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MEDINA, R. M. 1989. Influencia de 1los rizobios nativos sobre 1la
respucsta a la inoculacidén de leguminosas tropicales. Tesis Mag.
Sc., Turrialba, Costa Rica, CATIE. 184 p.

Palabras c¢lave:Fijacién de nitrbdgeno, rizobios nativos tropicales,

modelos, Glycine max, Phaseolus wvulgaris, Phaseolus
Iunatus, Cicer arietinum, Lens culinaris, .

RESUMEN

Para evaluar el posible efecto de rizobios nativos sobre la respuesta a
la inoculacién de algunas leguminosas tropicales, fue llevado a cabo
cuatro ensayos, uno bajo condiciones de invernadero y tres bajo
condiciones de campo, en el CATIE, Turrialba, Costa Rica. Los suelos en
los tres sitios elegidos correspondieron a un Humitropept tipico
fino haloisitico isohipertérmico. Dos de los sitios se encontraban en
barbecho y el otro bajo cultivacidén intensiva incluyendo frijol y maiz.
Con antelacidén a los ensayos las poblaciones nativas de rizobios fueron
caracterizadas en funcidén de su numero, diversidad y efectividad por
medio de la técnica del namero mas probable (NMP) utilizando diversas
plantas trampa (12). Asi mismo se hizo una caracterizacidn detallada de
la poblacidén de malezas. Se utilizd cinco especies leguminosas en los
experimentos: Glycine max (soya), Phaseolus vulgaris (frijol comin), P.
lunatus (frijol 1lima), Cicer arietinum (garbanzo} y Lens culinaris
(lenteja). Las especies fueron seleccionadas basandose en el nlGmero
contrastante de rizobios indigenas. Los ensayos fueron realizados con
fertilidad mejorada. La respuesta a la inoculacién, evaluada en
términos de produccidén de materia seca, contenido de nitrdgeno total,
nodulacién y rendimiento en grano, fue variable entre sitios y especies,

La respuesta temprana a la inoculacibén, parecid estar relacionada al

xiii



numero de rizobios nativos y la respuesta, cuando existid, no se mantuvo
hasta la cosecha, aparentemente debido a factores limitantes u otros
mecanismos compensatorios del hospedero no claramente entendidos. E1
frijol comin, frijol lima y garbanzo para los cuales habia una alta
poblacidén de rizobios en el suelo, fueron las especies que no mostraron
respuesta positiva a la inoculacidén.Por el contrario la soya y la
lenteja mostraron una clara respuesta a la inoculacidén paralelamente con
bajos nimeros de rizobios nativos. Los datos obtenidos fueron usados
para correr varios modelos de regresién (15) gque relacionaron la
respuesta a la inoculacién al numero de rizobios nativos. El modelo que
mejor ajustd los pardmetros evaluados con la poblacidn nativa de
rizobios fue de tipo hiperbdlico. La historia reciente de cultivacidn
y/0 el manejo del suelo influencid la composicibén de malezas, la cual a
su vez pudo haber influenciado la composicién de las poblaciones
indigenas de rizobios. Asi, las poblaciones nativas de rizobios parecen
influenciar negativamente la respuesta a la inoculacidén de leguminosas
tropicales. Esto sugiere gque deben emprenderse nuevos enfoques en la
tecnologia de fijacién de nitrdgeno, para superar esta importante

restriccidn ecoldgica.
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MEDINA, R. M. 1989. Influence of indigenuus rhizobia on the response to
inoculation of tropical legumes. Thesis, Mag. Sc., Turrialba,
Costa Rica. 184 pp.

Key words: Nitrogen fixation, tropical indigenous rhizobia, models,

inoculation, Glycine max, Phaseolus vulgaris, Phaseolus
lunatus, Cicer arietinum, Lens culinaris.

SUMMARY

In order to evaluate the possible effect of native rhizobia on the
response to inoculation of some tropical legumes, four trials were run,
one under greenhouse conditions and three under field conditions, in
Turrialba, Costa Rica. Soils at the chosen three sites corresponded to a
Typic Humitropept Fine Halloysitic Isohypertermic. Two of the sites were
under fallow and the other one under intensive cultivation, including
beans and maize. Previous to the trial, the indigenous population was
characterizad in number, host range and effectiveness. The most probable
number counting technique was used in conjunction with different trap
legqumes (12). Also a detailed characterization of the weed population
was conducted. Five legumes species were used in the trials, namely
Glycine max, Phaseolus vulgaris, P. lunatus, Cicer arietinum and Lens
culinaris. Species were selected based on the contrasting number of
indigenous rhizobia. All trials were conducted under improved fertility
status. The response to inoculation measured in shoot dry weight, N
content, nodulation and yield, varied between sites and species. Early
inoculation response appeared to be related to the number of indigenous
rhizobia, this response, however did not hold until harvest apparently
to limiting factors or other host compensatory factors not clearly

understood. Common beans, lima beans and chick pea rhizobia were in high
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number in all the sites, no response to inoculation was observed. On the
contrary, £for soybeans, and lentils there was a clear response to
inoculation wich paralleled low numbers of indigenous rhizobia. Data
obtained was used to run different models (15) that related inoculation
response to the number of indigenous rhizobia. An hyperbolic model was
the one that more closely correlated measured parameters with actual
numbers of bacteria in the soil. Recent crop history and or/ soil
management influenced weed composition wich in turn may have influenced
the composition of the indigenous population. Thus the indigenous
population appear to negatively influence the response to inoculation of
tropical legumes. This suggest that new approaches in Nitrogen fixation
technology must be taken in order to overcome this important ecological

constraint.
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1.—-INTRODUCCION

El nitrdégeno es un elemento fundamental para todos los seres vivos,
pues forma parte de los Acidos nucleicos, las proteinas y la clorofila.
Ningin organismo sea bacteria, hongo, planta o animal puede crecer y
desarrollarse bien en ausencia de este elemento. El nitrdgenoc es suplido

a los mismos en diferentes formas quimicas: inorgadnicas (bacterias,

hongos , plantas) y organicas (animales).

El nitrbdgeno abunda sobre la tierra pues el 80% del volumen de gases de
la atmbésfera estd constituido por N molecular, forma muy estable y no
disponible sino para un peguefio grupo de microorganismos. El nitrdgeno
fijo (NO3 o NH4+) disponible para las plantas, suele ser sin embargo
limitante en la mayoria de los suelos y por lo tanto constituye un

factor de importancia que limita la produccibén de los cultivos.

El nitrdgeno disponible llega al suelo con la lluvia, los fertilizantes
y la fijacidén bioldgica del dinitrdgeno atmosférico. La precipitacién
aporta al suelo cantidades insuficientes de este elemento, gque no
inciden de manera importante en la productividad de los cultivos. El uso
de fertilizantes nitrogenados, por otro lado, es una practica agricola
efectiva para aumentar la produccidén de los cultivos. Sin embargo a la
misma se le puede apuntar algunos inconvenientes, tales como: el pequefio
agricultor por falta de recursos no los usa; su fabricacién tiene un
alto costo energético, asi como en el transporte y aplicacidn; causa
contaminacién de las aguas (NO3) y de la atmosfera (N30). En suelos

agricolas, el proceso de fijacién bioldgica del nitrdgeno, especialmente



la asociacién simbibética entre leguminosas y Rhizobium, si aporta
cantidades significativas del elemento. Asi, el proceso de fijacidn
simbidtica del dinitrdgeno atmosférico contribuye de manera importante a
reducir las necesidades de fertilizante nitrogenado, como estrategia
para aumentar la produccidén, al menos en algunos cultivos como la soya
(Glycine max) y en gramineas cuando éstas se siembran en rotacibén con

las leguminosas fijadoras.

Los rangos de las cantidades de Ny fijados por las plantas leguminosas,

varian desde 50 kg ha~l afio™1 para algunas leguminosas anuales como el

mani (Arachis hypogaea), hasta varios cientos de kg ha™l afio! para
algunas leguminosas forrajeras en medio ambientes favorables (Burns, R.
y Hardy, R. 1975). Es por ello gue en los sistemas de produccidn
agricola, es atractivo 1incluir, o en su caso, incrementar, la
utilizacidén de leguminosas fijadoras de nitrdgeno como fuente de
proteina para consumo humano y animal, asi como para mantener la
fertilidad de los suelos . Una de las estrategias para alcanzar este

objetivo es mejorando la simbiosis Rhizobium-leguminosas, practica a la

cual se dedica actualmente grandes esfuerzos.

Uno de los métodos empleados para mejorar la simbiosis, consiste en
inocular las semillas de leguminosas con cepas especialmente
seleccionadas por su mayor eficiencia en la fijaciéon del N3. Esta
practica es sencilla y considerablemente mas barata que la aplicacidn de
fertilizantes. Desafortunadamente en algunas ocasiones, la inoculacidén
no va seguida de una respuesta positiva en crecimiento y produccidn,

debido en gran medida al problema de competencia con cepas nativas. Para



poder predecir la respuesta a la inoculacién en algin sitio en
particular, es necesario comprender mejor las interacciones que ocurren
entre las cepas inoculadas y las cepas indigenas. El presente trabajo de
investigacidén se enmarcd en esta problemdtica, planteando la hipbtesis
de que el porcentaje de incremento tanto en biomasa, contenido de
nitrbégeno, nodulacidén y rendimiento en grano,estarian en funcibén del

namero, diversidad como efectividad de las cepas indigenas de rizobios.

Con base en lo anterior se plantearon los siguientes objetivos:

l1.- Identificar 1las caracteristicas especificas de las poblaciones
nativas de Rhizobium, que afectan la respuesta a la inoculacidn de

leguminosas en estos suelos.

2.- Contribuir con la informacidén generada en la creacidén de un modelo
predictivo de respuesta a la inoculacidn, el cual pueda ser usado para
ayudar a los productores. a decidir el uso de inoculantes en cultivos

leguminosos.



2.— REVISION DE LITERATURA

2.1 El ciclo del nitrdgeno

2.1.1. Reacciones del nitrdgeno en el suelo

El nitrdégeno es uno de los elementos mads dindmicos en la naturaleza y
estd sujeto a una gran cantidad de cambios, procesos y transformaciones
que lo llevan desde la forma inerte atmosférica {N3) hasta el humus del
suelo y posteriormente por mineralizacidén va a formas inorgénicas que
pueden regresar a la atmosfera. Esta serie de cambios, que encierran
pérdidas y ganancias del elemento en el suelo, constituyen el "“ciclo del

nitrbgeno*.

Este ciclo es de singular importancia para el hombre especialmente en
relacidn. con la produccidén de alimentos, debido a que su ‘disponibilidad
limita la fertilidad en vastas Aareas del mundo, los cientificos del
suelo han dirigido su atencién hagia la disponibilidad del elemento y
hacia los medidos para proveerlo, de tal suerte que supla la pequeia

cantidad disponible en la mayoria de los suelos (Alexander, M. 1972).

La poca cantidad de nitrdgeno en el suelo puede deberse a pérdidas por
varios mecanismos: remosidén por la cubierta vegetal para satisfacer 1la
demanda nutrimental, volatilizacidén, desnitrificacién y 1lixiviacidn.
Esta pérdidas pueden ser equilibradas en parte por 1la adicidén de
fertilizantes, por el retorno al suelo de los residuos vegetales o

animales, por la fijacién del N; atmosférico y mas recientemente a



través de la influencia de 1la contaminacién (Graham, P. 1972). E1
proceso que retorna la mayor cantidad del elemento a los ecosistemas
terrestres es la fijacidén del dinitrbgeno atmosférico, por lo cual
constituye el factor mas importante dentro del ciclo del nitrbgeno. Por

su importancia agrondémica y ecolbdgica enseguida se revisa este proceso.

2.1.2 La fijacidén biplbgica del nitrdgeno

La fijacidén bioldgica del nitrégenbné§~la reduccién del Ny para producir
amonio (NH4+) el cual es luego aprovechado en 1la sintesis de
aminoacidos y luego en la de otros productos nitrogenados, gque son
utilizados por los seres vivos en la sintesis de protelnas y A&cidos
nucleicos (Mora, N. de 1983). El total de nitrdgeno fijado se ha

estimado en 265 x 10® Ton afo™! (Burns, R. y hardy, R. 1875).

El proceso puede ocurrir también abioldégicamente en forma natural por
descargas eléctricas, combustidén y ozonizacién, para los cuales se ha
estimado en conjunto 30 x 108 Ton afio™l; también existe la fijacibn
artificial (proceso industrial Haber—Bosch) para el cual se ha estimado

un monto de 60 x 10° Ton afio™l

(Burns, R. y Hardy, R. 1975). Este
proceso industrial requiere de condiciones de alta temperatura vy
presidon, que demanda gran cantidad de energia y resulta, por esta razén
costoso, pues ésta proviene de combustibles fésiles cada vez méas

escasos. Las limitaciones econdmicas y los problemas ecoldgicos cada vez

mas agudizados debido al uso de los fertilizantes nitrogenados, han



estimulado el interés por 1la fijacidén biolbégica del dinitrdgeno

atmosférico.

Este proceso es una propiedad Gnica, que poseen s6l0 unos pocos generos
de microorganismos , los cuales contienen la informacidn genética para
sintetizar la enzima nitrogenasa. Esta enzima cataliza la conversidn del
Ny a NH3+ bajo condiciones de presidén y temperatura normales, y la

energia necesaria para ello proviene directamente de la fotosintesis.

Los microorganismos gque poseen la habilidad para fijar Ny incluyen
bacterias y algas azul-verdes (cianobacterias). Estos organismos pueden
ser de vida libre o formar asociaciones de beneficio mutuo con plantas
superiores (Havelka, U. et al 1982). El nitrdgeno fijado bioldgicamente
ha sido estimado en 175 x 10° Ton afio™! (Burns, R. y Hardy, R. 1975);
sin embargo estimaciones mas bajas han sido mencionadas, por un monto de

122 x 10% (Burris, R. 1980).

