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RESUMEN

El presente t:abajo se realizd con el objetivo de evaluar el efecto
de la inoculacién de semilla de alfalfa (Medicago gativa, L.), con
tres cepas (Rhizobjum meliloti) y una multicepa, ~sobre 'la
‘proddccién de materia seca. Para la obtencién de material ée
realizé un muestreo de suelo, plantas y n6dulos en parcelas de los
municipios de Zumpango, Tepozotlin y Cuautitldn, donde emplean
diferentes tipos de agua para el riego del cultivo de la alfalfa
{aguas negrés, gris y blanca). La preparacién del inoculante se
realizé en laboratorio con los n6du10§~de l;s plantas muestreadas,
depositindolos en un tubo de emsayo con agua estéril y destilada
por espacio de 5 minutos, posteriormente se desinfectaron con una
soluéién de etanol y se exprimieron sobre qajas con medio agar rojo,‘
congo, incub&ndose a 30%C, hasta aislar totalmehte\las colonias
ca:acteristicas de Rbizobjum; al mismo - tiempo, los suelos
muestreados fueron secados al aire y tamizados en una criba,
posteriormente ge,esteiilizaron‘en eétufa a. una presién de 15
libras durante 30 min. Con los t{gb tipos de suelo y le capa de
‘Bhizghium .8e prepararon 4 tratamientos, que fueron: semilla
inoculada en suelo esterilizado, semilla inoculada en suelo no
esterilizado, semilla inoculada con multicepa en suelo esterilizado
y semilla ho inoculida en suelo no esterilizada o testigo, cada
tratamiento cohté con 5 repeticiqnes, lo qué originé un trabajo de
60 macetas, porylo que se implementé un disefio experimental de

bloques al azar para analizar los datos del presente trébajo’



Los respultados de esta tesis indican -efectos éignificativos
(P<0,08) en los4tratamientoa esterilizados e inoculados con unicepa
y multicepa respecto al testigo para las variables: Peso seco de
biomasa aérea, tamafio de rafz y ndmero de nédﬁloa, estos efectos -
gon atribuidos a la presencia temprana del inoculante en la
‘gemilla, lo que originé el desarroilo de nédulos fijadores, sin
embargo la esterilizacidn del suelo fue el factor principal‘en la-
ptoduccibn de biomasa, debido a la reduccién de agentea
competidores y fitopatégenos que facillté el r&pido desarrollo de
lo8 organismos fijadores en las rafces. As{ mismo, se comprobd que
las cepas inoculadas fueron efectivas, puesto que el ndmero de

nédulos y peeo en forraje seco fue mayor a los no inoculados.

‘Be demostrd la existencia de Rhizobium nativo en los tratamientos
inoculado-no = esterilizado vy testigo debido a nodulacién
desarrollada, ademﬁs se comprobs - que el Bhizghium nativo esta
adnptado a las condiciones de su medio ambiente ya que la
produccién de biomasa aérea en estos tratamientos se incrementd

notablemente durante el tercer corte, én éomparacién con los
tratamientos inoculados. |
As{ mismo, se encontrd un efecto de suelo sobre lds resultados
obtenidos en peso seco de biomasa, tamafio de raiz y nimero de
nédulos, a pesar gue los resultados en forraje no fueroh

significativos (P>0.05) el peso total de los cortes realizados a la



alfalfa indica que el suelo de Zumpango desarrollo mejor produccién
de biomasa aérea en comparacién con los otros. Si bien, 16_8 suelos
mueastreados presentan  similitud  geolégica by edafolégica, ia

diferencia de produccién encontrada se atribuye a un mayor

-contenido de minerales, acumulados debido al tipo de riego einpleado ,'

(aguas negras) en-las parcelas de Zumpango.



I. INTRODUCCION.

ELl consumo de fertilizantes va en aumento en el mundo debido a la
necesidad de producir mas alimento para el hombre y forrajé para el
ganado. Es posible que a corto plazo, la humanidad se enfrente a
una escasez de los mismos, lo que obligarfa a usarlos con. mayor

eficiencia o a buscarle sustitutos. La lejania de los centros de-

' diatribucién de los insumos agricblaa; o de . las dificultades de.

tranlporte, hace ya de por si que la presencia de los fertilizantes

sea esca-a o nula.

En el ‘suelo y la atmésfera  existen graﬁdes réservaa de -

nutrimienton, por ejemplo, en la atmésfera que existe sobre .una
hectltea de suelo hay al rededor de 78,,000 toneladas de N, y en

los primeros 20 cm de suelo también en una hectédrea existe

- alrededor de 5.6 ton de N (GSmez, 1983) y 5610 una mfnima parte es

‘utiliaado por las plantas.

El nitrégeﬁo, es el nutrimento que més limita la pfodﬁccién
ptimntia sobre él suéloQ Esto es especialmente critico‘puea para.
fianel‘de‘aigio se nebeaita duplicar la produccién de cereales de
1.3 a 2.6 x 105 toneladas, y cuadruplicar la produccién deU‘

leguminosas de grano de 0.13 a 0.5 x 109 toneladas para satisfaCer

_ laa necesidades proyectadas para entonces. , .



Normalmente la produccién de fertilizantes no alcanza a cubrir la
demanda para las dreas cultivadas, por lo que es necesario buscar
otras alternativas de solucién al problema. La utilizacién de

especies microbianas como las bacterias del genero nhizghinm en-

_ leguminosaa como la alfalfa, es una alternativa, ya que tienen la.

particularidad de fijar el nitrégeno atmosférico simbiét icamente,
lo cual es muy dtil en la agronomia y por lo tanto en 1la

alimentacion mundial.

La alfalfa, ademis de estar asociada con la fijacién simbi6tica del
nitrégeno constituye una especie forrajera fundamental en las
raciones alimenticias del ganado y sobre‘todo delfgqnado bovino, .
productor de‘leChé de alto rendimiento débido a au:elevado,nivel

nutricional. La favorable cdmpqsicién quimlca‘de la alfalfa se Uné

" a’ su gran apetiéibilidad por el ganado (especialﬁente los

‘rumlantes), lo que hace que los animales aumenten Bu ingestibn de

materia seca, que al ser de tan alta calidad, permite la 1691cl,

transformacién en una mayor cantidad de producto,kbien sea carne,

leche, 1ana,'etc., contribuyendo con ello a mejorar la alihentaciénf

del hombre.

" El presente trabajo consiste en estudiar la relacién simbiética que

existe entre la alfalfa sembrada en suelos de Zumpango, Tepozotlin
y de FES-Cuautitlén e irrigados con agua de tipo negra, gris y
blanca, con el fin cuantificar su rendimiento al ser inoculadas las

semillas con cepas de Rhigobjum bajo condiciones de invernadero,



II. OBJRTIVOS.

- Identifiacr la existencia de rhizobium nativo en los

suelos muestreados.

- Evaluar el efecto de los diferentes tratamientos.

rhizobliolégicos sobre la produccién de materia seca de

alfalfa (Medicago gativa).

- Evaluar el efecto del tipo de riego en. los suelos

muentreados.

' 131, REVISION DB LITERATURA.

. Frecuentemente ha sido llamada la élfalfa la reina de las planﬁas

.‘fbrrajeraa. villax, citado por Del Pozo (1983} hace una lista de

las que él'llgma'”}aa doce granden" éapeciea pratenses y en lugar

preferente sitda a la alfalfa. Es esta planta una pieza fundamental

,‘en la nlimentlci6n del ganado, cuyaa producciones ocupan cada diaw

“un més importante lugar en la alimentacién del hombre moderno.

3.1. LA ALFALFA,
3.1.1. ORIGEN B NISTORIA.

La alfalfa'se extiende'por todo el mundo. Sin embargo, dada la gran

variedad de ecotipos existentes en estado espontineo en- las

reglones, se fija su drea de origen en Asia Menor y sur del -



C4ucaso, abarcando esta zona geogrifica Turquifa, Siria, Irak. Irén,

Afganistdn, parte occidental de Paquistdn y Cachemira.

Los misioneros espafioles tambi&n la llevaron  consigo a 8us

establecimientos de Nuevo México, California y Texas (Del Pozo,

- 1983) .

3.1.2. IMPORTANCIA ECONGMICA.

‘El interés que presenta la alfalfa ha determinado que su‘expahsién

sea tan completa éomo para conocerse y cultivarse practicamente en
todos los pagses del mundo, contando con una extensién del cultivo

en el mundo de 33 millones de hectéreas.

”1En América, Estados Unidos es el pais de mayor superficie cultivada

,‘de alfalfa, con mis de diez millones de hectdreas, casi un 90% de

las mismas  se encuentran en los estadoa‘noiteﬂos‘centtales y
océidentalés. Estos mismos estados son los ptincipales‘prgductdtes
de séhill&, fundamentalﬁehte ‘Dakota, Califérnia y Kangas. El
aumento;del irea.de alfalfa en México es mucho mis teciehte, aunque'
probablemente mis tapido.’Ello convierte a‘ﬁuestro pais'en los

mayores importadores de semilla del momento (Del Pozo, 1983).



3.1.3. CARACTERESTICAS BOTANICAS,

Es la familia de las leguminosas uno de los grupbs de plantas mis
importahtea en la agricultura de todos los pafses. Comprende una

numerosa lista de especies con variadisimas finalidades

productivas; grano, forraje, abonos en verde, etc,

3.1.3.1. LAS HOJAS.

La alfalfa esta normalmente dotada de hojas compuestas. Estas hojas
constan deleltipuln, peciblps, raquié, peciélulos y folfolos. Laa'

estipulas son una reja de apéndlces‘, ~a modo de pequeflas hojas

‘situadas en la base y a ambos lados del pecfolo.

El peciolo es a modo de un pequefio tallo que une al raquis al resto k
de la plaﬁta. Los folfolos son como pequefias hojas, el conjunto de

las cuales forman .11 hoja propiamente dicha.

‘Las hojas son ylmpar!‘.pilinldn inserténdose por parejas en el féquls. '

" Bl haz de los foliolos suele ser de un verde mis intenso que el

envés, generilmente més pubescente y con: marcadas nervaciones. .
3.1.3.3. LA DLOR.

La flor caracteristica es de la subfamilia papilonoidea,-' con’

colores vistosos que suelen variar del amarillo al violeta, Flore‘s

5



pentdmeras con cinco pétalos distintos que reciben los nombres de:
estambre, el pétalo superior que suele ser al mismo tiempo el
mayor; las alas, situadas a ambos lados del estandarte y-
completamente separadas del mismo, finalmente los dos Gltimos
delanterns se encuentran soldados por uno de los bordes‘y' forman lo
que se le llama quilla. Queda pues la corola formada por tres

pétalos separados y otros dos unidos a una sola pieza.

-3.1.3.3. BL FRUTO.

El fruto tipico que viene a dar hombre a-la familia de las

 leguminosas es la legumbre., Se trata de un fruto seco, alargado y

comprimido, que adopta diversas formas, dehiscente, con  las
semillas en una fila correspondiendo con la ya seflalada posicién de -

los &vulos en el ovario. La dehiscencia se realiza a lo 1a£go de la

‘sutura dorsal y/o ventral,

3.1.3.4. LA SEMILLA.

‘La semilla de las leguminosas estd fdrmada‘por el funiculd,

- tegumento, embrién y albumen. El funiculo no es mis que el soétén :

de la semilla por llo que esta permanece pnida ala piacénta. Una
vez madurado el fruto y las semillas, el fuhiéulo;normalment‘ek se
seca y desaparece, libréndose de esta formé la semilla, ‘ ;

El tegumento envuelve a la semilla al n-lisn.m tiempo que le sirve de

proteccién, Es el tegumento el que procura la coloracién de lav

6



semilla, es impermeable y solamente después de un prolongado
humedecimiento (por ejemplo, en la germinacién) se logra ablandarle

y reducir esa impermeabilidad.

- E1 tegumento est4 constituido pot varias capas que varfan segin lé '

especie en la forma particular de sus células y en el grosor

relatlvo de ‘las mismas.

El embrién constituye lo que una vez debidamente desat:olladé gerd

la futura planta (pléntula); por tanto puede obser&arée

‘pt&cticamente las mismas partes que ostenta una pianta gduita.

El,albﬁmen en la alfalfa de ha reducido sensiblemente, ConiﬁituYé‘ 

un teji§o.de reserva, rico en azdcares, que facilita laiggrmlhaciQn‘

- del embrién (Del Pozo, 1983).

3.1.4. CLASIPICACION TAXONOMICA.

FAMILIA: Leguminosa
| suapau:n1A= Papilonoidea
TRIBU: Ttlfoiieae
GENERO: Médicago
ESPECIE: Sativa



3.2, INPORTANCIA DE LA PIJACION DEL NITROGENO.

~ Bl nitrégeno, debido a que es un elemento indispensable para toda

forma de vida, es el constituyente principal de las protefnas.

La presencia del nitrégeno en el suelo en formas quimicas

‘asimilables para las plantas (nitrica y amoniacal) generalmente se

ve festringido, mientras que el aire contiene este elemento en un

80% (Sprent, 1980).

‘Debido a que el nitrégeno (Ny) en su eatado natural gaseogso es una

molécula inerte. y de las m&s estables que se conocen, muy.

diffcilmente se puede usar en forma directa, por 1o cuél, es muy

~1mportante para la vida las transformaciones de éste a formas que‘
laa plantas . puedan utilizar, ya que como se sabe, las plantas‘

J~azu1es entre los primeros £ijadorea del nitrégeno gon parte de los

primeros eslabones de la cadena alimenticia (figura 1)-;

Entre los microorganismos de vida‘libie que fijan nitrégeno se

‘menciona a las bacterias Clogtridium, llﬂhlnhlt v Beiiri ’Ii( y

también a las algas verde azules entre los primeros fijadorea

(Véaquez, 1986)



CICLO DEL NITROGENO

N ATMOSFERA N

Figura 1 Versién simple d§1 Ciclo del Nitrégeno (Sprent, 1980) .

