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RESUMEN

En el presente trabajo se estudio el efecto de la inoculacion de Rhizobium
leguminosarum biovar viciae 6 Vicia villosa R. y R. meliloti a Melilotus alba M. en
condiciones de campo y su influaencia en la fertilidad del suelo al ser incorporados, asi
como la persistencia de las cepas durante un aio después de su aplicacion en el
campo. El experimento consté de 3 ciclos; el primero, fue la inoculacion de las
leguminosas donde se tomd en cuenta peso seco, rendimiento (Kg/Ha) y nitrogeno
total do las plantas antes de la floracion, en este ciclo no se present6é diferencia
significativa tanto para materia seca y verde entre los tratamientos para tggbol
inoculado y no inoculado, sin embargo si existié diferencia significativa entre la veza
inoculada y sin inocular, asi como para el testigo en el que no se sembré ninguna
leguminosa. Respecto al nitrogeno se pudo observar un efecto en la inoculacion en la
veza que present6 el valor mas alto de nitrdgeno contra los demas tratamientos. El
segundo ciclo, posterior a la incorporacion de las leguminosas, comprendio la
siembra de una graminea, para evaluar la fertilidad del suelo proporcionada por los
abonos verdes mediante el rendimiento en grano del maiz (Kg/Ha). Aqui se encontré
que la veza inoculada aportd mayor fertilidad al suslo, puesio que el mayor
rendimiento en grano fue el tratamiento con esta leguminosa (264.10 Kg/Ha). Los
tratamientos con trébol inoculado y no inoculado, asi como ' la veza sin inocular, no
presentaron diferencia significativa entre ellos (178.76, 148.58 y 170.44Kg/Ha
respectivamente). El teycero después de un aio aproximadamente de haber iniciado
el primer ciclo, se sembraron las leguminosas para obtener plantas noduladas y asi
valorar la distribucion, persistencia o establecimiento de las cepas. Para el muestreo
de las plantas, las parcelas en estudio se dividieron en 196 cuadros de 0.25 m2, para
realizar la toma de muestras se utilizé la tabla de nimeros aleatorios. Se conté el
nimero de plantas y nimero de nédulos que contenian cada 0.25 m<, tomando 10
muestras por parcela. Para analizar la nodulacién de las leguminosas se utilizaron los
mapasa de los valores interpolados  por Krigin para ambas leguminosas. Los
resultados indican que tanto Rhizobium leguminosarum blovar viciae y R. meliloti se
distribuyeron isotlﬁpicamei;te con estructura espacial sin dependencia direccional.
Finalmente para el monitoreo de los rizobios inoculados en campo se compararon los



Finalmente para el monitoreo de los rizobios inoculados en campo se compararon los
patrones elactroforéticos de proteinas de los homagenados de la cepa patrdn con las
cepas recuperadas de las plantas noduladas mediante geles de poliacrilamida-SDS,
se encontré un modelo similar al encontrado en los homogenados de las cepas
patron utilizados al inicio del experimento.



ABSTRACT

The effect of inoculation with Rhizobium lequminosarum biovar viciae or Vicia
villosa R. and R. meliloti to Melilotus alba M. under field conditions and its influence on soil
fertility wheq incorporated, as well as the strain persistence for a year after its application
on the field was studied. The experiment was divided in three stages: first was the
leguminous inoculation, where the dry weight, yield {(kg/Ha) and total nitrogen of the plants
before flowering was recorded; no significative difference was found in this cycle both for
dry and green matter among treatments for inoculated and non-inoculated clover,
however there was a significative difference between inoculated and non-inoculated Vicia
villosa R, as well as for the control, in which no leguminous was planted. In regard to
nitrogen, an effect was observed for the inoculated Vicia villosa R, which had the highest
nitrogen value of all other treatments.

The second stage, posterior to the incorporation of leguminous, consisted in the
seeding of a gramineous, in order to evaluate soil ferility given by green manure by
measuring the yield in maize kernel (Kg/Ha). In this stage the inoculated Vicia villosa R,
was found to give higher soil fertility, since the highest kernel yield was the treatment with
this leguminous (264.10 Kg/Ha). Treatments with inoculated and non-inoculated clover, as
well as the non-inoculated Vicia villosa R, showed no significant difference among them
(178.76, 148.58 and 170.44 Kg/Ha, respectively). Stage three was after approximately one
year after beginning of stage one, leguminous were planted to obtain nodulated plants and
in that way to rate the strains distribution, persistence or establishment. For plant
sampling, the parcels of land were divided in 196 squares of 0.25 m? | a random number
table was used for sampling. The number of plants and nodules inside each 0.25 m* was
counted, taking 10 plants for parcel of land. To analyze the leguminous nodulation, isolines
of translated values were used by the Kriging method in 2 and 3 levels. Results showed
that both Rhizobium leguminosarum biovar viciae and R. meliloti were distributed
isotropically with spatial structure without directional dependency.