La importancia agrondmica de este proceso considerado como uno de los
fundamentales que ocurren en la naturaleza es enorme. Para objetivizar
esta afirmacidén, basta decir que Martinez, R. (1986) calculd que, junto
con los productos agricolas, se extraen anualmente 100 x 10® Ton de
nitrogeno de la superficie terrestre, mientras que el devuelto por los
fertilizantes alcanza solo una minima parte del que se pierde. Si la
fijacibén bioldgica del dinitrdgeno atmosférico no se hubiera realizado
continuamente en el transcurso de 1la explotacidén agricola durante
milenios, los suelos agricolas habrian perdido su capacidad de producir

desde hace ya mucho tiempo.



2.1.3 Simbiosis Rhizobium-leguminosas

Esta constituye la asociacidn mas elaborada y eficiente entre plantas y

bacterias y, por esta razdn, ha sido la mis estudiada hasta el momento.

La fijacibén del dinitrbgeno atmosférico por esta simbiosis es un proceso
integrado, en el cual la planta hospedero (macrosimbionte) abastece a la
bacteria (microsimbionte) con carbohidratos como fuente de energia y 1la
bacteria a su vez, suministra a la planta el Ny reducido, el cual es
usado primero en la sintesis de aminodcidos, ureidos y amidas y luego en
proteinas de la planta (Mora, N. de 1983; Havelka, U. 1982). El monto

estimado por esta fijacidén simbidtica es de 70 x 108 Ton afio™l

O sea el
40 por ciento del total de nitrdgeno fijado bioldgicamente cada afio

(Burns, R. y Hardy, R. 1975).

El establecimiento de esta simbiosis ocurre como resultado de una serie
de procesos aparentemente especificos, en los cuales deben intervenir
factores genéticos y quimicos, tanto de parte de la bacteria como de la
planta. Schmidt, E. (1978) menciona que en este reconocimiento mutuo, la
raiz de la leguminosa dada reconoce, no solo entre todas las otras
bacterias del suelo, sino inclusive otros rizobios vecinos, al tipo de
rizobio hombélogo y a su vez el rizobio reconoce las seflales quimicas
propias de la raiz de leguminosas a las demds raices que puedan

encontrarse en las proximidades.



Las bacterias que intervienen en el proceso pueden ser infectivas (
forman ndédulos) y no fijar nitrbdgeno (inefectivas), o pueden
establecer el sistema completo hasta la fijacién del dinitrdgeno
atmosférico en grado alto (eficientes ) o en grado bajo (ineficientes).
Si la leguminosa se asocia con el rizobio que le sea genéticamente
compatible y si la cepa bacteriana es efectiva, la planta recibiri el
beneficio de la fijacién del nitrbégeno (Mora, N. de 1983), si las

condiciones ambientales (suelo, clima) son adecuadas.

Los beneficios directos del proceso de fijacién simbidtica se derivan de
los miltiples usos de las numerosas leguminosas fijadoras ya sea como
alimento para humanos (granos), o para animales (forrajes), abonos
verdes, maderas, aceites, gomas, colorantes y resinas. Algunas
leguminosas se emplean como coberturas y otras como Arboles ornamentales

y de sombrio (Gomez, A. y Zandstra, H. 1976).

Los beneficios indirectos se derivan del empleo de las leguminosas en
cultivos mixtos, por ejemplo pasturas y cultivos asociados, como el
tradicionalmente usado en BAmérica Latina de maiz y frijol. Otros
beneficios indirectos se obtienen cuando las leguminosas © sus residuos
se mineralizan en el suelo, contribuyendo asi al nitrdgeno disponible y
reduciendo de esta forma la necesidad de fertilizantes para el cultivo

asociado o para un cultivo posterior (Halliday, J. 1981).

La fijacidén de nitrdgeno tal como ocurre en los nddulos de las
leguminosas es un proceso gque consume mucha energia y por tanto

dependiente en Gltima instancia de la fotosintesis. De esta manera los



factores que controlan las tasas de la misma y/o la distribucidén de los
fotosintatos en la planta, afectan significativamente la fijacién del

No. Esos factores que se discuten abajo pueden ser bibticos y abibdticos.

2.1.3.1 Factores bidoticos limitantes de la simbiosis

Bstos se refieren tanto a las caracteristicas propias de los simbiontes
(planta y bacteria), como a las interacciones entre ambos, asi como a
la accién de otros microorganismos, incluyendo los propios rizobios,

sobre la simbiosis en alguna de sus etapas.

2.1.3.1.1 Macrosimbionte: la planta

De acuerdo con Graham, P. (1982) se pueden agrupar en tres los factores
del hospedero, que afectan la fijacidn simbidtica del Ny: iniciacién,
desarrollo y funcionamiento del nddulo, aunque en la practica es muy
dificil mantener este agrupamiento para analizarlos, pues los procesos
que desembocan en la fijacién del N3 atmosférico, son una secuencia de
pasos los cuales se enlistan a continuacién: gquimiotaxis de los
rizobios, multiplicacién de los mismos en la rizosfera; acercamiento a
la raiz; unidén de los simbiontes; reconocimiento de los asociados;
peneteracidén o© preinfeccidén de los rizobios al pelo radical;
encurvamiento del pelo radical; crecimiento del hilo infectivo; estimulo
meristematico en la raiz del pelo radical; infeccidén de las células de

la corteza; las dos Ultimas etapas son la induccidn de crecimiento
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meristematico local en la corteza radical (desarrollo de los nddulos) y

el funcionamiento de los mismos.

En las primeras etapas Jjuega un papel aparentemente importante las
secreciones del hospedero. Entre las sustancias que pueden jugar un
papel en el reconocimiento estan las 1lectinas o fitohemoaglutininas
presentes en las raices de las leguminosas, las que podrian interactuar
especificamente con un polisacdrido distintivo sobre la superficie de la
célula de los rizobios, como un preludio a la nodulacibén. De esta manera
la lectina estableceria el vinculo entre las bacterias y 1la superficie
del pelo radical, superficies que tendrian determinantes antigénicos
similares. Esta teoria fue desarrollada en 1973 por Hamblin, J. y Kent,
S. los que encontraron gque los eritrocitos de la sangre se ligaban a
los pelos radicales, proceso que atribuyeron a 1la produccidén de
fitohemoaglutininas o lectinas, presentes también en las semillas de las
leguminosas. Bohlool, B. y Schmidt, E.(1974) estudiaron la interacciébn
Glycine max—Bradyrhizobium japonicum buscando el papel que juegan estas
lectinas en la especificidad hospedero-rizobio y encontraron que existe
un antigeno comin entre ellos; estos mismos investigadores formalizaron
la hipbtesis de reconocimiento enunciada un afio antes. Posteriormente
Bhuvaneswari, et al (1977) confirmaron esas observaciones utilizando
una lectina de soya marcada con isotiocianato de fluoresceina. Mas
recientemente Robert, F. y Schmidt, E. (1985) hicieron una comparacidn
de la actividad lectina-enlace con dos cepas de B. japonicum encontrando

resultados similares a los anteriores.
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Sin embargo, la mayor <cantidad de estudios se han dedicado
principalmente a la interaccibén Rhizobium leguminosarum biovar trifolii-
Trifolium sp. (trébol). Asi, en 1975 Hubbell, H. vy Dazzo, F.
encontraron un polisacdrido uUnico en Rhizobium que fue reactivo
antigénicamente con un componente sobre las células epidermiales
incluyendo pelos radicales del trébol . En 1978 Dazzo, F. Yanke, W. y
Brill, W. purificaron y caracterizaron la lectina del trébol
denominandola *trifoliin", que reacciona cruzadamente con el

polisacirido bacterial y la superficie de las células epidermiales.

Sin embargo, a pesar de la evidencia experimental acumulada, sobre todo
en la asociacidn arriba mencionada en la actualidad existe controversia
sobre si este mecanismo de reconocimiento es generalizable a todas las
asociaciones Rhizobium-leguminosa. Algunos de sus eventos no estédn
claramente definidos y parece que la interaccién entre las lectinas y
los rizobios no son las Unicas responsables de la especificidad. La
principal controversia concierne, a la naturaleza del carbohidrato
receptor de la lectina sobre las células del Rhizobium; estos receptores
fueron identificados como polisacarido célular (Dazzo,F. y Hubbell, H.
1975; Dazzo, F. et al 1988), lipopolisacirido (Wolpert,J. vy Albersheim,

P. 1976) o un glicano (Planqué, y Kijne, 1977).

Enseqguida se presentard una breve resefia de las etapas de desarrollo y
funcionamiento del nédulo, para después retomar los primeros eventos que
es donde mayor influencia tiene la planta hospedero para limitar la

simbiosis.



12

Asi, después del reconocimiento de los simbiontes la preinfeccidén o
penetracidon de las bacterias a la planta ocurre normalmente por los
pelos radicales o en 1lesiones de otras células de la raiz de las
leguminosas, por su correspondiente especie de Rhizobium. Si ésta ocurre
a través de 1los pelos radicales el primer signo parece ser el
encurvamiento de los mismos después de que la infeccidn se haya iniciado
y antes de la aparicién del hilo infectivo. El1 &cido indolacético
producido por 1la bacteria unida al pelo radical y formado por 1la
oxidacidén microbiana del triptofano parece ser uno de los responsables
del encurvamiento del pelo (Hubbell,D. 1970), aunque puede ocurrir
infeccidén sin encurvamiento del pelo (Nutman, 1959). Por su parte
Hubbell, D. y Bauer, (1981) consideraron también la funcién de las
enzimas pectoliticas tales como pectinasas, unicelulasas y celulasas,
producidas por el Rhizobium, las cuales ablandarian la pared celular
haciendola mas susceptible al ataque de los rizobios. Martinez-Molina,
E. et al (1979), demostraron la accién de las enzimas pectoliticas
producidas por el R.leg.Bvr. meliloti en la nodulacidén. Higashi, y
Abe, , (1980) describieron la presencia de un compuesto de bajo peso
molécular no identificado, en el espacio periplasmico del Rhizobium
leguminosarum biovar ¢trifolii. Este compuesto promovié la infeccidn
cuando se aplicd en el indculo. La entrada de las bacterias al pelo
radical puede ocurrir por un proceso de invaginacidén, pues la bacteria
penetra en la pared celular e induce a la pared mds interna (plasmolema)
a crecer hacia adentro, iniciandose asi el hilo de infeccién dentro del
cual estan las bacterias. Por otro lado Callaham, D. y Torrey, J. (1981)
han propuesto que la infeccidén ocurre como resultado de una degradacién

de 1la pared celular por enzimas bacterianas, y gque la pared del hilo
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infectivo no es resultado de una invaginacidén, sino del crecimiento
centripeto de la pared celular dentro del pelo radical una vez que el
mismo es infectado por las bacterias. Evidencias concluyentes, sin
embargo, no han sido obtenidas hasta la fecha, a pesar de ello parece

existir consenso que este tltimo mecanismo es el que ocurre.

Posteriormente el hilo de infeccidn crece hacia la base de las células
del pelo radical, a menudo con el nicleo en la punta, y entonces pasa a
las células corticales adyacentes. Los nucleos de estas células sufren
cambios degenerativos excepto en las células tetraploides. Durante anos
se considerd que existen células disomdticas en la corteza interior que
eran centros de iniciacién del ndédulo (Gibson, A. y Nutman, P. 1960).
Evidencias mas recientes sugieren gue el nimero miltiple de cromosomas
observado en los nbdulos es resultado de la infeccibén e inducido por el
&cido indolacético y la citoquinina (Gibson, A. 1976). Cuando el apice
del hilo se aproxima a la célula disomAtica puede estimular el control
hormonal que hace dividir las células del parénquima cortical y sus
vecinas de la endodermis y periciclo para dar origen al nbdulo. Las
ramificaciones del hilo de infeccidén penetran las células y descargan
las bacterias en el citoplasma y se comienzan a formar tejidos
diferenciados, tales como haces vasculares que crecen de la raiz hacia
los laterales del nddulo. En la zona central las células estadn llenas de
bacterias gque toman 1la forma bacterocidal. Los principales cambios
observados en esta etapa de formacidén del nddulo son el desarrollo de la
nitrogenasa, composicidén de citocromos, oxidasas y aparicién de 1la
leghemoglobina. Desafortunadamente nuestro conocimiento preciso de estos

pasos es muy limitado, aunque recientemente se ha puesto énfasis en
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estudios sobre regulacidén génica en plantas, especialmente en 1los
procesos de nodulacidén utilizando mutantes de Rhizobium. Los resultados
de tales estudios sugieren la existencia de varias enzimas dentro de los
ndédulos denominadas nodulinas las cuales se ha demostrado que juegan un
papel fundamental en la ontogenia y mantenimiento de los nddulos; entre
éstas se encuentra leghemoglobina, uricasa, glutamina sintetasa y
sacarosa sintetasa (Lara, M. et al 1988; Morell, M. 1988; Copeland, L.
1985). Algunas de esas nodulinas se ha mostrado que se localizan dentro
del compartimiento peribacteroidal adyacente al microsimbionte (Verma,
D. et al 1988). Estos mismos autores sugieren diferentees tipos de
sefiales de parte del Rhizobium que estan involucradas en la expresidn de

tales nodulinas dependiendo del estado de desarrollo del nddulo.

Cada nbédulo estd asociado con una infeccién y sélo en raras ocasiones
contiene mas de una cepa de bacterias tal como han informado (Mcawad, H.
y Schmidt, E. 1987) los cuales encontraron infeccidén mixta dentro de

nbédulos de Glycine max crecida bajo condiciones de campo.