Al . proceso de transformacién de 1la eat:uci;ura molecular del
nitxégeno, que incluyd el rompimiento de su molécuii Yy su ppaterior,
reaccién con hidrégeno. para la forrﬁacidn en primer lugar del ’
‘a.mcnf.aco y en forma uubaecuente‘de otras moléculas nitrogenadas se

‘le‘ denomina fijacién de nitrégeno.

Cuando dicho p'rocesd es realizado por diferentes microorganismos

‘que poseen en su estructura un complejo sistema enzimético capéz de

9



transformar el nitrégeno molecular se le conoce como fijacién

biolégica del nitrégeno (Visquez, 1986; Agrios, 1986).

La capacidad de utilizar y guardar el gas nitrégeno (N,} como
fuente. tUnica es muy restringida, ni las leguminosas y los
microsimbiontes pueden fijar dinitrégeno (N,) cuando estén

separados, la morfogénesis de los nédulos crea las condiciones que

se requieren para ello al funcionar simbioticamente,

La fijacién de nitrégenoc simbidtico se observa principalmente entre

las leguminosas y las bacterias del género Rhizobium (spp.).

Las bacterias simbiontes se establecen en el sistema de rafces y
conforman nédulos, es en ellos donde sge transforma el nitrégeno
atmosférico a las formas quimicas utilizables (Orozco citado pof
Vésquez, 1986), como glicidos y energia a laa‘Qacterias mediantevla
fotosintesis, la bacteria aporta hidrégeno sobre el nitiﬁgeno del
aire para formar el gas amoniaco (Nﬁﬁ el cual pasa a :ravés‘dél‘

xilema 'dg las hojas donde se utiliza los iminoaqidos 'y las

‘protefnas (Gross, 1976 y Brock, 1978; Alexander,. 19843 sénchez,f"

1988; Agrios, 1986).

Brill (1975),’discute que existen algﬁnaskcepas de Rhizobium que
gintetizan khidrogenasa, una enzima que convierte el hidrdgeno
molecular en_electronea Y Protones para ser re-ﬁsados(por la

nitrogenasa. La hidrogenasa puede, por'lo tanto, servir come una
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clase de regulador que deba convertir a las bacterias fijadoras de

nitrégeno en mds eficaces energéticamente.

Por otra parte Sénchez (1988), Brill (1975) y Romero (1991)
mencionan que la enzima llamada nirogenasa (Nase) la utilizan los

microorganigmos para reducir el dinitrogeno (N,) en amonio (NH').

La nitrogenasa fija el nitrégenc reduciéndolo a amonfaco

y esta consta de dos componentes:

- La componente hierro proteina

(Fe-ptote!na ) azofertodoxina, ) componente 1),

- La componente hierro-molibdeno protefna

‘(FE-Ho-proteIna, o componente 1I).

_Lon ‘dos componenteu catalizan la teduccién del . nitrégeno s6lo

cunndo estén combinados, pero no solos (FAO, 1985)

- Los requisitos para la fijacién del nitrégeno gon los sigUientgs;:‘

+ Una enzima nitrogenasa.

- Una fuente de_tilfosfato adenigivo (ATP).
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- Una fuente de poder reductor.

- Un sistema que proteja la enzima de su

inactivacién por el oxigeno.

- La r&pida desaparicién del nitrégeno de BuU lugar de
. fijacién para evitar la inhibicién de la nitrogenasa
(FRO, 1985). o |

k Por-otra harhe el nitrégeno fijado puede ser:

- Aprovechado por la planta hospedero.

- Ua;do por plantas no leguminosas que crecen en

. estrecha relacién con las leguminosas. o

-‘Aprovechado por el cultivo siguiente cuando §1 
nitrégeno queda en el suelo después de la muerte y

descomposicién de los ndduloe‘(Brldy,‘1977);‘

" Se tiéne conocimiento que la cantidad de nitrdgeno fijado varia

segldn la especie de leguminoaa,_h continuacibn eh ei tabla 1 se

preséntan dichos datos.
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| Tabla 1. Captidad media de nitrégend fijada por hectirea en

algunas leguminosas.: j
- Leguminosas . Nitrégeno ;
‘ £ijado kg/ha
Alfalfa a2
Trébol ladino , "' 203 - ?
‘Lupinb azul a 208 o ,,;
Trébol rojo , 129 o
Trébol blanco T
Trébol bur o 120
Lenteja B R
 Kudzd 99
Lespedeza ‘ 95
u.dig.gg (otras especiea) | 88
‘, Veza-ebo . ‘ - 92
<'Ch£chiro : 77
Soya ‘ 57 -
Prijol | | TR | S
Fuente: Erdman (1967), citado por V&squez (1986); ﬁughea'(1978).. %
Una vez que se formé totalmente el nédulo iayfijucién del nitrégéno“ f
continda hasta la formacidn de semillas, cuando esto éucedé, en los g
nédulos ¢omiehzan'1a sehecensia{ Sin embargo, los bactéroides é
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permanecen viables; con el tiempo el nédulo muere pero muchos
sobreviven hasta la siguiente estacién de

desarrollo (Sprent, 1990).

3.3. NODULACION.

Los nédulos-de la rafz son estructuras bien organizadas y altamente
eépecializadas que se forman en las rafces de las leguminosas una

vez que han sido inochladas por algunas especies de bacterias del

género Rhizobiup (Agrios, 1986).

3.3.1 PROCESO INPECTIVO,

‘La infeccién de las leguminosas se produce solamente en ciertas

zonas de 1a rafz transitoriamente susceptibles; Numa, (1962) citado
en ?AO, (1985). indicé que, al principio, 1a infeccién"est6~
festriﬁgidi a unas pocas zonas anchas, a lo largo de 1a§ r|£Ces, |
pero que deﬁtrd‘de eaaé zonag hay 4&reas de 1n£ec616n~much9 mﬁb

densas:

3.3.1.1, PASE DR PREINVECCION,

Sargent . (1987) y Young (1988)' menciona que las paredes de las
células vegetales estin formadas por fibrillas céiulociticas

encerradas en una matriz de sustancias pépticas hemicelulosas,

. proteinas y lignina. Antes de que ae desarrolle la estructura

14



nodular el paso inicial parece involucrar la liberacién de
productos dé excreqidn vegetal, los cuales son atractivas y
estimulantes para el rizobio y bacteriaaken general, Hughes (1981)
por‘su parte menciona que también existe un mutuo reconocimiento

entre el Rhizobium 'y las leguminosas.

Las bacterias del género Rhizobium para poder degradar las paredes
celulares vegetales, ‘proéucen‘ un nimero = de - substancias’
biolégicamente como las celulosas (B, 1,4-gluconasas),

hemicelulosas, glicésida‘péctica {agrupada como poligalacturonasa)

 y lipas pépticas (transeliminaaas) Parke {1991). Otro &cido llamado

4cido giberélico que se produce en los nédulos formados, tiene la

particularidad de inhibir el desarrollo de nuevos nédulos (Garcfa,

1993},

‘Por otra parte uno de los aminodcidos exudados por las réicee,:que

se le ha dado especial atencién es el trlptbfano, el cual se ha

obsexvado que‘puede~ser~f(c11mehte convertido.ﬁor‘Bhizghunl;a‘

“fitohormonas como el &cido‘indolacético {IAI) {Lie, 1981).

.

El IAI se origina por la oxidacién del triptofano y‘en presencia de

un cofactor desconocido parecg- que éstimula_ la £orméqibn y
elongacibn de los pelos radicales, induciendo alicurvamiento Yy
ramlfiéac;én‘de 1os'miamos {Nutman, 1971 citado por Vdsquez 1986),
ya que por s{ solo el AIA no causa la deformacién d§ és8tos pelos

radicalee‘,
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En la actualidad se cree que un dcido nucléico y un polisacirido o
proteina son los causantes de tal deformacién (Alexander 1980 y Lie

1981) .,

‘Ademd&s del AIA, s8e ha ldentificado otros reguladores de
_ crécimiento, otras auxinaas, 4dcido giberflico, citocininaa, 4cido
abscfgico y etileno en las raicea de las pléntulas, pero ain no se

ha encontrado la funcién especifica de estos factores {Date, 1976).

Se observa que antes de la infeccién los rizobios y los pelos
radicales se unen estrechamente (Lie, 1981), lo cual eas
perpendicular -a 'los pelos radicales y se atribuye a una fuerte

polaridad de las células de Bhizobium (Turgeon, 1982).

Se éup6ne.que la responsable de dicha accién es la lactina; se greé
que por accién de un puente molecular entre 1os ant[genos‘cbmuhes
‘0 la reaccién cruzada de las rafces y las céluias de Bhingigm ests
en . contacto con las raices de las lgghminOlas; la infeccién se
~ 1leva acabo casi sin excepcién en los pelos radicales marcadaménte 

curvados  (Turgeon, 1982).

" La produccién de estas sustancias se localiza en la superficie de
~los pelos radicales y su funcién consiste en suavizar la pared
celular de tal manera que puedé',ocurrir la deformacisn

caracteriética o enchinamiento de las raicillas o pelo, que
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representan el inicio de la infeccién (Young 1988; Alexander 1980;

~Sprent, 1990).

Yao ylvincent (1969), citado en FAC (1985) y Huges (1981}, citado
por,Barlaﬁdas (1985) distinguieron grados de encurvamiento en los
pelos radiculares y determinaron que es = producido dnicamente pér

las bacteria capases de infectar la rafz, en tanto que el IAI

" produce una deformacién més generalizada.

En el desarrollo de la estructura nodular el paso inicial parece

involucrar la‘liberacién de productos de excrécién vegetal, ;alea

como el triptofano que son estimulantes para Rhigebium y bacterias -

en general, las cuales producen a la vez Bsustancias que son

estimulantes péralla_planta como el IAI (Alexander, 1980).

~En. - el proceso de  infeccién pueden participaf las v

fitohemogluteninaa, o lectinas: estas sustancias son pfoteinaa con

‘ nna afinidad egpecifica kpor ios' poliaac&ridqa' Yy c0n  ciertas

“propiedades iicticas; guelen encontrarse en las semillas de las

leguminosas.

Segln alguhos investigadores, iaa lectinas despojan a la bacteria
de su envoltura de polisacdridos lo que permite una asbciacién méis
estreéha entre el huésped . y la bacteria (FAO; 1985).. Algunos

investigadores afirman que la poligalacturonasa desempefia una
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funcién en el proceso de preinfeccién, mientras que otros la ponen
en duda (FAO, 1985).‘Sin\embargo, ge ha demostrado que existe una
estrecha reiacién entre la tasa de leg-hemoglobina en los néduloé
y en la éficiencia de la gimbiosis leguminosa—ahingigm'(Viertanen,
1939), la cual se mantiene hasta el decaimiento de la actividad del

nbdulo.

El‘inicio de la infeccitn radical es facilitédo.pbr la produccién

de pbligalactdrbnasa por la bacteria, que degradah los‘enlacea‘a

1,4-glucos£dicos de los pelos radicales permitiendo el ingreso del

 filamento de;infec;ién‘(Martinez 1986, citado por Reginensi, 1992).

3.3.1,2. ZOMAS DR INPECCION DE LAS RAfCES.

En hbdob los suelos se puede encontrar Bhizghium,'peto normalmente

- no. f1jan nitrdgeno,,y la colonizaci6n apropiada se da en el‘estadé

" joven de la planta cuandd las hojas comienzania aparecer.

" El proceso de infeccién para la nodulacién se inicia normﬁlménte eh :
'las células de la epidermis que han terminado su elongacién pero

‘que no han alcanzado el estado de pelo radicular emergente, ya que

en cortes de seccionamiento seriado de pelos radiculares, estos

autores -encontraron desarrollo de la infeccién 86lo en pelos

. radiculares cortos y emergentes (Bhuvanesweri, et,al, 1980 citado -

por Bérléndas;'1985;‘8prent, 1990) Figura 2.
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INFECCION DE LA RAIZ

PELOE LA
RAIZ INFECTADA

HILO DE
INFECCION

'Figura 2. Iluntrac%én deyla inféccién de la réiz de ugdimp_jm ‘

por Rhizobium meliloty (Postagate, 1971).

3.3.1.3. PENETRACION DE BACTBRIAS.

~Sprent (1990}, ~menciona = que los rhizobios puedén Cvivir

. sapr&ficamente en el suelo hasta que encuentran un hospedero como

la alfalfi.
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Las bacterias Rhizobium que viven en 1los nédulos radicales
inicialmente se comportan como fitopatégenos, invadiendo los pelos
de las rafces primarias o secundarias de las pléntulas jévenes

(Carlsaon, 1973; Agrios, 1966).

La entrada de microorganismos se efectia normalmente por los pelos

deformados de la rafz, después de la penetracién o invaginacién

. inicial de la membrana prima:ia de la célula capiiar, ge continda’

con la formacién de un tﬁbo cuya sﬁperficie interna est§ recubierta

- de celulosa: contiene rizobics colocados con los extremos unidos;

se forma un cordén de infeccién parecido a una hifa, que se

ramifica dentro por lo~genera1 en una mptriz de poiisacitidqs.

Las-badtqrias ge liberan dentro del ci;dplanMa\de las ceiulas

~ radiculares, y poco antes o 1nmediatamenteidenpués dé la liberacibh‘:

'tiene lugar un periodoide répida'divinién;celular gn‘la~iaiz

(V&squez, 1986; FAO, 1985; Hughes, 1981).
3.3.2. NECANISNOS DE FORMACION DR MSDULOS.

