Herr.> introducidos (P1) y de cultive. Los ndulos fueren

identificados usando  la  técnica  de  anticusrpos



fluorescentes. La cepa emplesda fus la USDA 123 de

Bradyrhczobiun japonicun. Del total de los genotipos, 13
mostraron nodulscien restringida con la cepa USDA 133 v
cuando 1a compararon con 3 cultives estindar: dos de estos

Genatipes, PIS71607 y PIST7578, fueren sembrados junto con

e cuttivar

Milliams" (comercial) en un suelo libre de B.

Japonteun e noculados con la cepa USDA 123 y cualquiera de

1as siguientes: USDA 110, 122 6 138. En cada tratamiento de

competencia, mas gel 75¢ de los nodulos de la variedad
“Williams® fueren ccupades por la cepa USDA 123, mientras
que, en todos los cases, menos del 10% de los nodules de los
Genotipes de las plantas introducidas contentan 1a cepa USDA
125, Los genotipes PI excluyeron a 1a cepa USDA 123 en faver
de 1a cops inoculada. En otro oxperimento, dos genotipos de
Piy 13 variedad “Williams" fusron inoculados con cualquiers
de 1as capas USDA 123 & 110. Con 1a USDA 125 la nodulacien y
1a acumslacion de nitrégens fue significativasente menor on

los genotipos Pl que en la variedad  “Williams"

contraste, con la USDA 110 quo fueron similares 3 los de la

varisdad “williams"

Asi, mientras  los gemotipos Pl
nodularon y fijaron nitrsgeno pobrosente con la USDA 123, la
nodulacion y la fijacién de nitrogeno con  una  cepa
cficiente, tal como la USDN 110 fuo noreal. Sus resultades
Sugierw quo el adiestramento de la identidad en los

Genotipos PL podria tepactar positivasents 1a  productividad



e la soya, por la eiclusion do las poblaciones del
serogrupe 123 nativas en favor de cepas mis efectivas do 8.
Japonicun.

Somasegaran y Martin (1986) utilizaron 3 copas de

FAsobtun para inocular un mibrido de Levcaena leucocephala

Los

 Levcaena diversifolia y sus genotipos progenstor
incculos fueron preparados con cepas simples o una mezcla de

tudiar 1a competencia por la nodulacien.

Las  cepas  fueren  identificas con  antscuerpes

e Loucaona

fluorewcentes. A los %6 dias las plant
Levcocaphala y su Mibrido con L. divers(folia mostraron 100%

mas del contenido total de nitrégeno que la variedsd L.

La interaccien do en o1
total ge nitrogeno explica el 14.4% (PCO.0L) dal total de

variacion fenotipica. La especie de RACzobium mis efectiva y

competitiva para las leucasnas fue 13 TAL 1145. La mezcla do
1an 3 capas en 1a anoculocien fue nfersor & la TAL 113

o1

Keyser y Cregan (1907) trabajoren con 20 cepas
obtenadac de B. Japonicun serogrupo 123, las cusles fusron

e los nodulos en soys

brobades para a produccisn oo m
comarcial estandar (Glycine max L. Merr. cv. Williass) y en
dos plantas  introducidas (1) que fueron genotipss que
restringioron 1a nodulacion con la copa USDA 123. Vo los

Ccullives aisiados, 4 sostraron una nodulacien restricts



similer en los dos genotipes, mientras que las 20 cepas
produjeron una cantidsd normal de nédulos. EL analisis
serologico con anticuerpos fluorescentes mostrs que los
miembros del serotips 123 tuvioron un baio grade  de
nodulacion en las dos Pls, en contraste con lo miembros de
108 Serotipes 127 y 129. Los ostudios de competencia con las
Plantas introducidas indicaron que las cepas aisisdas aue

fueron rostrictas, o fuoron competitivas

para 1a formacion

do loz nedulon, contra la cops USDA 1107 sin 105

copas no rostrictas  del  serogrupe 123 auy

competitivas. En la variedad “Williams”, todss los cepas del

carcgrupo 123 probados, fucron muy competitivas contra la
cepa usDA 110

Martensson et al. (1987) emplearon 1a tecnica de ELISA
para estudiar la habilidad de dos cepas de RAczobium
Loguainosarun by. trifolii (7612 y 285) para compotir por
1os sitice de nodulacion en trévol rojo, en un suelo que
contenta copas ds R L bv.  (rijel((  efectivas o
inefectivas. €1 experiments en invernadero mostrs que s6lo
na de 10s cepas utilizadas, la 205, fus capaz de formar
nsdulos en el trebol rojo. En tanto que ©) experimento a
nivel de campo, ambas copas noculadas formaron una menor
cantidad de nédulos aue los establecides en condiciones
controlagas. Ndemis, las copas inoculaden sobrevivieron on

@l suelo durante toda la catacien del cultive. Por 0ltimo,



la produccise de materis seca no se incresents debide a e
125 capas nativas fueron efectivas.

Somasegacan et al. (1988) investigaron 1a fijacien de
Ritrsgeno v 1a compatencia de tres cepas do RAtzobium del
Garbanzo (AL 480, 620 y 1148) sobre los genotipes “Desi® v
“Kabuli® ue garbanzo que se desarrollarcn on versiculita y
©n dos susios (Uitisol y Owisol) libres de rizobias de
Gorbanzo. Las plantas dessrrolladas en vermiculita fueran
inoculadas con cepas simples y con una mexcla e las tres

copas. La inoculacion en el suele fue con una mezcia de  lag

tres cepas a aiferentes concentraciones (10, 107, 108, 108 y
108 rizobiaw sesillaci). Los parametros de nodulscién y
fisacién de mitrégeno fusron Giferentes significativaments
(P£0.001 y P<0.01, respectivamente) para los ganotipos del
Garbenze y ia rizobia. La copa TAL 620 fus la  mis
competitiva en ambos genotipes. La fijacion de nitrogens
mixima en ambos genotipos e Sic con los incculos de 104y

@ acmillacs, o lon suelos Ultssel v Oxasal,
respectivanente. Las tres cepes de Rizebiun cospdtieron
9iserentemente on los dos suelos. La diferente cencentracion

Gel insculo no influys en la cospetencia entre cepas. En

genarsl. el genotips “Kabuli® tuvo un potencial mayor de
413ackon de nitrsgeno que sl genotipe “Desi®. Por 1o que la
competencia entre rizobias del garbanzo (Cicer arietinum L.)

estuva influencisda por el medio de crocimients, el genotipe



¥ Las giferentes cepas pero no por la tasa de inoculacisn.

De acuerda a 1o anterior. se observa que no se tienen
travasos en nuestro pais sobre la cospotencia de las cepas
Frizobiun Leguninosarum bicver phaseoli, tanto introducidas
como nativas, salve los citados. De ani que en el presente
trabajo se pretende llevar a cabo una seleccién de cepas de
R L. biovar phaseolt por su capscidsd cospetitiva en la
formacion de 108 nedules en frijol comon, a partir e una
coleceaon do cepas que han side catalogadas como altasante
fisadoras de mitrsgeno (N, y de excelente  sobrevivencia
(Almacaz y Ferrera-Corrato, 1967; Almaraz, 1988). For 1o aue
65 de prisordsal importancia obtener cepas  eficientes  que
puedan sobrevivir en el suelo y de alta competitividad, ya
que con dicha intormacien e puede tener una  mayer
provasiiidad de obtener resultados satisfactorios en 1a
nodulacsen por uns cepa antroducida, que tione  como
finaladad aumentar 61 rendimiento del cultivo, on este case
1 ol frijol, que es una logueincsa amportante desde el
punto de vista alisentario y econcmico, sobre todo on los

paises dol lercer munda, entre elles Mexico.



OBJETIVOS

OBUETVO GENERAL

Seloccionar cepas de Rhizoblua Loguminosarun biovar phaseolt
de alta capacidad competitiva colectadas en las ronas aridas

(hquascalientes, Durango y Zacatecas) de Mesico.

OBUETIVUS PARTICULARES.

—Seloccionar en  invernadero  cepas e Ratzobium
Leguninosarun biovar phaseol por habilidad competitiva en
21 genotipe  Phaseolus wulgaris L. Bayo Zacatecas
Gesarroliado en sustrato esteril al enfrentarias en el misao
inoculante con una cepa patron, la cual es altamente

competitiva pers inefectiva.

—estudiar el fenseeno de competencia ontre poblaciones de
Fizobias introducidas altamente competitivas y las nativas

et susto.



HIPOTESIS

Las cepas saloccionan.

como las de mayor capacidag

compotitiva tendran la habilidad de desplazar a las rizobias

nativas de un suelo no esteril.



MATERIALES Y METODOS

Materil bioldgico

Lan copas an PAlzobiun loguninosarun biovar phaseol(
enpieadas en la seleccion por capacidad competitiva (CUADRD
11, pertenecen a 1a Coleccisn Microbiana del Lavoratorio de
Fiiscion Diolegica de Nitrsgeno de  da  Seccisn  de
Microbilogia de Suelos del Centro de Edafologia, Colegio de
Pontaradusdos, Monteciilo, Mexico. Estas copas han  sido
catalouadas cono efscientes an la fisacien de nitregeno, y
e alle  sobrevivencia  seprofitica  (Amaraz ¥

to, 1987

Atmaraz, 1988). La copa TP 163
(altanento competitiva pero inofectiva) fue proporcionads
bor @1 Dr. P. il Graham de ia Universidad de Minnesota, fue
usada como patron para evalusr 1a competitividad. La
Variedad de irijol enploada en @l presente trabaso fuo baye

Zacatecas, proveniente de 1a zona frijolera del Estado de



Durange, la cusl fue facilitada por el Centro  de
Investigaciones Forestales y Agropecusriss del Estado de

Durango (CIFAP-DURANGO) .

Marcaje de la cepa CF 163 con esieptonicina.

La cepa CP 163 5 marce con estreptomicina (est) de la
siguiente manera: la cepa se puso a crecer en caldo de
xtracts de levadura manitol (CELW, APENDICE 1) durante 3
dias, despuss e sembrs 0.1 sl de este cultive en placas con
extracto de levadura manitol agar rojo congo (ELMARC,
RPENDICE 1) con 20, 40, 60, 80, y 100 ug do estreptomicina.
Do 1as placas con 100 4g de est, se tons una asada y se puso
a crecer en CELM sin antibistico, posteriormente, se sembro
0.1 ml del cultive en placas de ELWARC con concentraciones
mis altas de antibistico, a intervalos de 20 ug, hasta 240
g de est. Las colonias desarrolladas en las placas de 240
g de est se pusieron a crecer en CELM sin antibiético y
despuds de 3 dias se volvieron a sembrar en placas de ELMARC
con una concentracisn superior, solo que ahora a intervalos
de 40 ug, hasta 500 ug. Debido a que no hubo ningun problema
n ol desarrollo de 1a cepa a estas concentraciones, se
aplico el mismo  procedimiemto,  incrementando  1a
concentracisn del antibistico a intervalos de 100 pg de est,

hasta 1000 pg.
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Prusba de estabiidad del marca

de la copa CP 16%iooo

1 mutante CF 163coest fue sembrade en CELM  sin
antibiotico, de este cultio se toas un ml y se hicieron
iluciones (101, 108, 103, 106, 10%, 109, 107, 108, 109 en
Placas de ELMARC con 1000 4 de est y sin el antibiotico,
on 3 rapeticiones para cada dilucicn. La estabilidad de la
marca se establecio cusndo de la cepa bacteriana  se
desarralle la misna cantidad de coloniss en una delerminada
Gilucien en placas con y sin antibistico (Esplaosa-Victoria,

1986

Marcaje de In copa CP 16300088t con especinonicins

E1 cultive que se utilizo para la prueba de estabilidad
el marcaje con estreptomicina fue el que se s para
continuar 1 marcaje con espectinomicina. Se sembré O.1 ml
el cultivo en placas que contenian 0.3, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0,
5.0, 8.0y 10.0 4g 814 de espectincmicina (osp). Al cabo do
3 dtas se escosieron las colonias desarrolladas de las
blacas con 10.0 kg y e pusieron en CELNM sin antibiotico.
bel cultivo resultante se volvis a sembrar 0.1 al en placas

con concentraciones superiores de eap, h

ta 100 ua. A
partir e los mutantes resistentes a 100 w9 mi-i de

espectinomicina ss decidic continuar con el marcase, séla



aue on e

a ocauion se inciuyeron en ul media o cultivo
ambos antabidticon de ia siguiunte manera (bg est/esp):
1000/100, 1000/140, 10007160, 1000/180 y 1000/200. For
Ultime, 1 mutante obtenido en las placas con 1000/200 ug de

est/asp we puso a crecer en CELM y posteriorments s

snduso

resistencia & supersores de

10007300, 1000/400, 1000/%00, 1000/400, 1000/700, 1000/800,
100071000 ha

2 1000/1200 g do

t/0sp. Com no se presente

ningun problems en el desarrollo de resistencia, se continus
con 1a prusba de estabilidad, siguiends la misaa secuencia

descrita anteriarmente.