Finally, for the screening of inoculated Rhizobium lequminosarum biovar viciae in
the field, the protein electrophoretic patterns of the homogenisates of the standard strain
were compared with the strains recuperated from nodulated plants by means of
polyacrilamide-SDS electrophoresis. The model found was similar to the model for the
homogenisates of the standard strains used in the beginning of the experiment.



INTRODUCCION

En la actualidad, el Jento desasrollo de la produccion de alimentos y fibras
frente a un aumento consiante de la poblacioh en México, ha traido como
consecuencia la necesidad de establecer programas dinamicos que promuevan la
utilizacién mas adecuada de los recursos del campo y de esta manera aprovechar
hasta el maximo su explotacién con un inherente aumento an la produccion agricola. (
Wellhausen, 1976 ). Una de las soluciones practicas que se han aplicado en nuestro
pais con respecio al problema de escasez de alimentos ha sido el incremento de
productos agricolas mediante el uso de fertilizantas nitrogenados, los cuales se han
utilizado con resultados aceptables en la mayoria de los casos. Sin émbargo
actualmente estos ferilizantes son adquiridos a un costo elevado, ya que para su
elaboracion se utilizan hidrocarburos, los cuales estan en un constante aumento, por
lo tanto los hace inaccasibles con el tiempo, sin considerar otros factores ecologicos,
como la degradaciéon microbiana de los mismos (Guzman, 1982).

Una de las altemativas con alio potencial en la fertilizacion del suelo, es la
utilizacion de bacterias fijadoras de nitrbgeno atmosférico que se asocian con
leguminosas, de estas la relacion mas importante es con el género Rhizobium, que
posee la habilidad de penstrar los pelilics radicularas e inducir la formacion de
nodulos y transformar el nitrégeno atmosférico a amonio (una de las formas mejor
asimilables para las plantas) (Alexander, 1980). Esta relacion es interesante debido a
que disminuyen el uso de feriilizantes nitrogenados, su aplicacion tiene un bajo costo
y mantiene buena fertilidad del suelo (Meade et al. 1985, Fisher. et al. 1985). Es por
ello, necesario aprovechar al maximo el potencial de la interaccion Leguminosa-
Rhizobium mediante el uso de cepas compatibles con su hospedero homdlogo en el
campo.

La utilizacion de las leguminosas como abono verde ha sido uno de los
recursos adecuados desde la antigiedad para mantener la fartilidad del suelo en
forma de fertilizantes organicos (Baruco, 1970). Esta practica consiste en sembrar
plantas herbaceas con el exclusivo fin de incorporarias al suelo, las cuales trae como
consecuencia un incremenfo de ia materia organica, aumento en la permeabilidad,
adicién de nitcdgeno, fomenta la granulacidn aumentando la adsorcion del agua,



reduce la erosion y disminuyen los escurrimientos de agua en el suelo. (De la Garza,
1971; Buckman and Brand, 1965; Andnimo, 1982.) Debido a que los suelos en el
Estado de Nuevo Ledn, en forma general presentan bajo contenido de materia
arganica, nitrégeno y algunos nutrientes come fésforo y potasio, lo cual representa
una baja fertilidad del suelo, es por ello necesario buscar altemativas que ayuden a .
incrementar su rendimiento y a su vez disminuir el uso de fertilizantes quimicos,

estableciendo un programa de rotacion de cultivos, mediante el uso de leguminosas
como abono verde.

Existen algunos trabajos que se han hecho en la region sobre abonos verdes
e inoculantes en varios aspecios (densidad de siembra, tipos de riego, inoculacion a
diferentes tipos de leguminosas, etc.). Sin embargo no se tienen reportes en los
cuales se evallie la respuesta de 1a inoculacion de Rhizobium leguminosarum biovar
viciae a Vicia villosa Roth y R. meliloti a Melilotus alba Medick. Por lo tanto es
necesario realizar una serie de estudios y valorar los afectos de estas asociaciones y
determinar su potencialidad como ferlilizantes organicos del suelo.