Los nédulos representan un crecimiento‘anOtmal, peto\oréanizado;
que constituye una nueva estructura considerada‘éomo érgano “gui
ggng;ig", que difiere de forma cuaiitativa y especifica de'lds‘que
se encuentran normalmente en la planﬁa (Anaya, 1987 y Ko, 1990)

Figura 3.
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La funcién de los nédulos es fijar dinitrégeno {N,) para beneficio

de la planta en su conjunto lo que permite su crecimiento en

‘deficiencia de este elemento (Russel, 1985 citado por Garcia,

1993},

‘Lbs nédulos estdn formados por’ azicarea aintetizados en las hojas

y el nitrégeno protéico producido en el nédulo, el cual‘a‘éu Vez‘se-

transloca a través de la planta entera (Walter, 1984).

Virtanen (1939), neﬂala.éue los microorganismos de las leguminosas

viven en nédulos radicales, los cualeg‘toman el nitrégend del suelo - :
Y lo sintetizan en formas complejas, considera ademis que los’

nédulos son el iiinltndo de la irritacién de la sdperfidié‘de lé‘

raiz, o

La infeccién pgnztrd por -las células cdxticalés del pe10‘radicai,

o entre ellas, hacia la estela o cilindro central, en las células

' tetrafoideas de la corteza interna ocu:tek una divisién de
solamente algunas células corticales que forman un grupo compacto

' de células de abundantd‘citoplasma, el cual da origen al nédulo

metiptemlciqo por lo Que los nédulos poaeeh dos veces el nimero de

cromoscias caracteristicos'de las célulaa.xnuy ihportanteb son -

volumen y duracién de tejido central que‘contiene a los bacteioidea

y leghemoglobina (Carlson, 1973; Srhoder, 1970; Turgeon, 1982).
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Bral y Shantharam (1980), mencionan que después de‘ la gran
proliferacién de Rhizobium dentro de las células de la raiz, estas
bacterias sufren cambios bioquimicos en sus membranas celulares,
mientras la célula huésped engloba a las bacterias cén una membrana

proveniehte de su membrana plasmitica,

La proliferacién de rizobios se atribuye a la presencia de factores

de . crecimiento «(biohi;a y tiamina) y fuentes energéticas
(carbohidratos y amohoécidos) (Date, 197§). Bral y Shantharam
: (1éeb)vmencionan qué fragmentos‘dh la membrana e#terna de nhingium
gson degechados durante la tranaformncién de~fbactgriaa a

‘bacteroides, las cuales persisten dentro de la membrana envolvente,

Lé‘frecuencia de la distribucién de los nédulos ‘a lo largo déi‘

sis@ema radical estd detexminada por factores que'cbh;rolan los
paéds en éécuencia para la formacién del nédulo: a) acumulacién de

las bacterias en la rhizésfera, b) infeccién de los pelos radicales

que culmina con la formacién de f£ilamentos de infeccién dentro de
" la corteza y c) induccién de crecimiento meristemftico local en la

_corteza radical (Hotter, 1991; Reginensi, 1991).

Carlson (1973), considera a los bacteroides alojados dentro de la

membrana como vacuolas infectantes; las cuales contienen de dos a.

ocho bacteroides. Estas vacuolas pueden estat inteiconectadas por '

medio de tidbulos de membrana plasm&tica.'

22



Las células de la rafz cuando comienzan a engrosar con la bacteria

infecténte en desarrollo asumen formas inusuales. En este estado la

bacteria es llamada bactéroide y es rica en nitrogenasa (Sprent,

1990) .

La forma del nédulo ‘estd determinada en primer lugar, por la

especie de leguminosa, aunqué puede ser modificado por el grado de

.efectividad de la cepa bac\:eiianh agociada y esta definida por el
material meristemético; puede sér redonda, oval, alargada, en forma .

' de masa, ramificada, coraicide o en forma de collar {Islam, 1987;

Reginensi, 1991),

Después de la infeccién se inicia la sintesis gradual de

1egheﬁloglobina en el t:eji‘do' de la célula huésped, esta es una -

proteina que contigne hierro parecida a la hemoglobina, por lo que

dos semanas después el nédulo fijador de hitrﬁgeno adquiere una

“coloracién de rosa a rojiza (Brock, 1978) .

El color de los nédulos varfa desde rojo hasta blanco. Cuando
vtunciona con efectividad tiene una regiéh roja relativamente més

‘_ grandé debido a la presencia de leghemoglobina, 1la cual puede

enmascararse a veces por pigmentos externos de la rafz o por

pigmentacién obscura del propio tejido central del nédule. El

kpigme‘nt:o rojo (antocianina), asociado con simbiosis menos efectivas

puede ser confundido con la leghemoglobina, pero se distingue: por

su localizacién en la corteza externa y por su solubilidad en agua,
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Los nédulos expuestos a la luz pueden llegar a ser verdes debido a
la clorofila de los cloroplastos,. perc un color verde en la regién
basal puede indicar la modificacién del leghemoglobina en
biliverdina debido a la respuesta a condiciones no adtiaféctoriaa
para la fotos{ntesis y 15 continuacién de la fijacién (Slattery,
1989 y Whitehead, 1970 citados por Garcia, 1993).

FORMACION DEL NODULO

Figura 3  Secuencia tfpica de los eventos que conducen a la.

formacién de un nédulo indeterminddo en el caso de las legﬁminoaas

y trébol, (Alexander,‘1980),
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3.3,2.1. ESTRUCTURA DEL NODULO.

Histolégicamente, el término "nédulo maduro’ se aplica a aquella

fase en la que todos los tejidos esencialesypara la funcién nodular
estdn bien definidos estructuralmente. Los nédulos se integran en
la fisiologfa general de la planta y por lo tanto, son susceptibles

de cambios que afectan a 1; nﬁtricién, a la fotosintesis, a las

variaciones de lugar y a los efectos fotoperiédicos y fotoquimicos

(Walter, 1984; FAO, 1985). El nddulo médﬂro estd caracterizado por

cuatro zonas distintas de diferenciacién tisular:

a) La portoin‘dol'nﬁdﬁloc Este téjido eptd formadb.pof los cuatro-.

a diez estratos celulares mis exteriores del parénquima no

infectado; se distingue facilmente de‘ia corteza de ia rafz por su

compacidad y por el menor‘tamnﬂo‘de célhlas.

b) La sona meristemdtica: Es la zona del crecimiento del nbdulo, y

estd compuesta de células en estado de divisién ‘activa y de '

crécimiehto. En esta regién, el proceso de formac16n~dq tejidos es

constince " mientras funcione el nédulo, Todoé_ los “tejidos‘

especializados dentro del nédulo tiemen su origen .en la

diferenciacién celular dentro del meristgma.

- Labposicién, tamafic y duracién de esta zona varfa segln la
‘especie huésgped, en la alfalfa la posicién dé los nédulos es

apical, son elongados y de formas irregulares.
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c) El sistema vascular: Este tejido sirve para el transporte de
nutrimentos de las plantas al nédulo y a su vez, para transportar
a la planta huésped las substancias nitrogenadas vy otros

subproductos metabblicos de los rizobios,

Carlson (1973), wmenciona que la vascularizacién se hace evidente de
tres a cinco dias después de la invasién del pelo radical, cuando

la infeccién ha penetrado dos o tres capas, a la vez continda la

divisi6n de las células del parénquima cortical, Doé o tres semanas .

después de la infecci6n, una. envoltura de esclerenquima se

diferencfa sobre la corteza externa a las cuatro semanas

posteriores a. la infeccién, y previene cualquiér nueVo_incremento

en el tamafio del nédulo, Figura 4. El proceéo de fijécién imp;ical

la apéricién de alteraciones morfolégicas en ambos simbiontes, como
la formacién de nédulos, formﬁcién de bacteroides a partir &q‘lqb
bncilqs vegetativos y sintesis al menos de dos nuevas proteinaé
(leghemoglobina y nitrogenasa). ‘

d) La sons bacterisns: Esta zona, situada en la porcién céntrgl del

‘néduio, es literalmente el tejido bacteriano, y es el lugar donde
k‘ seiéfectﬁa el procego de fijagién delynitrégeqo (FAO,‘ISBS), en
gengral para 1a§ leguminosas, pero puede variqr‘de acuerdo a lahf'
: éondiciones del cultivo, tiempO'dekinfegcibn; variedad y otros
"factores‘que se mencionan adelante. Brock (1978), menciona que al

‘parecer alguncs de los compuestos de nitrégenc producidos dentro de

las células bacterianas se difunde a través de la pared celular y

son absorbidos por la planta huésped.
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Tabla 2 . Etapas del proceso de infeccién,

Rdad del nédulo Btapa de nodulacién.

on dias
0 Invaeién inicial de pelos radiculares de células

3-4

n-9

epidérmicas ordinarias por th.ng_ium ‘

El hilo de infeccién alcanza 1a base de célula epidérmica

y entra a la corteza,

. Pequefia masa de células infectadas en el primordio ‘del

. n6dulo; el filamento del procambio se extiende del nédulo -

a las ce;lulas corticales de la rafz.

* Divisién bacteriﬁna y de la célula huésped muy

:6pida _qué continda por dos semanas.

N6dulo visible; el procambio del sistema
Vaqcular del nédulo aparece en la base del
hédulo y Be desarrolla hacia la base del

nédulo,

27



12-18 Crecimiento continuo de todos los tejidos del

23

nddulo; algunas célulag maduran en la cepa del
esclerénquima el sistema vascular y forma una red dentro
de la corteza del nédulo; el tejido bacteriano es rosado
al final‘de este perfodo y la fijacién del nittégeno:se
inicia. k

La mayor parte de la divisién bacteriana y de

las' células huésped ha cesado; el nédulo

continda su crecimiento por casi dos Eemanaa

mis, - perfodo. activo de la- fijacién de

ni;régeno."

28-37 El nédulo alcanza su méximo tamaﬁo; el tejido

vascular y de esclerenquima ,madufa; la fijacién de

nitrégeno continda hasta que la degeneracién del hédﬁlo

principia.

50-60 kDegenerécién_del nédulo.

‘Los tiempos abspiutoa pueden variar con las condicioneé del

cultivo, tiempo de infeccién y otros factores (Barlandas, 1985).
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ESTADOS OE LA NOMRACION

M‘ .
INFECCION

NUCLED

[+
PERBACTEROIDE .

Figura 4. Bstados de infeccién'y formacién de células fijadoras de _"‘

nitrbgeno en una "tipica" plénta’leguminoaa. A) Enqhinaﬁiento de la

rafz con hilo de infeccién, B) Seccién ctanaver§a1~de1 corﬁex,dé

una ra{z que muestra una rama de hilo de infecci6n asociada con el

nicleo de la célula, C y D) Muestra la liberacién de bacterias,
(Alexander, 1980). ’
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3.3.3, EGPECIFICIDAD ENTRE SIMBIONTES.

Como se ha indicado, las leguminosas preaenca una alﬁernaciva como
aportadores de nitrégeno asimilable por las plantas, para un
‘futuro, pdr‘lo que se han llevado acabo diversos thbajoa para
poder conocer las mejores condicioﬁes para que la eipeéie a manejat
puede aportar la mayor caﬁtidad de nitr&gend (Np) ¢ coh dichos
trabajos ha sido posible conocer algunos prdceaou y factores que en
determinado momento puede hacer de la relacién Rhizobium- legumiinoa‘a‘

un éxito o un fracaso, Entre estos se encuentra la iméorﬁancia de

la especificidad entre simbiontes; no slo para la especie sino

atn para la variedad que se vaya.a trabajar.

Las cepas del género_Rhizobium se distingue wt gu  diferente
‘habilidad para nodular ‘distintos grupos de  plantas. La

egpecificidad conQCicﬁye 1a expresién de alguno de los aiguienCea‘

niveles de:ipteracqibn entre simbiontes:

Invasién y formaci6n de un filamento de infeccién

Foimacién Y persistencia de un meristema nodular

Liberacién intra celular de las bacterias invasoras. .

Multiplicacién de las bacterias dentro de la membrana

envolvente y :tansformncibn en bacteroides.
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- Establecimiento de un metabolismo eficiente integral entre

el macro 'y microsimbionte {(Barran 1988, citado por Garcfa

1993).

Por otro lado, se cree que el establecimiento de dicha asociacién
depende de la planta hospedera para determinar cuales cepas podrin
formar nédulos en ella o no, -asf{ como de '~ algunos nutrimientos:

(Date 1976; Souto 1968, citado por Vdsquez 1986).

Se ha encontrado que el caricter de la nddulacibn‘se reguia pof un

‘par de genes recesivos, designados como rjl (Hinson y Hartwing

1978, citados por V&squez, 1986).

~ - La _eupééificidcd puede residir en la capacidad de algunos
'cbmponentes encontradob en la superficie de las células radicales;

~esto|‘componéntes son . las lectinas, las cuales son proteinas o-

giicoprdteinas, que  se enlazan especificamente <conf‘azﬁcares,f

incluyendo aquellos carbohidratos complejos.encontrados gobre la

" superficie de las células bacterianas (Hugds, 1981),

Allen (1974), citado por Vésquez (1986){ seflala que algunas‘lineas
de Rhizobium son compatibles y dtiles en algunas especies vegetales 4
y en otras no, adn cuando formen n6édulos infectivos, Ahora bien, al

inocular con Rhizobium infectivo la planta no presenta ninguna -
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respuesta, mientras que al hacerla con la cepa compatible la planta

se desarrolla bien sin que se observen deficiencias (Dumham 1931,

citado por Vdsquez 1986).

Crofts et.al. (1971), citado por Vésquez (1986€) y Graham (1976),

mencionan que cuando las semillas de leguminosas son inocul;das por -

una cepa adecuada de Bmmmm_y la siembra se hace en’ la forma Y
condiciones adgcuadaé la nodulacién se presenta generalmente, dando
reauitédos bueno econémicamente hablando, Day (1976)‘, considera que
la legumih’osa tiene utilidad pr&c‘t‘ica cunnd‘o‘ la  asociacién

Bhizghj.m-leguminon es efectiya'. .