En relacidén con el funcionamiento del nbédulo se destaca los siguientes
procesos: funcién del bacteroide; retardo de senescencia; particién de
energia; requerimientos energéticos para la fijacidén del Nj. Estos
aspectos estdn recibiendo en la actualidad, atencidén para su
clarificacidn por parte de varios investigadores . Una revisidn sobre el
tema fue hecha por Gibson, A. y Jordan, D. (1983), la cual contempla
los aspectos mas relevantes, pero que se enuncian a nivel de hipotesis
ante la falta de evidencias concluyentes. Al respecto conviene citar a

Vincent, J. (1980) el cual establecidé que *“algunos de las etapas en el
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funcionamiento del nddulo han sido definidas en términos citoldgicos,
particularmente por el uso de formas modificadas genéticamente de ambos
simbiontes (mutantes), pero cualquier explicacidén fisioldgico-bioquimica
para la especificidad en la simbiosis, estd en un estado decididamente
primitivo". Sin embargo en la actualidad se sabe con precisidn, que
durante todo el proceso de fijacién de N estos simbiontes interactdan a
nivel de expresidén genética, por transmisidn reciproca de sefiales que
activan los genes simbiéticos (Wijffelman, C. et al 1988; Verma, D. et

al 1988; Lara M. et al 1988).

En este mismo enfoque sobre la especidad en la simbiosis, recientemente
se ha demostrado que los exudados de las plantas contienen polifenoles
llamados flavonas que actyan como sefiales para inducir la expresidén de
genes de nodulacidén comln, los que se han identificado como nodABC en el
Rhizobium. Estos genes estimulan las respuestas iniciales de divisidn
celular cortical y el encurvamiento de los pelos radicales (Peters, N.
et al 1986; Redmon, J. et al 1986; D'arcy, A. y Jay, M. 1987; Jhonston,
A.W.B. et al 1988). Asi mismo otra linea de investigacién postula la
posibilidad de que la especificidad de nodulacién y otras propiedades
simbibdticas en Rhizobium estén controladas por plasmidos. Esta
sugerencia fue introducida por Dunican, L. y Cannon, F. (1971) y Cannon,
F. 1972). Recientemente se ha informado hallazgos que confirman esas
posibilidades con relacién a diversos aspectos de la simbiosis
Rhizoboium-leguminosa (Dunican, L. y Tierney, A. 1974; Sutton, W. 1974;

Toro, N. y Olivares, J. 1985)
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Volviendo con la influencia de las plantas hospedero en las primeros
pasos de la simbiosis, se sabe que las secreciones de sus raices pueden
tener un efecto directamente sobre 1los rizobios ya sea de caréacter
estimulatorio o bien inhibitorio. Sobre el primer aspecto Vincent,
J.(1974) anota que la rizosfera de 1las 1leguminosas contienen una
variedad de compuestos exudados por las raiz, gque son un medio
quimotictico diferencial y que puede ser usado por los microorganismos.
Entre los compuestos exudados se encuentran aminodcidos, azfcares,
enzimas y biotina; esta Gltima parece ser el factor que mayormente
estimula el crecimiento de los rizobios. De esta manera la rizosfera de
las leguminosas estimularia selectivamente a los rizobios y su poblacibdn
podria llegar a ser 10-20 veces mayor que en el suelo circundante

(Schmidt, E. 197 ).

Contrariamente a lo sefialado , mucha informacién disponible indica que
la estimulacidén rizosférica puede no ser especifica, tal como se sugiere
en los trabajos clasicos de Tuzimura, K. y Watanabe, I. (1962), los
cuales no encontraron evidencia de estimulacibébn especifica para
Rhizobium leguminosarum biovar trifolii y R. 1leg. bvr. meliloti
concluyendo que plantas tanto no leguminosas como leguminosas, tuvieron
efectos estimulatorios del crecimiento de algunos, pero no todas las
especies de Rhizobium. Robinson, A. (1967) informd resultados de campo
similares. Peters, R. y Alexander, M. (1966), no encontraron
especificidad relativa a la estimulacidén de varias especies de Rhizobium
trabajando con soluciones nutritivas. Todos estos trabajos se realizaron
bajo condiciones controladas (in vitro). Los Unicos trabajos publicados

sobre examinacidn directa (in situ) de dindmica poblacional de
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desarrollo de rizobios en la rizosfera, son los de Schmidt, E. y
colaboradores, los cuales usaron técnicas de anticuerpos fluorescentes
para monitorear en el suelo las poblaciones de B. japonicum (Reyes, V. y
Schmidt, E. 1979,1981; Robert, F. y Schmidt, 1985) yv R. leg. bvr.
phaseoli (Robert, F. y Schmidt, E. 1983). Sus hallazgos indicaron que ,
aungue los rizobios fueron generalmente estimulados en la rizosfera, la
estimulacién no fue especifica para ning(n caso particular de asociacidn

leguminosa-Rhizobium,

En relacidn con el efecto inhibitorio del hospedero sobre el rizobios,
Thompson, J. (1960) encontrd inhibicién por produccién de sustancias
fendlicas (toxinas) de las semillas de leguminosas. Rice, E. (1964,
1968) estudid también este efecto con extractos de plantas encontrando
reduccidn significativa en el nimero de nbdulos por extracto de 1la
maleza Aristida oligantha en frijol comin (Phaseolus vulgaris). Murthy,
y Ravindra, (1974) observaron gque Aristida adscendens una graminea
dominante que crece bajo condiciones secas en el Noroeste de la India,
redujo el nimero de nddulos en Indigofera cordifolia la cual esté
asociada con la graminea en los estados iniciales de la sucesidn. Ellos
sugirieron que ésto pudo ser un efecto alelopatico. Adem&s Murthy, vy
Nagodra, (1977) aislaron Rhizobium de nbddulos de nddulos de Indigofera
cordifolia y probaron el efecto de extractos de raices, ramas vy
hojarazca de A. adcensionis y encontraron que los extractos vy
lixiviados de la graminea inhibia el crecimiento de Rhizobium en
condiciones de cultivo en laboratorio. Los extractos de raices
generalemente fueron mads efectivo para ello, gque aquellos de ramas y

hojas. Recientemente Mallik, M. et al (1987) investigaron los efectos de
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las plantas en relacidén con estimular o reducir la nodulacibén en plantas
de soya (Glycine max) crecidas en bolsas y caldos de cultivo,
encontrando que algunas malezas estimulaban el crecimiento de 1los
rizobia por 3-4 veces después de 48 horas de incubacién; asi mismo otras

malezas presentaron el efecto contrario.

Los efectos de las especies de plantas sobre la densidad de los rizobios
en el suelo, también ha recibido atencién. Asi por ejemplo, Escuder, A.
(1972) observdé que en campos donde habia crecido tabaco por 9 afios, los
nameros de R. leg. bvr. trifolii fueron 106 g'l suelo seco o mas:
densidades iguales se observd en campos con pastos perennes. Sin embargo
ella también notd, que el trébol blanco (Trifolium repens) fue una
maleza ampliamente extendida en estos campos, con aproximadamente el 15%
de la flora en la pastura. Nutman, P. y Ross,G. (1970) estudiaron la
presencia de malezas leguminosas en campos donde se habia cultivado
trigo (Triticum vulgare) y tuberculos por 120 afios, encontrando que los
rizobios en los campos sembrados con la planta de via fotosintética Cyg
(trigo) tuvieron mayor diversidad y no se correlaciond necesariamente

con la presencia de malezas leguminosas.

2.1.3.1.2 Microsimbionte: la bacteria Rhizobium

Los rizobios se han dividido en grupos, y se nombran de acuerdo con la
planta huesped que infectan. Asi se identifican los siguientes de
acuerdo con Alexander, M. (1961): Rhizobium meliloti (grupo de la

alfalfa), R. trifolii (grupo del trébol), R. leguminosarum (grupo de la
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arveja), R. phaseoli {grupo del frijol), R. lupini (grupo del lupino),
R. japonicum (grupo de la soya), R. misceldneo (grupo del caupi).
Modernamente (Bergersen, 19 ) se identifican genéricamente como
Rhizobium leguminosarum biovar antepuesto a la especie de cada uno de
ellos, excepto para el japonicum el cual se denomina Bradyrhizobium
japonicum. En este trabajo usaremos la nomenclatura moderna para
nombrarlos en 1o sucesivo. Conviene mencionar gue se presenta el caso de
rizobios que nodulan leguminosas fuera de su grupo , a este fendmeno se
‘le denomina promiscuidad simbibdtica y constituye una objecibén a 1la

validéz taxondmica de los grupos.

Las cualidades deseables en el Rhizobium son un alto grado de
infectividad para un hospedante en particular, efectividad o habilidad
para fijar grandes cantidades de nitr6geno, compatibilidad con amplio
espectro de especies y variedades y competitividad para inducir
nodulacidén en presencia de otras bacterias en la rizosfera. El principal
factor limitante relacionado con el microsimbionte es el grado de
especificidad que posee, el cual se puede apreciar no sb6lo en la
habilidad para formar nddulos, sino también en la fijacidén del Ny
atmosférico. En este respecto conviene recordar 1o que se mencionaba
lineas arriba acerca de los genes gque intervienen y determinan la
capacidad simbibtica de los rizobios. Estos genes son extracromosomales
y se denominan plasmidos. Actualmente se puede transferir plésmidos de
una cepa a otras mediante técnicas de genética bacteriana 1o cual puede
constituir wuna posibilidad de futuro para el mejoramiento de 1la

simbiosis, tal como ya fue comentado.
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Ademas de la efectividad, el microorganismo debe tener habilidad para
establecerse en el suelo y la rizosfera, competir con cepas indigenas y

persistir por un largo tiempo.

2.1.3.1.3 Efectos de microorganismos del suelo sobre

la simbiosis

Dado que el Rhizobium es un habitante del suelo, se ve afectado por
interacciones antagdénicas que se dan con otros microorganismos. Los
fracasos de lequminosas inoculadas para nodular bien en el campo han
sido atribuidos a los efectos de antagonistas microbianos en suelo
{(Chowdury, M. 1967). El término antagonismo comprende la competencia,
amensalismo, explotacion y antagonismo postinfeccién (Chowdury, M.

1976).

El antagonismo microbiano puede ser operativo a través de la
competencia, siendo los nutrimentos uno de los factores mas importantes.
Existe poca informacidén sobre la naturaleza de posibles sustratos usados
por los rizobios en suelo y rizosfera o como el rizobio puede competir
bien con otras bacterias por tales sustratos. Chowdury, M. (1967) usd la
técnica del numero mas probable para estimar cambios en la poblacién
indigena de Rhizobium leguminosarum biovar trifolii y R.leg. bvr.
lupini, después de la adicidén de glucosa al suelo, no detectandose
cambios significativos en su poblacidén original. Pefha-Cabriales, J. y
Alexander, M. (1983) estudiaron la respuesta al crecimiento de rizobios

después de la adicidén al suelo de manitol, concluyendo que el rizobio
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fue un pobre competidor por este sustrato a menos que altas cantidades
de carbdn exdgeno fueran adicionadas. Viteri, S. y Schmidt, E. (1987)
trabajando con B. japonicum proporcionaron la primera evidencia directa
que comprueba que 1los rizobios nativos del suelo pueden competir
exitosamente con otras bacterias del suelo por sustratos realmente
disponibles en el medio en ausencia de raices de leguminosas hospederos
u otras rizosferas. Germida, J. (1988) confirma estos resultados al
establecer la habilidad de cepas indigenas de Rhizobium leguminosarum
biovar Vicea y R.leg. bvr. meliloti para competir exitosamente con otras
bacterias del suelo por nutrimentos disponibles, lo que tendria grandes
implicaciones para la dindmica poblacional del rizobio al ser un buen

competidor en el suelo.

Aparte de competir por sustratos disponibles con la microflora del
suelo, los rizobios tienen que competir con otras cepas rizobianas por
éstos y por ocupar un sitio en el nbédulo. Esta @iltima competencia es un
fenbémeno complejo que ocurre entre cepas indigenas, entre indigenas e
inoculadas, y entre cepas aplicadas en un indculo mixto (Ham,G. 1980).
El éxito relativo de las diferentes cepas de rizobios es resultado de la
interaccién de muchos factores que afectan tanto la sobrevivencia y

colonizacidén de la raiz como la competencia por sitios en los nddulos.

En relacién con la competencia entre cepas indigenas, estudios
seroldgicos realizados po; Johnson, H. y Means, U. (1963) indicaron gque
existen diferentes poblaciones de rizobios nativos en ndédulos de Glycine
max; en cinco de seis suelos estudiados, el 49 al 82 % de los

aislamientos fueron uno o dos de los grupos predominantes y se tuvo una
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alta correlacidn entre los datos de campo e invernadero. Caldwell, B. y
Weaver, D.(1970) encontraron que diferentes fechas de plantacién
influenciaron la ocurrencia de serogrupos en nddulos de G. max; la
ocurrencia del serogrupo c3 fue mayor en las fechas de plantaciones
tardias que otros serogrupos utilizados, asi mismo el serogrupo 110 fue
mis frecuente en las fechas de plantacién tempranas. Weaver, D. et al
{1971) hallaron que la distribucidn seroldgica también difiridé cuando
las plantas de soya fueron muestreadas en diferentes estadios de

desarrollo.

Sin embargo, la situacidén mas dificil de competencia se establece cuando
se usa indculos de rizobios para introducirlos a un suelo que contiene

rizobios nativos tanto de la misma especie, como otras.

Estos estudios de competencia por nodulacién han sido bien documentados
por Read, M. (1953); Vincent, J. y Waters, L. (1953); Johnson, H. et al
{1965);: Caldwell, B. (1969); Marques Pinto, C. et al (1974); Labandera,
C. y Vincent, J. (1975); Robert, F. y Schmidt, E. (1983). Los resultados
mostrados por todos estos investigadores, permiten evidenciar que el
establecimiento de rizobios introducidos es particularmente dificil,
cuando existen poblaciones nativas o naturalizadas de rizobios. Para que
los rizobios introducidos puedan dominar a 1los indigenas en 1la
competencia por nodulacibén, es necesario que se adicionen en cantidades
més altas a las de la poblacidén nativa. Weaver, R. y Frederick, L.
(1974) determinaron las relaciones cuantitativas entre suelos e indculo,
de la cepa 138 de Bradyrhizobium japonicum en el campo; para que el

rizobio inoculado formara 50% o mds de los nbédulos, una tasa de indculo
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de por lo menos 1.000 veces la poblacién del suelo, deberia ser usada;
ellos concluyeron también, que quizd con diferentes técnicas de
inoculacidén a la utilizada o rizobios mas competitivos en el indculo,
podria reducirse la tasa de indculo a emplear. Johnston, A. y Beringer,
J. (1976) informaron que una cepa inefectiva de Rhizobium leguminosarum
biovar vicea fue m&s competitiva e influencié 1los patrones de
nodulacidén, que una cepa efectiva en el mismo sistema radical. Roughley,
et al (1976) informaron que hubo marcadas diferencias en habilidad
competitiva de cepas introducidas en cinco sitios de Australia,
conteniendo poblacidn naturalizada de R.lIeg. bvr. trifolii, atribuyendo

las diferencias al cultivar hospedero y al sitio.