Eviluacida  de 1 codvlscidn  del  mutente  CF  Bdico  woo
t fusp.

Con el fin de evaluar la nodulacien del mutante
obtenido du la cepa original CF 163, se lleve a cabo un

exporinento en unidades de crecimiento CP (Guzmdn, o

1983), usando 1a variedad de frijol Michoackn 12-A-3.
semiilas se desinfectaron superficialmente con alconol al
95% duranta 3 min, me enjuagarcn con agua destilada esteraly
Gespuss se sumergiaron en una solucien de bicloruro de
mercurio acidificada (1 g MQCL,, 5 Al HCI, 1000 m1 M0
durante 3 min y por ultiso se splicaron % lavados con agua

Gestilada esteril (CIAT, 1988). Una ves esterilizadas, las



semillas fueron pucstas a germinar en placas de agar-agua.
E1 trasplante se realizo en las unidades de crocimiento CP,
conteniendo 100 ml de solucién Sandman (APENDICE 1) a la
mitag de su concentracicn, y despus de  haver  sido
esterilizadas, aplicands selucion nutritiva  segin  los
requarimiontos de las plantas.Se desaron dos plantulas por
Unidad experimental con 4 repeticionas. Seis dias despuss,
Se snoculs con el mutante doblemente marcado, con el mutonte

resistenta a 1000 ug de

sty con la cepa original,

aplicando 1.0 ml del cultive a cada una do las plantul

OPRMENTO |, Slacclda do copss de Rhtsobiun  leguninosarum
bovae phaseolt por  w  capackdad  compatitive

n unieata aatiil,

Pregoraciin de lun unidudus sxpurintal

Para llaver a cabo la seleccion de 1

cepas por su
capacidad compotstiva,

e monts un euperimento & nivel

snvernadero, usando vasos de unicel con capacidad para 1.0

ko de tezontie fino estersl. Praviamente, cada unidad fue

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

alconol al UK, cubrisndose finalmnte con papel manila.

Fara faciiitar o1 riege, s

Lon adapté un tubo dn vidrio con
topon do baguelita. Las senillas de frijol variedas Eayo



Zacatecas fueron desinfectadas superficisimente (CIAT, 1988)
¥ puestas a germinar en placas de agar-agua. Se realizo el
trasplante, doiundo 2 plantuias  por  cada  unidad
exparimental. Se aplicaron 50 ml do solucion Sanoman
(AFENDICE 11) a 1a mitad de su concentracien normal esteril,
rogango con la misma cantidas uea ves a la semana. Se
montaran 3 repeticiones para cada tratamiento  (cepa
bficionte © CF  163wme woosSt/ese). A1 sesto dia  del
trasplante, se efectus 13 inoculacién; un dia despuss, las
unidades experimentales fuoron trasladadas al invernaders,
Gobldo a que todo ef trabajo se llevs a cabo en ol

Laboraterio bajo condiciones asspticas (campanas o fluio

Lamsnar .

epsracidn de las cepas segin o Mélody de Granam  (Comun.

Pars. 1

Caga copa, tanto las eficientes a evaluar como la
Autante CF 163.000 oo ©t/esp Se pusieron a cracer en

Placas de extracts de levadura manitol agar, ELMA (APENDICE

D gurante 3 dias 0 hasta que se obtuve un crecimiento

removie con

uniforne en toda la placa, despuds ol cultive

teril (0.85% o NaCl) con 1a

10 w1 de solucicn salina

ayuta e una pipota Pasteur catéril y se Leanabiro o una

botella de dilucion conteniendo 30 ml de CELM; se deso



incubar durante S dias. Transcurrido este ti

1 del cultivo y se transfiris a un matraz que contenta 100
Al de CELM y so incubs durante 24 h. De este cultivo se tomd
1 mly se coloco en una botella de dilucion que contenia 99

sl de solucion salina esteril; se procedio a mesclar

Vigerosamente y s tom una alicusta con una pipeta Pastear,
para realizar el contes en una Cimara de Petrosf-Hausser,
doterminsndose asi la cantidad de rizobiss ml-i. De csta
forma 5o abtuva 1a concentracion de bacterias en el cultivo
Ge 20 h de desarrollo, con el cual se prepars el
inoculante-mezcla de una cepa eficiente (problems) y el
nutante de la cepa CP 163 en una relacien 1:1 con una

concentracion de 107 calulas ml

de cada una, empleandose
20 ml de molucion salina ostéril como vehiculo, con el fin

de aplicar mis de S ml de inéculo per plintula.

Suparacion y esteciizaciin de nidulos.

Las plantas se cosecharon de S8-42 dias después de 1
inoculacion. Se procedis a la separacion de 1a parte serea
o la raiz, la primeca fus secada en la estufa (70 durante
72 ) para determinar el poso seco; la sequnda fue lavada
Gen agua para elininar los restos del tecentle y de cada una
4o entas, fuoron Separados 15 nsdulos a1 azar para sembrarse

untendose Lo de dos raices, por 10 que para cada tratamiento



desintectaron

s plaguearcn 90 nodulos. Les nodulos s
superéicialsents con alconol al 95K durante 2 min., despus
e lavaron con agus destilads esteril y s pasaron 3 uns
Solucion de biclorurs de mercurio acidificada durante 3 ming
Por ultimo fueron favados 5 veces con agus destilada estéril

(TR

Plaques de nodulos.

Para obtener ol porcentale do compotencia de cada una
e las cepas probadas se procedio al plagues de los nodulos
(50 por repeticisn) va desinfectados superficialmente. En
una placa de microtitulacion se colocaron los 30 nodulos en
forma individual agregandoles a cada wno una gota de  agua
destilada estaril con una pipeta Fasteur para sy postorior
brituracion o thoculacion usando un Triturador-inaculador
Multiple (Ueatlic y Mandelsean, (589). Con este mismo se
broceais a semvrar primsro en las plocas da ELMARG sin
antibistico y despues on las que contemian una concentracien
e 1000/1200 g de est/esp. EL porcentaje de nodulos
formados por el autante CF 1630 mooest/esp,  correspondio
a1 numers e colonias desarrolladas en las placas con
sntinistico, tentendo como base que S0 nodules reprosentaban
o1 1004 el porcentase de las nodulos restantes correspondid

2 13 copa eficionte provada.



Se determinaron adenss peso seco de raiz y nodulos, s
cono el nomero de nodulos, vsto Gltino se lleve a cabo con
@1 contador de Colonias de Dacterias BIOTRAN (New Brunswick

Scientific Co. Inc., Edison, N.Y., U.S.A.).

EXPERMENTO N, Compatencis  en  suslo  con  capas  introducidns

¥ nativas do RACeobiun,

Fara llovar a cabo el experimento de competencia en

suelo con cepas de RA(sobiun nativas, se tomaron las S

mesores copas eficientes seleccionadas  como  altamente
competitivas con mix del 0% e nodulos formados en el
frijol variedad Gayo Zacatecas, éstas fueron: CPHEX 84
(92.25%), CPHEX 111 (%6.67%), CPMEX 120 (92.774), CPHEX 131
(97.78%) y CPMEX 155 (1001, postariormente, fusren

soleceionadan lan calul

restatentes o kanamicina do  cada
una de estas cepas aue conservaron tanto su capacidad

competitiva como su eficiencia en la fijacien del nitrsgens.

Marcaju de las cepas con kanamicina

Pora ol marcaje do las 3 copan seloccionadas

tons
como b

1o realizado con la cepa CP 163, 810 que en este



caso se seleccions resistencia con concentraciones ol
t el marcase

f

utslizadas

antibiotico diforentes a

insess con el crecimiento de cada una de
Lom e

antersor. se
cepas an CELH, para posteriormente sembrar O

cultive en placas de ELWARE con 20 g v

o wg do Kanamicina
(Kan). dejandose o1 tico nocenarie para @) desarrolle  de
1a bacteria. Sin cabargo, al no obtemerse indicio de la

bactoria, se decidio Gisminuir  ls  concentracien  del
antibistico y susentar 13 cantidad del cultive, es decir,
que en lugar do sesbrar 0.1 el se embré 0.3 ml, con la
Tinalidad de tener una mayor probabilidad de obtener el
mutante. Por lo tanto, so volvio & cultivar a las rizobias

0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 5.0y 10.0 4y de

en placas co
kan. €n este caso sslo se mencionars lo realizado con CRMEX

155, pussto que las otras cuatro cepas siguisron un patrén

Similar. EI priser mutante qus se obtuve se desarrolle en

blacas con una concentracion de 3.0 g de
tomaron 1as colonian y we sembrarcn an CELM para  prosaguir

con o1 marcaje. Despuss, se propararon placas con 5, b, 8y

1040 del antibiotico, observandose crecimente en las

piacss con 5 kg, Us la cusl se tomaron colomiss para
crecerias en CELH. Se continus con las concentraciones dor
10, 13, 30, 25 y 50 by de kan; observandose desarrollo de
colonias en 1as placas con 25 ug. Sucesivaments, se procedic

de 1a misns forma pars seleccionar cepas con resistencia a



concentraciones mayores: 50, 80 y 100 pg del antibistica.
Como ya no se observe ningon problema en @1 creciaiento de
las rizoblas, se decidio sumentar la concentracion del
antibistico hasta obtener mutantes resistentes a 1000 kg e

Prusbs de Estabiidad de los mutantes e
de Kanumicion.

W 1000 g

Para llevar a cabo la prueba do estabilidad de las S

resistentes a 1000 4o de kan, se pusieron a crecer en

CELM sin antibistico v de este cultive se

diluciones (101, 107, 103, 106, 103, 108,

0.1 a1 en places sin antibiotico y en pla
1000 4y de kan con 3 repeticiones para cada dilucién. Cuando

observs crocimiento de igual cantidad de colonias en

Placas con y sin antibistico, se considers estabilizada la

marca genstica,

Prusba de Nodulacidn de las Coepas rusistantes w1000 pg
Kanamicinn

Con el proposito de evaluar la nodulacien de los

CPMEX 64, CPMEX 111, CPMEX 120, CPMEX

mutantes de las coy

131y ComEX 155, 5

1leve a cabo un exparimento en  unidad




de crecimento CF (Guzmdn et al., 1985), usandos

variudad de frijol Dayo Zecatec:

ue fue 1a misna en la
aue s

les evalus su capacided competitiva. Las semilla

as superficialaente  CIAT  (1900),

fueron estersl

germinadas en plac

e agar-agua;

e trasplantaren 2
plantulos por cada unidad de crocimiento, montindose 4

ropaticiones por tratamiento. La inoculacicn

reatize 4
dian despucs del trasplante (cuando las

hosas  cotsledonaro:
Guedaron conpletanente expuostas) con 1 el de cultive para
cada plantula. tos tres

inoculantes probados fueren: 1a cepa

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

mutante ¢ CP 163,0m 1ao0st/esp.

Praparaciin de ls unid

experimantales.

S0 uriy

ron macetss de plastico del No. 8,

e Limmiaron con alconol o1 95i.

1as cuates
Fostersornente e les

s0icions 4 kg du cuelo tamizado y secado sl aire de la
localidad Lomas de San Juan, Chapinge, Mexico, el cual ests
Considerado como un suelo pobre en nitrogeno y fesforo
(Esplnosa-Vicloria, 1986). Se prepararon 4  unidades

experinentales por trataniento (CUADRO 2). Las somill

ae

474301 variedad Baye Zacatecas se pusieron a germinar en

placas de agar-agua durante 4 diss, despuss de haber sido

toritizadas superficial

nte (CIAT, 1988). €1 trasplante



1levo a cabo en @) invernadero dejando 2 plantulas per

unidad experimental; no aplico fortilizante nitrogenado v

fosfatado en forma de sulfato de amonio C(NM.1S00 v

superfoafato simple (Puds), respectivamcnte, al nononto
trasplante: o1 primer riego fue a capacidad de campo (500 ml
por naceta aproxinadanente), aplicendo csta misma cantidad

cada senana.

Pregaraciin dal lnoculante.

Los noculantes

de los mutantes CPHEX 155,c00kan v  CP
16%1000 110@BE/05p, S0 prepararon de 1o minea manera aue  en
o1 Experinonto 1, segun el método de Graham (comun. Dore.),

5610 que en este case la mezcla de anbon mutantos se  Galuyo

o 00 w1 do solucion salina exteril (0.65 NaCl) con of fin de
Poder apiicar mas dn 10 ml por plantula y asi cubrir una
mayor superficie del suglo en el momento de inoeular. La
inoculacien se 110ve a cabo durante el trasplanta, para no
Gar ninguna ventaja a las cepas nativas, con una suspensisn

bacteriana contaniendo 109 celulas mi-t. Dicha concentracion

@ Geternine mediante la  Cimara de  Conteo  de
Potroff-Haussar -
EI oxamen e lon nedulos. ast  come  las  otras

doterminac ion

(peso seco de parto atrea, raiz, nodulos v




cunvRo 2.