Aﬁn cuando las leguminoda- nodulan- muy bien _con ahj.zghj,_um, del

suelo, "es muy importarite conocer la’ eapeéificidad de la plant‘a

hospedera cbn la cepa bacteriana, ya que es muy necesario tener un

 control cuidadoso no 86lo de 1la inoculacién en - el c‘ul,tivo"

“implementado, 8ino en todo lo que se relacione - con un mejor

rendimiento (Walter et.al, 1984).

Brock (1978), indica que para‘ hacer una seleccién de cepa

Rhizobium, es n_ecena’rid fijarse én_s‘
- Eficiencia simbiética.

- Apt_‘itud para formacién temprana de nédulos.
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- Capacidad para competir con Rhizobjum nativo.

- Capacidad para persistir en el suelo.

3.4, FACTORES QUE AFPECTAN LA INPRCCION ¥ EL PIOCIBO Dl

uncxdu DR NITROGRNO.

Como se ha mencionado, debido a la importancia que representa'para

el hombre el aporte de nitrbgeno atmosférico. por medio de la

relacibén Bhizghinm leguminosa, se han llevado a cabo trabajos de

inveatigaci6n para conocer mejor las condiciones que se requieren

para obtener mejoxes reaultados; gracias a 10 cual ha sido posible:

conocer aléﬁhqs de los factores que influyen en los r’esukltados de

ésta relacién, y que se pueden agrupar en:

1,~ Factores internos
Y

2, Factores externos

1.~ Uno de los principales f:ctores internos que puedeh inflﬁ#r

bajo condiciones de crecimiento satisfactorio son los factores

‘genéticos que afectan tanto a la cepa bacteriana como a la planta

* hospedera; los cuales- pueden - alterar el —numero. de nédulos

producidos por la cepa (Bhaduri 1951, citado por Vdsquez 1986).
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2,- Entre los factores externos se menciona a todos aquellos
relacionados con el suelo {pH, temperatura, aireaciénm, humedad,
contenido de nitrégeno inorgénico o mineral, cal activa,
fertilizantes quimicos), tempe:atﬁra y duracién del dfa; algunas
practicas culturales, el empleo de pesticidas agricolaa; as{ como

factores biolégicos.

3.4.1. pH DBL SURLO.

La reaccién del suelo (pH) es de gtan importancia, ya que no solo

afecta la formacién de nédulos si no que'témbién influye en la

cantidad de nitrégeno absorbido por la planta hoépedera‘en su

crecimiento normal, Cuando el suelo es fcido se nos'breaentan

problemaa de nutricién mineral, por ejemplo en suelos déficientes

" de calcio las plantas pueden presentar toxicidad de. aluminio,

fierro,lmanganeso Y deficiencias de magnesio 'y potasio, piovocandov

con ello pobres cosechas (Alexander 19680; Walter 198‘).

La produccién, el contenido de nitrégeno y. la n¢dulacién de las

~ leguminosas forrajeras ‘a‘vmenudo responden  marcadamente al

encalamiento, La sensibilidad al pH debe considerarse en términos

de los efactos sobre el macrosimbionte ykla interaccién simbistica

de ambos,

" Se manéjan diversos valores de Ph para una buena nodu}acién.‘BrYan'

{1923), citado por Alexander {1964} ; en recientes estudios encontré
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- que las cepas de Rhjzobium toleran diferentes Ph de suelo siendo

que algunas mueren a Ph de 5.0 mientras otras son tolerantes a pH
de 4.5. Otros autores est4n deacuerdo con esto, estableciendo que
un pH entre 5,5 y 7.5 es lo recomendable (Aguilera, 1974; FAO,
1985) . Por otra parte, el macrosimbionte crecerd ocasionalmente a

pH de 4.0 o menos (Alexander, 1980).

En la mayorfa de las plantas.que crecen a pH menores de 5.0 la

infeccién de las raices no ocurre; a pH de 6.0 los nédulos reducen

su actividad o debaparecen, répidamente, esto es debido a la
reduccién en el desarrollo y multiplicacién de la rizobia en el

suelo (Rice, Penney y Nyborg, 1977 citados por Sprent, 1390}, o a

la sensibilidad al proceso de infeccién (Munns 1968a, 1968b; Date
/1981, citados por Sprent 1990); por ello el pH es de'importan¢ia

para el proceso de‘infeccién (Graham 1977; Alexander 1980; Allen

1974, citado por V&aquez 1986},

’

Un suelo &cido puede prbvocar bajos niveles de disponibilidad de
caleio, magnesio, féeforo y molibdeno, y puede contener niveles de

“aluminio y manganesio téxicos ‘a las plantas hospederas .  (Munns

1977a, 1977b, citado por Sprent 1990).

La alfalfa (Medicago sativa) exhibe efectos tipicos de pH sobre el

ndmero formado de nédulos y su cafda répida: cuando el pH < 4.7

- {Sprent, 1990).
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3.4.2, TEMPERATURA DBL SUELO,

El efecto de la temperatura es muy complejo, manifesténdose de
manera diferente gegin. las especieg de leguminosas y las cepas de
Rhizobium. Alguno de los aspectoé mis importantes de la simbiosié
Rbizobium-leguminosa que aon;éfectados por este factor son los

. siguientes:

El crecimiento y la supervivencia del Bh;zghium en la -

rizéafera.
- La formacién de peloa absorbentes.

- 'El enlace de las células del thzghium alas células de

" los pelos absorbentes
.= La formacién de'la,infeccién.

- La estructura, crecimiento y desarrollo de los

nédulos de la raiz,
- El contenido de 1eghémoglobina en los héduloa.[
- La actividad de la enzima nitrogenasa y

consecuentemente, el contenido de nitrégeno de la

planta,
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La nodulacién se presenta en todas las temperaturas del suelo que
tolera la planta, pero la abundancia de los nédulos se reduce ‘con
temperaturas extremas (Graham 1977; Alexander 1980). Raper (1980),
esta deacuefdo con lo anterior, . seflalando que al trabajar en un
experimento con ambientes controlaaos de temperatura, détermino que
la actividad especifica del nédulo declina cén el aumento de la

temperatura.

Sprent (1990), menciona que la temperatura del suelo iﬁfluye en el
tiempo entre la infeccién y la nodulacidn ?e la ralz, siendo este

m&e corto a. temperaturas bajas.

éqr su parte Da& {1976), menciona que la temperatura &ptima para la

nodulacién, varfa de acpexdb al tipo de leguminosa y la cepa usada,

v'perd que cuando 1# ﬁemperacura es alta se recomienda uéilizar'altos

niveles de inoculante.

Varios estudios han mostrado una marcada diferencia en el efecto

" de la temperatura causada por las estaciones del aﬁo,'entre e11pg

‘estén los de Masterson y Murphy (1976), citados por Sprent (1990),

donde consideran que la produccidn de nédulos y.su'adtividad-esta

relacionada con la temperatura del suelo en diferenées'épocgsfdél

~aflo; Ellos observaron que la actividad del nédulo y su desarrollo
_en invierno (Febrero-Marzo) presenta un largo retardo cuandé la
:emperachra‘del suelo es de sélo 4-5%C., por su parte Wilson, -

(1930) citado por Alexander, (1984) menciona que‘loé rizobios
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comienzan a ser m&s numeroso en la época de primavera; Iswaran et
al, (1970) citado por Alexander, {1984) menciona que en suelos
tropicales donde ocasionalmente se 1llega a registrar una

temperatura de 40°C ocasiona una baja en el nimero de rizobios.

Janseen, {1972) reporta que al aumentar la temperatura en el suelo

_se incrementa y favorece la nodulacién, pero a temperaturas menores

se presenta mayor cantidad de nitrégeno fijadd en la planta de

frijol (Phaseolus vulgaris L.).

Segiin los datos disponibles, los rizobios crecen a‘temperéturas de .

0-50%, siendo su crecimiento &ptimo de 20-26%C, aproximadamente

{FAO, 1985), y que la temperatura 6ptima del suelo para el proceso

- de nudulacién y de fijacién del hitrégeno atmoéférico es de 300C

(Graham, 1977).

4Rapet.(1980) en un,experimentO‘encpntré que la soya presenta una
'disminucién del crecimiento de las plantas que dependen de la

fijacién del n;trégeno, comparadaé con plantas que a la misma .

temperatura se les aplicé una fuente de nitrégeno, sugiriendo que

el sistema simbiético es afectado édverbamente'por la temperatura,

-y no por otros procesos fisiolégicos de la planta..

‘vLaa‘plahtés QUe dependen de la fijacién simbiética del nitrégeno,

- son ﬁAS“aenaibies a altas temperaturas, comparadaa’con'laa plantas

que no dependen de este proceso (Munévar, 1981),
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3.4.3. DURACION DBL DIA.

La duracién del dfa e intensidad de luz también afectan el ndmero
Y peso de los nédulos; la falta de luz tiende a disminuir el peéo

de los nédulos, mientras que la intensidad de luz elevada pero no

 excesiva aumenta el nimero de nédulos (Alexander, 1980),

Janseen (1972), observé que 1a fijacién de nitrégeno durante el dfa-

fue el doble que la registrada en la noche.

Galomo (1978), menciona que la luz solar es Util para la fijacién,

siempre y cuando la humedad aprovechable sea adecuada, pero que

bijo‘cohdicionel lluviosas la radiacién solar puede limitar el

crecimiento debido a la nubosidad.
3.4.4. ATRBACION.

Débido a que la nitrificacién és un proceso de oxidaciéh, cualquier

N procediﬁiento-que‘aumenta la aireacidn del suelo podrd favorecerlo

hasta cierto.punto (Brady, 1977).

Gram {1963), citado por FAO (1985), obtuvo resultaddaysimilares ya

' que en un experimento montado encontré qué ningdn rizobio creci6

anaerSbicamente; aunque con menos de 0.01 atm de oxfgeno se

‘obtuvierpn crecimientoa excelentes, ain 6xigeno no se éonsiguié

‘ninguno.
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3.4.5. HUMEDAD,

El potencial del agua préximo a la capacidad de campo es usualmente
considerado necesario para la nodulacién y fijacién dei N,. El
déficit de agua en 86lo 2.5 bares puede causar una reduccién
significativa de la fijacién simbidtica del nitrégeno y con -15 a -
20atm la fijacién es eliminada esencialment:eb. Recobrarse de la
sequia puede tomar ‘considerable tiempo, y con una prolongada sequia
hay una pérdida completa de la fijacién del nitrégeno (Graham,
1984) .

Se ha demostrado que un déficit hfdrico inhibe la formacién de

n6dulos 'y el crecimiento de los preexistentes en - numerosas .

leguminosas,  determinando  en conlecue:}cia, una apz_'éciable

dilminucibn de la fijaciﬁn de nitrégeno atmosférico.

Rathore (1981), déscribe regultados similares en un experimento

- donde encontré una reduccién significativa en el peso total de los

néduloa, causado por falta.de humedad al principib de la floracién.

La falta de humedad en los diferentes estados de ‘desarrollo

fisiolégico de la planta, no reduce significativamente el contenido

de bacteroides, pero el contenido de leg-hemoglobina

fue redudido gsignificativamente por la falta de humedad, tanto é_l
inicio de la formacién del nédulo como al inicio de la floracién.
Se observs ademds, una marcada reducciSn en la asimilacién de

nitrégeno al inicio de la floracién.
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El efecto de la falta de humedad puede afectar directa o
indirectamente la fijacién del nitrégeno. El efecto directo es
sobre la desecacién del nédulo, lo que trae'consecuentemente una
baja fijacién de nitrégeno. Por otra parte, un exceso de agua trae

como consecuencia la saturacién de los poros del suelo y, por

tanto, una baja difusién del 0, necesario para el buen desarrollo

y funcionamiento de los nédulos, Indirectamente, se afecta la-

cantidad y calidad del follaje, lo que trae un reducido porcentaje

de fotosfntesis y, por lo tanto, una baja asimilacién del co,

necesario para la produccién:de fotosintatos indispenaablee para la

simbiosis (Sivakumar 1978 y Broée 1979, citados por Barlandas 1985,
Rathore, 1981),

Galoﬁq {1978}, concluye que: la humedad &ptima para las plantas es .

la éptima para el deaarrollo de la nodulacién, por lo gue este
proceso puede retardaree'tanto pot condiciones de muy escasa CoMo

de abundante humedad.

3.4.6, COMPRTENCIA.

La competencia es el fendmeno en el cual un organismo es
'indirectamente,perjudicial para'otro,'por tener demandas‘similarea

de los recursos del ambiente (Daubenmire 1968, citado por Vega,

1990) ,
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Dentro de una comunidad la competencia ocurre entre los individuos

de la misma o diferente especie, siempre que los mismos

requerimientos empleados por las poblaciones estén disponibles en
cantidades insuficientes para abastecer todas las demandas

adecuadamente,

La introduccién de nuevas cepas en upa comunidad por medio de la

inoculacién de semillas por lo general es un fradaso, debido a que

‘dichos otganiemos no pueden contrarrestar la habilidad competitiva

de las especies naturales, las cuales se encuentran adaptadaa a 8u

~medio (Vega, 1990). Sin embargo, en algunas ocaeionea los nuevos

organismos pueden establecerse como parte de la comunidad, aunque -

frecuentémente producen algunos cambios que pueden ser févorablés
para‘ese comunidad (Qosting 1956; Kremer y Peterson 1983,fcitédos

por Vega, 1990}.