Moawad, H. (1984) trabajé en campos plantados con Glycine max para
examinar el tiempo e intensidad de la colonizacidén rizosférica por tres
serogrupos indigenas de B. japonicum (110,123,138) encontrando que estos
serogrupos coexistieron en el suelo, en densidades similares al momento
de la siembra y los tres mostraron similar respuesta rizosférica débil,
en plantas de una a tres semanas de edad. El mismo autor establecid que
el serogrupo 123 se derivd de las poblaciones indigenas el suelo; esto
atrajo considerable atencidén y condujo a establecer posibles bases para

la competitividad exitosa de los rizobios indigenas.

Recientemente Schmidt, E. (1985) ha sugerido que el comportamiento del
rizobia como bacteria de vida libre, es el pricipal determinante del
éxito en la nodulacién de las plantas leguminosas. Sin embargo pocos
trabajos se han emprendido para examinar de que manera las poblaciones

indigenas de rizobia afectan la respuesta a la inoculacidn.
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Singleton, P. y Tavares, J. (1986) condujeron una serie de ensayos de
inoculacién en cuatro tipos de suelos de Hawaii, empleando seis especies
leguminosas. Los suelos contenian una gran diversidad de rizobios
nativos, los cuales fueron caracterizados en términos de nGmero y
efectividad de la poblacidén para un hospedero particular; los resultados
alcanzados por estos investigadores sugieren que la naturaleza del
rizobio nativo puede afectar la fijacidén potencial de dinitrdbgenoc por
leguminosas, ya gue por ejemplo las respuestas tempranas a 1la
inoculacidén dependid principalmente del nimero de bacterias invasivas
(introducidas con el inbculo) de la especie leguminosa probada. No se
obtuvieron respuestas significativas a la inoculacién cuando el numero
de rizobios indigenas fue mayor o igual a 200 bacterias g'l suelo seco,
a menos que dicha poblacién fuera totalmente inefectiva. Singleton, P.
et al (1987) encontraron que las respuestas a la inoculacidén en campo
son mas probables cuando hay menos que 100 rizobios efectivos g-1 suelo
seco; se establecid también que la alta frecuencia de formacidén de
nddulos por una cepa inoculada, no garantiza una respuesta a la
inoculacién cuando la poblacidén del suelo contiene algunas cepas
altamente efectivas, tal como se observd con Leucaena leucocephala la
cual no respondié a la inoculacibén a pesar que la cepa inoculada formd

el 76% de los nddulos.

Dowdle, S. y Bohlocl, B. (1987) trabajaron con B. japonicum y R. fredii
en dos tipos de suelos: unos sin historia de Glycine max y otros sin
antecedentes de inoculacidn , encontrando que la inoculacidn no resultd

en un incremento significativo del nimero de nddulos sobre 1las
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leguminosas en ambos suelos, comparando asi la habilidad competitiva de

rizobios introducidos e indigenas.

Con la informacién anterior se evidencia que la competencia establecida
en el suelo entre rizobios, tanto por sustratos disponibles como por
ocupacién en el nbddulo, es muy compleja y deberd dedicarsele
considerables esfuerzos en la blisqueda de la optimizacidén de 1la

asociacidédn simbibtica Rhizobium-leguminosas.

Por otro lado, el amensalismo se refiere a la forma de antagonismc donde
un organismo produce sustancias tdxicas para otro(s). Tales sustancias

pueden ser llamadas en términos generales antibidticas (Park, D. 1967).

Muchos investigadores han informado sobre la inhibicidén de Rhizobium
creciendo in vitro, por bacterias, hongos y actinomicetos, aislados
tanto del suelo como de la rizosfera de las plantas (Thornton, G. et al
1949; Patel, J. 1974; Foo, E. y Barma, A. 1976; Pugashetti, B. et al
1982). Es importante sin embargo, tener precaucidn para extrapolar los
resultados de los estudios in vitro a la situacién en campo tal como ha
sido anotado por Trinick, M. y Parker, C.(1982) y Trinick, M. et al
{1983). Existe pocos informes sobre la inoculacidén directa al suelo de
hongos o actinomicetos, los cuales pueden reducir la nodulacién y la
fijaciébn de nitrdogeno, entre estos se cuentan los de Damirgi, S. vy
Johnson, H. (1966) y Angie, J. et al (1981). algunas evidencias
sugieren que tal inhibicidén puede ser debida a la produccidn in situ de
antibidticos en el suelo. Hely, F. et al (1957) encontraron que la pobre

nodulacidén de tréboles introducidos en Australia podria ser mejorada




26

mediante la adicidén de carbdn al suelo, el cual presumiblemente absorvid
las sustancias antibidticas inhibitorias. Otros trabajos en el Oeste de
Australia mostraron gque algunos extractos de suelo tuvieron actividad

antibidtica (Holland,A. y Parker, C. 1966; Chatel, D. y Parker, C. 1972.

Scotti, M. et al (1982) informaron que el encalado incrementd 1la
resistencia a la estreptomicina de cepas de Rhizobium aisladas de
Stilosanthes en la regién central del Brasil; estos autores especularon
diciendo que el encalado de suelos virgenes causd gran incremento en la
poblacién de actinomicetos, especialmente en la rizosfera, provocando
inhibicidén de 1la nodulacidén de Glycine max por cepas de Rhizobium

sensibles a la estreptomicina.

En un estudio realizado sobre el efecto de la cal y mantillo en la
nodulacién y rendimiento de Phaseolus vulgaris hecho por Ramos, M. y
Boddey, R. (1987) se encontrd que las adiciones de cal incrementaron la
nodulacidén, pero disminuyeron la proporcidén de nddulos ocupados por la
cepa inoculada, atribuyendose a la proliferacidén de estreptomicetos que
inhibieron a las cepas inoculadas sensibles. Ramos, M. et al (1987)
encontraron fuertes evidencias de produccidén de antibidticos que
inhibieron la infeccién y formacidén de nddulos de cepas de rizobios

sensibles a esos antibidticos.

La informacién anterior permite anotar que el amensalismo puede provocar
una disminucién importante de las poblaciones de rizobios que busquen

establecerse en algun sitio en particular, sobre todo en aquellos suelos
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donde no existan factores que bloqueen las sustancias antibidticas

eventualmente producidas (coloides orgénicos e inorgénicps).

Por otra parte en relacidén con la explotacidén Park, D. (1960) propone
que el término abarque el antagonismo por depredadores, pardsitos vy

virus.

El Bdellovibrio ejerce accidén depredadora sobre los rizobios, siendo
demostrado por Parker, C. y Grove, P. (1970) y Keya, S. y Alexander, M.

(1975), los cuales aislaron cepas depredadoras de este microorganismo.

La accién depredadora de protozoarios (Amoeba, Hartmanella, Naeglaria,
Tetramitus) sobre los rizobios fue demostrada por Danso, S et al (1975).
Ramirez C. (1979) y Ramirez, y Alexander, M. (1980) trabajando con
Rhizobium phaseoli demostraron gque la colonizacién del :..elo por 1los
rizobios estuvo inversamente relacionada con la presencia de alto namero

de bacterias y protozoarios del suelo.

Efectos sobre la nodulacidén de plantas de Glycine max infectadas por
virus del mosaico fue demostrada por Tu, J. et al (1970). Resultados
similares con virus han sido encontrados por Smith, J. y Gibson, P.
(1960) trabajando con Trifolium repens y para P. vulgaris por Orellana,

R. y Fan, F. (1978).

Asi mismo, Gibson,A. y Jordan, D. (1983) establecen que aunque
particulas de virus han sido encontradas dentro de los nbdulos, es

probable que el efecto de la accién viral sobre la nodulacién y fijacién



28
de nitrdgeno sea una consecuencia de la reduccibén en el vigor

fisioldégico de los hospederos.

Por otro lado, a pesar de una nodulacién exitosa, puede presentarse un
antagonismo postinfeccidén, el «cual incluye ataque por insectos,

nematodos y virus sobre el hospedero o el nddulo.

Muchos investigadores han encontrado un numero considerable de nematodos
paradsitos en la zona radical de varias especies de plantas leguminosas.
Se ha informado que los géneros Meloidogyne y Heterodera reducen la
nodulacién y .la produccién de cabellos radicales en Glycine max
{Lehman, P. et al 1971; Balasubramanian, M. 1971). Asi mismo Mishustin,
E. y Shil'nikova, V. (1971) encontraron que la especie Ratyllenchus
interfirié con las funciones de las raices y nddulos de Phaseolus

vulgaris, Trifolium subterraneum y Medicago sativa.

2.1.3.2 Factores abibéticos limitantes de la simbiosis

2.1.3.2.1 Factores medioambientales

Los factores medioambientales pueden afectar directamente la simbiosis o
ejercer su influencia a través de otros procesos fisioldégicos en 1la
planta. Entre los mas importantes a nivel de campo se destacan: humedad
del suelo, temperatura, luz, pxigeno y pH. Sobre el particular se han
hecho algunas revisiones (Lowendorf, H. 1980; Gibson, A. y Jordan, D.

1983) razén por la cual se tratardn brevemente en este trabajo.
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Con respecto a la humedad del suelo Gibson, A. y Jordan, D. (1983)
mencionan que aungue éste es el principal factor que influencia la
simbiosis Rhizobium—leguminosa ha recibido menos atencién que otras
variables. Asi, Worrall, B. y Roughley, R. (1976) encontraron que la
nodulacién fue afectada por reduccidédn en la infeccidn de 1los pelos
radicales y el desarrollo del nbédulo fue suprimido a un bajo potencial

de agua del suelo.

El funcionamiento del nbddulo se ve severamente restringido por estrés
del agua, ya que su escasés induce a una rapida disminucidén en 1la
fijaciébn de nitrbgeno, pero 1la actividad puede ser restablecida
proporcionando este elemento antes de que 1os ndédulos pierdan el 20% o
mas de su peso fresco (Sprent, J. 1971). Durante un periodo de sequia,
puede ocurrir dafno osmdtico a la fijacidén debido a la alta concentracidn

de sales, cerca de los nbddulos (Sprent, J. 1973).

Asi mismo, el excesoc de agua es también detrimental, ya que este
fenbémeno ocasiona una baja disponibilidad de oxigeno dentro del nédulo y

las raices limitando severamente su funcidén (Lowendorf, H. 1980).

Lo anterior pone de manifiesto que el sueloc debe mantenerse cerca de su

capacidad de campo, para lograr los maximos beneficios de la fijacidn.

En relacidn con la temperatura Gibson, A. y Jordan, D. (1983) mencionan
que la mayoria de la investigacién se ha concentrado en la temperatura

de la raiz, que es el sitio de desarrollo nodular, sin embargo, anotan,
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gue las temperaturas en la biomasa aérea son también importantes para el
flujo de asimilados entre el ndédulo y la planta. La temperatura opera
principalmente a través de una via no especifica en 1los procesos
metabblicos de la planta tales como respiracidn, fotosintesis,
transporte y transpiracibén, los cuales al ser afectados por temperaturas

extremas impiden la simbiosis.

Las leguminosas de regiones templadas nodulan rapidamente a temperaturas
radicales de 28-30°C, no obstante la temperatura éptima para la fijacidn
es 20-24°C. Gibson,A (1967) encontrd que para Trifolium subterraneum la
temperatura minima fue 7°C. Las leguminosas de origen tropical o
subtropical presentan temperaturas Optimas para nodulacidén y fijacidn de
nitrdgeno en el rango de 25-30°C. La temperatura maxima de nodulacidén es
cerca de 36°C y la minima es 15°C (Gibson,A. 1971; Lindeman, W. y Ham,

G. 1979).

La degeneracién del ndbdulo al incrementarse la temperatura es una
caracteristica comin en todas las leguminosas, pero sorprendentemente se

conoce poco sobre las razones fisiolbgicas para esta senescencia.

Kluson, R. et al (1986) establecieron gque la competitividad vy
crecimiento de dos cepas de Bradyrhizobium japonicum se vid fuertemente
disminuida al incrementarse la temperatura del suelo. Piha, M. y Munns,
D.(1987) estudiaron la sensitividad de Phaseolus vulgaris a las altas
temperaturas, comparadas con Glycine max y Vigna unguiculata, no
encontrando diferencias entre las tres especies, siendo igual de

sensibles. Olivares, J. (1988) sefiala que aparentemente las altas
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temperaturas provocan que una o mas de las enzimas que participan en el
reconocimiento entre los simbiontes se confunda y no haya

reconocimiento, limitandose asi la simbiosis.

En relacidén con el factor luz, ésta afecta la simbiosis principalmente a
través de la fotosintesis, controlando el abastecimiento de fotosintatos
para el desarrollo y funcionamiento del nddulo. Asi mismo se sabe que
existe una relacidén lineal entre intensidad de 1luz, la nodulacibén y

fijacién de nitrdgeno (Lie, T. 1964).

Un efecto adicional de la luz sobre la morfogénesis del nddulo fue
demostrado por Lie, T. (1969) el cual en el mismo trabajo, proporciond

evidencias del papel del fitocromo en la formacién del nddulo.

El oxigeno es otro de los factores a tomar en cuenta. Sobre el
particular puede decirse que la inundacién y la pobre estructura del
suelo, ocasiona bajos niveles de este elemento en el suelo y de esta
manera reduce considerablemente la nodulacién de varias especies, tal

como fue demostrado por Gibson, A. (1977).