Teatamtontos del estudlo do

mitanten COMEX 155,

Kan

compotencia do los
o

1631000 1200

oeLJonp do Enizobiun Loguminosarun biovar phosect s
o wele contentends cope nativas

cern cEra
TRATAMIENTO  FOSFORO  NITROGENO  EFICIENTE  INEFICIENIE

' o ° cemexisst P 163

2 o 20 comenssT e 1es

3 ° a0 corexissT oP 16T

s o w0 crvexissT cP les

s ° 80 eSS cp e

N a0 ° cemexissT P ey

7 0 20 crvexissT cP e

5 0 a0 corexiss  ce 16w

B a0 P corexsss o 1w

10 a0 o crrexissT  ce 163

i o ° —

12 o ° crrexiss: e

5 o ° — e

CPHEX15S = CPMEXLSS,0n0kan

o 163

= P 163um0 socmst/esn



nunero de nodulos) se realizo de la misma maners que en of
Experimento 1, cuando el 50% de las plantas presentaron
flaracion (32 ataw).

Todos los experimentos  realizadas en el prosente
trabajo tuvieron un diseho experimental completamente al



RESULTADOS VY DISCUSION

EXPERIMENTO ccidn o cepst da Rhczobium  loguatnosarus

biovar phaseott

reaja de s cops OF 163

La obtencion del mutante CP 1630 ocest/esp  se
1lovs a cabo en un pericdo de aprowinadamente 4 meses. Al
monento de realizar la prueba de estabilidad se observe aque
la bacteria no se desarrollaba en las placas con el
antibistico de 1a misma manera que en las placas sin

antibistico, tante en 1a prusba de mstabilioa
con uno come con los dos antibicticos. Por lo que en ambos
casos se decidio mantenerlos por mis tiempo en placss y en
CELM con las respectivas concentraciones, hasta que se

obtuve crecimiento de la misas cantidad de colonias en las



placas con los antibisticos y sin elles. Por Gltiso, 1a
Prusba de nodulacién results sar positiva, es decir, las
lantas inoculadas con el mutante presentaron una gran
cantidad de nedulos blancos, que a simple  vista no
presentaron Wiferencias con los nodulos formados por  la
Copa original. 1o que nos indico que esta habia conservade
Su capacidad competitiva y su caracter de ineficiencia an 1a
fisacien o nitrsgeno, va que las plantas  presentaron
clorosis y permanccieron casi del miseo tamafo que el

contral sin snocular.

Compefencia entra copas G Rhisobium leguminosarun biovar

phaseols en wsirato sutécil.

Lan copan que formaron mas del 90% del total de
nédulos fueron: CPHEX 153, GPREX 131, CPMEX 111, CPMEX 120,
CPHEX 100, CPMEX B4, CPMEX B y CPMEX 162, aue reprecontan
61 20.5% del total de copas seleccionadas (CUADRD 3).

La cepa CPMEX 155 fue 1a Omica que logro desplazar
totalnente a la copa altanente competitiva e ineficiente,
formando el 100% de los nedulos en la variedad de frisol
bayo Zacatecas, pudienda conmiderirsele como una  cepa
excelente en capacidad competitiva, ademis de ser eficient

©n la fijacion de mitrégeno y ser de buena sebrévivencia



CUMDRO 3. Farcentae de nédulos formdos por epas de
Rnizobiun Leguninosarun  blovar. y.mm 3 ser
nocutadas Junto con el mivante’ Ch 10300 moo
oftresp, on una relactin 111

oaTaETo X_DE_ NOOULOS _FoRMADOS

PRODLEWA  PATRON

EXCELENTES COMPETIDORES.

CPMEX 1334CP 163% 100,00 0.00

MUY BUENOS CONPETIDORES

cPrEX 131e0P 97.70 2.2
CPHEX 11190P .33
cPmEx 1200CP 7.7
CPMEX 1000CF 777
cPrex Bavee 777
CPrEX  BSece 7.78
[E—— 779
BUENOS COMPETEOORES

ChMEx 70vCP 1630 B0.69 o
CPHEX 1014CP 163 13.33
P t6zece 163 16,5

TP 163 = nutante resistante 4 antibioticos  CP163cm 1ia0

o

= tratantantos wvalusdos en dos ocaniones (we reportan
omedion)




CUADRO 3. CONTINUACION

ThaTamienro  X_DE_Moouos eomupos
PROBLENA  PATRON
eop 16307 83,33 16,67
CPREx sesece 1630 73,33 2667
CPHEX 1194CP 1630 70.00 20.00
CPREX 12300F 1630 6111 38.89
CPMEX 1224CP 163% 6000 20.00
CPMEX 999cP 163 S6.64 43.35

REGULARES COMPETIDORES

crmex 9sece
crnex Bosce
cPEx 130ecP
cPHEX  0vch
cPrEX 1280CP
cPHEX  TEeCP
cPrEX 1374cP
CPHEX 158vCP
cPrEX 1a0scP
CPREX 130+CP

63 778

s 7.0
163+ as.ss
o3 At
1630 40.00
1630 .56

w3 3553
16se 340
w63 3222
1630 312

TP 163 « mutante resiotante 8 antibioticos  CPlbSim 1o

/e

= trataniontos valuados en dos ocasiones (se
STeY




CurDRO 3. CoNTINUACTON

TRATAMENTO  X_DE_NOWLOS _FoRMADOS
robLENA  PATKON

NALOS CoNPETIDORES

o Taece 163 T T2m

crrex PR e

e N

conex mss 7eas

corex P

rner tosece w3z 7.6

crrex szaece 163 Zzm 7777

MUY HALOS CONPETIDORES

CcPrEex sigece 163+ 1eas esss

cerex 127ece 1635 1aas oS

crEx o7 63 A wmse

covex 13vece 163 3.3 %e.ee

Covex satece 163 T.34 wa.ee

e e 0.0 100.00

P 163 = sutante resistente & antibioticos  CPIESimn oo
gatresn

= tratamientos evaluasos en dos
prosedion)

e

reportan



saprofitica. Los resultados satisfactorios obtenidos al ser

probada en suelo con  cep

nativas de Racecbium dan la
posibilidad de considerarla como una cepa excelents para la
preparacisn del inoculante destinade a 1o region de donde
fue aisiada (zona frijalera e Aguascalientes).

Las cepas GPMEX 131 y CPMEX 111 formaron el 97.78 y el

96.674 del total da lom nodulos, respectivamente

senda 1as
que n3s se acercaron al 1007, adenis de que e comportaron
de manera similar fronte al mutante CP 163ic0 o  ORE/esD
Tales resultados indican que ambas cepas pueden desplazar o

otras que tengan la caracteristica de

r compstitivas i
las condiciones nutrimentales y aavientales son apropiadas.

Tambien estas os cepas pueden ser conaiderad:

apropiad:

para 1a preparacien e inoculante para la zona
frijotera do Zacatocas.

Lun copan CPHEX 162, CPEX 03, CPEX 04 y CPNEX 120
formaron ei 92.22, 92.22, 92.23 y 92.25% del total de los
nodulos, respectivamente. De éstas, la CPHEX 65 y CPMEX 120
fusron evaluadas en gos ocasiones, reportindose por 1o tanto
un promedio de ambas doterminaciones. En general, no e

observaren grandes diferancies entre 1a prinera y 1a segunda

evaluacion, corroborandose que se trata do cepas altasente

competitivas y eficientes en la fijacisn gel nitrégeno. Lo
anterior tambien nas confirmn que el metodo e veleccion
uein

Wo permitis Llevar a cabo una weloccisn confiable do



copas de R. L. biovar phaseoll, va que al evaluar en dos
oeassones a otr:

tros copan (CPMEX 1, CPMEX 99 y CPMEX 127)
S obtuvieron resultades similares en ambos casos (se
reportan promedios) .

En general. se puede decir que las 4 cepas mencionadas

anter ioraente presentaron un comportamiento similar frente a

la cepa patrén (altamente competitive e ineficionte),
ssni festandose como superiores en Capacidad competitiva. Sin
enbargo, dabe considerarse que en condiciones natural

interactuan no sslo con cepas de  la  misma  especie
(eticientan o ineficionte:

altamente competitivas), sine con
wna gran gama de organismos. Asi, el heche de haver sido
seleccionadas como altamente competitivas en condiciones  de
invernadera, no garantiza que se comporten de la misma forma
a1 ser introgucidas en campo.

Deven realizarse investigaciones tondientes o
considerar los factores aue

Mluyen en la  sisbiosis
Rtzobim-leguninosa, tales cono temperatura, altitud, tipo
de suelo, nitregenn y fosforo dispaniblos, husedad y pH; de
©sta manera nera factible incrementar el rendimionto del
cultive en las zonas frijoleras de nuestro pais, al emplear
cepas que ademas de haber sido seleccionadas como eficientes
12 fijacion de nitrgens y de alta competitividad sean de
buena sebrevivencia bajo condiciones agversas. For  esemnlo,
Se sabe qua una copa o8 Eficients en un tipe de suslo, sobre



todo en aqusl del aue fue aislada debido @ quo Ssta se halls

oda a las condiciones prevalecientes, sobra todo pH v

materia organica d

Finalmente, de este blogue de cepas, la CPMEX 100
formo el 92.66% do los nodulon, sin embargo, fue totalmente
ineticionte en la fijacion de nitrsgeno  (CUADRD ).
Probablenente, este fenomeno acn desconocido en el que
sequranente el hospedero deve estar invelucrado, sea una de

causas por las cuales no

@ obtenga respuesta a la
inoculacisn cuando se introducen al campo copas previamente

seleceionada

€l siguiente Grupo de copas, colocadas en arden
decraciente en cuanto a capacidad competitiva, pueden

considerarse camo busnon compotidores, ya aue formaron

frente a la copa patrsn mas del 507 del total de nodulos en
Ia variedad do frifol Bayo Zacatecas: CPHEX 70, CPMEX 101,
CP 163, CPMEX 1, CPHEK 165, CPMEX 119, CPHEX 123,CPMEX 122 v
CPHEX 99. La caracteristica que se toms cono base para este

agrupasiento fus la ausencia de cloroais en lay

snoculadas con e

@ copan, adenss del vigor de

asrea raflesado en una mayor biomas

inducido por las capas menos competitivas.
La CEMEX 93, cuyo efecto en 1a produccion de peso seco
e 1a parte asrea fue ol mas alto, fue catalogada como una

compatidora regular pues formd el 47.78% de los nedulos



totales ge 1a planta. Esto indica que no necesarianente una
capa que forma el 1007 de nedulos tendra que reflejar la mas
alta eficiencia en la fijacion de nitrogeno; de hecho, la
capacidad para fijar nitrogeno estara determinada por la
eficiencia nodular.

Un 25.6% del total ce cepas seleccionadas par su

capacidad competitiva fueron clasificadas como compatidores
regulares, formando entrs @1 30y el 0% de los ncdulos
cusndo fusron inoculadas en una relacin 1:1 con la cepa
patron, estas son en orden decreciente en relacion a su
capacidad competitiva: CPMEX 95, CPIEX 60, CPMEX 131, CPMEX
90, CPMEX 125, CPEX 78, CPNEX 157, CPMEX 138, CPMEX 140y
CPMEX 130 (CURDRO 3). En este grupe de cepas sslo la CPMEX
3 presents plantas verdes (no clorsticas) a pesar de  haber
foraato c6lo el 47.78% do los nodulos, diche efecto tiens au
expiicacion en el hocho de que fue 1a cepa que produjo el
moyor peso seco de nedulos rojos (efectivos).
Otro aspecto que se observe en este grupo, fus la
presencia de plantas clorsticas con nedulos rojos formados

por las copas CPMEX B0, CPMEX 90, COMEX 170 y CRMEX 158.

Esto pusde explicarse por el hecho de aue la cantidad de
nsdulos rojos (de 32.33 a4 20.00 nodulos 2 plantas-i)

formados o fueron suficientes para la aportacisn del

nitrigens requerido por la planta.



E1 17.9% del total de cepas evaluadas  fueron

considera

como malas competidoras frente a la copa
patren, ya que formarcn entre ol 20 y el 304 del total de

nodulos en la variedad de frijol eapleada, estas fueron

CPIEX 73 (27.71%), CPHEX 138 (26.677),

corex B2 (26,6700,
CPNEX 126 (25.557%), CPMEX 103 (23.34%), CPMEX 105 (25.34%)
CPrEX 120 (22.250). Todas 1.

v

plantas inoculadas con estas
cepas, presentaron clorosis y ausencia total de nédulos

asi, es factible inferir que la presencia de cepas

altanente compotitivas & inefectivas on el suslo influye

irectamente en la expresion de las cepas  eficientes
introducidas, avatiendo su nodulacisn.