La cepa introducida, ademds de competir con otras rizobias por los

sitios de infeccién Yy por el sustrato, deben también competir con

otros organismos del guelo (vidor 1981, citado por Vega, 1990).
Estos organiamos que_ - pueden ejexcer‘ efectos . dafiinos en la
nodulacién son: hongos, bacteriaa,kvifue y nemitodos, los cuales

pueden causar pérdidas considerables y reducir la cantidad de

‘nitrégeno fijado. También al Rhigobium lo puede afectér la

presencia de toxinas en las semillas, que puede ser digerido por

-enzimas o inhibido por antibiéticos y bacteriocinas (Ortega 1976,

citado por Vdsquez, 1986) .
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La competencia por los sitios de infeccién en las leguminosas es
usualmente medida al comparar la habilidad de cepas de Rhizobium
introducidas en la formacién de nédulos en el hospedero respectivo,
Esto implica que la competencia estd limitada por los elementos que
se presentan fuera del microsimbionte y del huésped. Sin embargo,

se sabe que el genoma de la rizobia contribuye sustancialmente en

la competencia y que también los. factores ecolégicos afectan

directamente a la rizobia y al crecimiento de la planta (Dowling y

Broughton 1986, citados por Vega, 1990).

La maYoiié de las semillas de leguminosas inoculadas son sembradas
.en: suelos que contienen poblaciones establecidas de Ehingigm en
algunos casos se ha reportado que la cepa introducida induce 1la
formacién de la mayorfa de los n§dulos en el primer afio; pero que
desaparece progresivamente y es reemplazada por las riquias
. nativas en aﬁoa‘qpcesivoa (Dudman vy Brockweil, 1968, Roughlgy

et.al,, 1976; Jensen y Strrijdom 1982; citados por Vega, 1990).

A las rizobias nativas se les puede considerar como una barrera

para’  la introduccién exitosa .de cepas que nodulen

satisfactoriamente, por lo que se requiere de mis conoéimientos
‘acerca -de la naturaleza de la poblacién nativa de Bhizgpigm
(Bromfield et.al. 1986, citado por Vega, 1990},
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Un objetivo en la investigacién de la inoculacién es la. seleccién
de cepas altamente efectivas de rizobias para una leguminosa
particular (alfalfa). Tales cepas deben ser capaces de establecerse

en la rizosfera y competir sétiafactoriamente por los sitios de

infeccién con las rizobias nativas del suelo, las cuales también

~ incluyen cepas infectivas y altamente competitivas (May y Bohlool

1983, citados por Vega, 1990).

Debido a que el drea inmediatamente adyacente al sistema radicular

es el gitio de origen de los rizobios, no es sorprendente que la

microflora -asociada tenga influencia en el desarrollo de la

simbiosis. Los fracasos ocasionales en la inoculacién pueden ser

- resultado de una competencia microbiolégica @que suprime 51

microsimbionte deseado y evita la iniciacién de la infeccién.

Alternativamente, los miembroé de la microflora pueden ejercer una
" influencia benéfica proporcionando  factores de. crecimiento,

eliminando metabolitos t&xicos o inmovilizando el nitrégeno

inorg&nico-aﬁmentando'de‘egta forma la formacién de nédulos. -

La inoculacién a menudo fracasa pues las plantds no son noduladas

‘por 1a"cépa‘dé_3hizghinm inoculada en 1la semilla,‘éino por cepas

propiaa‘dél suelo (nativas) menos eficientes en la fijacibn, pero
mejor Adaptadas al suelo (Kapusta 1973; Quispel 1974; Holland 1966;
Franco 1976; Obaton 1977; Kuykendall 1978, citados por FAQ, 1983) .

Por esta razén no se han dado resultadoskaatisfactorios en la

mayorfa de las inoculaciones, debido a que la cepa introducida sélo
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forma una proporcién muy pequefia de nédulos ya que la mayoria
muéren (Miller 1979; Roughley et.al. 1976, citados por Vega, 1990},
ocasionado por la inadaptacién de estas nuevas poblaciohes a las
condiciones adversas del. suel'o (Wolkoski y Kelling 1984, citados
por Vega, 1990).

Cuando se introducen grandes nimeros de rizobios al suelo, como

ocurre en la temporada de siembra de semilla inoculada, su

abundancia disminuyé pronto; esta disminucién es correlacionada con* _

un aumento en la densidad de protozoariocs, un grupo de ‘depredad‘orés
_ capaces de alimentarse 4vidamente de cepas de Rhigobium, sin

embargo, la predacién de los protozoarios no elimina por complét.o‘

a la rizobia pero 'si merma su poblacién '(A‘l‘ex'ande‘r, 1984‘).‘“

Apa,rentemente,‘ los animales microscépicos‘ gon comedores efectivos
cuando sus células presa son comunes, pero su tasa de alimentacién

‘disminuye cuando las bacterias se vuelven mis eacasés.

Cnando.se‘obtiengn “mejdras ﬁotables en la nodulacién al increm,e‘ntar‘
el indculo (Jc‘:hns‘onv‘iQGs; Bohldol 1973; Kapusta 1973; Kuykendall
. 1978, citados por FAO, 1983) sugieren que el bajo nimero de
Bhughh en la rizoafera es el factor limitante

Las cepas de B_dﬂlng.m_g que atacan organismos de :log nédulos de_

‘ las raiqes, estin ampliamente distribuidas y son capaces de
parasitan y diezmar grandes poblaciones de ahugm_um. Las especies
" de th.zghi_um también son susceptibles de ataque y lisis: por
bacteriéfagos (Alexander,  1980)‘. ‘ |
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Tu (1978), citado por Sprent (1990), reporta que el hongo

f£itopatégeno Phytophthora megasperma causa la pudricién de la raiz

en alfalfa y es particularmente significativo a bajas temperaturas,

compitiendo as{ con el desarrollo del nédulo.

Otro competidor es la gi;gng_ﬂggxil larvae, la cual se come los

nédulos de la alfalfa e incrementa su nimero bor'lé presencia de

los mismos (Sprent, 1990).

Por otra parte, una de las propiedades consideradas como esencial

par que una cepa de Rhizobium sea utilizada como inSculo es la

capacidad de persistir en el suelo, tanto en ausencia ‘como en

presencia del hospedero (Vega, 1990).

3.4.7. PRACTICAS AGRONOWICAS.

El contacto directo dg'la semilla con el fertilizante o agentes.

quimicos ya’ sea' para désinfectarla o para controlar plagas

. representan un severo es;reé para‘la misma; debido a que‘provoéa la .

’ mﬁgtte de la rizobia afectando con ello la nodulacién (Loneragam -

1972, citado por VAsquez 1986; Del pozo, 1983; Alexander 1984).

Peezen Meyerk(1974), citado por Del Pozo (1983), menciona que en un’

experimento realizado con alfalfa inoculada, sembrada en un suelo

- con pH de 6.5 previamente encalado, se establécié‘sensibleMente

. mejor que la téstigo, produciendo abundantes n6dulos. En cambio, la
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inoculada y sembrada en una parcela sin-encalar no presentaba mejor
nodulacién que la testigo, implantada sin ‘cal y de semilla no

inoculada.

Por otro lado algunas précticas culturales ayudan a un mejor
desarrollo de las rafces y por ende de los nédulos bacterianos

(Brady, 1977).
3.4,8, PACTOREE NUTRIMENTALES.

Estos factores son muy importantes en la éimbiosis Rhizobium-
leguminosa ya que cualquier deficiencia o éxceso‘de elementos
nutritivos que afecten a la planta, afectari también la relacidn Y
bor lo tanto también la fijacién simbiética del nitr@ggno (Graham

1977; Stewart 1961, citado por Vésquez 1986),

Franco (1977), menciona que las diferencias fisiolégicas entre

variedades est4 relacionada con la nutricién de calcid‘y niérdgeno

que pueden ser responsables para determinar las diferencias de

nodulacién en las plantas.

Se seflalan diversos micronutrimentos importanhes para la nodulacién

sea o no efectiva, por ejemplo: los elementos necesarios en la

planta hospedera para la fijacién simbiética gon: Fésforo, potasio,

calcio y azufre; y £6sforo, calcio, molibdeno para la nodulacién y

‘fijacién del nitrégeno por Rhizobium (Galomo, 1978). La escasez de
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éstos elementos nutritivos esenciales contribuye a la ausencia de

un reducido nimero de Rhizobium en el suelo (Alexander, 1960).

* Uno de los micronutrimentos que desempefla un papel muy importante

es el calcio, ya que tiene efecto sobre la absorcién 'de otros

elementos necesarios tanto en el desarrollo de‘bact:erilas como ' de

plantas, entre las cuales esta el boro, molibdeno y fésforo. (Dawson ‘

1970, y Day, 1976) . El molibdeno no‘pare’ce ser esencial para el

proceso de fijaciéri del nitrégeno, a pesar de ser requerido en

cantidades pequefias es necesario en las reacciones enzimltii.cays por

las"cual:es el nitrégeho queda fijado. Algunos investigadores creen

‘que casi toda la respuesta favorable de ciertas legﬁminosaa ala

cal es debida indirectamente al aumento del aprovechamiento

molibdeno asociado con la cal (Brady, 1977),

- Brady (1977), menciona que las altas concentraciones de calcio

ihfluyen nega.t:ivamentev en la aprovechabilidad del fésforo

ocurriendo las siguientes reacciones:

‘(I‘{QPO‘)ECav + 2Ca“k <-=-==:=>‘(P0‘)z Cay + 4K

(soluble) (adsorbido) - (Insoluble)

Se menciona también que las deficiencias de calcio pueden prdducir

: t:bxipiéidad de aluminio y manganeso, deficiencias de magnesio,

potasio y hierro (Dawson, 1970 citado por Visquez, 1986).
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La deficiencia presentada por los mieronutrimentos mencionados,'asi
como el pH del  suelo, puede afectar fuertemente la fijacién

simbiética de nitrégeno en cualquiera o todas las fases sfguientes:

Sobrevivencia y crecimiento de bacterias en el

inéeulo.

Formacién del nédulo.

Funcidén del nédulo.

Crecimiento de la leguminosa hospedera.

3.4.0.1. lleCIOﬂlB NUTRINENTALRS .

La planta: de alfalfa como todas  las - demds, requiere de los
~ elementos denominados esenciales para‘éu crecimiento y desarrollo.

Es fundamental que exista entre ellos un ciérto equilibrio, ya que

a menudo estdn de tal manera interrelacionados que el exceso o

deficiencia de uno de ellos puede limitar o condicionar la

~adsorcién por parte de las plantas de otros, aunque en océéiones

la tolerancia puede ser amplia (Del pozo, 1983). Los cortes de la

alfalfa, provocan- un continuo . y progresivo agctamiehto de

'susténcias minerales, lo que puede originar déficit de uno o més

nutrimientos, adn en suelos fértiles (Rhykerd y Overdahl, 1972).
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Un suministro adecuado y a la vez balanceado de elementos
esenciales es bésico para la produccién de plantas de crecimiento
sano y de alimentos de calidad. Contrariamente, un. desbalence
nutrimental entre aquellos disponibles y otros no eaenciales para
el crecimiento vegetal pueden disminuir el rendimiento y en cascs

extremos causar severos dafios 'a los cultivos {(Bolton, 1962).

3.4.0,1.1, u:n_donlo.

El nitrégeno constituye el elemento de mayor repercusién econémica

'en'lakagriculturé moderna y mds concretamente en la produccién de

forrajes, Es parte fundamental de protefnas, prétidos y de la

molécula de clorofila, determinante en la asimilacidn fotosihtética

vegetal; constituyente de enzimas, as{ como dé los acidps

nucleicos, esenciales para la sintesié protéica (Del Pozo 1983;

“Mengel .y Rirkby 1978, citados por Cazares 1988).

Se ha reportado que una baja cantidad de este elemento (16 a 17

kg/ha)[ aplicado durante la siembra, resulta benéfica: para la

alfalfa; pues con ello se facilita el répido crecimiento inicial de

las pléntdlas, hasta que se formen los nédulos en»léa rafces y‘loh‘

rizobios estén en condiciones de fijar el elemento del éire

(Rhykerd y Overdahl, 1972).

Sin -embargo, es conocido, que al incrementar la dosis de
fertilizante nitrogenado,‘la eficiencia funcional de los nédulos

disminuye (Nelgon y Barber, 1964).
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Otros factores han sido detectados como limitantes o bdsicos en la
respuesta de la alfalfa a la fertilizacién nitroggnada. Este
cultivo resulta mis sensible a la acidez del suelo, cuando depende
de la fijacién aimbiética para obtener su nitrégeno, que cuando
éste Gltimo le es adicionado en forma complementaria (Doerge et.al,
1985; Munns; 1964 citados por Cazares, 1988); la acidez reduce el
desarrollo nodular y por ende la fijacién simbiética del nitrdgeno

étmoaférico (Martin y Métoché, 1973 citados por Cazares, 1988),

Bueno (1981), citado por Cazares (1988), soatiené que la eficiencia
de las bacterias fijadoras de nitrégeno se reduce propofcionalhente
a medida que el suelo se enriquece en eéte nutrimiento, ya que las
primeras utilizan mis de ese nitrégeno Yy menos del proveriente de

la atmdsfera,

3.4.0.1.2. résyoRO.

Aunque el porcentaje de £6sforo en la alfaifa generalmente alcanza.

8blo 0.2 .2 0.4% desempefia una funci6n fundamental en muchos

_procesos esencilales de la“ vida végetal. Entre 1los compuéstos ,

importantes gque contienen fésforo estén los &cidos nucleicoa,‘loa
fosfolipidos, el ATP y las coenzimas‘NAb Y NADP, que juegan un
importante papel en la fotosfntesis, en la sintesis de
carbohidratog Yy proteinas, eﬁ el metaboliémo de las grasas, en.la
transferencia de energfa y la herencia (Rhykerd y Overdahl 1972;
Gauch 1972, Mengel y Kirkby 1978, citados por Cazares -

1988) . ‘
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El fésforo tiene un papel decisivo en el crecimiento radicular;
favorece y regula los procesos generativos de la plénta, tales como
la floracién vy la Eructificacién; regula la asimilacién y
utilizacién nitroggnada de la planta, al permitir el transporte de

~-azicares en la sintesis proteica (Del Pozo, 1983).