OBJETIVO GENERAL.

Evaluar la inoculacion con Rhizobium a nivel de campo de plantas
leguminosas utilizadas como abono verde y el efecta de la incorporacidn sobre la
fertilidad del suelo.

Objetivos especificos:

1) Seleccionar cepas infectivas y efectivas de Rhizobium, que sea compatibles a las
leguminosas que se usaran como abono verde.

2) Evaluar el efecto de la inoculacion en las leguminosas e introduccion en el c'fampo.

3) Evaluar ef efecto de incorporacion del abono verde y su influencia en el suelo
sobre el rendimiento en grano del maiz, usada como planta indicadora de la
fertilidad del mismo.

4) Recuperar las cepas inoculadas en e} campo,



ANTECEDENTES

Actualmente el uso de microorganismos en la agricultura como aportadores de
nutrimentos para las plantas, fuenie de factores de crecimiento, control de plagas
(insectos) y enfermedades presenta una altemativa para ayudar a incrementar el
rendimiento en diversos cullivos de interés agronémicc. En la aclualidad varios
microorganismos son usados masivamente y otros podrian ser utilizados en el futuro
conforme se obtenga informacion acerca de su fisiologia y la forma de aplicacion

Hoy en dia los microorganismos mas usados en la agricultura, entre otros, son
las bacterias fijadoras de nitrdgeno atmosférico del género Rhizobium el dual es
capaz de establecer una relacion simbittica con las planias principalmente de la
familia Leguminosae (Elkan, 1981) y algunas plantas no leguminosas (Alexander,
1980). En esta relacion la bacteria suministra amoniaco a la planta, el cual es
asimilado por el sistema glutamina sintetasa-glutamato sintasa (Salminen and
Streeter, 1987). La planta por su parte, dona esquslelos carbonados susceptibles de
oxidacion a la bacteria, lo que se conoce como "fotosintatos”, dichos complejos se
componen predominantemente de &cidos dicarboxilicos come succinico, malico,
fumarico, etc. (Brill, 1973).

La ulilizacion e incorporacion al suelo de microorganismos del género
Rhizobium apropiados para las leguminosas, implica una serie de factores que el
investigador debe tomar en cuenta; uno de los principales, &s determinar la
necesidad de mowlé.cién (en base al nitrogeno presente en el suelo), posteriormente
aislar y seleccionar las mejores cepas y la utilizacion de un huésped adecuado.
Moreno (1977), establece que las leguminosas que se introducen a una zona pueden
0 ho encontrar el Rhizobium especifico, por lo que es necesarnio hacer un estudio
antes de su aplicacion al cultivo, de esto sugiere:

a) Determinar la existencia en el suelo de cepas que puedan infectar la
leguminosa introducida.

b) En el caso de que existan bacterias infectivas y efectivas, cuantificar su mayor
capacidad de fijar nitrégeno en el laboratorio y comprobar su eficiencia en el
campo.



La presencia de cepas nativas en el suelo y las diversas condiciones
fisicoquimicas de éste, en gran medida son factores determinantes en muchas
ocasiones para que la inoculacion tenga éxito, aunque pueden encontrarse otros;
como la incompatibilidad entre las cepas de Rhizobium disponibles comerciaimente y
las leguminosas inoculadas con ellos, manejo, almacenamiento y uso inadecuado de
los inoculantes por parte de fabricantes, distribuidores y/o agricultores. Chévez
(1977); Rensburg and Stridjom (1982), consideran que la capacidad de Rhizobium
para persistir en el suelo en la presencia o ausencia de una leguminosa es una de las
propiedades consideradas esenciales para ser usadas como inoculantes. Los mismos
autores Rensburg and Stridjom (1985), en experimentos realizados en el sur de Africa
con cepas de Rhizobium utilizadas como Inoculantes para Trifolium spp Me‘aicago
spp, Glicine max y Lofus pedunculatus se aislaron cepas a parlir de estas plantas
noduladas las cuales habian sido introducidas de 4 a 8 afos antes_La formacion de
fos nédulos por las cepas varid de un 17.7% para la soya a un 100% en el caso de L.
pedunculatus. Brunel., et al (1988), encontraron una alta estabilidad y permanencia
de Bradyrhizobium japonicum en suelos previamente inoculados (8 a 13 afios antes)
tal estabilidad fue confimada mediante la comparacién de cepas reaisladas de
plantas noduladas comparadas con su respectiva cepa patron, las cuales habian sido
liofilizadas y almacenadas con. anterioridad. Se obtuvieron un total de 115
aislamientos a partic de nddulos y 7 colonias directamente por un método serolégico.