€1 Gltino grupo de cepas seloccionada par su capacidad
competitiva fueran clasificadas como muy malss competidoras,
1 cual estuve integrade por: CPMEX 118 (13.95%), CPVEX 127

(16.85%), CPMEX 107 (3.44%), CPMEX 139 (3.34%) y CPHEX 131
(3.30%)5 representande @l 157 del total de las cepas
seleccionadas. También en este caso, l1a ausencia total de
nodulos rojes fue la caracteristica mas sabresaliente,

manifestandose por lo tanto clorosis en todas 1

s plantas
inoculadas con extas cepas (CUADRO 3.

Estos resultados nos indican que la afinidad de las

cepas de PAtzobium por el hospedero es de gran importancia

cuando se lleva a cabo una evaluacion

baso condiciones do
invernaders; sin eabargo, @s uno de los aspectos que no se
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ha considerado en 1a mayoria do los casos en que se han
seleccionado cepas para su uso come  inoculante e
condiciones de campo. Gardezi (1986) reports que 1a cepa
EL-57 que habia sido ovaluada come  inefectiva  bajo

condiciones controtadas, se comports come alt

nte atectiva

con 10s genotipos Chis., 146 (Rabito de crecimiento 10y
Bayo Jaspeado de San Andres (habito de cramimiento 1116). En
la presente investigacicn, las cepas evaluades  como
efectives en la variedas de frijel Bayo Durango, se
coaportaron como inefectivas en 1a varisdad Bavo Zacatecas.

Graham (1987) reports que cuando inoculd 10 genotipos
e frijol con una mescla de la UMR 1116, con 4 cepas

Giterentes de F. L. biovar phaseoll, en una proporcisn 1

no se presentaron evidenciss claras ¢e  la  variacien
hospedsro-capa, como respussta 3 13 inoculacion o seleccidn
de copa a los 30 dias, aunque las plantas incculadas con la
mexcls que contenia a las cepas UMR 1125 o UMR 1378 fusron

superiores en viger y pese seco de la  parte  acres

(g planta=1) con 1o 10 genotipos de frijol probados.

eso seco de la parte sdres de Phaseotus vulgaris L oen ol
studia de compatancia s sustrato wstdril

Ls cepa que produjo el mixiao peso seco de la parte

asrea fus 1a CPMEX 93 (2.413 0 2 plantas=t); sin eabargo,



prosento valores estadisticasente iguales (@e0.03) a los de

148 Copan CPHEX B5 (2.143 g 2 plantas-®), CPHEX 111 (1.807 g

2 prantas

)y CPMEX 120 (1,000 g 2 plantas

). aue fusron
consideradas como muy busnos compotidores por haber formado
msa del 90% de los nédulos totales en 1a planta, al ser
inoculadan en una relacién 111 con la copa patrén. La copa
CPHEX 93 forms el 47.70% de low nédulos de la planta, pero
esta cepa prosents oi mayor peso de

o ganancia de materia seca de

nedulos rojos, de amt que o

La parte abrea sea atribuible a la eficiencia de dichos
nodutos. .

La copa GPMEX 155, quo presents la mis alta capacidod
compatitiva (100%), produjo un valor de peso seco de parte

abrea de 1,803 g 2 plantas

aiendo menor al de la CPREX 84
(1.813 g 2 plantas-1) 1a cual formé o) 92.9%% de lon nédulos

e 1a planta, 1o cue indica que & pe

e ser copas
altamente competitivas y ovalusdas como eficientes, no son
necesarianente las mejores en la produccicn de biomssa
asrea. Sin enbargo, no hay que descartar la posibilidad aue
©l beneficio de esa capacidad se vea reflejada en el

rendimiento de grano, aue en este caso no se dotersins

sebico o qu

obsetiv dei trabajo fue seleccionar copas
e Phizobiun loguninosarun biovar phaseolt, por lo qus la
cosecha de las plantas se llevo a cabo en la otaps de

floracien, que es cuando los ndulos se mncuentran edn



activen.
Lo CPHEX 1 (teatige eficiente en la fijacien de

nitrogeno) se encuentra dentro

1 orupe e copas aue
brasentaron valores estadisticanente iouales (a=0.0%) al de
Lo cepa que tuvo o) maxino peso seco de 1o parte adres, ast

como dentro del orupo de

copan consideradas como
sitenente competitivas, por lo aue pusde usarse  como

referencia para evaluar la eficiencia

relacion a la f1jacion de nitrégeno cuando stos
frente a una copa altamente competitiva.

En genoral, se puete decir uo las  copas  que
resultaron con  la  mas  baja  capacidad  competitiva,
presentaron valores de peso seco de la parte acrea menores
(1.513-0.813 g 2 plantatcon diferencias significativas
(@0.03) en relacion & las cepas consideradas  como
sitanente conpotitives (con s del 50% de nodulos totales
formadon), 1o cusl me atribuye a 13 prosencis de una menor
cantidad de nodulos rojos (32.33-0.00 nédulos rojos por 2
plantas) eficientes o a la ausencis do estos; esto,

finalsente o5 o1 resultado tasbisn ge 1a

pecificidas e
1as cepas por el hospedero. Estas cepos fueron seleccionadas

cono sfectivas en 1a variedsd de frisel

ayo  Durango
(Almaraz, 1580). Low rosultados obtenidos explican 1os bajos
rendiniontos del cultive de frijol, cusndo se lleva a cabo

na snoculacicn bajo condiciones de campo con cepas que  han



CUADRO 4. Medias del peso seco do parto adres
Phas.

ot vulgaris L. Lneculads

matante CP 16300

s oo oRLsoRD
Telacien i

P50 SECO g 2 PLANIAS L
PARTE KERE,

ChrEx s3ece 163 2413
CPREX 701CP 163% 2,215 ab
[ER e
CPMEX 16290 1630 2,120 abc
CPMEX 101+CP 1630 2.083 abea
CPMEX GOsCP 163% 2,073 abed

0.4633 abedet
aved
abcdat
abede

abeda

conex e 1.987 abea abcde

CPREX 119+CP 163% 1.980 abed
CPHEX 1314CP 1630  1.973 abed
CPMEX  994CP 163
CPHEX 1L14CP 163% 1,687 abede
CPREX 120+CP 163

abeder

abeder
abcder

abedet
CPMEX 1244CP 163% 1.890 abcde

CPREX BAICP 163% 1.815  bdaf

CPREX 155vCP 163% 1,803 bcdefg
CEMEX 123¢CP 163% 1.797 bedetg
CPMEX 103+CP 163 1.653  bedafgh
CPMEX  1ecP 1634° 1,637 bedefghs
CPMEX 70ICP 163+ 1.610  comghs

abeder
abedot
abedes
abedes
abcdas

caet
CPMEX 1304CF 1630 1.557  catghi o ave
P le2ece tess 1.520 defohis cact
CPMEx 1umice 1e3e 1517

aotansi bedet



CUADRO 4. CONTINUACION

ATAIENTO PESO SECO g 2 PLANTAS:
b PARTE ACREA

comex 11Bvee 1630 dotanis 0.7367 avcae
comEx 107vc 163 efahisk  0.6100 avcder
ComEX 12740 1639 ofghis 0.6867 aveder
CrrEx 1esvce 163 ofanisk  0.5933 beder
cPHEX 100vcP 163+ efgnisk  0.3667 bedes
cerEX 1z8eCe 163 efohisk  0.6033 ancaer
cPrEX  S0vce 163% sk 0.5167  der
CrmEx 105vce 163 Ghisk  0.3633  cder
corEx 13a0cr 1630 hisk  0.6167 abcaet
corEX 15708 1630 Pk 0.3667  cder
- Bk 0.5033 beder
corEX 139+cP 16 hijk  0.6167 avcder
CPIEX 1a1scP 1630 Bk 0.3633  cder
cerEx 73ece 1830 Bk 0.6000 beder
TesTis0 bk 0.5200  caer
cPrEx 1250cP 1630 Pk 0.3300  cder
CPIEX 1400cP 1630 Lk 03087 cder
e e ik oS00 ef
cerEx 1390cP 1630 k  0.3a00 caer
CPHCX 12600P 163 K o.ane7 i

con g2 mses et s
unauu: ....m Sonales (Tubey, aco
e relintnte & mntibiciicos cnEx

1631000 1200
tigo altamente efectivo.
ovaluado en’ Gos ocasiones (se roportan




sido evaluadas en condiciones controladas en una sola
variedad de frijol.
Otro aspecto importante observedo, fus que o) testigo

absoluto (sin inoculacion) presentd una biomas:

o la parte

aerea mayor (1087 g 2 plant

) que 4 de las cepas

evatuada;

(CPREX 125, CPHEX 140, CPNEX 130 y CPMEX 1261,

aunque sin diferencia signiticativa (2=0.03) (CUADRO

€ 1a figura 1, se muestra una relaci¢n del peso seco

de 1a parte asrea del frijol Baya Zacatecas

v 1a capacsdad
competitiva de las cepas que resultaron con mas del 60% de
Rodulacisn, ast coso de aquéllas que tuvieron mancs del IS

do nsdulos farmados par 2 plant

Las cepas aque resultaron
con una alta nabilidad competitiva, presentaron una biomasa

do 1a parte asrea mayar en relacion o 1

copas de bata

copacidad competitiv

En oeta miama flgura, w

tiene una
Viien mas clara do la efectividad de lan capan altamente
Competitivas al tener como referencia a la CPNEX Ic (tostigo
eficiente on 1a fisacion de nitrsgeno) que es  altaments
ofectiva y de asplic espectro de especificidad ya que ha

fodulada a los cu

tro habitos do crecimiento del frijal (I,

S5, H11y 1Y) descriton (Rodrlgues y Farvora-Corrato, 1988).
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Tambien en 1a figura 1, se oberva la gran diferencia

aue siiste antre ol peso seco de la parte acrea del testigo

mo valor obtenido

absalute (1,067 g 2 plantas=t) y el i
(2.415 g 2 plantas=1) por 1a copa CPHEX 93. En adicién, @1
mutante CF 163 1000 1200 05/eSp eta dentro de los  valores
nas bajos de peso seco de parte aérea, confirmando Su
caracteristica de sar inefective, no presentando diferencias
significativas (a=0.05) con el testigo absoluto  (sin
inocutacion) .

En general, la presencia del mutante CP 163000 s200
©st/esp, altamente competitivo e  inefective,  influye
avationde 1a expresion de la capacidad competitiva de las
cepss efectivas evaluadas, v esto se vio reflejedo en la
produccion do biomasa de la parte acrea. Graham (1987), a1
©valuar 9 copas de R. L. biovar phaseoli seleccionadas por
su capacidad competitiva frente a la cepa UMR 1116 (P 163)
©on % varicuades de frijol (Janapa, UMV 0047 y UMPV 4013,
encontro que las cepas UMR 1165, UMR 1125 y UMR 1102 fueron
superiores en capacidad competitiva, ya que ol peso seco de
La parte asrea por planta coma resultado de la inoculacién
con metan copas oucedio 4.00 @ planta-i, a los S0 dias, en
Comparacion al producido par 1a UK 1116 que fue de 1.19 g

Planta-t en 1os 3 genotipos, en este experinento, se toms

como base ol peso meco de 1a parte asrea para daterminar si

una copa se comportaba como altamente competitiva. Este



trabajo reporta resultados en los cuales se adicionan los
porcentajes de nodulacien de las cepas efectivas evaluadas,
como una confirmacion de la habilidad en la formacien de

nedulos de una cepa determinada.

Peo wco de rair da Phaseolus vulgaris L. wirisdsd  Bayo

Zucatecas e ol wrtudio oo el

En Genaral, se observaron diferenciss signiticativas
(a0.05) en 1 peso seco de ralz entre las  copas
seicccionadas, sunque se detectaron grupos con valores

catagisticanente . En @1 primero g los casos,

podencs aarupar cepas, dentro de las cusies se
encuentran nuevasento 1as cepas que formaren ma del 70% de
1os nodulos totales do la planta.Sin cabargo, E1 pose  seco
e raiz no tuve relscien con la eficiencia e las cepas
altasente cometitives, dado aue la heterogeneidsd de los
Gatos fue muy sarcsda; por ejenplo, Ja cepa que produja el
miniso peso seco do ratz fue la CPMEX 101 (0.8600 @ 2
Plantas-) ubscoda en décimo lugar en cuanto a capacidad
conpetitiva (85.672), en tanto que la sequnda mejor cepa en
prosuccion de peso seco de raiz fue la CPMEX 119 (06233 g 2
Plantas=1) ubicada en catorcuave lugar on cuanta s capacidad
compatitiva (70%). En oetave lugar, sparece la CPHEX 1c con

07367 g 2 plantag=t y on noveno 13 primera do lac copas

£STA TESS % nzn!
SR DE LA BELOTEE




altanente competitiva

(CPREX 162) ave produso 0.7167 @ 2

plantas

do biomasa de ratz.
Tambien, en este caso se oncontraron cepas  aue
prosuseron un peso neco de ral: menor al del testigo

abmoluto (0.5200 g 2 plantas-i), aunque con  valores

stadisticanente iguales (a=0.05). Do ahi que esta variable
o es recomendable para diferancior el efecto de cada
tratamiento (cepa eficiente + mutante resiztente &

antibioticos ineficiente) (CUADRO 4).