Las leguminosas, como grupo, tienen un contenido relativamente alto
de fésforo; casi similar al azufre pero nunca tan elevado como el
nitrégeno o el potasio. La respuesta del fésforo es normalmente mis
marcada durante el perfodo ‘de crecimiento inicial, debidd al

limitado sistema radicular que hace depender a la plantula‘de las

aplicacionés 'localizadas de £értilizante. 'Por otr; parte, un

suplemento limitado de fésforo reduce tanto el nimero como la

eficiencia de las bacterias nodulareak(Nelaon y Baber, 1964).
3.4.8.1,3. POTABIO.

El potasio se encuentra‘en la alfalfa en una concentracién més
eleﬁada que los demds nutrimientos, con excepcién del nitrégeno,
por lo que con frecuencia constituye el elemento. clave para la
- mayor produccién de alfalfa de calidad. Varios autore; (Bqlﬁon,
‘1962; Gauch, 1972{ Rhykerd y Overdahl 1972} Juscaftesa,k;980;

Muslera y Ratera 1984, citados por Cazares, 1988)“coinc1deh en

sefialar ehtte las funciones mis importantes del‘potasib a las

. siguientes:
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a)

b)

c)

a

e)

£)

g)

h)

Sintepis y degradacién de hidratos de carbono y la
translocacién del almiddén, cuyo resultado es una mayor

drea foliar y un retraso en la senesencia.

Participacién en el metabolismo del nitrSgeno y la -

gintegis de proteinas.
Cohtrol-y regulacién de la actividad nutrimental,
Neutralizacién de &cidos orgénicos.

Activacién de enzimaé.

‘Estimulacién. del crecimiento de mériatém@a as{ como del

nimero y ritmo de la actividad estomatal,
Participacién en la regulacién del contenido hfdrico del
citoplasma gélulat, eatiﬁulando,aéi la registencia_a la

sequia.

Contribucién al‘incremeﬁto de la resistencia de losvf

‘tejidos vegetales, tornéndoloé menos aehpiblea a los

efectos del frio y a las invasiones patasitarias.

" Los altos niveles de potasio disminﬁyen cohsiatentemente,~ia

concentracién de sodio (Barbarick 1985, citado por Cazares, 1988),
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calcio y magnesio, pero tienen poco efecto sobre los

micronutrimentos. (Smith 1975, citado por Cazares, 1988).
3.4.8.1.4. CALCIO ¥ MAGNESIO.

Tanto el calcio como el magnesio son importantes en ld produccién
de leguminosas., Sin embargo,'estén i{ntimamente asociados con 1a
acidez del suelo. Esta acidez puede ser perjudicial para el
desarrollo vegetal, ya sea por que aumenta la solubilidéd de
elementos téxicos, reduce la 'disponibilidad de nutrimentos
‘eéenciales'o deprime la actividad microbiolbgica del suelo (Pearscn

y_Hoveland,‘1974).

El calclo favorece el desarrollo radicular y es esencial para la
ﬁodulabién y fijacién simbiética de nitrégeno. Ejerxce cierta
influencia en la movilizacién de carbohidratos y es indispehsable

para mantener el equilibrio bioclégico de la planta, actuando como

neutralizador de &cidos orgénicos. Es pieza fundamental en la -

~ constitucién de las paredes‘celulatés, adem&é de que influye en la
- formacién y maduracién de semillas, Cuando se presentan niveles
‘ deficitarios, es notable la falta de resistencia de las plantas a

la sequia y las heladas.

El magnesic. forma parte de la molécula de clorofil&, por lo que
‘resulta esencial para la fotosintesis y el metabolismo dekids

éarbohidratos. Interviene en el metabolismo del nitrégenc y en la
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sintesis de aceites., Se considera que estd asociado con el
transporte de féaforo en la planta y, ademis, tiene un papel

importante en 1la activacién de enzimas (Gauch y Hoveland 1974,

citados por Cazares, 1988).
3.4.9. CEPA NATIVA. -

‘Otro‘ factor muy .import:ante‘ es la respuesta de cepas natlvas;‘ ya que
donde losm nativos son numerosos y eficientzeg la respuesta
de la inoculacién puede ger escasa o nula (Alexander; 1980) . Varéais
{1957), menciona que cuando el suelo esta provisto de la bacteria

' especifica, 1a inoculacién no tiene razén de ser,

Poi otra parte, la nodulécién no necegariamente indica fijacién de

’nitxégeno‘ Ya que algunas cepas - que producen' n6dulos fija poco -
nitrégeno o no lo fijan Yy en ocasiones se comportan como par&sitos.‘ '

. El suelo puede no contener Bhimhmm de tipo especifico para una.

'_leguminosa dada y ent.oncea s8e hace necesaria la inoculacién

‘ (Dawaon, 1970).

Se han hecho diversos estudios sobre la capacidad de una cepa
inoculada para competir con las cepas nativas del suelo, pero no
existe hasta el momento ningin dato préctico péra; resolver tal

problema (Graham, 1977).
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Cuatle (1979), citado por Vidsquez (1986), observé que las cepas

nativas de Rhizobium presentaron gran capacidad infectiva, tanto en

campo come en invernadero, en suelo fumigade y sin fumigar,

interfiriendo la evaluacién del efecto de las cepas inoculadas.

3.5, INOCULACION , ‘ | |

Con la inoculacién se pretende facilitar la formacién de nédulos
por la planta mediante la adicién de un cultivo de Rhizobium, bien
directamente al terreno o impregnando la semilla previamente a la

siembra (Del Pozo, 1983).

© 3.5.1, INPORTANCIA DE LA INOCULACION.

Como ya se ha indicado uno de los aspectos fundamentales para que
se presente una nodulacién efectiva {(siempre y cuando se presenten

las condiciones para ello), es la presencia dekahizghigm especifico

para la variedad a sembrar, lo ideal es que la bacteria exista en
el suelo, pero cuandoyho hay disponibilidad'se puede afladir por

medio de la inoculaci6n en la semilla (S.E.P. 1985, citado por

Vésquez, 1986) .

En la actualidad muchos paises desarrollados se lleva acabo la
inoculacién -de varias leguminosas de importancia  econémica,

principalmente en soya, alfalfa, cacahuate, y ftijol, con el objeto

de promover la formacién de dichos nédulos y conseguir un buen.

rendimiento a un menor costo.
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La inoculacidn representa por lo tanto un gran potencial‘para la
obtencién de alimentos a bajo costo sin necesidad de usar
fertilizantes. Sin embargo, la inoculacién por si{ sola no nos
produce los resultados que esperamos, sl no que esto depende de la

clase de inoculante, forma de inocular, contacto con fertilizante

y supervivencia de semilla,

A pesar de la importancia que representa la inoculacién los

resultados hasta la fecha no han sido muy satisfactorios, pero se

han heého ya a la fecha se siguen llevando a cabo en diversas &dreas
del pais varios experimentos con el objet6 de conocer mejor las

respuestas de las variedades a la inéculacién, para posteriormente

8{ los resultados son buenos, poder ser recomendada a las zonas en

que més se podrfa necesitar y en ese caso podér propcrcionar‘un

forraje con un alto contenido protéico a bajos costos.

'3.5.2, PROBLEMAS BN LA INOCULACION.

Un inoculante es un cultivo de bacterias que ge presenta en medios

‘1£quidos'o s61idos Yy que se emplean para promover la formacién de

- n6dulos en las raices de las 1eguminoaés. Una pobré reapueaﬁa en

campo a la inoculacién es el resultado de ‘loa problemas que

aparecen en la preparacién Y almacenamiento del inoculante; y al

tiempo de la apliéacién en el campo; lo qué implica la necesidéd de
-geleccionar cépas de la misma regidén {(FAO 1983), En la prictica de

la inoculaciéh se presenta una serie de problemas que hacen llegar
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a la conclusién de que podria no ser recomendable llevarla acabo,

sin embargo se cree que en los cases en que no ha habido respuesta

se observa que puede deberse a:

1.- Que la nodulacién natural sea adecuada.

Ccalidad del inoculante.

Emplec .de cepas no compétitivas.

4qué el inéculo apiicado no se establecid por fallas

de sobrevivencia o en su capacidad colonizadora o

por cdmpetencia de Rhizobium del lugar.

Altérucién de la calidad del inoculénte durante el

transporte, almacenamiento y posterior distribucién
bajo condicionea'adveraas (Trujillo 1981, y
BrOckwellwiSBG). ’

Métodos de aplicacién inadecuadbs.

Que hay condiciones desfavorables para la formacién

y funcionamiento de los nédulos (huésped,

,‘températura; deficiencia nutricional, N combinado)

 (FRO 1983; Vincent 1975, citado por Vésquez 1986).

.~ Ndmero de Rhizobium.
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Dawson {1970), manifiesta que el suelo puede no contener Rhizobium
de tipo especifico para la leguminosa que se va a sembrar, ya sea
por que es introducida la variedad o por que hace afios que no se

siembra, es necesaria la inoculacién de la semilla,

Otra razén es que se asegura la efectiva fijacién simbiética de
nitrégeno por la bacteria y que ésta esté disponible en la zona de

la raiz cuando la planta empieza a desarrollarse

Existen datos que mencionan que solamente 25% de los rizobios
encontrados naturalmente en el suelo, son -altamente benéficos,
mientras que el 50 ¥ son moderadamente benéficos y el otro 25% no

lo son (bawson, 1970).

Crispin 11967)¢ citado por Galomo (1978), indica que en distintos
‘campéa experimentéles se han hecho ‘estudios, sobre usoc. de.

" inoculantes, no encontréndose una respuesta consistente.y positiva

que amerite recomendar éstos productos,

Walter  (1984), iﬁdi¢a que los inoculantes comerciales se usan

ampliamente para asegurar que la leguminosa en germinacién se ponga

en contacto con la- cepa adecuada de: Rhizobjum, ya que sl esto
ocurre la relacién en vez de ser un parasitismo, se convierte en

aimbionte.
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La competitividad caracterizada por la capacid..] de competir con
otras cepag y con las nativas del suelo es otro factor de

importancia, donde los Rhizobium nativcs &on numerosos .y

eficientes la respuesta de la inoculacién puede ser escasa o nula -

(Vargas 1957; Alexander, 1980).

Se obsgerva también que el ndmero de nédulos formados no es

proporcional a la cantidad de. inoculante agregado (Burton 1954,

.citado por Vasquez, 1986) .

Cuando el suelo "estd provisto de la bacteria especifica la

inoculacién tiene poco efecto (Vargas, 1957).

Chdvez (1975), citado por Vdsquez (1986}, seflala que trabajando en

dos experimentos de frijol en dos - suelos del Valle de México; a

nivel invernadero, probando la eficiencia de los inoculantes y del

“molycofix (inoculante comercial) sobre la hbdhlacién’de frijol,

obgervé que las plantas no inoculadas mostraron noduiaciéh, lo que

demuestra que hay inéculo nativo en los suelos.

' Otro de los problemas que puede afectar enormemente los regultados

" es en el momento de la siembra, por lo que segln (Manguiét 1981,

citado por‘vésquez, 1986} se recomienda sembrai inmediatamente
despuéb de la 1hocu1ac16n['lo-que debe hacerse a la gombra, por lo

que se sugiere hacerlo antes de que salga el sol.

60



Las recomendaciones acerca del tipo de adherente lleva, caducidad
del inoculante, aplicacién 'de fungicidas, temperatura de
almacenamiento y hora de siembra dependen del tipo de inoculante
que se utilice, si es un producto comercial o bien cepas
proporcicnadas por alguna institucién, En -general todos los
factores mencionados que afectan la nodulacién afectan también la

inoculacién,

En cuanto al nimero de Bhizghium se tienen datos que nos indican

"cu4l puede ser el ndmero apto para asegurar la 'inoculacién, En

general para la mayoria de las leguminosas, si las condiciones son
favorables; 100 rizobios por semilla pueden dar una buena

nodulacién (Date, 1976).

En‘Aus;:aIia, el egténdar es de 300 rizobios por semilla para dar
pronta nodulacién bajo condiciones normales de campo, mientras que

cuando -1as8 condiciones  de sobrevivencia y multiplicacién son

adveraae, o gi hay competencia de cepas nativas, son necesarias més

-~ 'de.100 000 bacterias por semilla.

Se menciona que un inoculante de buena calidad debe proporcionar

10* a 10% células viables por semilla y que son necesarios al menos

2 x 10’  rizobios/semilla para una nodulacién eficiente - bajo

condiciones relativamente buehas Yy que es necesariavmaydr cantidad
de inéculo cuando las condiciones son desfavorables (Ffeire 1976,

Muldoon 1980, y Manguiat 1981, citados por Visquez, 1986).
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3.5,3, TIPOS DE INOCULANTE,
En la actualidad son pocas las empresas que producen inoculantes

comerciales en México por lo cual los tipos son también pocos:

1.- Por el tipo de cepa, los hay que son microorganismos. de
cepas extranjeras, o bien los que usan cepas nativas

(haciendo meleccién en invernadero y campo) ,

2,- Por el tipo de soporte, los que utilizan turba (Ya sea
importada o nacional) o los de arcilla,

3.- Por su tipo de presentacién, se presentan en forma ‘
granular y en polvo (en ambos casos es necesario aplicar
un édherente, que géneralmente~recomienda el fabricante)

(Trujillo, 1981},

Segin Trujillo 1981, y Boonkerd (1978), citado por Vsquez (1986),

al utilizar inoculantes hechos a base de cepas natiyaa'podriamoe

esperar mejores resultados lo que confiere mayor efectividad.sobre

‘los fabricados a base de cepas extranjeras.