En los suslos, las cepas inoculadas generalmente estan sujetas a los
efectos de numerosos factores . bidticos y abicticos (Cadwell and Weber, 1970)
muchos de los wal;s pueden actuar seleccionando las cepas, causando cambios
genéticos en la poblacion; esto puede ser desfavorable en el proceso de infectividad
y efectividad de Rhizobium y/o compaetitividad ( Damirigi., et al. 1967). Por otro lado,
los rizobios autdctonos han sido una barrera para la introduccion de nuevas cepas a
fravés de la inoculacién, :resultando esta priclica en inaceptables y bajos de
colonizacién y establacimiento.de las cepas aplicadas en los aifios de Inoculacion. Por
lo tanto, un entendimiento de la naturaleza de poblaciones de Rhizobium, de los
factores que afectan su distribucion y dinamica asi como su papel en la competencia
y persistencia es de considerable-significancia en la agricultura (Jhonson., et al.
1965). Debido a estos factores, Singleton., et al. (1882), estudiaron el efecto de la
salinidad sobre el crecimiento; (tlempo de duplicacién) de Rhizobium , en todas las
cepas y especies probadas decrecié cuando la conductividad eléctrica del medio de



cultivo alcanzé de 1.2 mS cm’! a 6.7mS em™! (equivalente 15% al agua salada). Sin
embargo Hua., et al. (1982), aislaron una cepa de Rhizobium sp del desierto de
Sonora a partir de n6édulos de mezquite la cual fue capaz de crecer en un medio
definido conteniendo por encima de 500 mM de NaCl, una concentracion cercana a la
del agua de mar, por lo tanto es una cepa de considerable importancia para estudios
de las bases bioquimicas de la tolerancia a la salinidad.

Para determinar si |la sobrevivencia de Rhizobium phasecii en suelos acidos
podria predecirse en base a su folerancia en medio de cultivo, Lowendorf and
Alexander (1983), probaron 16 cepas, de las cuales todas crecieron a un pH de 4.6
en el laboratorio, pero solo las qua toleraron un pH de 3.8 sobrevivieron en suglo con
valores de pH de 4.1 a 4.6. Las cepas tolerantes a pH bajos en medio de cultivo
fueron tolerantes a altas concentraciones de aluminio (50mM) a diferencia de las que
crecieron a pH de 4.6, la tolerancia de aluminio vari6 de 0-10mM. Otros de los
factores fisicos que afectan la sobrevivencia de Rhizobium en el suelo se encuentran,
la temperatura y desecacion, -como en los trabajos realizados por Osa-Afiana and
Alexander, (1982), en donde probaron cepas de Rhizobium sp creciendo en medio
manitol suplementado con suelo no estéril a temperaturas de 29 y 35°C, mientras que
a 40°C no existio crecimiento. Cuando se colocaron cepas en suelo no estéril a 42°C
por 7 dias, el nimero de células declind muy poco. Las cepas difirieron ampliamente
en su tolerancia a la desecacion a 30°C en suelo estéril y no estéril y menos de 1 al
50% de las bacterias aun fueron viablaes después de 11 dias no se enconiro ninguna
relacion evidente a la tolerancia de desecacion y el grado de aridéz del sitio de donde
las bacterias fueron aisladas o.su tasa de crecimiento en medio de cultivo pero las
cepas no productoras de polisacarido extracelular fueron frecuentemente mas
tolerante que las productoras de polisacarido.

Entre los factores biologicos, los protozoarios juegan un papel muy importante
en el control del nimero_de bacterias alrededor de la planta y la rizésfera. Se han
realizado diversas investigaciones con cepas de Rhizobium en suelos estériles y no
estériles inoculados con estas bacterias y se ha encontrado una relacién directa en la -
disminucion de los rizobios. con.un.:incremento en la densidad de poblacién de los
protozoarios (Danso, 1975; Ramirez and Alexander, 1980; Hossain and Alexander,
1984). Asi mismo se ha encontrado que la presencia de bacteribfagos y algunas
bacterias como Erwinia herbicola reducen la densidad de poblacion de Rhizabium sp



afectando posiblemente la nodulacion, compitiendo por los nutrientes con las cepas,
o bien por desplazamiento de los rizobios en la superficie de la raiz mediante la
ocupacion de los sitios de infeccion, por la produccién de algunas toxinas. (Evans., et
al. 1979a ; Evans,, et al. 1979b; Bamet, 1980; Werquin., et al. 1988; Lawson., et al.
1987).