Ninero

fddulos rojos dn Phaseclus vulgaris L. varadad

o Zacateces w el estudio  de  conpel
il

e e suiea

La copa aue forms ol mixino nimero de  nodulos

eficientes (rojos) fue

CPMEX 93 con 967 nssulos rojes

plantas

. con diferencias significativas (a=0.03)  con

becto al resto de 1os tratanientos. La actividad de este
nomero mixino de nodulos rojos formados por la cepa CPHEX 95
e refless en el mixino valor en peso seco de parte aérea

ancontrado. Es proveble que Smeno ocurra como

resultado de la ospecificidsa por la  variedad Baye
acatocas.

La copa CFICX A foras 546 nédulos rojes 2 plant

10 que 1a ubico en el segundo sitio en 1o que 5o refiere al



nimero de nodulos rojos, o presentando  diferencias
lgnificativas (a=0.08) con lan cepas CPMEX 65 (494.33
nédulos rojes 2 plantas=), CPMEX 99 (343.47 nédulos rosos 2
plantas=1) v CPMEX ic (testigo eficiente) aue formd 267.67
nédulos rojos 2 plantas-i. Esta ultims cepa  presenté
uiferencias sianificativas con el resto de los tratanientos;
ain embargo, estas diferencias son obvias debido & que 17 do
los tratamientos no produjeron nedulos elicientos (rojos),
10 que las hace definitivamente distintas a las que 54 les
prasentaron en menor o mayor cantidad. Graham (1967) reporto
aue de 20 cepas evaluadas por wu efectividad en cospetancia

o 1a UMR 1116 (CP 1631, 8 de ellas

o formaron nodulos
rojos, ®ino solasente nodulos blancos. Del  presents
Gxparimento, e importante sefalar que las cepas CPMEX 155,
P 162, CPMEX 131, CPHEX 120, GPMEX 162, CPMEX 123, CPHEX 1,
CPMEX 70, CPMEX 111, CPMEX 165, CPMEX 101 y CPMEX 119, aue
formaron mas del 0L en nodulos totales, presentarcn de

225.67 & S1.67 nédulos rosos 2 plantas-

de ant que se les

pueda considorar como busnas, muy buenas y encelentes

compotidoran. Esto indica que la formacién de  nédulos

eticient:

en 1a variedad Bayo Zacatecas estuvo relacionada

con 1a capscidad competitiva de las cepas de RAizobium

teguntnosarun biavar phaseoli (CUADRO 5).
Do las 6 cepas restantes, que si formaron nodulos

rojos, 1 estsn clasificadas como competidoras regulares,



stas son: la CPHEX B0, que formd tan sélo 32.33 nédulos
rojos 2 plantas-i; la CPHEX 158, con 22.27 nodulos rojos 2
blantas=t; la CPMEX 154, que forss 21.67 nodulos rojos 2
plantas-t y la CPMEX 90, con 20.00 ncdulos rojos 2

Plantas=s. En tanto que do las 2 restantes, la CFHEX 103 con

5.33 ndulos rojos 2 plantas-i eats dentro del grupe do

copas consideradas como competidores malos, adenis de ser la

ceps que formo el nimero mas bajo de nédulos eficientes en

1a fijacion do nitrsqunc. Por Gltimo la CPMEX 118 ya fores
barte do low competidores muy malos, debido a que 5610 forat
o1 10.45% do nodulos de 1a planta; sin embargo, tuva 1a
capacidad de formar 20.33 nédulon rojos 2 plantas-i (CUADRD
5.

Graham (1987) probs 20 cepas de la coleccion de

Zacatecas, por s aficiencia en la fijacien de nitrsgeno

usando coso factor compatitive a la copa UMK 1116 (CP  163)
@n dos variodados de frijol (Jamapa y Nep 2). En la variedas
Jamapa, 1as copaz quo resultaron ser ms competitivas fuaron
La U 1305, UMR 1279, UK 1286 y URR 1320, debido a aue

formaron 269, 201, 139 y 167 nedulos roson planta-i, 1o cual

%0 refless on 10s valores maxisos do parte serea (de 0.457 a

©.276 g planta=t) en comparacien a la cepa USR 1318, (21
nédulos rojos planta-t) que produjo un peso seco de parte

atros de 0.081 g planta

En 1a variodad Nep 2, la UMK 1305

¥ MR 1279 formaron 1a mayor cantidad de néoulos rojos por
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CUADRO 5. CONTINUACTON

NUMERO DE NODULOS 2 PLANTAS -t
—ores VERDES

oEx g0iee 1630 .00 o 10 @
comex 533 e o5 @
corex 0.0 o abed
corex 0.00 e o
e 000 @ a
cerex 0.00 e abed
corex 000 e ab
cerex 000 e -
corex 0.00 @ abed
corEx 7oece 1630 0.00 w o
CPrEX 1200CP 163% 000 e o
cerEx B2ecE 1630 0.00 o =
crrex 73ece 130 0.00 @ a
CPHEX 1370CP 167 0.0 e abea
LPNEX 1050CP 1630 0.0 e

crrex 10740P 1630 0.00 e bea
cPrEX 1a0ice 1630 0.0 @ abe
e e 0.00 o abed
cPrEx 1300cP 163 0.00 e a
TesTIGo 0.00 e o

Tas variable
Sstedisticamente Lolaies” (uke
ante " resistenta

GPHEX. ic = toatige altanante afaltiv
= tratamionta  avaluade ‘don scasiones (s raportan
brosedios: .



Planta (328 y 121, respectivamente), siendo tasbisn los que
presentaron los valores mas altos de pesa seco do la parte

Nimero de nddulos verdes e Phaseolus uulgaris L. variedad
Bayo Zacatecss en sl estodis  du  conpalencia en  sustrafo
ntdril,

En relacion al numero de nedulos verdes, se pusde
decir que st se presentaron diferencias significativas

(4%0.05) entre tratamientos; sin embargo, si queremos tamar

otra variable de referencia para explicar el canportamiento
e cada una de las cepas en 1a farmacion de estos nédulos,
fo es posible debide a que los valores presentados son muy
heterogéncos, pero se puede mencionar que en general las
copas consideradas camo males y muy malas competidoras son
Las que ominaren en 1a produccion do los msxinos valores de
fonero da ndulos verdes, con algunas excepciones, tales

cono las cepas: CPMEX 122, CPMEX 123, CPMEX 1, CPMEX B4,

CPHEX 162, CPMEX 131, CPHEX 75 y CPHEX 163, qua estin dentro
o 105 buenos v euy buencs competidores, de un tetal da 17
copas que presentan valores estadisticamente iguales al

s

mo valor ebtentdo (419.7 nedules verdes 2 plantas=) que
correspondan  1a copa CPHEX 125. Dontro de este orupo se

encuentra i mutante patrén P 163w seo Ot/@sp  quo



forms un total de I31.3 nodulos verdes 2 plantes<i. Las
cepas que tasbién produjeron una cantidad considorable de
nedulas verdes fusron 1a CPMEX 138 (607.2 nodules verdes 2
plantas=) y la CPNEX 100 (S16.7 nodulon vardes 2 plantas-i)
localizados dantro de los cospetidores regulares, que acn
formaron nedulos rojos.

Apartir de la CPREX 122 (407 nodulos verdes 2
Plantast) ya no so observaron diferencias  significatives
(a70.05) entre los tratantentos, sunque si so omite esta
horransenta, se puede decir que las diferencias son notorias
© inportantas desde ¢l punto de vista biolsgico, y aue se
dsben tomar en cuenta para poder oxplicar el cosportamiento
e cada copa seleccionada en condiciones controladas por su

capacidad compotitiva (CUADRO 5).

Nimers e nodulos biwncos de Fhaseoius vulgarcs L. variedad
Bapo Zacatecas e wl sustrato

il

o dn  conpetencia

En oste caso, 1a copa CPTEX 78 fue el tratamiento que
form o masino numera do nodulos blancos (906.7 nédulos 2
Plantes-1), siguiendole las cepas: CPHEX 73 (836.3 nodulos
blancos 2 plantas=t) y la CPHEX 90 (B0B.7 nodulos blancos 2
Plantse=i), las cuales catin dentro del grupo de los

conpotidars

requiaras y maios. En tanto que aque Ja CPHEX



111y CPMEX 100 san altamente caspetitives, sin  enbargo,
foraaron alto nomero de nodules blancos (690.3 y 634.0,
respectivanente), aunque la @itima se comports como cepa

ineficient

€1 valor mirino obtenido de nedulos blancos no
presenta giferencias significativas (a=0.03) con 18 de los

tratanientos. A partir de la cepa CPREX 103, yva no se

observan diferencias con al resto de 10s tratanientos, pero

pusde mencionar que 1as

St entre tratanientos. Tanbién
cepau da menor capacidad competitiva formaron en qeneral ia
mayor cantidad de numero do nodulos blancos (CUADRO 6.

oddulos totalus de Phaseolus vulgaris L. variedu

m ow g conpetencis  wn sustrato

relacin entre 1a

En general, se ob

de  FAtsobium

1as  cap:

capacidad  competitiva
Leguntnosarun biovar phaseoll y la formacion de los nodulos
totales, a excepcion de la CPMEK 93 (47.70% de nedulos

formados) que presents el mauino nmero de nodulos totalos

1. Este tratamiento no

(1307.3 nodulos totales 2 prant
Presents difurencias signiticativas (s0.08) con @ copas
s, do las cusles B son de las mojores en capacidad

conpetitiva y o1 rowto tienen menos del 307 de habilidad



CURDRO 6. Medias dol nimero de nddulos blancos v Lotales de
U vulgard varicdad Bayo  Zaeatec
tracita irerenten copas Fniacoium
,mmm.m iovar phaceols e o mitante Ch
3634000 1200 OSLI0SP on una relacién 111.

TentaiENTo  —— MMERG DE NODULOS @ PLANTAS=:

comex 3ece 206.5  dotg 13873 a
210.3  defn 1107.0 ab
315.0  cdetg 963.3 ave
369.7 bedatg 779.0 be
22,3 desg 552.7 bed
4117 abedeta 821.0 be
17 ek a73.0 ca
212.3  defs 629.0 be
381.0 bedeto w07.5 be
2103 anrg 579.0 be
359.0 bedora 665.0 ave
210.5  detg 668.5 be
432.7 avcdatg 880.3 abe
220.3  deta 7.0 be
6903 abed 8767 abe
309.0  cdata 59,7 be
271.0 dotg 500.0  cd
3520 bedorg 9.0 ca
415.7 abcdetg 6117 be
577.0 avedot 796.3 be

CPHEX 1304CP 163% 291.7  cdato 630.3 be

CPHEX 1104GP 163% 518.3 abedefa 7260 be



CUADRO 6. CONTINUACION

Mo DE NOOULOS 2 PLANIAS ¢

oS
cPMEX 90vce 1630 808.7 abe 976.7 abe
cemEX 103+c 1630 5963 abeder s83.0 be
CerEx 139vCe 1630 225.3  detg 5460 ca
cemex 127+ce 1630 412.0 abcdetg a51.7 o
cemEx 100vce 1630 0 abcde 679.0 be
CPHEX taisce 1630 deta 91,7 be
cerEX 13vCe 1630 eta 757.0 ve
CcPMEX 125vCe 1630 748.7 be
comEx 1z6vcP 1630 557.3 ca
crrEX  7Bvce 1630 977.0 ave
cPmEX 124vcP 1630 613.3 be
cemEx Eece 1630 739.7 e
ceMEX T3eCe 1630 917.0 anc
cPrEX 13740 1630 548.0 ca
cPrEX 105+ce 1630 613.0 be
cPrEX 10740 1630 784.7 be
CPREX 180vCP 1630 6883 be
e 750.0 be
cerEX 130+0P 1630 593.0 be
TesTis0 o0 4

e Variables con 1a misea letra  son
am.u,u(.m_m mm.. (Tukey, aw0.05).
resistente 'a 1000y 1200 ug  de

GPMEx Tc = tontige altanants siectiv
tratamiento evaluade en Gos ocasiones (se  reportan
prosedios) -



competitiva. €1 resto de copas no presents diferencias
significativas a partir de la CPMEX 78 (977.0 nodulos
totales 2 plantas=t) a pesar de que el valor minieo
obtenido, el cual pertencce a la CPMEX 127 (431.7 nodules
totales 2 plantas-t fue casi un SOX menor, ue en  términos
biologicos es de gran isportancia, sobre todo si esa
nodulacion es ineficiente en la fijacisn de nitrégenc.