El pH del suelo puede influenciar la simbiosis entre leguminosas y
rizobios afectando el crecimiento y sobrevivencia de estos (ltimos,
inhibiendo la infeccidén o a través de un efecto indirecto disminuyendo
la disponibilidad de nutrimentos minerales que pueden incluso volverse

toxicos.
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Se ha dedicado bastante atencidén a las condiciones acidas de los suelos,
debido a que grandes Areas en América tropical poseen suelos Acidos. Se
ha establecido niveles criticos de pH para la nodulaciédn de un buen
nimero de leguminosas. Munns, D. (1977); Munns, D. et al (1977, 1979)
han hecho revisiones bibliograficas donde resumen la informacidn

aparecida sobre el tema.

Puede establecerse aqui, que la naturaleza precisa de las razones para
la no infeccibén de las raices de leguminosas, a bajos valores de pH, no
han sido claramente determinadas, sin embargo se acepta {(Gibson, A. y
Jordan, D. 1983) que las pobres condiciones fisioldgicas exhibidas por

las bacterias en estas condiciones, es el factor principal.

Munns, D. et al (1979) y Keyser, H. et al (1979) trabajando con Vigna
sp, Mungo y V. unguiculata concluyeron que hubo una gran y quiza
continua variacidén en tolerancia a la acidéz entre colecciones de cepas.
M&s ain, la respuesta de una cepa con un cultivar dado, no
necesariamente predice la respuesta con otros cultivares, Munns, D. et
al (1981) sugieren que los esfuerzos para mejorar la tolerancia a la

acidéz deberian concentrarse sobre las leguminosas hospederos.

En general las leguminosas de regiones tropicales son méAs capaces de
nodular a bajos pH que las de regiones templadas, pero hay suficientes
excepciones, de tal suerte que es necesario examinar cada especie por
separado y bajo condiciones apropiadas. Muchas especies no nodularan a
un pH inferior a 4,5 y arriba de este nivel hay considerables

diferencias entre las especies y sus respuestas al incrementar el pH del
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suelo. La toxicidad por Aluminio y Manganeso tanto para plantas como
bacterias son comines a valores de pH bajos y en el suelo esta toxicidad

puede ser wmas importante que el pH per se.

El encalado es una practica comin en suelos &cidos que busca aliviar los
problemas de toxicidad para las plantas y esta practica ha sido
examinada desde el punto de vista de la asociacibén simbidtica. Asi
Dughri, M. y Bottomley, P. (1984) encontraron que en suelos encalados la
dominancia del serogrupo sobre los cultivares fue negativa, en
contraste a lo encontrado por Brockwell, J. et al (1982), los cuales
hallaron sus resultados trabajando con cepas de R. leg.bvr. trifolii.
Hay muy pocos casos de leguminosas tropicales que no nodulan; sin
embargo algunas han respondido a la aplicacién de cal, entre ellas
podemos citar el kudzd, Phaseolus vulgaris, Leucaena leucocephala y
Stylosanthes. El encalado incrementa la nodulacidén como resultado de
elevar los niveles de calcio y el pH en el suelo, mejorando las
condiciones existentes en el medio para los dos simbiontes. Baijo
condiciones 4&cidas los requerimientos de calcio por parte de 1los
rizobios son mayores, tal como lo ha sefialado recientemente Leung, K. y
Bottomley, P. {1987). Los rizobios se ven favorecidos en su
multiplicacién con el encalado, tanto en la presencia (Rbvira, A. 1961)
como en la ausencia (Coventry, D. et al 1985) de las plantas hospedero.
Recientemente, Almendras, A. y Bottomley, P. (1987) encontraron que 1la
adicién de cal y fosfatos a campos sembrados con Trifolium subterraneum,
mejord diferencialmente la nodulacidén por cepas indigenas de Rhizobium

leguminosarum biovar trifolii.
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Wéod, M. y Cooper, J. (1988) trabajaron con cepas de R. 1leg. bvr.
.trifolii a valores bajos de pH utilizando medios de cultivo; estos
autores sugirieron que la toxicidad de aluminio sobre Rhizobium podria
deberse a tres causas: a) un efecto directo del aluminio monomérico; b)
un efecto indirecto del aluminio polimérico al provocar reduccién en la
concentracidén de fosfato y c¢) un efecto directo del aluminio polimérico

sobre el Rhizobium.

A pesar de que la toxicidad para Rhizobium en suelos acidos, se debe a
varios mecanismos los cuales estan bien documentados en la literatura,

puede establecerse agui que continidan siendo pobremente entendidos.

2.1.3.2.2 Factores nutrimentales

Estos se refieren a 1os elementos minerales necesarios en el
metabolismo de 1los dos simbiontes. De manera especifica para 1los
rizobios se ha identificado a los siguientes elementos como los méas
cominmente requeridos: nitrbgeno combinado, £fésforo, hierro, calcio,

magnesio, cobalto, zinc, manganeso y molibdeno. Ensequida se analizaréa

brevemente cada uno de ellos.

El efecto inhibitorio del nitrdgenoc combinado sobre la simbiosis
Rhizobium—leguminosa fue reconocido antes de establecerse que los
nédulos eran los agentes de fijacidon del dinitrdgeno atmosférico. Es por

esta razdn que existe una voluminosa literatura sobre el tema, la cual
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ha sido convenientemente resumida por Gibson, A. (1977, 1983). Los
resultados obtenidos en todos esos estudios permiten establecer que por
lo menos cuatro aspectos de la simbiosis son afectados: infeccidn,

desarrollo del nbédulo, fijacidén y la integridad de los bacteroides.

En un estudio reciente Mallik, N. (1987), resume los posibles mecanismos
por los cuales la adicidn de nitratos afectan la simbiosis Rhizobium-
leguminosa: a) rompimiento irreversible de 1la organizacidén de tejidos;
b) retardo o inhibicién de la infeccidén de los pelos radicales; c)
Disminucidén de nuevos nddulos inhibiendo el acoplamiento de rizobios a
la raiz; d) prevencidén en la induccidén del encurvamiento del pelo
radical por las bacterias; e) blogqueo en 1la iniciacidén del hilo
infectivo y f) el desarrollo limitado de la biomasa nodular. Ademés
de mencionar estos mecanismos, los investigadores citados informan que
no encontraron correlacidén entre el grado de inhibicién de nddulos de
Glycine max y la concentracidn interna de nitratos en la zona radical,
concluyendo que el nitrato por si mismo no es un afector activo en 1la
inhibicién de la infeccibén por rizobios.Estos hallazgos podrian tener
grandes implicaciones ya que siempre se ha postulado que los nitratos

inhiben en gran medida el procesc de nodulaciodn.

Sobre el fésforo se ha informado que interviene en la efectividad de las
cepas. Asi, se ha encontrado que su aplicacién en forma de fosfatos
provocd un incremento de la masa nodular en Phaseolus vulgaris
(Awonaike, K. et al 1980; Graham, P. y Rosas, J. C. 1979), en Glycine
max (Meynell, G. y Meynell, E. 1970; Souza E. et al 1978; Sharpe, R. et

al 1986) y en otras leguminosas como Desmodium sp. (Decena, G. et al
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1976), Phaseolus aureus (Patil, D. y Sosnwanshi, R. 1982), Dolichos
lablad (Zaroug, M. y Munns, D. 1979), Trifolium vesiculosum (Lynd, J. et

al 1984).

De acuerdo con Sawada, S. et al citado por Morales, M. (1987) la
insuficiencia de foésforo en frijol disminuye significativamente la
actividad fotosintética. Desde este punto de vista, el efecto de la
fertilizacién fosfdé4rica sobre la nutricidén de la planta, favorece una
relacién simbidtica eficiente al aumentarse el suministro de asimilados
fotosintéticos al nbédulo (Graham, P. y Rosas, J.C. 1979; Awonaike, K. et

al 1980).

La influencia del fosfato sobre desarrollo y nodulacién por Rhizobium
leguminosarum biovar trifolii fue estudiada.recientemente por Leung, K.
y Bottomley, P. (1987) los cuales concluyeron que cepas que tienen baja
tolerancia a medioambientes deficientes en fosfatos, pueden tener
dificultad en competir con otros rizobios para nodulacibén. Sobre esta
misma linea de trabajo Morales, M. (1987) realizd una seleccibn y
evaluacidn de <cepas de Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli

tolerantes al suministro restringido de fésforo.

Sobre el hierro se encuentra que es escencial para los rizobios, ya que
existen evidencias de que es un elemento importante en la formacidén y
preservacién de la leghemoglobina, teniendo por tanto un efecto directo

sobre la fijacidén del nitrdgeno (Vincent, J. 1977).
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Los rizobios necesitan el calcio y magnesio para un buen desarrollo y
ademas juegan un papel especifico en las etapas de: preinfeccidn,

infeccidén y formacidén del nddulo (Vincent, J. 1977).

El cobalto es necesario para el desarrollo de los rizobios, 1o cual ha
sido demostrado convenientemente en estudios in vitro. La necesidad de
este elemento es explicada porgue su ausencia impide que se sintetice
suficientemente la vitamina Bjj, necesaria para el normal funcionamiento
de la metil-malonil-coenzima A mutasa, la cual es necesaria en el

proceso de fijacidn (Hamdi, Y. 1985).

Las cantidades de zinc y manganeso necesarias para el buen
funcionamiento de los rizobios son muy bajas en el orden de 0,1 a 1,0

umoles.

Dado que el molibdeno es un componente de la nitrogenasa es un elemento
imprescindible para el microsimbionte, pues las plantas leguminosas
hospederas no responden a las aplicaciones del elemento. Franco, A. y
Munns, D. (1981) estudiaron la respuesta de Phaseolus vulgaris L. en
soluciones nutritivas e invernadero, a las aplicaciones de Mo en suelos
de naturaleza A&cida, concluyendo se pueden manipular los controles
genéticos y medioambientales sobre la semilla, para ayudar al control de
deficiencia; la planta no respondié a las aplicaciones. Asi mismo,
Graham, L. y Maier, R. (1987) encontraron gque el Mo puede afectar
significativamente la fijacién del N3, sobre todo en agquella plantas con

ndédulos cuyos bactercides no muestran afinidad por el elemento.
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2.2. La inoculacidén de las leguminosas como estrategia para aumentar la

produccidn

Para lograr un mayor beneficio de la fijacién simbidtica de nitrdgeno,
se utiliza el proceso de inoculacidn con cepas eficientes, competitivas

y resistentes a las condiciones particulares del .suelo.

La inoculacidén es una practica sencilla y econdmica gue se enmarca en la
tecnologia de bajos insumos, para apoyar mayormente a los pequeiios
productores a incrementar la produccidén. Esta requiere de una tecnologia
apropiada, que se Jjustifica introducir cuando se ha comprobado 1la

necesidad de ella y los beneficios.

La necesidad de la inoculacidn en casi todos los suelos del mundo ofrece
pocas dudas, especialmente en los cuatro casos siguientes (Hamdi, VY.
1985):

a) Cuando no se ha utilizado previamente una planta leguminosa.

b) Cuando la leguminosa previamente cultivada en el terreno no ha tenido
buena nodulacidn.

c) En un ciclo rotatorio simultdneo, o sucesivo, a una planta no
leguminosa.

d) Cuando la tierra se ha cultivado excesivamente 0 es una tierra

desgastada que ha sido recuperada.

El propdsito de la inoculacién es colocar un gran nOmeroc de células

bacteriales vivas en el suelo o sobre la semilla de leguminosas en el
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momento de la siembra creando asi una situacién favorable para la
infeccidén, nodulacidén y £fijacidén del dinitrdégeno atmosférico. Este
propdsito se ha buscado alcanzar por los estudios de Weaver, R.y
Frederick, L. (1974), los cuales sugirieron que el bajo numero de
Rhizobium en la rizosfera es el factor limitante para obtener mejoras en
la nodulacidn. Por ésta razdn el factor mds importante a considerar en
un inoculante (suponiendo que la cepa de Rhizobium es eficiente y
totalmente compatible con la leguminosa huesped) es el nUmero de

bacterias (Date, D. y Roughley, R. citados por Ramirez, C. 1983).

La manipulacidén de la rizosfera de las leguminosas a través de los
métodos de inoculacién, constituye uno de los campos mas promisorios
para lograr realmente aumentos notables en la produccién (Ramirez, C.

1983).

La tecnologia de los inoculantes ha avanzado considerablemente y en los
enfoque modernos se pone especial énfasis en el control de calidad en
las etapas de produccidn, almacenamiento y distribucién de los mismos.
Esta tecnologia se ha desarrollado réapidamente y se dedican
considerables esfuerzos para contar con tecnologia de produccién en cada
pais (Munévar, F, 1988). Agencias internacionales han elaborado manuales
técnicos para ayudar a difundir conocimientos en esta Area. Asi, en 1985
la FAO elabord un manual donde se detallan los pasos a seguir en cada

unoc de las etapas de esta tecnologia.

Finalmente en este punto de la revisibén, se debe establecer que la

inoculacién por si misma no es la panacea que magicamente resolvera los
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problemas relacionados con el funcionamiento &4ptimo de 1la simbiosis
Rhizobium—leguminosas. Se debe de considerar paralelamente al uso de
esta tecnologla, a otros factores como el manejo de la fertilidad del
suelo con los nutrimentos que se ha encontrado ser necesarios para el
establecimiento exitoso de 1la simbiosis y asi aprovechar todo su

potencial.
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3. MATERIALES Y METODOS

El trabajo de invernadero y campo se realizd en el Centro Agrondmico
Tropical de Investigacidén y Ensenanza (CATIE),Turrialba, Costa Rica, y
el de laboratorio en el Centro de Investigaciones Agrondmicas (CIA) de

la Universidad de Costa Rica, San Pedro, Costa Rica.

Con antelacidén a la siembra de los ensayos de invernadero y campo, se
selecciond y caracterizd los sitios, y se determind el nilmero méas
probable (NMP) de bacterias capaces de nodular diferentes especies

leguminosas hospederas.