Los estudios ecologicos requieren de la identificacion especifica de estos
micreorganismos en medio de cultivo y en el campo a partir principalmente de plantas
noduladas por lo que el uso de métodos propios y adecuados; asi como la estabilidad
de marcadores es de primordial imporiancia en los estudios de recuperacion, la
interpretacion adecuada y caracterizacion de las cepas que son incorporadas al
suelo. Para lo cual a través del tiempo se han venido utilizando una serie de técnicas
tradicionalmente aplicadas en estudios con Rhizobium estos incluyen serologia
(Fugquay., et al. 1984; Fuhmann and Wollum I 1985; Olsen and Rice, 1989),
inmunofluorescencia (Kingley and Bohlool, 1981, Schmidt, 1973, resistencia
intrinseca a antibidticos (IAR) (Brockman and Bezdicek, 1989; Habte, 1985); patron
electroforético de proteinas (Jenkins and Bottomley, 1985; Kamicker and Brill, 1985);
homologia de DNA (Wheatcroft. and Watson, 1988; Lindstrom., et al. 1990), uso de
anticuerpos monoclonales (Wright.,, et al. 1986); susceptibilidad a bacteriéfagos
(Bromfield., et al, 1986; Stacey., et al, 1984; Werquin., et al. 1988).

Grandes extensiones agricolas de nuestro pais se caracterizan por presentar
bajos contenidos de materia organica, lo cual refleja negativamente en sus
propiedades fisicas quimicas y biolégicas, convirtiéndose en una limitante en la
productividad. Esto puede comegirse mediante el incremento de materia orgéanica en
estos suelos, a través de la adicion de abonos organicos, cuyo efecto benéfico se
traduce en un mayor rendimiento.y calidad de los cultivos. Para lograr lo anterior es
necesario generar nuevas.técnicas.de obtencion de fertilizantes a partir de recursos
renovables que sean de facil mansjo y de menor gasto.

La aplicacién de abonos:verdes como materia organica al suelo es uno de los
recursos por acudir para .mantener .la fertilidad de los suelos y mejorar sus
caracteristicas organicas..El :efecto .de los abonos vardes sobre el suelo es que
proveen; materia organica, nutrientes vegetales, mejoran las condiciones fisicas, ‘
aumentan la actividad microbiana ademas proporciona un ambiente favorable para
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muchas actividades quimicas y biolégicas (Donahue., et al. 1981; Tamhane., et al.
1978; De la garza, 1971) Los abonos verdes deben tener tres caracteristicas
importantes:

a) Un crecimiento rapido.

b) Habilidad de crecer bien en suelos pobres.

c) Follaje abundante y suculento.

A mas rapido crecimiento mayor es la posibilidad de aptitud para ser introducido
en una rotacion y uso econdmico como medio de mejoramiento del suelo. A mayor
contenido de humedad en el abono verde, mas rapida es la descomposicion y mas
pronto se obtienen resultados (Buckman and Brady, 1982). =

La mayoria de las veces se ufilizan leguminosas como abonos verdes, ya que
estas presentan las siguientes ventajas:

1) Son fuente de nitrdgeno organico combinado.

2) Liberan y movilizan las sustancias minerales fomentando la
estructura franca del suelo. _

3) Abastecen también al subsuelo de materia organica incrementando
espacio libre entre las particulas del suelo en forma natural.

4) Como medio de defensa contra la erosion (Anonimo,1982).