Un aspecto que es importante mencionar, es el efecto
e los tratamientos donde se inoculs la mezcla del mutants

patron mas CPREX 1y la CPMEX 1 sola (CPMEX 1c) en 1

farmacion e nedules rojos, verdes, blancos y totales
(CUADIOS 5 y 6). Cuando se inoculs con la acxcla, se obtuve
Una mayor cantidad de nodulos totales (880.3 nodulos 2
Plantas=1) en contraste con lo producido por la cepa CPNEX 1
sola (552.7 nédulos 2 plantas-t), observindose asi un claro
ofects de la cepa patron al incresentar la cantidad de
ndulos formados, solo que este ausento se  reflejs
principalmente en 1a presencia de wna alta cantidad de
nédulos verdes y blancos. E1 peso seco de la parte aérea del
trataniento donde se inoculs la CPMEX 1 mis el sutante
patron puso en evidencia el alto ninero de nédulos verdes y
blances al obtenerse un valor menor (1.636 g 2 plantas=t) en
contraste con el valor obtenido cusndo se inoculs la CRMEX!

Sola (1.7907 g % plantas-). Dichos res:

itados explican de

alguna manera que 1a presencia de cepas altamente



competitivas influyen en la eupresien de la capacidad
compotitiva de otra cepa, dando como consecuencia legica un

baso rendiniento do biomas

aorea (CURDRO 6.

Peso

o de nddulos rojes de Phaseolus vulgaris L. vriedad

B Zacatucas o wtudo de  competanca  en  sustrato
entiel

Los cepas que presentaron los valores mas altos de
peso seco de nodules ericientes, v  que  resultaron

adisticanenta fguales (a=0.05) fusron: CPMEX 85 (211.09

g 2 plantas=i), CFMEX 93 (187.45 mg 2 plantas=i), CPMEX 120

(170.19 ng 2 plantas=t) y CPHEX 88 (153.70 ng 2 plantus

Por otra parte, la CPMEX 99 (140.75 mg 2 planta:

o pr

difarencias  significativa

(an0.05) con las cepas  que
brodujeron el maxino peso de nédulos eficientes y con el

resto de las ce

(CURDRO 7). Do @ste grupo, la excepcion

fue la copa CPEEX 93, ya que s

trata de una cepa que formd
menos del SO0% de nsdulos.

La CPMEX Ic (testigo eficiente) produjo un  pes

e nodulos eficientes de 33.56 mg 2 plantas<t, que

valor estadisticamente diferente («=0.05) al de las 9 copas
que prosentaron los valores mis altes, y que estin dentro
108 buenos, muy buonos y excelentes competidores, pero sin

aiferencian significativas con el resto de las




CUNDRO 7. Medias del peso seco de nidulos rojos y vardes

raseotus vulgarcs Cnoculado con .m.....m
copne suminosarun blovar  phaseo

= o S3ic0 00 05/05D on
Feiacidn

PESO SECO DE MODULOS mg 2 PLANTAS- ¢
—— VERDES

211,09 a 71.00 2
187,45 ab 55.06 &
170,19 an 52.00 2
153.70 ab 79.16 &
10.75 » 2072 8
76.85 < 95.33 2
753 ca 79.16 a
7857 co 50.17 a
e5.52  cde 3.6 a
Si.56  cder  s7.1 e
50.45  cget  75.01a
A9t cder  b1.a1a
30.27 cder 9.2
58.38 coet  90.63 a
50.03 cder 4373 a
20.55 cdet  57.77 a
27.45 cast 31328
2515 cdet  63.05 a
15.55 caer  az.08 a
1036 der 70.89 a



CUADRO 7. CONTINUACKON
'S0 SECO DE NODULOS my 2 PLANTAS- 4
E— VERDES
comex usce 1630 PRENY a
CPMEX 127+CP 163" .00 « a
CPEX 1394CP 1630 0.00 i a
CPMEX 1a1vcr 1630 0.00 . a
CPMEX 100vCP 1630 0.00 . a
CrMEX 1374CP 1630 0.00 . N
CPHEX 138vCP 1630 0.00 ‘ a
CPHEX 1250CP 1630 0.00 ‘ N
CPHEX 1260CP 1630 0.00 ‘ N
cPrEx 7oece 163 0.00 . a
CPREX 1zaveR 1630 0.00 . a
CPREX B2eCP 163 0.00 ‘ N
cPriEx  73vcP 1630 0.00 i .
CPHEX 1039CP 163 .00 ‘ a
CPrEX 10500 1630 0.00 ‘ a
CPrEX 1074CP 1630 0.00 i a
CPHEX 130vCP 1630 0.00 i N
e rese & 0.00 i a
CPHEX 1304CP 163° 0.00 . a
TESTIGO 0.00 ‘ a
1as misma letra  son

@stadi sticanante igualas (Tukey, «=0.05)-

P 163

G 1

(se reportan

=
pronadios) -




bresentaron nédulos rojos. Lo que indica que la masa nodular
oriciente formada por estas cepas es auy baja en comparacion
a1 valor maxiso obtenide con ef tratamtento aue contenia
cerex as.

En este caso si se puede sencionar que la presencia de
n alto valor de peso seco de nodulos eficientes en la
fiiscion de nitrogeno  (rojos) estuwvo  directamente
relacionado con la capacidad competitiva de cepas  de
Rhtscbtun leguninosarun biovar phaseol( cuande fueron
inoculadas en concentraciones squivalentes 1:i con el
mutante patrn wn la variedsd de frijol Bayo Zacatecas, ya
ue en general los valores ais altos de biomasa nodular
eficiento los prosentaron las copas que resultaron con una
mayor habilidad competitiva; sin esbargo, la cepa CPMEX 155

o produjo el maimo peso de Aodulos eficientes, a pesar

hater fornado e} 100% de nedulos (CURDRD 7).
Es muy importante mencionar que 17 de las cepas
seleccionadas no presentarcn biomasa nodular  eficiente

(CUNDRD 73, & pesar de haber sido seleccionadss  previamente

como eticientes en 12 fijacion de nitrsgeno en la variedad
Bavo Murango. Frobablesente, se deva 3l ofecto  de la
variedas de ¢rijol en 1a cual fueron inoculadas, ya que 1a
Sisbiosis que se establoce entre copes e FACobiuA v

plantas leguminosas ests determinada en parte por  la

espect ficidad ue 1a actoria por sl hespesero. Dicha falta



]

e especiticidad puede explicar de alguna manera lon motivos
por lou cuales no se obtienen resultados satisfactorios
cuando se introduce una cepa en un suelo que cantiene cepas
de PACzoblun nativas, tanto en condiciones controladas como
de caspo.

En genoral, las cepas de RAczobium 5010 son  evaluada

bor su eficiencia, sin toaar en cuenta los demis factore:

que influyen en la sisbiosis RA(zoblum-Lequinosa, el
entendimtento y manejo de dichos factores podria en un
futaro llevar a 1a sustitucien de  los  fertilizantes
nitrogenados que ademss de ser suy cares, el uso on

cantidades wxcemivas lom ha convertide en  importantes

fuentes do contamtnacion tanto de sulos, como de mantos
acus faros v atasstera.
Es necesario recalcar que, uns cepa seleccionads en

motar @1 misno

condiciones controladss no va a  pr

comportaniento en condiciones naturaies; no obstants, s

pusden obtaner buenos resultados si se evaldan los factores

dol suelo que atectan la simbiosis asi coma low factore:

climstacos v geneticas.



Peso s dn  nddlos  verdes  Uneficientes) di Phaseotus
wutgarts L en el Estolis  de  Competencia en  Sustrato
Estaril

En 10 que se refiere al peso seco de nédulos verdes,no
e observaren dlferencias significativas (a=0.03) entre los

1a e copas), ni se observe ninguna

relacion con la capecidad compatitiva de las cepas dabido

que presentaron una gran variabilidad en la biomssa de
nodulos verdes. Se encontro que la CPHEX 155, aue fores el
100% de 105 nédulos en 1a planta produje uno de los valores
a5 altos de nodulos verdes (75.33 sg 2 plantas-h), asi esto
explica la baja produccion de peso de la parte aérea y masa

nodular oficiont

La sutanto CF  163u000  szooent/s

presents un  peso

s6c0 do nodulos verdes de B1.75 m 2 plantas=t, lo que 1a

Ubico dentro de las B primeras cepas, que es evidencia de su
caractor ineficionta.

Por otre lado, 1a ceps COHEX 103, que foras el 23.34%

e nodules, fue 1a que presents el valor mixiso de peso seco
o nodulos vurdos (7971 ag 2 plantas=t) de lo que se puede
inforar que 1a mayor cantidad de nodulos fue lormada por 1a
copa ineficiente (mutante resistento a antibioticos). Dicha
cepa, tasbien forms parte del grupo de cepas que no presents

nodulos eficientos (roson), 1o cual se refless en la biomasa



de 1a parte acrea aue fue de 1.210 g 2 plantas=i, sienda un
valor con diferenciss significativas (a=0.05) con respecto a
105 tratamientos que si formaron nodulacion eficiente. Un
fanoneno sinilar s cbuerve con la cepa CPHEX 140, con un
Peso seco de nédulos verdes de 95.82 ag 2 plantas=t y un
Peso seco de parte asrea de 1.047 g Z plantas=i, aue fue
enor a 1a del testigo absoluto (1.067 9 2 plantas—) aunque
Sin uiferencias significativas (a=0.05). €1 tratamiento en
el cual estuve involucrads la cepa CPMEX 138, se abtuve un
beso seco de nodulos verdes de 91.18 mg 2 plantas=t y un
boco meco de parte aerea de 0.995 o Z plantssni, que adests
Ge ser menor a 1a del testigo absoluto fue senor al de 1a

cepa patren, aunque 1as diferencias

estadisticas no fueron
Significativas (s=0.05); en la misea sitvacien se vio la
copa crrEX 125

En relacien a las cepss que fueron seleccionadas coso
altamente competitivas y que produjercn una masa de  nodulos
verdes considerable se pueden mencionar a las cepas: CPREX
162, con 79.16 ma 2 plantas-t; la CPMEX €4, que presents un

peso seco de nodulos verdes iqual al de la anteris

CPMEX 131, con 63.60 mg 2 plantas=t v la cepa CPMEX 1 con

61,41 mg 2 plantas=i. Este es un aspecto que se debe tomar

en cuenta, ya que efectivamente s comportaron cose cepas
altanente competitivas, pero tienen la capacidad de forear

nodulos ineficientes en la Fijacién de nitrsgen, que de



lguna manera explica que sean cepas que den como resultado

un menor peso seco de parte aérea (CUADRO 7).

Puo seco  de  nddulos blancos  fineficientes)
wilgarcs L. variedad  Bap  Zacatecss ol Estudio  de
Competencia an Sustrato Etiril.

n  Praseotus

En general, se observaron diferenciss  significativas
(@=0.05) ontre los trotamientos (39 copas evaluadas),
encontrandose una mayor masa de nodulos blances en las cepas.
que resultaron con una capacidad  competitiva  baja
(conpotidores requlares, malos y muy malos). Dentro de este
Grupo de cepas. la CPNEX 73 con 27.97% de nédulos formados
bresents 1a mayor biomasa do nodulos blancos (ineficientes)
Slendo de 168.15 ng 2 plantas-i; en adicien, & cepas mas
presentaron valores sin diferencias significativas con la
anterior, o eatas la CPMEX 111 que formo el 96.76% de
hodulos en 1a planta, presents un peso seco de nodulos
lancos de 126.0 ag 2 plantas-t qus results supersor a los

da peso seco, tanto de nodulos rojos como de nodulos

verdes (28.55 sy 2 plantas=t y S7.77 mg 2 plantas

respactivasants), pere esto no influys en su capacidad de
fi3acion do nitrsgenc (Np). Por lo que se puede decir que no
focesariamente una cepa deba producir una gran masa nodular

eficiente para proporcionar el nitregens necesario para la



o

ol poso seco de nddulos blancos y Lotales

de Phaseolué uulgar(s L. inoculado con diferentes

Capas de Rh(sobium Leguninosarun blovar  phaseott
5ol mutante CP 103,000 oo estresp

Felactdn 111,

cuaoRo

PESO_SECO DE NODULOS mg 2 PLANTAS-#
TOTALES.