3.1 Seleccidn de los sitios

Inicialmente se selecciond dos sitios dentro del campo experimental "La
Montana” del CATIE, en Turrialba Costa Rica. Esta Area se encuentra
localizada a los 9° 52' latitud N, y 83° 38' longitud O, a una elevacién
de 590 m.s.n.m., con una precipitacién media anual de 2563,4 mm, y una
temperatura media anual de 22°C. Esta zona estd dentro del Bosque
Tropical Hamedo de acuerdo con el sistema de =zonas de vida de
Holdridge, L. (1982). Uno de los sitios seleccionados no tenia historia
reciente de haber sido cultivado con 1leguminosas (en barbecho por un
periodo de 3 afios); el otro sitio Gltimamente habia sido sembrado con
frijol comun (Phaseolus vulgaris L. ) » Posteriormente debid
seleccionarse un tercer sitio en barbecho, debido a danos al follaje en

la etapa de 1llenado de grano de algunas parcelas, provocados por un
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desafortunado accidente por herbicidas utilizados en un campo adyacente

al primer sitio en barbecho.

Es conveniente mencionar gue en estos terrenos, se llevd a cabo hace
algunos afios un programa de investigacién sobre inoculacibén de
leguminosas empleandose diversas cepas a través de 1los inoculantes

empleados (Lachmann, K et al 1873).

Esta seleccidn tuvo como propdsito contar con terrenos, en los cuales
se esperaba encontrar poblaciones de rizobios nativos diferentes en
cuanto al numero, diversidad y efectividad . Los dos sitios escogidos
inicialmente se encontraban contiguos, separados Unicamente por un
camino de acceso, y el tercero en un lugar mids alejado de éstos. La

caracterizacidén de los sitios se detalla abajo.

3.2 Caracterizacién de los sitios

Siguiendo un patrén de enrejado (cuadricula 9,0 m x 9,0 m), y cubriendo
el 4rea total de cada sitio, se obtuvo un total de 25 muestras excavadas
a una profundidad de 20 cm. Estas se recolectaron con barreno una vez
que se removid el primer centimetro de la superficie del suelo, asi como
la capa de mantillo con una pala. Posteriormente las muestras fueron
mezcladas, secadas al aire, pasadas a través de un tamiz con malla de
2,0 mm de diadmetro, y finalmente se obtuvo una submuestra de
aproximadamente 2,0 kg, para realizar 1los analisis fisicoquimicos

correspondientes. Asi mismo otra muestra de 2,0 kg se guardd en
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refrigeracidén antes de secarla al aire, con el propbésito de efectuar la
determinacién del nlmero mAs probable de bacterias. Ademas de 1o
anterior se muestred y analizd por separado el suelo de muestras
obtenidas en zig-zag para identificar si existian o no gradientes de

fertilidad en los sitios.

3.2.1 Caracteristicas fisicoquimicas de los suelos

En el cuadro 3.1 se presenta las determinaciones realizadas para la
caracterizacién fisicogquimica de los tres suelos estudiados, asi como la

metodologia empleada para ello.

3.3 Determinacidén del nimero miAs probable de los rizobios

Para determinar el nimero de rizobios en la presencia de otros
microorganismos del suelo, se utilizd el procedimiento estandard de
nimero mas probable (Somasegaran, P., y Hoben, H., 1985). Esencialmente
este método consiste en preparar una serie de diluciones de la muestra
de suelo bajo estudio, luego se inocula con una alicuota de estas
diluciones en las diferentes plantas que se desean probar.
Posteriormente se observa la presencia o ausencia de nddulos en las
raices de las plantas, y se anotan los resultados. Con base al numero de
positivos (presencia de al menos un nddulo por planta) y negativos
(ausencia de nddulos), es posible calcular el nimero mds probable de
bacterias en la muestra original del suelo en cuestidn. Casualmente

estos datos se pueden obtener directamente de cuadros de nimero méas
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Cuadro 3.1. Metodologia de los an&lisis fisicoquimicos de los suelos
utilizados en el estudio. Estacién Experimental “La

Montana", CATIE, Turrialba, Costa Rica.

Determinacién Metodologia Referencia
Textura Bouyoucos modificado Hardy , F. y Bazan R. 1979
Densidad aparente Cilindros Olarte, L. et al 1979
Retencién de humedad Membrana de presién Olarte, L. et al 1979
pH Suspensién agua y KC1 1:1 Peech, M. 1965

Materia orgénica

Walkley-Black modificado

Saiz del Rio, J. ¥
Bornemisza, E. 191

Nitré&égeno total Microkjeldahl Bremner, J. 1965

N-Nitratos Destilacién (MgO-Devarda) Bremmer, J. y Keeney, D.
1965

N-Amonio Destilacién (MgO-Devarda) Bremmer, J. y Keeney, D.

Capacidad de intercambio
catiénico

Acetato de amonio modificado

1965

Diaz-Rameu, R. y Balerdi,
F, 1969

Fésforo Olsen mcdificado Diaz-Romeu y Hunter,A. 1978
Potasio Extraido con KC1 1 N Diaz-Raneu y Hunter, A. 1978
Calcio Idem Idem

Magnesio Idem Idem

Zinc Idem Idem

Cobre Idem Idem

Hierro Idem Idem

Manganeso Idem Idem

Retencién de fésforo

Isoterma de Langmuir

Fox, R. y Kamprath, E. 1970
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probable gue se encuentran en la literatura. Los pasos generales que se

siguen en ésta técnica se presentan en la figura 1 a.

3.3.1 Componente suelo

Se utilizé una muestra de 20 g de suelo de los dos sitios en barbecho, y
otra del sitio cultivado recientemente con frijol comin (Phaseolus
vulgaris L.). Los tres sitios taxondmicamente corresponden a la serie de
suelos Instituto (Agquirre, V. 1971). Los dos primeros pertenecen a la
fase pedregosa, y el tercero a la serie Instituto normal. La
clasificacidén taxondmica actualizada de este suelo de acuerdo con el
sistema norteamericano de clasificacidn es Humitropept Tipico Fino

Haloisitico Isohipertermico (Soil Conservation Service, 13987)

3.3.2 Componente planta

Las especies de leguminosas probadas fueron:

a). Cicer arietinum L., cv. Giza 519.

b). Glycine max L. Merrill, cv. Ciatsa.

c). Lens culinaris Med., criolla.

d). Leucaena leucocephala L., cv. k8.

e). Macroptilium atropurpureum L, cv. Siratro
f). Medicago sativa L., cv. Florida 77.

g). Phaseolus lunatus L., cv. Henderson's baby.
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h). Phaseolus vulgaris L., cv. Negro huasteco.
i). Trifolium subterraneum L., cv. Mt. Baker.

j). Vicia sativa L..

Las semillas de estas leguminosas se esterilizaron en su mayoria con
NaOCl al 1%. En el caso de L. leucocephala y M. atropurpureum se utilizd
H2804 concentrado (Somasegaran, P. y Hoben, H. 1985). Seguidamente se
lavaron seis veces en agua destilada y luego se germinaron en platos
Petri que contenian agar-agua. Las semillas germinadas fueron
transferidas al sistema de crecimiento apropiado a cada una de ellas.
Asi, el trébol ( T. subterraneum) y la alfalfa (M. sativa), se colocaron
en tubos de vidrio de 25 mm de didmetro y 200 mm de altura, en un medio
inclinado (45°) de agar mis solucién nutritiva libre de Nitrébgeno
(Somasegaran, P. y Hoben, H. 1985). Las demas especies fueron
transferidas a bolsas de crecimiento, con 50 ml de 1la solucidn
nutritiva libre de Nitrdgeno {(cuadro 4 a.). Seguidamente, con una
alicuota (1,0 ml) cada bolsa o tubo se inoculd con la dilucidn
apropiada de suelo (figura 1 a.), se utilizd cuatro repeticiones por
dilucidén y un testigo sin inocular, tanto para las especies crecidas en
tubo, como en bolsas. Paralelamente y como control, se diluyeron
suspensiones de bacterias crecidas en medio de cultivo de las cuales
también se hicieron recuentos en placas de Petri (ver adelante). Las
bolsas y tubos se trasladaron posteriormente al invernadero para su
completo establécimiento. Durante el tiempo que ahi permanecieron, se
le afiadid a cada bolsa 50,0 ml de solucibén nutritiva , y posteriormente

agua destilada estéril segin las necesidades, hasta la aparicidon de
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ndédulos, lo cual ocurrid entre los 20-35 dias después de inoculadas las

plantulas.

Paralelamente se realizd un recuento de la poblacidén bacterial en platos
Petri, que contenian el medio de cultivo agar—-levadura-manitol mas verde
b;illante (agar 1% g, extracto de levadura 0,5 g, manitol 10 g,K3HPO,
0,5 g, MgSO4.7H70 0,2 g, NaCl 0,1 g, verde brillante 1,25 ppm, todo en
un litro de solucidn). Para esto se agregd 0,1 ml de la dilucidn del

suelo a cada plato.

Se hizo dos repeticiones por dilucibén, incubadndolas luego en una cémara

de crecimiento (26°C), hasta la aparicién de las colonias.

3.3.3 Componente bacterial

Este se refiere al uso de cepas altamente efectivas que sirven como
controles positivos en esta técnica de infeccidn de plantas. Para esto
se prepararon caldos de cultivo de las cepas adecuadas a las leguminosas
bajo estudio, y se hicieron diluciones seriadas inoculando con una
alicuota (1,0 ml) a las plantulas crecidas tanto en bolsas, como
tubos, similarmente a las diluciones realizadas con suelo, comoc se

describe anteriormente.

También se efectuaron recuentos de estos caldos en platos Petri que

contenian el medio de cultivo agar-levadura-manitol mas verde brillante.
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Las cepas bacteriales utilizadas como controles fueron:

1. TAL 102 para Glycine max L. Merrill.

2. TAL 22 para Phaseolus lunatus L.

3. CR 409 (CIAT 166) para Phaseolus vulgaris L.

4. CR 100 para Medicago sativa L..

5. CR 200 (TAL 634) para Lens culinaris Med. y Vicia sativa
6. CR 100 para Medicago sativa L..

7. CR 300 para Trifolium subterraneum L..

8. TAL 169 para Macroptilium atropurpureum L..

9. TAL 582 para Leucaena leucocephala L..

10. TAL 620 para Cicer arietinum L.

Al final del periodo de incubacién se registrd los datos de las bolsas
positivas (noduladas), y negativas (no noduladas). Se utilizdé el cuadro
3 a para obtener el niimero mis probable de la poblacidén de rhizobia
nativo. Asi mismo se hicieron correlaciones entre el recuento en plato y

la técnica de infeccidén de plantas.

3.4 Ensayo de invernadero

3.4.1 Tratamientos y diseiio experimental

En relacidn con los tratamientos para el ensayo de invernadero se

utilizd los siguientes:
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1.- Con fertilizante N , Sin inoculacién {( +N , -1 ).
2.- Sin fertilizante N , Con inoculacién ( -N , +I ).

3.- Sin fertilizante N , Sin inoculacidén ( -N , -I ).

Estos tratamientos se aplicaron a cada una de las leguminosas empleadas.
Para el caso del tratamiento inoculado (+I), se utilizd un inoculante
preparado localmente a partir de cepas especificas a cada leguminosa.
Para ello se utilizd turba esterilizada con rayos como acarreador de
las bacterias, vy la inoculacidén se hizo en forma de peletizado
siguiendo un procedimiento estandarizado (Somasegaran, P. y Hoben, H.,

1985).

Se utilizd un disefio experimental de bloques completos al azar en

arreglo factorial de la siguiente manera:

3 tratamientos x 4 especies x 4 repeticiones = 48 macetas.

Los blogques se¢ definieron con base en la distribucién de luz en el
invernadero durante elAdia. Cada uno de estos bloques (mesas de madera)
constd de 12 macetas (cada maceta fue la unidad experimental), esto es,
tres tratamientos por cada una de las cuatro especies de leguminosa

empleada.
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3.4.2 Recoleccidén del suelo y preparacidén del

material experimental

Después de remover la capa de mantillo y el primer centimetro de la
superficie con una pala, se recolectd suelo de seis lugares dentro del
sitio elegido en el campo, a una profundidad de 20 cm utilizando para
ello un barreno. Las muestras se pasaron a través de un tamiz con malla
de 0,5 cm, se mezclé convenientemente, y se puso a secar al aire.
Posteriormente se tomd una submuestra y se determindé el contenido de

humedad gravimétrica.

Por otra parte, mediante la membrana de presién (Olarte, L. et al 1979)
se determind su contenido de humedad a capacidad de campo (0,033 Mpa de
tensidén). Se procedié a llenar los maceteros dejando 2 cm del borde
libres, y se taparon los hoyos de la parte inferior de los mismos con el
fin de evitar pérdidas por el manipuleo. Se determind el peso neto del
suelo secado al aire en cada maceta y considerando el dato de humedad
gravimétrica encontrado, se ajustd cada macetero con igual cantidad de

suelo.

3.4.3 Manejo del ensayo

Primeramente se realizd una enmienda del pH del suelo, dado que su valor

resultdé menor de 5,5 (limite para el buen funcionamiento de 1la

simbiosis Rhizobium-lequminosa). La enmienda se hizo con Ca(OH)j,
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despues de realizar una curva de titulacién del suelo (Shoemaker, H. et

al, 1961), de la cual se interpold para llevar el pH hasta 6,0.

Asi mismo, debido a que el ensayo deberia ejecutarse bajo condiciones de

fertilidad mejoradas, se aplicaron las siguientes dosis de autrimentos:

Fosforo: 400 mg P kg'l de suelo seco,adicionado como KH2PO4.
Magnesio: 50 mg Mg kg'l de suelo seco, como MgSO4.7H30.
Nitrégeno: 200 mg N kg~ ! de suelo seco, como NHy-CO-NHy dos
veces.
Micronutrimentos (Zn, Mo, S, Mn, Fe, Cu, Co, B): 0,25 ml del
stock (Somasegaran, P. y Hoben, H., 1985)

kg'l de suelo seco.