En cuanto al tipo de 8oporte se tienen datos de estudios que

muestran que la turba ‘e8 el mejor material para ser usado como

soporte, ya que mantiene m&s Rhizobium viable que aquellos a base
de arcilla (Trujillo 1981, Hitboald 1980, citado por Vésquez,

1986), como lo sefiala el Tabla 3.
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Tabla 3. Humedad y nidmero de células por gramo de inoculante

empleado como soporte turba nacional, con Rhizobium phaseoli FM'™®

en el transcursc de 6 meses,

TiempoV  Humedad  Células/gr

: (asgi)' | inoculantes
15 . 48.8  3.5x 10°
O 46,0 2dx 108

,1203" e Lrx
w0 #sQa,“ 5.5 x 107

Fuente: Trujillo 1981,

, A parti.r aproximadamente de 1972, algunos fabricantes empezaron a

: vender inoculantes granularea Y culti.vos en caldo congelados y.“

qoncentratios, pa1a 1a inoculacién directa del suelo. Los

“cultivos g;anulares y de caldo concentrado son m&s caros 'y exigen

técnicas especialeé de‘aplicaéién, no obstante, son mis eficaces en

medios donde la inoculacién del suelo con semillas como portadores

resulta diffcil o pbco segura .(Hi‘nsoh,v 1978) .
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Algunos autores. consideran que los inoculantes granulares confieren

" ventajas respecto al almacenamiento, manejo y aplicacién. Estos

inoculantes pueden ser aplicados en el surco con sembradoras y los

porcentajes de Rhizobjum se pueden incrementar mucho mis que con

.los inoculantes convencionales (Barlandas 1985; Boonkerd 1978,

citado por Vésquez 1986). Sin embargo la cantidad de inoculante

granular aplicada al surco, comparada con la aplicada a la semilla,

puede ser de 20 a 50 veces mis que el inoculante a base de turba

(Muldoon 1980, citado por VAsquez, 1986).

~ Manguiat ' (1981), citado’ por Barlandas - (1986), propone  la

preinoculacién como una alternativa para‘kevitar el sembrar .

inmediatamente la semilla. Dicha pteinoculacién esta influenciada

por el método: de mezclado, el tipo de adherente, temperatura de

: almacenamiento y periodo de  incubacién,

' Manguiat (1981), encontrd que una temperatura de refrigeracién de
~ 4%, no produce cambios significativos en la poblacién de Rhizobium k

-que yace sbbre la Buperficie'de la semilla habta por un periodo de

7 dfas después de la inoculacién. Pero - la Mantenerlas en

" -almacenamiento las semillas inoculadas a una temperétnra ambiente °

de 28 a 31°%, usando goma ardbica al 40% como adherente, encontré

que gblo pddieron mantenerse por  tres dfas sin cémbion :
‘ significativos en la poblacién de Bhizgpinm; ademés observé una

“reduccién en el porcentaje de germinacién de la Bemilla
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Por lo anterior, este autor menciocna que la preinoculacién puede
emplearse exitosamente, s86lo cuando se efectie 2 dias después de la

inoculacién.

Se elaboran también inoculantes en diferentes centros de enseilanza

e investigacidn aislando cepas nativas pero su uso esta

restringido a los trabajos de investigacién que realizan éstos

tanto en campo como en invernadero.
3.6, AGUA.

En la actualidad, México enfrenta una disminucién acelerada de la

~disponibilidad de agua en las zonas mas_pobladaé‘y una creciente

contaminacién de los cﬁerpos hidricos auaceptiblés‘de servir como

fuentes de abastecimiento. En muchas‘zohaa del pais éa posiblé‘

aprovechar las aguas generadas principalmente por medianas y

grandes ciudades péra cubrir los déficit generados.

Entre 1los usos m&s comunes del agua residual se ftienen‘

principalmente los que no requieren calidad de agua potable, talés

como algunos procesos industriales, riego de parques jardines y daol'

agrfcola entre otros, De estos usos los dos primeros, por lo

reqular, requieren calidad de agua tratada y &6lo el uso agricola '

puede aceptar agua residual cruda (Gonz4lez, 1986),
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En especifico la utilizacién de aguas residuales crudas en el riego
agricola genera una situacién muy controvertida, ya que por un lado

presenta efectos positivos, tales como mayor rendimiento en el

cultivo, debido al aporte de los fertilizantes, amortiguamiento en

la salinizacién del suelo por contenido de materia orgénica y

contar con una fuente alterna de agua disponible en zonas de

escasez; por otro lado presenta efectos negativos como: problemas‘

en salud publica por el consumo y manejo de productos agricdlas:

regados con aguas residuales, contaminacién de acuiferos en el drea
de'riégo v la generacitn de suelos infértiles por la palinizacién

y obstruccién causada por la materia suspendida (Tejeda, 1986).

La ptésencia de nitratos en el ‘agua utiliiada ‘para 'riego de

cultivos puede considerarae como un elemento aprovechable. En muy

raras ocasiones el agua para irrigacién puede dafiar a los cultivos ‘Hff

(0.S.E.P,A. 1972, citado por Gonzdlez 1986)
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IV. MATERIALES Y METODOS.

4.1. S8ITIOS DB MURSTREOC.

Los sitios de muestreo se encuentra ubicados dentro del Egtado de

México, en los municipios de Zumpango, Tepozotlén Yy Cuautitlén,
4.4.1, LOCALIZACION,

El 4rea experimental se localiza dentro de las instalaciones de la
“Facultad de Estudios Superiores Cuautitlén, la cual se ubica en la
cuenca del Valle de México, al oeste de la cabecera del municipio

de Cuautitlén, Estado de‘México.

El municipio de Cuautitlén Izcalli geogréficamente se encuehtra .

entre 108 19° 37' y los 19°45' de latitud norte y entre.los 99° 14’

de'lonéitud ceste a una altitud de 2250 menm,, limita al sur con el

Municipip‘de Tultitlén, al sureste con TMICepec, al este con

«Méléhof Ocampo, al norte con Teoloyucan, al noreste con Zumpango y

‘al-oeste con Tepozotlén.

-4.1.2. SUBLO.

De acuerdo con el gistema de clasificacién FAO Detenal (S,P.P.

1981) estos suélos‘han sido clagificados como vértisoles péllicos

(Vp). Son guelos que presentan una textura fina . arcillosos;

67



pesados, diffciles de manejar por ser plésticos y adhesivos cuando
estdn himedos, y duros forman grietas profundas cuando se secan,
pueden ser impermeables al agua de riego o lluvia (FAO. 1968,

citado por De la Tajada, 1982).

4.1.3. AGUA PARA RIRGO.

El tipo de agua usada para el riego del cultivo de alfalfa en los

lugares muestreados fueron:

zdmpangq » Aguas negras

Tepozotlin Aguas dgrises

FES-Cuautitlén Aguas blancas
"oll‘n Cbm.

De acuerdo al sistema de Képpen modificado por Garcia el clima paia

la'regibn de Cuautitlén corresponde ai'C(Wo), (Wb (i'*) templado,

el m4s seco de los subhidmedos, con lluvias en verano e invierno

‘seco, Las temperaturas medias menguales oscilan entre 17 - 18,5°C

que éoinciden con 1a época de lluvias, por lo que el cultivo de

‘alfalfa se desarrolla favorablemente. La temperétura méxima

promedio es de 26.5°C durante los mese de abril, mayo y junio, 1la
minima promedio es de 2,3°C en enero y febrero,‘aunquefla‘preééncia-

de heladas es muy marcada duranté los meses de diciembre - febrero.
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La precipitacién media anual es de 605 mm; siendo julio el mes mas
1luvioso con 128.9 mm y febrero el mes m&s seco con 3,8 mm. Las
probabilidades de lluvia en esta zona son menores de 50% por lo que

es indispensable contar con riego,

4.2, PROCEDINIENTO DB NURSTREO.

Las cepas utilizadas para la inoculacién de semilla corresponden a
Ehinginm__mglilg;i, fueron extrafdas de parcelae ubicadas en

Zumpango, Tepozotldn y FES-Cuautitlan.

Para la realizacién de la .colecta se eligieron‘~trés ‘lugarés

establecidos con alfalfa, tomando en cuenta el tipo de agua

empleada para su riego, posterjormente pe sacaron 5 plantas con:

"raiz'y suelo de cada lugar en forma aleatotia, con 1a finalidad de

evitar su desecacién y extraer los nédulos de la raiz El muestreo

ge realizo en el centro de las parcelas, con la finalidad de hacer 

a un lado los caminos y canales que_bordean‘a lae parcelas, evitado

asf{ un error causado por el efecto de orilla,
4.3, CARACTERISTICAS DEL INVERNADERO.

No fue propiamente un invernadero sino una cubierta plaetica; donde

sus dimensiones son de 2 m de dncho, 4.mde largo y 2 m de alto,
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4.4, DISENO EXPERIMENTAL.

El disefic experimental utilizado fue el de blogues al azar con 4

tratamientos y tres repetiéiones.
4.5. METODOLOGIA BXPERIMENTAL.

En la realiﬁacién de lé colecta de plan:as de alfalfa se eligieron
tres lugares establecidos con la misma, tomando en cuenta el tipo
de aguakémpleada para su riego (en el caso de Zumpango él riego es
realizado ccn aguas negrae, en Tepozotlén el riego es con aéuaé
grises y para Cuautitldn el agua empleada es blanca), de estos
lugares se escogieron‘ cinco plantas al azar por parceia, sin
* importar la edad del cultivo y tomando en cuenta que el mismo
estuviera reciéh cortado, para evitar el maltrato deilaeiplantae :
durante su transporte, También fue ‘muestreado[,suelo, ‘a una

brofundidad de 0-20cm, para llenar macetas de 1 kg.

Las plantas muestreadas fueron sacadas coh;sueio para evitar la
desecacién de los nédulos durante el transporte, uné vez en el
laboratorio se prosedio a eliminar el suelo de las rafces y

kpoeteriormente se separarqn losinédulbs para ser enjuagados con

agua corriente para sé;'depositados en un tﬁbo de ensayo con agua
esﬁéril Yy destilada por espacio de 5 minutos; pasado este perfodo
se procedis a desinfectar los nédulos con una solucién de etanol.:

En laboratorio se trabajé en cajas con medio agar rojo congo*kse
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exprimieron los nédulos més grandes y rojizos con pinzas estériles,
incubandose a 30°%C hasta observar el desarrollo total de las
colonias, despues se aislaron las colonias caracteristicas de este
grupo, volviéndose a sembrar para obtener una cepa sin

contaminantes.

 + Medio base del cultivo,

couros:c:du ) CONCENTRACION (g/1)

- cloruro de sodio 0.26 0.078

- cloruro férrico 0.1 0.03
- extracto de levadura 1.0 0.3
- sulfato de magnesio 0.76 0.23

- fosfato de potasio , 1.66 0.5

- manitol | - 10,00 3

-~ xojo congc , o 2ml

- agar o ; 0.5

El experimen;o ge realizé en macetas .a nivel de invernadero,

| - empleando suelo y cephs de diferente procedencia (FSS-Cuau;itlan{

Tepozotl@n y Zumpango) que fueron evaluados en cuatro tratamientoé
{suelo esteriulizado e inoculado con unicepa, suelo no estérilizado

e inoculado con unicepa, suelo esterilizado e inoculado con

 multicepa y suelo no esterilizado y no inoculado), y cada
tratamiento conté con cinco repeticiones (60 macetas con 4 plantas .

. cada una), estos .datos fueron analizados con uh'arreglo estadistico

completamente al azar,
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Los suelos muestreados se secaron al aire y tamizaron en una criba,
posteriormente en estufa se esterilizé a una presién de 15 libr55
durante 30 min. Al mismo tiempo se prepararon 60 macetas de 1 kg,
cada una en bolsas de polietileno negrovain perforar, con objeto de

controlar el nivel de humedad a través de su peso.

La siembra con alfalfa (variedad Valencia) se realizé el 5 de julio
de 1993, depoaitandose 30 semillas poi maceta - (previémente
inoculadas con 3 ml de Rhizobium), reallzindoaé el riééo cada
tercer dfa, suministrando 200 ml de‘agua destilada Y‘eaterilizada
por maceta en un principio y después ge regé con 100 ml de égua“
corriente. El deahierbe dé las maéetas fue manﬁalmehte durante todo
el experimento y se rotaban ocasionalment§ para evitar el éfecto de
invernadero, élkpreséntaraé una germinaci6n del 90%. se cqmenzé‘a

ralear hasta dejar 4 plantéa por maceta.

Las plantas sufriercn un ataque débil de mosquiti blanca debido al -
éxgeso de humedad, aiehdo combatida con Malatién a una solucién de

2-ml por;lltro de agua.

El expérimento durd 80 dfas, realizdndose cuatro cortes con

intervalos de 20.dfas cada uno, donde s6lo ge evaluaron los tres

fﬁltimoé (2/8ep/93, 21/sep/93 y 14/oct/93). El segundo corte de

forraje no fue evaluado debido a que todos los tratamientos
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sufrieron una inundacién provocada por la entrada de agua de lluvia

en la cubierta‘plastica‘donde se mantuvo el experimento, lo que

originé exceso de humedad en las macetas, pérdida de suelo,

enlamacién del suelo y amarillamientc de la plahta. El priine‘r y
tercer éorte fueron pesadds en himedo, despues secados en ﬁna
estufa con aire caliente a 55°C duram:‘e 48 hrs y pesados nuevamente

para evaluar el rendimiento de materia seca.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

§.1.- EPECTO DE LOS TRATANIENTOS EXPERINENTADO SOBRE KL CRECIMIENTO
DE BIONASA ARREA ¥ SUBTERRANEA EN LA PLANTA DE ALFALPA.

En el Cuadro 1 se pr’esenia los datos obtenidos del efecto‘del
tratamiento sobre la produccién de biomasa seca aérea evaluada

durante el primei‘ ‘(COI_lﬂ) y t:ercét corte (COR3B).