CPMEx aseCe 16320 36.20 ‘on
CPrEx 93vce 1630

CPMEX 120vCP 1638
cPrEx Barce 1630
CPHMEX 99+ce 1630
CPMEX 1554CP 163%
CPMEX 16200 163
P i62ece 163
CPMEX 1314CP 1630

1e
CPMEX 125+CP 1630

1ece 1631
CPMEX 70+CP 1630
CPHEX 101+CP 1630
CPNEX 1654CP 1630
CPREX 1119CP 163
CPMEX 119+CP 1630
CPMEX 1224CP 1630
CPMEX 1184CP 1630

crREX BOvCP 1630 60.82  cdnfon
CPHEX 13a+CP 1630 s7.96  esan
CPMEX 15EeCP 1630 92.75 bederg



100

CUADRO 9. CONTINUACION

TRATANIENTO PESO SECO DE NODULOS mg 2 PLANTAS:

corex s0ece 1630 142,36 abcd 169.52  bedefans
cPrex 127+cP 163%° 62.53  cdeton
CoEx 1394ce 1630 3.3 on
crvex 191408 1630 3008 tan
CorEx 100vCP 1630 149.99 abc
corEx 1374CP 1630 29.01 tan
cerex 13aece 1630 15.63 an
corex 1250CP 1630 10.95 o
corex 1260cP 1630 14.88 an
cPrEx 70ecP 1630 177.95 ab

cPrex 124ecP 1630 112,80 abcans
cPrex Bzece 163% 90.53 bedetg
cPrEx 73ech 1630 1e8.2

cPrEx 1030CP 1630 07.27  cdean
cPrEX 1050cP 163 59 deson
cPrEx 1070CP 1630 82.02  cdeton
CPrEX 1100CP 1630 10. an
63 31,31 an
comEx 1300CE 1630 99.8% abcdefo
Testico o.

ma letra  son

(se  ropartan




planta.

La CPHEX 100 produjo una

a de nodulos blancos de
147.99 ng 2 planta

buro no forse nodulos verdes ni rosos,
adenss do comportar

como altamente competitiva foreando el
72.25% de nodulos de la planta. En condiciones naturale

este tipo de comportaniento posiblesente

1 nas comon, v
Por ende uno de 1os principales factores que han influido en
general en la baja respuesta de cepas introducidas, aue we
evaldan en presencia de cepas nativas tanto en condiciones
controladas camo en campo.

con

pecto a1

cepas altamente  compotstivas
(compatidores excelentes, muy buenos y buenos),

produseron una

e general

asa  de nodulos blancos mis  baja

encontrandose entre los S6 y 15 mg 2 plantas-

sin
iterencian significatives (as0.09) entre ollas. Adomss de
Que no se observs una relacisn evidente con e capacidad

competitiva, es decir, que no prec

mente 1a copa mas
competitiva produsc menos mass de nédulos blancos, ya aue
108 valores son muy hetercpénecs (CUADRD B).



Pu ssco de nidolos  fotsles  de  Phaseotus vulgarts L.
verisisd Bayo Zecatecas e o Gstudis de  Competencis  en
Sustrato Estérll.

€n 1o que se refiers a los nedulos totales, éste si
Gstuve relacionade directasente con 1a capacided competitiva

e cada uno de los grupos de cepas, va que los valore:
altos corresponden a los cospetidores buencs, auy buenos ¥
eucelentes; aunque win llevar un orden estricto, por ejesplo
Ia CPMEX 155 que forms &1 100% de los nédulos en la planta
o fue 1a que produlo 1a mixima biomasa nodular, aunque Si

queds dentro del arupo de 9 cepas que presentaron valore:

Bin giferoncias eutadisticas significativas (a=0.035) al
maxian valor obtenido, presentado por la cepa CPHEX 83 con
319.17 ng 2 plantas=s, de los cuales 211.09 correspondieron
a 1a biomasa de los nodulos aficientes (que tasbién fue el
sauine valor). E1 aismo esquema o presents l1a CPMEX 93, aue

n orden descendente presents ol segundo lugar con 287.35 mg

2 plantas=t de masa nodular total, de los cuales 187.45 ag
correspandieron al peso seco de nodulos rojos. La cepa que

ocups of torcer lugar fus la CPMEX 120 con 274.19 s 2

plantas=i, de los cuales 170.19 mg correspondieron a la masa
e nodulos rojos: en tanto que la CPNEX B4 produjo 272.48 mg
2 plantas=1 de peso meco de nédulos totales, siendo 133.70

2 la biomasa de lou nedulos rojos. Estas cuatro cepas



bresentaron @l peso seco de nodulos rojos eis alto, sin
diserencias significativas (a=0.05) entre ellas, lo que

indica que en este caso

biomasa nodular  estuve

der

orminada por el peso seco de nodulos eficientes en la
#ijacion de Nitrageno (CUADRO B).

Las copo:

CPMEX 78 y CPMEX 73 aue produjeron un peso
de nodulos totales de 233.94 y 222.05 mg 2 plantas
respectivanente, fueron las que presentaron los valores mis
alton en peso seco de nodulos blancos (188.15 y 177.95 mg 2

Plantas=i, respectivamente), por 1o que 1a biomasa nodular

entuvo representada por 1a pr

encia de nodulos ineficientes
@n 1a fijacion de nitrsgenc. Estas cepas no formaron nédulos
rojon (eficientes) y se caracterizaron ademis por presentar
Una capacidad competitiva muy baja de ant que el mutente
fneficiante formo 1a mayor biomasa nodular.

La CPHEX 155 fue otra de las copas que presents un
peso saco de nodulos totales alto (215.75 ag 2 plantas=t), e
igualaonte an este caso el peso total estuvo determinado por

nodular ineficiente (nadules verdes y blancos). Sin

ambargo, no

la fisacien @e
nitrsgeno, ya que fue una de

mjoros cepas en 1o que se
refiere a produccion de blomasa adrea, encontrindose dentro
del grupo que solo presenta diferencias significativas
(@=0.05) con los valores mawinos. La CPHEX 111 también

prosents un pese saco de nédulos totales  alto,



(estadisticanente igual al valor mixiso), con 214.31 mg 2

plantas-i, de los cuales 128.00 fueron de la biomasa de 10w
nedulos biancas

€1 resto de 1 copas  presents  valores

estadisticanente iguales (a=0.03) a la cepa CPMEX 1113 1o
cual indica que la capacidad compatitiva de las cepas est

relacionada con la biomasa nodular total (CUADRO 8.

OPERMENTO 11, Compstencia en Soele con  Copas  Natias  de

Enisobium

Marcaju de las capas con Kanamicins.

1 marcaje de las copas se realizs en un periodo de 3

nases, debido principalaente a la dificultad de encontrar

sais minimas en las que se dessrrollaran las copas mutantes

espontaneas. Esta caracteristica las hizo diferentes a la

cepa CP 163, 1a cual desde o1 principio crecit en placas

Preparadas con 100 pg de estreptomicina (est). Las cepas en

cuestien se desarrollaran o una concentracicn de 0.1 ug de
Vonamicina (Ken). Otro do 1los aspectos aque tasbien se

bservaron fue el ntervalo de concentracién en el cusl se

aon

rollaron ustas cepas, va aue se tuvieron aue preparar




placas con t

® solo 1wy de diterencia al inicio de la
seleccion de los mutantes resistentes, posteriorments fue de
5 gy luego a intervalos distintos hasta que finalmente se
100r6 obtener cepas que crecieron a intervalos de 100 bg de
Kan, obteniendo finalmente cepas resistentes a 1000 4o de
kan. Respecto a la prucba de sstabilidad, ésta fue mas
rapida, debido a que se desarrollé la misna cantidad de
colonias en las placas con 1000 kg de kan y en las placas

sin antibiotico.

ds los mutaates resistentes @ 1000 g

La prusba de nodulacién results ser positiva para
cuatro de los mutantes obtenidos (CPHEX 89, CPHEX 111, CPMEX
120 y GPMEX 155). En tanto aue, el mutante de la cepa CPHEX
131 o noduls, 1o que indica aue el antibistico afects dicho
carScter en la célula  bacteriana. Ests  efecto  fus
corrovorade al velver a realizar la prueba de nodulacién del
mutante CPMEX 131mmckan. Por otra parte la cepa  parental
tarmo suficientes nedulos, que dieron como resultado una
parte asrea vigoross, pressntinde el mivime valor de peso
seco do 1a parte acrea (CURDRO 9.

En o1 CUADRO 9 se presentan los resultados de las

Pruebas de nodulacion y habilidad competitiva de los 5



UKD 0. Median el puso seco

e

271806 e anamicina:

Zacatoc:

de 1a parte aéres v ralz
Bayo

do

s
resistentes

TRATANIENTO Pes0 S50 o 2 PLANTAS=
cerEx 155 1330 ab 0.4100 an.
COMEX 155,000kon 1,105 abea 0.5000 ab
COMEX 155,00nkant 0.880 beder 0.4850 ab
cerex 84 1.227 ave o.3850 b
e 1.075 abede o0.a150 an
CPHEX S4yomokant 0.857  cdes 0.4350 ab
cerex 120 1,010 bedes 0.3825 b
CPREX 120,0u0tan 0.917  bedet 0.4750 av
CPREX 120,000kant 0.750 et 0.9675 ab
corex 111 1,185 abed 0.4375 av
CPMEX 111,0mmkan 1.087 avcde 0.3150 b
CPREX 111, cmokans 0.633 et 0.3700 ®
corex 131 1502 8 o.4675 an
CEHEX 131 gookin 0.892 bedes 0.4925 av
CPIEX 131,000kant 0.755  des 04100 ab
CPL6S10m rzemest/esn o.5: 0.4500 an
Testisa 0.670 bedes 0.6000 a

2 sedizs Variablos con ia misma  letra  sen

.mn.smmu xqualls (TukEV. R

3 lnccutagas sun CP16Si000 iecest/esp  en

una’ relacion




mutantes resistentes a 1000 kg de kanamicina (kan). Se puede

observar que en genaral los mutantes se coaportaron de forma
semejante a sus progenitorss, excepto el mutante CPMEX
131,000kan que results ser totalsente no infective, ya aue
Pordio la capacidad de nodulacién, de ahi que presentara
diferencias significativas (ce0.05) con la cepa parental,
CPMEX 131, 1a cual produje el maxiso peso seco de la parte
aérea de 1.502 g 2 plantas=1, que en cosparacién con el del

sutante que fue de 0.692 g 2 plant.

es cast el doble

Cuando se inocule junta con el  mutante CP 1630

\r0Pst/65p an una relacién 111, el peso seco de la  parte
éres no presents diferencias  significativas con el
trataiento inoculade  con el sutante  resistents
antibisticos de 1a copa GP 163, considerada coso altasente
competitiva pero inefectiva, va que la nodulacisn fue

totalmente tneficiente (nodulos blancos).

Un aspecto muy ieportante que s

prosents e que
excepeason dal tratamiento CPMEX 1S3ieckan + CP 163000
1ot /enp, 108 denis tratamientos donde o

inocule  sunto
on @) mutante patron presentaron una biomasa de 1a parte
srea menor au

la del testigo absoluto, aunque  sin
a1 ferencian oigntficativas (4e0.05). En tanto que ol valor
Minimo due del mutante CF 16%.m ixment/osp cvando  fue

rrr—

fanbidn se puede mencionar que el mixiso valor de pesa



seco de raiz fue del testiyo absoluto: aunque ain  presentar
iferencias  significotivas con la  mayoria de los

tratanientos,

opto para CPHEX 84, CPMEX 120, CPREX
Hljokan ¥ CPHEX 111,000kan + CP 1634000 110008 t/080.

En genaral no se observaron diferencias entre la

pa
parental, el mutante y en competencia con el mutante
resistente & antibisticos CF 1630 secest/esp, en el  peso
seco de raiz (CUADRO 9).

En cuanto al peso seco v

nomera de nodulos  totale

tanpoco se presentaron diferencias significativs

antre 1a

ceps progenitara, el mutante resistente a 1000 pg

kan v
cuando s inocularon en una mezcia con ol mutante originado
Ge la cepa patren CP 163, a excepcion del mutants CPREX
131iakan por supucsto (CUADRO 10). Sin embargo, a pesar de

aque una de 1.

marcagas con kan hava perdido su
capacidad de nodulocion en la variedad de frijol bayo
Zacatecas, no podemos decir que la técnica de resiatencia a
antibioticos “inducida® sea inadecuada para  trabajos
ecologicon en Rhtaobiun leguninosarum biovar  phaseoliy

atantr

no me tenga una alternativa mejor se seguira

Utilizando o pesar do sus desventajas. ya aque s

ha
reportado que afocta parcial o totaleento la capacidad de la
bacteria para fijar nitrogeno (Scheinghamer, 1907), asi como
ia péraida o electivided  como lo  reportado  por
Zolazna-Kowalaka (1971). Jones y Bromfield (1978), con
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CUADRO 10. Modlas del peso nimere de ndduios do

‘Phassotus vulgaris L. v.m.m Bare zaca

A Srueha o noauiacion de 5 mitanies resistentus

21600 11g de Kanamicina.