Se llevaron a cabo experimentos de campo durante 5 afnos para determinar la
cantidad de nitrégen‘o fijado biologicamente y posteriormente proporcionario al maiz-
(Zea mays L) con cero labranza, mediante la siembra de varias leguminosas anuales
como abono verde; la veza vellosa (Vicia villosa Roth), la veza flor grande (Vicia
grandiflora W. Koch var. .kefailbeliana) y el trébol carmesi (Trfolium incarnatum L).
Las leguminosas fueron :comparadas con una cobertura de residuos de maiz y de
cantenc (Secale cereale.L) como abonio. La veza vellosa produjo mas materia seca.
Con el mas alto porcentaje de N en las plantas de maiz y mas N inorganico en el
suelo que fas otras leguminosas.. El rendimiento promedio en el grano de maiz
siguiente a la sismbra de la veza fue aproximadamente de 2,500 kg./ha (2.5Mg/ha)
mayor que el obtenido con la coberiura de residuos de maiz o la siembra de centeno
como abono (Ebelhar,, et al. 1984),
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Groya and Sheaffer, (1975), daterminaron el efecto de manejo de ia cosecha y
preparacion de suelo usando trébol dulce [Melilotus oficinalis(L) Lam.], trébol rojo
(Trifolium patrense L.) y alfalfa (Medicago sativa L) analizando la materia seca y
nitrtbgeno sobre la produccion de materia seca y N recuperable en un cultivo de
zacale Sudan [Sorghum bicolor (L) Moench] como indicador de la fertilidad. Las
leguminosas tuvieron un rendimiento similar, total por estacion en rendimiento de
nitrogeno (261 Kg./ha-1), en materia seca radicular (1.4 Mg/ha-1) y nitrbgeno
(30Kg/ha-1), y finalmente ei rendimiento de nitrbgeno por plantas totales (325 Kg/ha-
1). Los mejores rasultados se encontraron cuando las leguminosas no se
incorporaron en comparacion cuando se incorpord la planta completa. La seleccion
de las tres leguminosas presenté poco efecto sobre el rendimiento de materia seca o
toma de nitrogeno ademas el metedo de trillaje utilizado en este trabajo no tuvo un
efecto consistente sobre los mismos parametros.

Westcott and Mikkelsen (1987), compararon el efecto de la veza (Vicia
beghalesis L.) y sulfato de amonio sobre patrones de disponibilidad de nitrdgeno por
la planta, recuperacion de nitrogeno en la cosecha y la produccion en grano en
cultivos de amoz. El sulfato de amonio fue mas efectivo en incrementar las
concentraciones de N extraido en el inicio del crecimiento, mientras que la veza fue
menor. La produccion de grano.fue altamente dependiente sobre la toma de N;
optimizaron a 10.1 Mg/ha con 120 Kg/ha para
sulfato de amonio y 8.4 Mg/ha para la veza. El nitrogeno recuperable para el sulfato
de amonio fue de 55.6% mientras que para la veza deo 27.9 %. La tasa de
mineralizacién de los abonos verdes fue un factor limitante para realizar una buena
comparacion con el nitrégeno inorganico.

Galvan (1981), determiné .6l .establecimiento y rendimiento de forraje de dos
especies de veza; Vicia villosa R: y Vicia sativa L., con tres densidades de siembra:
130, 170 y 220 plantas por-metro cuadrado. Se encontré una diferencia altamente
significativa en la produccion de materia verde y seca entre especies siendo la veza
vellosa la mejor. Con respecto a las densidades de siembra no se encontrd diferencia
significativa en la produccin-de forraje verde y seco.

Por otra parte Zamudio (1974), realizé una prueba de 4 leguminosas de inviemo |
como abono verde; alfalfa, trébol Kenlandia, trébol hubam y veza comiin. Se evalud
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el efecto de esta leguminosas sobre la produccién de materia seca, encontrando que
el tréabol hubam, alfalfa y la veza fueron mejores. En cuanto a la produccion de sorgo
en grano, la veza comun fue la que dio mayor rendimiento, aproximadamente 1
Ton/ha comparada con el testigo sin abono verde. Sanchez (1960), establece que
con algunas leguminosas (veza y trébol) es posible obtener hasta 25 Ton/ha de
materia verde, lo que proporciona al suslo hasta 120 Kg de nitrégeno por ha. Esto
equivale a una aplicacion de aproximadamente 600 Kg de NH4SO4 /ha, asi mismo se
han encontrado casos en que la siembra de estas leguminosas en tiempo de inviemo
ha permitido obtener un aumento de 3 Ton. de maiz y de 1.5 Ton. de trigo por ha,
comparados con los tratamientos sin leguminosas , danda un promedio de 1 Ton/ha
de maiz y media ton/ha de trigo. -