Los nutrimentos fueron aplicados en solucién antes de la siembra, y
posterior a esto cada macetero fue llevado a capacidad de campo con agua

destilada.

El Nitrbgeno se adiciond en forma de Urea (NH,-CO-NH3), 200 mg kg™l de
suelo seco a la siembra y la misma cantidad 20 dias después. E1
propbésito de aplicar esta dosis fue para inhibir la nodulacién por

rizobios nativos.

&

w
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3.4.4 Siembra

Se sembraron 15 semillas por macetero, y una vez que germinaron, se

ralearon hasta dejar 3 plantas uniformes por macetero.

Las especies de leguminosa que se emplearon en este ensayo fueron:

a). Phaseolus lunatus L., cv. Benderson's baby.
b). Phaseolus vulgaris L., cv. Negro huasteco.
c). Glycine max L. Merrill, cv. Ciatsa.

d). Glycine max L. Merrill, cv. Clark isolinea no

noduladora.

La soya no noduladora que se empled sirvid como control absoluto no
nodulador, y su crecimiento y desarrollo fue un indicador de 1la
capacidad de la leguminosa para extraer el nitrdgeno presente en el

suelo.

Por otro lado, el ensayo fue conducido a capacidad de campo del suelo, y
la cantidad de agua faltante cada dia, se estimd por diferencia de peso

y adiciond para su reposicidn.

Por otra parte, se hizo necesario colocar soportes durante el
transcurso del ensayo, debido a que las plantas de P. lunatus y P.
vulgaris, presentaron un tipo de desarrollo trepador , bajo estas

condiciones de invernadero.
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3.4.5 Cosecha

La cosecha se realizd cuando las diferencias visuales entre tratamientos
eran muy evidentes. Esto ocurrié a los 45 dias después de la siembra,
para el caso de Phaseolus lunatus y P. vulgaris, y para el caso de
Glycine max a los 55 dias. Las plantas fueron cortadas a ras del
suelo, guardadas en bolsas de papel, secadas al horno a 70 ©°C hasta peso
constante, y se determind la cantidad de materia seca producida. Se
molié 1las plantas y mezcld convenientemente, para determinar el
contenido de nitrdgeno total en la biomasa aérea por el método
Microkjeldahl . Se registrd el nlamero y péso seco de los nddulos
formados, y de éstos se tombd una submuestra al azar de 40 nddulos (10
por repeticidén), para los tratamientos no inoculado e inoculado,
guardandose para identificacién seroldgica. Otros 40 nddulos (10 por
;epeticién) se separaron para hacer aislamientos. Se determind 1la
proporcién relativa de nddulos efectivos de los tratamientos no
inoculados, utilizando para ello una submuestra de 40 ndédulos frescos
(10 por repeticidn), registrando los que tenian coloracibén rojiza en el

interior.
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3.5 Experimentos de campo

3.5.1 Caracterizacidén preliminar

Para los experimentos de campo se realizd inicialmente un recuento de
las malezas presentes, asi como su proporcidén relativa sobre el terreno.
Esto se hizo con el fin de tener informacién que pudiera servir para

establecer relaciones entre malezas y los rizobios nativos.

Antes de efectuar cualquier préctica se hizo el muestreo para el
recuento del nimero m&s probable (NMP), y asi se determind la

presencia de rizobios justo antes de la siembra.

3.5.2 Necesidades de cal y encalado de los suelos

Debido a que el pH del suelo resultd inferior a 5,5 en todos los casos
(Cuadro 4.4), se hizo necesario encalar 1los terrenos, lo cual se realizd
con un mes de anticipacidén a la siembra, permitiendo asi el conveniente
equilibrio en 1la reaccién de encalado. E1l método empleado para
determinar los requerimientos de cal fue el de titulacidén con Ca(OH)j.
Bajo este método cantidades conocidas de Ca(OH); fueron adicionadas a
recipientes que contenian una cantidad conocida de suelo, y se dejaron
en reposo 3-4 dias. Posteriormente se tomaron lecturas del pH de las
suspensiones suelosagua y se construyd una curva que relaciona la

cantidad de material de encalado, con los valores del pH encontrado
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Tomando como base esta curva (figura 3 a), se interpold para llevar el

pH al valor deseado (6,0).

Se utilizd 984,5 kg de CaCO3 por experimento para cada uno de los tres

sitios, tomando en cuenta la pureza del material empleado y 1la curva de

titulacién . No se realizaron curvas para los otros dos sitios por

considerar que eran similares en sus caracteristicas fisicoquimicas, al

primer sitio.

3.5.3 Seleccibén de especies leguminosas

Tomando en cuenta los resultados de invernadero,
namero mAs probable, ,se selecciond las especies
emplearian en los ensayos de campo . Para el

{experimento 1) estas especies fueron:

a). Phaseolus vulgaris L., cv. Negro huasteco.
b). Phaseolus lunatus L., cv. Henderson's baby.

¢). Glycine max L. Merrill, cv. Ciatsa.

y el recuento del
leguminosas gque se

sitio en barbecho

d).Glycine max L. Merrill, cv. Clark isolinea no noduladora.

En este experimento se utilizaron las mismas leguminosas que para el

ensayo de invernadero. Esto se hizo para observar el comportamiento de

las especies bajo dos condiciones diferentes (invernadero y campo).
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En el sitio recientemente cultivado con Phaseolus vulgaris (experimento

2), se procedid en la misma forma que en el primer experimento.

embargo los dos experimentos no pudieron realizarse simultaneamente

Sin

14

debido a gque el sequndo sitio se encontraba ocupado con el cultivo

anterior. Por ello tuvo que postergarse dos meses la siembra en relacidn

con el primer experimento.

Se selecciond las leguminosas a probar con base en la informacidén del

nimero mads probable . Asi, las especies fueron:
a). Phaseolus vulgaris L., cv. Negro huasteco.
b). Phaseolus lunatus L., cv. Pinto.

c). Glycine max L. Merrill, cv. Ciatsa.

d). Cicer arietinum L. cv. Giza 519.

Esta ultima especie no noduld en ninguno de los

ser apreciado en el cuadro 4.6.

Para el tercer experimento se selecciond las

leguminosas:

a). Phaseolus vulgaris L., cv. Turrialba 4.
b). Phaseolus lunatus L., cv. Henderson's baby.
¢). Glycine max L. Merrill, cv. Ciatsa.

d). Lens culinaris Med., criolla.

No se encontrd rizobios nativos para esta

suelos , tal como puede

siguientes especies

ultima especie en

determinacidén del numero mds probable (cuadro 4.6).

de

la
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3.5.4 Manejo del experimento

Las préacticas agricolas realizadas fueron comiunes a todas las especies
leguminosas. Asi, los terrenos se prepararon con arado de discos, y se
rastrearon. El encalado se realizd distribuyendo el material al voleo, y
se incorpord al suelo por medio de un rotocultivador. Después del tiempo
de espera de la reaccidn de encalado, se volvid a rastrear y se surcd a
0,60 m, y después de uno a dos dias se procedié con 1las siguientes

practicas.

Debido a que los experimentos se harian bajo condiciones de fertilidad

mejorada, se aplicd las siguientes dosis de fertilizantes:

K: 200 kg ha™l, aplicando 333,3 kg ha~! como KCl.
P: 1832 kg ha™l, aplicando 3982,6 kg ha™l como Ca(HyPO4)
N: 900 kg ha~l, aplicando 1956,5 kg ha~} como NHy-CO-NHj.
Mg: 75 kg ha~l, aplicando 750 kg ha™! como MgSO4.
zn: 15 kg ha™l, aplicando 42 kg ha™l, como ZnSoy.

Mo: 0,5 kg ha™l, aplicado como NagMoOy. 2 Hy0.

Se aplicd las dosis de fbésforo con base en las curvas de sorcidn,
interpolando al valor de 0,2 ug L™l en la solucidn del suelo de acuerdo
a la técnica de Fox, R. y Kamprath, E. 1972. En efecto se aplicd una
alta dosis pues estos suelos tienen una alta capacidad de fijacidbn

debido a la presencia de materiales alofanicos.



58

Asi mismo, se adiciondé una dosis alta de nitrdgeno para inhibir 1la

nodulacidén por cepas nativas, similarmente al ensayo de invernadero.

Los fertilizantes se mezclaron convenientemente y se aplicaron en el
fondo del surco abierto, en bandas concentradas. Después se cubrieron
con una capa de tierra de aproximadamente 5,0 cm. El Molibdeno se mezcld
con agua y se asperjd en toda la superficie de los experimentos. El
nitrégeno se adiciondé a una tasa de 150 kg N ha~! cada 2 semanas a
partir de la siembra hasta la cosecha; esto se hizo para asegurar un

adecuado y consistente nivel del nutrimento en el suelo.

3.5.5 Inoculacidn de las semillas

Las semillas de las leguminosas fueron inoculadas por medio de 1la
técnica del peletizado utilizando como adherente una solucidn de goma
aridbiga y agua (1:1). El inoculante se prepard localmente con cepas
especificas a cada leguminosa, usando turba esterilizada con rayos
como acarreador de las bacterias . Las semillas se sembraron el mismo

dia de la inoculacidn.

Las cepas utilizadas para elaborar el inoculante de cada una de las

leguminosas en el primer experimento fueron las siguientes:

Cepa NifTAL 22 para Phaseolus lunatus L..
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Cepa CR 409 (CIAT 166) para Phaseolus vulgaris L..

Cepa NifTAL 102 para Glycine max L. Merrill,

Para el segundo experimento (sitio recién cultivado con leguminosa) se

utilizd:

Cepa NifTAL 22 para Phaseolus lunatus L.
Cepa CR 409 (CIAT 166) para Phaseolus vulgaris L..
Cepa NifTAL 102 para Glycine max L. Merrill.

Cepa NifTAL 620 para Cicer arietinum L..

Finalmente en el tercer experimento (sitio en barbecho) 1las cepas
fueron:

NifTAL 22 para Phaseolus lunatus  F

CR 409 (CIAT 166) para Phaseolus vulgaris L.

CR 514 (SEMIA 5019) para Glycine mdx L. Merrill.

CR 200 (NifTAL 634) para Lens culinaris Med..

3.5.6 Siembra

Para asegurar la densidad recomendada de siembra, se utilizdé cintas
marcadas a diferentes distancias de acuerdo con la leguminosa . Asi,
Phaseolus vulgaris y P. lunatus se sembraron a 5,0 cm de distancia
entre plantas, de tal manera de contar con una densidad de 333.333

plantas ha™1, Glycine Max se sembrd a 5,5 cm de distancia entre plantas,
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para obtener una densidad de 300.000 plantas ha"l; y Cicer arietinum y

Lens culinaris se sembraron a 2,5 cm para tener 666.666 plantas ha~l.

Para prevenir la contaminacidén de los tratamientos no inoculados, éstos

se sembraron en primer término y se cubrieron con tierra.

Inmediatamente después de la siembra se irrigd por aspersién 1los
terrenos, para mantener el suelo lo mads cerca de su capacidad de campo .
Para lograr lo anterior, se colocaron en sitios estratégicos dentro del
terreno dos tensidmetros y se efectuaron lecturas de monitoreo durante
el tiempo que durd el experimento. Esta practica fue realizada
unicamente para el primer sitio, ya que en los dos restantes el suelo se
mantuvo siempre a capacidad de campo debido a las buenas lluvias ( 1700

mm de precipitacién bien distribuidos en el periodo enero-agosto 1988).

3.5.7 Control de plagas

En relacién con la proteccién sanitaria del cultivo, se controld 1las
plagas una vez que aparecieron los primeros dafios, e inclusive se
previnieron éstos por medio de insecticidas sistémicos. Se aplicd
Lorsban granulado para plagas del suelo en dosis de 10,0 kg ha—l; Mirex
en dosis de 1,0 kg ha™1 para hormiga arriera; Tamarén en dosis de 2,0

its ha~l para insectos del follaje; Benlate se aplicdé también para

controlar enfermedades fungosas en dosis de 1,0 kg ha™1.

Las malezas se controlaron manualmente en todos los casos.
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3.5.8 Cosecha temprana

Se realizd una cosecha temprana para muestrear biomasa, contenido de
Nitrégeno en biomasa aérea y nodulacién (nimero y peso) a los 42 dias
para el primer experimento. Para el segundo y tercero se hizo a los 40
y 38 dias respectivamente, . El area cosechada fue de 3,0 m2 (1,2 m x
2,5 m) tal como se muestra en la figura 8 a. Se marcdé con estacas el
Area a cosechar, y 1las plantas fueron cortadas a ras del suelo,
registrandose el nimero de ellas, y se secaron a peso constante a 70 °C
en horno con aire forzado. Posteriormente se pesd, molid y mezcld
convenientemente para determinar contenido de nitrdgeno en la biomasa

aérea, a cada tratamiento, en todas las parcelas.

Asi mismo, se selecciond 10 sistemas radicales de los tratamientos
inoculado y no inoculado (I y U). Se excavd y se extrajo, guardandose
en bolsas plasticas, luego se removid los nbddulos formados para su
recuento, secado y pesado. Se selecciond 40 nbédulos (10 por repeticidn)
de cada uno de los tratamientos y en lugar de secarlos en el horno se
introdujo en viales con silica gel, para deshidratarlos y guardarlos a

26 ©c.

3.5.9 Cosecha final

La cosecha final de las leguminosas se realizbé a madurez de cosecha, en

una etapa de desarrollo del cultivo identificada como R9, la cual se
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caracteriza porque en ella las plantas inician la decoloracibn y secado
de las vainas. Un cultivo inicia esta etapa cuando la primer vaina
inicia su decoloracidn y secado, en el 50% de las plantas (Fernandez, F.
et al 1985). Esto se hizo dentro del 4rea Gtil como se presenta en el
diagrama de la figura 8 ,a. Las plantas fueron cortadas a ras del suelo,
se registrd su nimero, se removié las vainas, y finalmente las plantas
fueron secadas al horno a peso constante a 70 °C para determinacibén de
materia seca producida. Se removié los granos de las vainas y se

determind su contenido de humedad. Asi mismo se calculd rendimientos e

indice de cosecha por especie.