PESO_SECO NODULOS _ MUNERO DE

TRATAMIENTO T2 PLANTAS=T - NobuLoS
crrex 133 0.15013 a 292,75 ab
CPMEX 155, 0a0kon 0.15890 & 00.75 o
CPMEX 153 000kant 0.11770 a 217.25 a0
comex 8a o.11587 ab 575 a6
CPMEX BA,gokan 0.11207 ab 326.00 &
CPHEX  B3,cnokant o.11600 an 436.00 &
cerex 120 9.09162 ab 277.00 o
CPHEX 120, g00kan 0.06710 e 7350 3
CPIMEX 120,c00kant 0.09923 o 357.50 @
cerex 113 015017 &
CPHEX 111,000kan 0.09953 ab
CPMEX 111 000kans 0.07112 be
cerex 131 011510 an
CPMEX 131 0m0kan 0.00000 ¢
CPIEX 131 squnkans 0.05950 e 299.00 @
CP18S1000 szcomnt/ESp 0.00085 bc  257.73a
TesTIGo 0.00000 € 0.00 b

Ge las

*inocuiaaas Junta'

Variables con la misea  letra  san

Cas medias R
gtadisticanente iuated (Tukey, @=0.031.
o1 mut

tante  CP1bSiom

©soomst/esp en



mutantes resistentes a estreptosicina, encontraron  que

fusren menos efectives simbioticarente que sus progenitores,
aunque sslo dos de ellos difirieron significativasente (P >
0.01), adenss de que fueron senos competitivos on términos
do formacion de nodulos.

Turco ot al. (1986) tasbién reportaron un estudic  de
la efectividas y capacided competitiva de  mutantes
rosistontes a  antibioticos (doblemente  marcados)  de
Rrtzobiun loguninosarun y Dradyrhisobiua faponicua, bajo

condiciones controladas, en donde encontraron que el 93% de

108 mutantes fuoron menos competitivos en la  habilidad

formar nédulos en relacien a sus cepas originales; ademis de
Que el 387 de 108 mutantes presents une disminucisn en su

capacidad do f1jar nitrogeno. Mencionan que la resistencia a

antibioticos produce alqunos casbios fisiolégicos en 1
copas.

Se tienen reportes aue dan evidoncias do que las

copas,
restatenten & antibioticos no necesariaments pierden la
capacidad de infectar al howpndero o su habilidad para fijar
nitrégeno. Gollobin y Levin (1974) observaron que mutantes

rosistent

a estreptonicina de K Japonicun conservaron su
bropiedad de infectividad y efectividad. Dorg ot al. (1900)

reportaron que @) comportasiento de & cepas

istontes 2
antivisticos  (rifampicina,  Acivs  nalidivico v

estreptonicina) fum similar al de sus cepas originales,



tante en su capacidad de nodulacion, como en el caracter de

f33aci6n do nitrégenc, ademss de que algunos mutantes fueron

4% efectivos en rolacién a sus cepas originales.

Competencia n Suelo con Cepas Nativas de Rczob(un

Los resultados mis sobresaliontes se observaron cuando

se apiicaron 40 ppa de Py O ppa de N, 1a inoculacion

con 1a mezcla de los dos mutantes resistentes a antibioticos
(FIGURA 2). EI mutante CPMEX 155akon tuvo 1a capacidad de

formar el 48.96% de los nedulos por dos plant.

. en tanto
quo el mutante TP 163100  iooest/s

p forno tan solo el
8.34% de los nodulos, correspondiéndole a las cepss nativas
o) 42.70%. Estos resultados sa deven & 1a fertilzacion

fontatada

va que en ol caso en e que se inocularon los
mutantes tanto en una mezcla con una relacien 1i1, como

cuando fueron inoculados por

parade y no se aplice
foufore, estuvieron ausentes o con un minimo porcentase de
nodulacion (2.08%, en anbos mutantes). Esto sugiere que se
dabon de tomar en cuenta otros factores tanto bisticos como
abisticos y no solamente el manejo de la cepa seleccionada
como  efectiva, altamente competitiva y de  buena
obrevivencia en condicionss adversas de hunedad.  Ex

importante tambin el use de 1a doble inoculacién, e

aectr

Copas de Rhisohiua Loguninosarun biovar phasesli y hongos
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endonicorrizicos vesiculo-arbuscular  (V-R), ya aque estos
Gltinos juegan un papel muy importante en la aportacién de
fosforo en 1a planta.Se ha reportado que la infeccién
micorrizica o fertilizacion fosfotada s un prerrequisito
bara 1a nodulacion on leguainosas en suelos deficientes en P
sy Mosse, 1980). El suelo utilizado en  este
Gxperimonto ha sido reportado como deficiente en P

(Esptnosa-Victorta

19860

0 sco de I parle wires de  Phaseotus
variedad

yo Zacateess inocslsdo con  mutsater

antibidticos en suala sin sstaclizer.

En 1a FIGURA 3, se muostra el efecto de 1a inoculacisn
con  PAlzobiun  legunincsarun  biovar  phaseoli |y  1a
fartilizacion nitrogenada y fosfatada sobre el peso seco de
1a parte sérea de la variedad de frijel Bayo Zacatecas.Se
observe que cusnde se tiene wna fertilizacién de 40 ppm
tanto de £ como de N, e obtiene el miiimo pese de 1a parte
serea (384 g 2 plantas-h), dicho valor no  presenta
i forencias significativas (a=0/0%) con el tratasients en el
cual 5o aplicaron 40 ppm de F y la inoculacien con 1a mezcla
e los eutantes de B L by phaseoll (3.6530 g 2 plantas-i),
aue cono va se mencions anterioracnte fus ol tratasiento en

1 que el mutanie GPNEX 1SSc0okan forad casi e} SO% de  los
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nodulos. Esto es de gran importancia ya que  podemos
sustituir la fertilizacion nitrogenada por la biolégica, 1o
que nos permitiria disainuir los costes de produccion del
cultive de frijol. Almarsz (1989) estiss que por  la
aplicacion de inoculantes e punden obtoner ahorros hasta
del 50% con respecto al use de fertilizantes nitrogenades
(sulfato de amenio y urea.

Esto eo reforado con los resultados de peto seco da
parta asrea de los tratamientos que fusron fertilizados con
50 ppm de N y 40 ppm de P + inoculacion y los de 20 ppa de N
¥ %0 ppa de P + inoculacisn, ast como los fertilizados con
60y 80 ppm de N + inoculacisn, que estin dentro del grupe
que no presents diferencias significativas (@=0.03) con el

mixino valor de biomasa sérea (CUADRO 11).

wro y peso seco de nédues de Phaseclus wulgaris e

varietad Bayn Zacatecss looculsds  con  mutales  resistentss @
antibidticos en susla sin ssterilizar.

El mixiso nosero do nodulos por dos plantes lo
presents o1 tratamiento en el cual se inoculs con la mezcla
de los mutantes (121.333) los cuales fueron formados por las

nativas (FIGURR 2), al igual que en los tratamientos

en los cuales se inccularcn los mutantes resistente:

antibioticos CPMEX 1SS,cokan y Cp 163i0 sscc0st/esp  por



separado, formando tan solo el 2.08% del total de nédulos
por don plantas, y aue resultarcn con 91.3 y B82.0 nédulos
por dos plantas, respectivamente; sl primero o presents

Siferencias significativas (a=0.03) con el valor mas alte
btenido. Ec imports

to mencionar que el testige absoluto

tambisn pr

ents un valor alto do nedulos (82.33 nodulos 2
Plantas=1) aunque ya con diferencias significativas con los
valores mss alton. Otro de los tratamientos que produio una

cantidad considersble de nodulos (91.33  nédulos B
plentas=t) fue el fertilizads con 40 ppm de P+ la
incculacion con 1a mezcla de ambos mutantes, los cuales
fueron formados casi en un SOL por ol mutante efective
attssente Todos estos

nedulos rojos (eficientes), ademis de ser los mejores en
peso saco de nedulos (19.1-9.467 mg 2 plantas=t).

En enoral, todos low tratamientos fertilizedos con
nitrogeno presentaron los

valores mis bajos de nodulos

(55.5-22.5 nédulos 2 plantas-t) los cuslos presontaban una
cotoracin blanca y un tamafio pequefio, 1o cual se refleja en
ol poso seco (4.125-0.567 mg 2 plantas=h, aque en
cosparacion a los valores mas altes prosentan diferencias
signaficativas (a=0.05) (CURDRO 11). Sparrow y Mam (1983)
reportaron que cuando se tiene un contenido relativasente
alto de nitrogeno (30 ppm) no se observa efecto de la
inccutacion, en cambio en un suelo con un contenido de
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nltrsgene mineral de 8 ppm la inoculacion aumenta el

rendiniento de semilla, ademas do incrementar el ndmera y
poso meco de los nodulos. Semu y Mume (1979), en un
esperinento bajo condiciones de canpo can soya (Glycine max

Mer.), observaron que al aumentar la cantidad de nitrégeno

adicionado producia uns disminucisn de la fijacién biolegica
de nitrégeno, ast como el ndnero y peso seco de  nodulos.
Sprent (1979) reports que el nitrégeno combinado inhibis la
nodulacion v la fijacion biolsgica de nitrégeno, adamis de
aue acolers 1a senectud de 10s nodulos. Tambien Glbson
(1978) habita reportado que los nitratos y otras formas de
fitrégeno combinado retardaban el desarrallo de los nedulos
¥ e concentraciones altas causava pérdidas en el peso  seco

de los nodulos v aceleraba la senuctud de los misnos.



CONCLUSIONES

- La evaluacion de cepas

fectivas de RAtzobium
Leguntnosarun biovar phaseoll por su capacidad competitiva
permitio determinar el comportamionto de 39 cepas frento a

un mutante resistente a antiviotico

+ originado de una copa
ltamente cospetitiva e inefectiva.

- be las 39 copas evaluadas B do ella

ccPrex 155,
CPMEX 131, CFMEX 111, CPMEX 120, CPMEX 100, CPEX 84, CPHEX

5 y CPMEX 162) formaron mis del 90% de 10s nodulos, de las

cusles la CPHEX 155 fue la Unica que formé el 100%.

- Las cepas que presentaron una  capacidad
compotitiva en la formacisn de nodulos mayor al 0% fuercn
a5 que produjeron un peso seco de la parte aérea mayor
(2.413 2 1.797 g por 2 plantas), debido a la presencia de
una mayor cantidad de nodulos rojos (967 a S1.67 9 por 2
Plantas) (eflcientos), que es un criterio mis convincentes

de 1a efectividad de las cepss evaluadas.



- En 1a seleccion do cepas, ol mejor indicador de

ls capacidad competitiva de una doterminads cepa  do
Phtsobiun, es el porcentaje de nodulacion.

- La evaluacion de cepas de RAtzobius Leguninosarue
biovar phaseoll por su capacidad competitiva se debe llevar
2 cabo en diferentes genotipos e frisel, por  la
oapecificidad @ 1a copa por @1 hospedero, ya aue de 39
cepas efectivas evaluadas, 17 se cosportaron como
inofectivas, en 1a variedad Bayo Zacatecas.

- €1 natodo de Graham (comun. pers.) para evalvar
copas de RAizobiun, por su capacidad competitiva en este
cazo RALzob(um Leguainosarun biover phaseoli es cantiable,
va aue o5 posivle reproducir los resultados.

- Ln técnica de resistencia inducida a antibiotices

puede ser usada para 13 identificacion de copas Rhizobium

biovar  phaseot,

mientras

efectividad y habilidas competitiva de las ai
o so tenga una tecnica mas apropiada.

- El mutente CPPEX 15S.cckan requiere de  una

concentracisn de 40 ppm da P en el suslo para pod
manifestar su potencial competitive en la formacien de
nodulos, en 1a variedas Bayo Zacatecas.

- La seloccion de  copas  por  su  capacidad
compotitiva nos properciona un criteric mis para determinar

si una copa puede ser recomendads para Su uso  como



incculantes win eebargo, es necesaric  corroborar  su
comprtamiento en suelo no esterilizado tanto a nivel de

Anvernadero como bajo condiciones de capo.
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Extracto de Levadura 159
ranitol 1009
fgar 1509
Aqua 10000 m1
Solucin de Rojo Conge®  10.0 ml

e ssicions roje congo.

' Mo Heva ni_agar ni rojo conge

“Solucion de Rose Congos 1 o en 400 a1 de agua.

€1 pH se ajusta a

Se esteriliza a 18 iibras durants 18 min.



APENDICE 1)

SOLUCION MUTRITIVA SANONAN CSummorfield ot
077>

MEDIO — sasico
CaeOy)2- 44,0 0.08 ¢
S0, " 70 ol33 g
caso, 027 §
K380, 036 g

o

Agua’ 19900

Sa asusta a pH 7.
Se exteriliza a 10 1ibras durente 18 min.
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