" Los .datos - encontrados muestran ‘la ekiatencia " de diferencia

significativa (P<0.05) entre lqsv tratamientos éstudiados, donde las
medias de COR1S fueron de 0.23, 0.58, 0.31 y 0.55g para l‘os‘
tratamientos testigo (T), inoculado esterili?ado (_!/l),» 1noculad‘o
no  esterilizado (I/NB) y multicepa esterilizado (/R)

respectivamente, en tanto que para COR3S se ,éncontrd t:am‘bi'én'

- diferencia estadistica (P<0.05), siendo los valores medios de 0,43,

0,60, 0,56 y 0.55g para los tratamientos T, I1/E, I,/'NB Y ‘M/E

respecti\iamente .

‘Durante el primer corte la diferencia de biomasa aérea entre el

téstigo e. I/NE  fueron del 34.7% no siendo significativos a

(P>0,05) » mientras que en el tercer corte esta diferencia entre los

" mismos tratamientos"fu‘e de 30.2% y significativoe (P<0.05), lo cual ’

~indica que la esterilizacién en los tratamientos dio cierto grado

de estabilidad en la produccién de biomasa.
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Cuadro 1. Produccién de forraje seco. en alfalfa para los

tratamientos experimentados.

TRATAMIENTO

it 2 1 3 4 eet
T 1/E. I/NE |- M/E
COR1S 0,23a |0,58b | o0.31a | 0.55b 0.027

COR38 0.43 a 0.60 b 0,56 b 0.55 b 0.019

’ Tratam ontos no significatives
Tratem entos sipgnificativos
» Error . sténdsr de (s media

En el cﬁqdrq 3 se presenta las mediaé correspondientes al Tamafio de

Rafz (TRAIS), Nimero de Nédulos (NNOD) y Peso Seco de Rafz

~ (PSRAIZ) para los diferentes tratamientos empleados.

El resultado de la evaluaci6n del TRAIZ indiqa la existe de
diferencia estadistica (P<0.05) donde las medias son de 15,64,
19.61, 14.06 y 19.13cm para los tratamientos T, I/E, I/NE y M/E
respectivamente} los resultados del - NNOD sgeflalan diferenciaé
slgnificativhs (P<0.05), con medias de 38, 58, 33 y 57 paia los
E:atahientos T, I/E, I/NE y M/E respectivamente y en PSRAIZ sé_
deﬁerminé también diferencia significativa (P<0.05)‘con valores
medios de 0,13, '0.15, 0.13 y 0.179 para T, I/E, I/NE y M/E

respectivamente.
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Cuadro 2, Efecto de los tratamientos sobre la parte subterrdnea de

la planta de alfalfa.

TRATAMIEN T 0
1 2 I 4 eet
T 1/E I/NE . M/E
TRAIZ 15.64 a 19,61 b ]14.06 a 19,13 b 0.353
NNOD 38 a 58 b 33 a 57b | 2.154
PSRAIZ ‘0.13 a 0.15 a 0.13 .a 0.17 b 0.004 ‘
[— - - — ===—4=====—=
' ] !m-mm’m significativos '
b rrnmmu signiticativos

L. arror mlntr de Lo medie

En los resultados obtenidos de ambos cuadros se puede apreciar que
los tratamientos inoculadoa {inoculado esterilizados e inoculado
con multicepa esterilizado) favorecieron el desarrollo vegetatiﬁo‘

de la planta por ello se obtuvieron promedios‘buperiores‘de biomasa

 aérea y subterranea con respecto al testigo, ademés mantuvieron su

nivel dé'produccién durante todo el experimento, esta diferencia
fue inexistente en el primer periodo, debido a la 'variabilidad
originada por la competencia cepas Yy patégenos del auelo, siendo

esto apoyado por otros autores, donde reportan que las rafces no

son noduladas por 1a cepa de_Rhizobjum inoculada en la semilla,
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sino por cepas nativas menos eficientes en la fijacién de
nitrégeno, pero mejor adaptadas al suelo (Holland,’19661 Kapusta
1973; Quispel 1974; Franco 1976; Obaton 1977; Kuykendall 1978;7v
citados por FAO, 1983, Bromfiéld et.al,;, 1986 citado por Vega,

1990) . |

Los tratamientos al ser tnoculados auméntaron sustancialmente ios

niveies‘de‘bacterias fijadoras en la rizoﬁfera, que se considera
como uno de los factores limitantes para el establecimiento de la
simbiogis (Johnson 1965; Bohlool 1973, Képusta 1973; Kuykendall
1978 citados por FRO, 1983), promoviendo asf la fijacién del

nitrégeno atmdsférico én,forma utilizable para la planta, lo cual

~ es coincidente con lo reportado por Davison {(1978), en relacién a

que una mayor disponibilidad de nitrégeno afecta el patrén de

distribuci6n de la fotosintesis y como consecuencia el desarrollo

de la parte aérea, sin embargo en algunos casos se ha repoitado que

la cepa introducida induce 1a formacién ‘de la mayoria de los

" nédulos en el primer aflo, pero desaparecen pfogresivamente,‘siendo

reemplazada por las rizobiasfnativas en afios sucesivos (Roughley
et.al.:1976;‘Dudman y Brockwell 1968; Jensen vy Strrijdom, 1982;
citados por Vega, 1990). '

El efecto de la esterilizacién en suelo beneficié(el‘creéimiento de -

la planta, por la eliminacién de agentes pétégenos y competidores,
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que llegé a suprimir al microsimbionte deseado y evitar la
iniciacién de la infeccidn, de esta manera se proporcioné asi las
condiciones para el desarrollo de la planta y el Rhizobium. lo que
brindd las facilidades para infectar las rafces y provocar un mejor
‘desar.rollo del TRAIZ, NNOD y PSRAIZ, siendo similar a loreporr.adg

por Daubenmire {(1968), citado por Vega (1990) .

Dentro de los organismos competidores o fitopatégenos que pudi’eron
haber sido éliminados en un priricipio por la esterilizacién del
suelo se encuentran el hongo ghmmmmag‘caunnte de
la pudricién de la rafz en la alfaifa, las cepaa'de Bdellovibrio
que atacan orgahisfnos de los nédulos de las yraice‘s, (Tu 1978 citado
por _Spreht 1990) ,‘ bacteriofagos a la que las especies de Rhizohium
son susceptibles de ataque y ligis ('Alexander, i980), la gitona
mﬂl larvae, la cual se como los n&dulos de la alfalfa Py
' incr,émenta su ndmero por la presencia de los mismos (Sprent, 1990),
aayi como  la competencia con rizobias nativas que estén mejor _

adaptadas‘ al medio.

Finalmente, por medio del tratamiento testigo se. comprobé la
\éxiatencia de cepas nat;vas en los suelos estudiados, por la
-nodulacién presentada, ello es comprena’ib.le, dado que en las
‘parceiaa muestreadas ya se encontraba establecido el cultivo de

alfalfa, y las plantas recolectadas presentaban nodulacién, lo que
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indicé la presencia de Bhizghigm nativo en el suelo durante el

'momento del muestreo.

5.2.- BPECTO DEL TIPO DR SUBLO SOBRE KL CRECINIENTO DE BIOMASA

ASREA ¥ SUBTERRANEA EN LA PLANTA DE ALPALFA.

El Cuadro 3 presenta los datos obtenidos del primer y tércer corte

de biomasa aérea (COR18, COR3S) para los suelos considerados en el

~ experimento, as{ como una sumatoria en cada suelo de la biomasa

dedarrdllada. El resultado del primer corte indica la inexistencia

de diferencias (P=0.08), con medias de 0.38, 0.40 y 0.46g para los

" guelos FES-Cuautitl&n (PES), Tepozotl&n (TEPO) y Zumpango (ZUNP)
respectivamente, los resultados del tercer corte muestran

~diferencia significativa {(P<0.05) con medias de 0.48, 0.57 y 0.559

en los suelos de FES, TEPO y ZUMP respectivamente.

La diferencia antes mencionada se preuenté en el suelo de TEPO con
~ una madia de 57g, mientras que los suelos de FES y ZUMP no
v difirieron entre 8{, sin embargo, el total de biomasa aérea indica“

que ZUMP presenta la mejor produccién, en,comparacién con los otros

suelos.
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Cuadro 3. Produccién de biomasa aérea evaluando la variable

SUELO
1 2 3 ee*
FES TEPO - 2umMp
COR1S 0.38 a 0.40 a 0.46 a| 0.027
COR3S 0.48 a 0.57 b 0.55 a 0.019
TOTAL 0,86 0.97 1,01
] Tratamientos no significatives
b Tratemientos signiticative
. error esténdar de La mdip

suelo.

El Cuadro 4 presenta los promedios del Tamafio de la Rafz (TRAIZ),

NGmexo de N6dulos (MNOD) y el Peso Seco de biomasa dé rafz (PSRA1IZ)

para la variable guelo considerada en el experimento.

El resultado de la evaluacién del TRAIZ indica la existencia de

. diferencia (P<0,05) con medias de 17, 16 y l8cm para FES, TEPO y'
ZUMP respectivamente, los resultados del NNOD(también;mostraxoh,

diferencia significativa (P<0,05) con medias de 44, 40 y 55 en los

- suelos FES, TEPO, y ZUMP respectivamente, mientras que los datos de

PSRAIZ no mostraron diferencia pignificativa (p>07;0),;siendo‘1as

medias de 0.14, 0.15 y 0,159 para los éueloa de FES, TEPO y ZUMP -

respectivamente,
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En el cuadro 4 se aprecia qﬁe el suelo de ZUMP registraron valores
significativbs para el TRAIZ y NNOD, sin embargo, se esperaba que
la media de PSRAIZ tambiéh fuera significativa, lo que no ocurrié
asi, debido al manejo dado a la rafz durante el la§ado para su
medicién, donde se perdieron innumerables raiéillas que quedaron

fincrhstadas en el suelo.

Cuadro 4. Efecto del suelo sobre la biomasa subterrdnea de la -

planta de alfalfa.

—
SUELO
1 2 3 eev
FES TEPO - 2UMP
TRAIZ 17 a 16 a 18 b 0.353 °
NNOD 4ta | 40a [ 55b | 2.154
PSRAIZ {0.14a (0.15a [0.15a 0.004

fratanientos no linm:nhm

b Trateatentos significatives

. error esténdar de Lo media

"~ Analizando los datos iecabados ge determiné que "estadisticamente"

el suelo de TEPO produjo mejores resultados en cuanto a desarrollo

de biomasa aérea se refiere, sin embargo y a pesar que ZUMP no

piesenté resultados estadisticamente significativos desarrollo
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17.4% mis biomasa aérea que FES, asf mismo TEPO produjo 12,7% mis
forraje que en FES, lo anterior se e&plica tomando en cuenta que
los suelos son parecidos en su fertilidad por 1la similitud
geoldgica y edafolégica que tienén{ segin FAO Detenal (S.P.P.

1981), por ello las diferencias encontradas en loa tratamientos no

. e8 debido a las caracteristicas delvauelo, 8i no a la fertilidad

originada por el manejo del mismo, ya que el agua empleada para el
riego del cultivo de alfalfa en los suelos de FES y TEPO sufre un

tratamiento antes de ser distribuida en los canales de riego, 1o

que no ocurre con el agua de riego en ZUMP, que emplea directamente

aguas negrae, lo que otigiha mayor fertilidad en el suelo por la

acumulacién de'materid orgénica (MO) aportada durante el riego de

viaa parcelas.
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VI. CONCLUBIONES,

Los tratamientos de = inoculacién con ~Rhizobjum afectaron
positivamente el crecimiento de la planta de’alfalféf‘llegando a .
producir mis del 30% de bhiomasa aérea en coﬁparacién con el
testigo, es decir que. con 5610‘ la inoculacién se mejord el
desarrollo de la planta debido a la disponibilidad tempréna de:
bacterias que promovieron la fijacién de nitr6§eno atmosférico,

éfectandd as!l el patrén de histribucién de fotosintesis y como
_consecuencia el desarrollo de la biomasa aérea. Por otra parté,

aunque los tratamientos inoculado no esterilizado y testigo no
moétraron resu}tados sobresalientes, incrementaron notablemente el
desarrollo de‘ biomasa aérea en el udltimo 6orte, debido a 1la

presencia de Rhizobium nativo en el ‘suelo, .el ‘cual tiene 1la

caracterfstica de estar adaptado a las bondiciones de su medio -
ambienté y'1a'presencia de la cepa nativa en el suelo se comprovs

por la nodulacién presentada en los tratamientos no ihoéulados.

El efecto de la inoculacién se mejoré indiédugiblemente con ia

este:ilizacién del suelo, lo que propbrcioné cierto grado de

estabilidad en la produccién de biohasa aérea durante todo el

experimento, de esta forma el tratamiento inoCulado-esterilizado

mostrs los mejores resultados de la investigaciéh, por que con la

esterilizacién se redujo‘durante el inicio de la investigacién los

agentes patégenos Yy competidbres de ia cepa inoculada inoculada lo-
'que promovié el crecimiento del tamafio de rafz, nimero de nédulos

y biomasa seca de rafz.
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"En lo que respecta a los tratamientos inoculado-esterilizado y

multicepa-esterilizado se determiné que no existe diferencia entre

ellos y ambos mostraron mejor desarrollo que el testigo.

El efecto del suelo que se present$ en el experimento, mostrd que

el suelo de Tepozotlén durante el tercer corte conaiguié. una

produccién de biomasa aérea estadisticamente significativa, en
tanto que para el tamaflo de rafz y nimero de nédulos los valores

significativos se presentaron en el suelo de Zumpango, a pesar de

que en este Gltimo suelo no obtuvo valoreersignificativos“en‘e1 ‘

crecimiento aéreo desarrollo un total de 17.4% y 12,7% mds biomasa

que los eﬁelos de Tepozotlén y FES respectivamente, ello debidé:al"

riego con aguas negras empleado en la zona de Zumpango, que otigiha

mayor fertilidad por la acumulacién de materia orgdnica aportada

durante el riego de las parcelas,
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