3.5.10 Tratamientos y disefio experimental

Los tratamientos utilizados en los tres experimentos de campo fueron los

siguientes:

1. Con fertilizante N , Sin inoculacidén ( +N , -I ).
2. 8in fertilizante N , Con inoculacién ( -N , +I ).

3. 8in fertilizante N , Sin inoculacidén {( -N , -I ).

Estos fueron aplicados a las especies legquminosas utilizadas en cada

experimento.

Se utilizdé un disefio experimental de parcelas divididas en un arreglo
factorial, en donde las especies fueron asignadas a 1la parcela

principal, y las tres fuentes de nitrbgeno (fertilizante N, inoculado y
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no inoculado), se asignaron a las subparcelas . Cada experimento contd
con cuatro repeticiones repartidas perpendicularmente al gradiente de
fertilidad encontrado. Las figuras 5 a, 6 a y 7 a muestran la

distribucidén de los tratamientos en los tres experimentos efectuados.

3.6 Analisis estadistico de los datos

Se realizd el andlisis estadistico para todos los experimentos empleando
el programa Statistical Analysis System (SAS) y se determindé andlisis de
varianzas, comparaciones multiples de medias por las pruebas Duncan y
Tukey. Asi mismo se efectud regresiones entre la cantidad de rizobios
nativos y el incremento obtenido en 1las variables materia seca,
contenido de N total y rendimiento en grano, para ajustar un modelo de
tipo hiperbdlico propuesto por el proyecto NifTAL de la Universidad de
Hawaii de formula general:
Y=a+b (1/(log x + 1))

donde x es el numero de rizobios nativos; asi mismo se ajustd los datos
a otros 14 modelos contenidos en el programa Int2vars del paquete

estadistico Palmer's, para encontrar el que se ajustara mejor.

3.7 Tipificacidén serolbdgica de los ndédulos

Se utilizd técnicas seroldgicas en reacciones de inmunofluorescencia,

para identificar el origen (nativas o inoculadas) de las cepas que
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colonizaron los nddulos formados tanto en el ensayo de invernadero, como

en los experimentos de campo.

Esencialmente esta técnica consiste en utilizar para fines diagnosticos
los antigenos superficiales -sustancias que provocan una respuesta
inmune cuando se introducen a tejido animal o humano—-, y los anticuerpos
producidos contra los mismos , cuando se inocula una suspensidn
bacteriana en un animal generalmente un conejo.. Esta reaccién altamente
especifica, ocurre cuando los anticuerpos reaccionan con el antigeno en
este caso superficial gque provocd su formacibén. Los anticuerpos
producidos son entonces conjugados con una sustancia capaz de fluorescer
cuando se excita con 1luz azul, el tinte quimico isotiocianato de
fluoresceina. De esta manera se es posible determinar cual bacteria

infectd el nddulo.

Ya se disponia de antisueros marcados para las cepas TAL 102 (B.
japonicum) , TAL 22 (R. miscellneo tipo Caupi) y CR 514 (B. japonicum),
y para las cepas CR 409 ( CIAT 166) de R. leg. bvr. phaseoli, y CR 200
para R. leg bvr.vicea tuvo que prepararse. El procedimiento general
utilizado para la preparacién de los antisueros fue el indicado por

Somasegaran, P. y Hoben, H. (1985).

Una vez teniendo preparados los antisueros especificos a cada cepa, se
procedié a 1la tipificacién de los nbddulos siguiendo la técnica de
inmunofluorescencia directa para el Bradyrhizobium japonicum e indirecta
para R. leg bvr.vicea Esta técnica consisti6 basicamente en preparar

frotis de bacteroides en portaobjetos, directamente a partir de nddulos
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seccionados. Los frotis se pusieron en contacto con el anticuerpo
especifico marcado con el isotiocianato de fluoresceina. Después de un
lavado apropiado de los frotis con solucidn salina buferizada, se
observaron en un microscopio de fluorescencia marca Nikon, Tokio Japon,
modelo Fluophot con aditamento para epifluorescencia, marca Nikon
Kogaku. Se utilizé un objetivo de fluorita 20X con una apertura numérica
de 0,75, gque resolvia con facilidad las bacterias y un filtro de
exitacidén IF-420-490, un espejo dicroico DM505 y otro filtro de barrera
515 W. Una fluorescencia naranja-verde, se observd en el caso que hubo
reaccidén con el anticuerpo y ausencia de la misma respectivamente. Se
registrd el porcentaje de ocupacidén de los nédulos por cada cepa, en

todas las especies leguminosas.
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4.— RESULTADOS

4.1 Caracterizacidn de los sitios

4.1.1 Recuento de malezas

Se realizd un recuento de las malezas presentes en los tres sitios,
caracterizadndose en términos de distribucién relativa sobre el terreno,
la familia a que pertenecen y su via fotosintética. Para ello se
utilizd un cuadrangulo de 1,0 m por lado y se hizo recuentos de las
especies presentes dentro del Area comprendida en el cuadrangulo,
realizdndose en cuatro lugares distintos dentro de cada sitio;
posteriormente se calculd los porcentajes relativos de cada especie
encontrada. Las dos Gltimas caracteristicas se determinaron haciendo uso
de la literatura disponible (Downton, W. 1975; Raghavendra, A. et al.
1978). Enseguida se presentan los resultados para cada uno de 1los

sitios.

4.1.1.1 EBxperimento 1l: sitio en barbecho

En el cuadro 4.1 se presenta la lista de malezas existentes en el primer
experimento. Se aprecia gue Melampodium perfoleatum, planta de la
familia Asteraceae y de via fotosintética C3, fue la maleza predominante
con un 30% relativo. Eleusine indica de la familia Poaceae y via Cy

ocupd un 15% relativo sobre el terreno, al igual que Mimosa pudica
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Cuadro 4.1. Camposicién floristica de malezas en el sitio 1%, Estacién
Experimental "La "Montaha", CATIE, Turrialba, Costa Rica.
Especie Proporcién relativa Familia Via
sobre el terreno (%) Fotosintética
Melampodiun perfoleatum 30 Asteraceae C3
Eleusine indica 15 Poaceae Cc4
Mimosa pudica 15 Fabaceae c3
Bidens pilosa 6 Asteraceae C3
Cyperus rotundus 6 Cyperaceae c4
Paspalum sp. 6 Poaceae C4
Aeschynamine sp. 1 Fabaceae €3
Browelia americana 1 Solanaceae C3
Eclipta alba 1 Asteraceae c3
Digitaria adscendens 1 Poaceae C4
BEmilia fosbergii 1 Asteraceae C3
Galinsoga ciliata 1 Asteraceae c3
Pylea Hyalina 1 Urticaceae a3
Richardia scabra 1 Rubicaceae c4
Rottboellia cochinchinensis 1L Poaceae C3
Sida acuta 1 Malvaceae C4
Spananthe paniculatum 1 Urbelliferae C4
Xanthosama robustum 1 Araceae C3
Total 100 %

* Sitiof(lote N2 6) en barbecho



68

familia Fabaceae y via C3. Con un 6% relativo se presentd Bidens pilosa
(C3),Ciperus rotundus (C4) y Paspalum sp (Cp). Otras malezas aparecieron
con menor densidad que las anteriores, tal como puede notarse en el

cuadro mencionado.

4.1.1.2 Experimento 2: sitio recientemente cultivado

Las malezas presentes en el segundo experimento se detallan en el cuadro
4.2. Cabe aclarar gque estas malezas crecieron entre el periodo
transcurrido desde la cosecha del cultivo leguminoso anterior (Phaseolus
vulgaris), hasta la siembra del experimento, en un lapso de 45-50 dias,

2

y es precisamente esta poblacidén de malezas la que se caracterizd.

Observando el cuadro se aprecia gque no hubo predominancia de alguna
maleza en particular sobre las demds, siendo las mas frecuentes las de
la familia Asteraceae con un 45%. Las especies Richardia scabra y
Drimaiia cordata ocuparon 17% y 15% respectivamente. Asi mismo, M.
perfoleatum wmaleza predominante en el primer sitio, ocupd esta vez un
10% relativo; todas las malezas antes mencionadas poseen via
fotosintética C3. Las malezas gque aparecieron en menor densidad pueden

apreciarse en el cuadro mencionado.
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Cuadro 4.2. Camposicién floristica de malezas en el sitio 2 (lote N2 7) L
Estacién Experimental "La Montafia", CATIE, Turrialba, Costa Rica

Especie Proporcién relativa Familia via
sobre el terreno (%) Fotosintética
Galinsoga ciliata 25 Asteraceae C3
Synedrella nodiflora 20 Asteraceae c3
Richardia scabra 17 Rubiaceae C3
Drymaria cordata 15 Caryophyllaceae C3
Melampodium perfoliatum 10 Asteraceae c3
Brachiaria mutica 4 Poaceae Cc4
Borreria laevis 2 Rubiaceae C3
Digitaria adscendens 2 Poaceae c4
Camellina diffusa 2 Cammelinaceae c3
Mimosa pudica 1 Fabaceae c3
Portulaca oleraceae 2 Portulacaceae c4

Total 100%

1/ Determinacién realizada antes de la preparacién del terreno para la siembra.
Malezas crecieron después de un ciclo de siembra de frijol.
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4.1.1.3 Experimento 3: sitio en barbecho

La informacién sobre malezas del tercer experimento se detalla en el
cuadro 4.3. Las plantas de las familias Poaceae y Cyperaceae fueron las
mis abundantes con un 60% relativo las primeras y 10% las Altimas. Asi
mismo Paspalum sp. ocupd un 7% relativo . Todas las malezas
anteriormente mencionadas tienen via fotosintética C4. Las especies que
se presentaron en menor proporcidén que las anteriores pueden observarse

en el cuadro mencionado.

4.1.2, Descripcidén de perfiles tipicos de los suelos

Para la caracterizacién de 1los perfiles tipicos de los suelos
estudiados, se decidid utilizar la descripcidn realizada por Aguirre, V.
(1971), para la fase pedregosa de la serie Instituto, y la de Rice, O. y
Burgos, C. (1982), para la serie Instituto normal. Ambas descripciones
se presentan en los cuadros 4 a y 5 a, 1los cuales no contienen
resultados de anélisis fisicoquimicos. Para la consecucidén de 1los
objetivos particulares de este estudio, se efectuaron estos andlisis
unicamente para los 20 cm superficiales (zona de mayor actividad

microbioldgica).
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Cuadro 4.3. Camposicién floristica de malezas en sitio 3 (lote NQ 1). Estacién
Experimental "La Montafia", CATIE, Turrialba, Costa Rica.

Especie Proporcién relativa Familia Via
sobre el terreno (%) Fotosintética
Digitaria adscendens 60 Poaceae C4
Brachiaria mutica 10 Poaceae Cc4
Cyperus rotundus 10 Cyperaceae C4
Paspalum cammersonii 7 Poaceae c4
Galinsoga ciliata 7 Asteraceae C3
Aeschynamine sp. 3 Fabaceae €3
Bidens pilosa 2 Asteraceae C3
Mimosa pudica 1 FAbaceae C3
Total 100%

Sitio 3 (lote Nel) en barbecho
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4.1.3. Caracteristicas fisicas de los suelos

4.1.3.1 Textura

Los analisis granulométricos de los tres suelos se presentan en el
cuadro 4.4. Se nota que los suelos uno y dos (Instituto pedregoso)
fueron practicamente iguales en sus proporciones relativas de arena,
limo y arcilla, ubicadndose en la misma clase textural: arcilla, mientras
que en el suelo tres (Instituto normal) disminuyd el contenido de arena
y aumentd la proporcidn de limo y arcilla, lo que origind que éste suelo

se ubicara en la clase textural arcilla-limosa.

Por medio del analisis granulométrico se califica al tercer suelo como
de textura mas fina que los otros dos, y en consecuencia la difusidén de
agua a través de &1, tenderid a ser un poco mas lenta , y asi, la humedad
en este sitio serd mantenida por mas tiempo, con el consiguiente

beneficio para la actividad microbiana.

4.1.3.2. Densidad aparente

Se observa en el cuadro 4.4 que los suelos en barbecho no difieren
grandemente entre si, y que en relacidén con el suelo dos (cultivado)
muestran una ligera diferencia, aparentemente debido a las labores de
mecanizacibén, que aumentan la proporcidn de poros y en consecuencia el
valor de la densidad aparente tiende a bajar, lo que ocasiona que la

difusidn de agua y aire sea mas eficiente en este sitio.
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Cuadro 4.4. Caracteristicas fisicoquimicas de los suelos
de sitios estudiados, Estacidén Experimental
"La Montaifia®", CATIE, Turrialba, Costa Rica.

: S1ITTIO
PROPIEDAD e e e
1 2 3

(Instituto pedregoso) (Instituto normal)
Arena % 22,4 22,4 12,5
Limo % 33.6 32,6 40,3
Arcilla % 44,0 45,0 47,2
Clase textural Arcilla Arcilla Arcilla -

limosa

Materia orgénica $% 4,82 4,89 4,62
pb. H2 %11 5,07 5,18 5,27
p - KCl (1:1) 3,85 3,99 3,95
Nitrégeno total % 6.3 0,3 0,3
N - NH4 + (ug g-1) 1,47 1;13 1,81
N - NOj - (ug g-1) 0,29 0,30 0,50
Fésforo (ug g~1) 17,65 17,65 15,13
Potasio Cmol (+) Kg_l 0,25 0,27 0,59
Calcio Cmol(+) kg 1 4,83 5,17 5,95
Magnesio Cmol (+) kg1 1,04 1,08 1,45
Aluminio Cmol (+) kg-1 0,30 0,40 0,50
Acidez extraible Cmol (+)
kg~1 0,60 0,55 1,10
Cobre (ug g 1) 24,60 25,00 24,30
Zinc (ug g-1) 4,07 4,09 6,00
Manganeso (ug g~1) 6,50 7,40 41,60
C.I.C.E. Cm<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>