Las leguminosas como abono verde presentan un gran potencial en la
productividad y fertilidad del suelo, solo que hasta la fecha exisle poca informacion
disponible concemiente a la evaluacion cuantitativa de la fijacion simbidtica del
nitrdgeno, con las leguminosas de pradera tales como la veza vellosa (Vicia villosa
Roth ), el trébol dulce (Melifotus alba L.), alfalfa (Medicago sativa L.) entre otras, por
lo que Lynd., et al. (1980), estudiaron durantre tres afios la influencia de la defoliacion
mediante un pastoreo simulado {(cortes) en la produccion de la planta, la nodulacidn y
la actividad nitrogenasa en.antesis-en la veza vellosa, inoculada con Rhizobium
leguminosarum (ATCC 10314). Se lograron incrementos significativos en el
retofiamiento cuando se efectuaron 3 cortes a los 45, 96 y 180 dias, ademas se
incremento el peso himedo de Jos nddulos, el numero de los nddulos y el nivel de la
actividad nitrogenas‘a. las comelaciones fueron significativas para los niveles de
actividad nitrogenasa con peso maximo, nimero de retoiios, peso y numero de
nédulos para las plantas.que recibieron los tres cortes. El nimero de nédulos fue
significativamente correlacionado.con el peso fotal de la planta. El peso y nimero de
nédulos fueron negativamente. correlacionados debido a un gran desamolio de los
nodulos S, Wl

L2 BT

Bave, .
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MATERIAL Y METODOS

Material biolégico

Se utilzaron cepas de Rhizobium leguminosarum biovar viciae y R.meliloti
procedentes del cepario del laboratorio de microbiologia indusfrial y del suslo.
Facultad de Ciencias Biologicas. Universidad Auténoma de Nuevo Leon.

* semillas de veza vellosa (Vicia villosa Roth) Fertimex

* semillas de trébol dulce (Melilotus alba Medick.)

* semillas de maiz variedad blanco aleman-10 proporcionado por el
* banco de germoplasma de la Facultad de Agronomia U.A.N.L.

o

Seleccién de cepas bajo condiciones de invernadero

Se utilizé el sistema de jamas Leonand modificado, la cual contenia arena de rio
como soporte, se esterilizaron a 121°C durante dos horas en autoclave,
posteriormente se sembraron 6 semillas por jama previamente desinfectadas por -
inmersion en HgClg, por un liempo de 2 min, posteriormente se elimind el bicloruro
de mercuric y las semillas se lavaron 6 veces con agua destilada estéril
sembrandolas en las jarras Leonard después de 10 dias ya germinadas las plantas se -
procedio a hacer un raleo dejando 2 plantulas por jarra; la inoculacion de las cepas se
aplicd cuando el cultivo alcanzé la fase logaritmica, conteniendo aproximadamente
una cantidad de 1X109 celml, agregando 15ml por jara aproximadamente, el
experimento se realizd por triplicado y su control nitrogenado y sin nitrégeno. Se
dejaron las plantas en e} invemadero durante 30 dias aproximadamente antes de la
floracion. Para la evaluacién de la-infectividad y efectividad se tomé en cuenta:
tamaiio y peso seco de la planta, (Vincent, 1975; Somasegaran and Hallidy, 1882 ) .

Produccién del inoculante a pequefia escala

Las cepas se activaron .en matraces Erlenmeyer de 250 ml con 100 mi de caldo
extracto de levadura manitol.(ELM). Se mantuvieron en agitacion rotatoria 200 r.p.m.
a una temperatura de 28°C durante 2448 horas en un agitador mecanico (Lab-Line ‘
Orbital Incubator Shaker No. 3595)
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Propagacién

Las cepas se inocularon en matraces Erlenmeyer de 250 ml con 50 ml de caldo
ELM por 48 h en agitacion a 200 r.p.m. a 28°C, posteriormente se agregd 5 % del
cultivo activado a un matraz nefelométrico con 25 ml de caldo ELM, con un inéculo de
12.5 ml del cultivo para cada matraz, se incubaron a 200 rpm a una temperatura de
28°C hasta alcanzar 350 UK en un fotocolorimetro con filtro rojo. Este cultivo se utilizd
para la impregnacién del soporte.

Impregnacién del soporte y preparacién de inoculante

El material de soporte utilizado fue a base de turba, proporcionada por
Fertimex, previamente esterilizada, mediante calor humedo a 121°C durante dos
horas por 3 dias consecutivos, colocados en botes de lamina para facilitar la
impregnacion. Se mezclo homogéneamente en forma aséptica ef soporte y el inoculo
que contenian 10° cel/ml, hasta obtener del 50-80% de humedad en el soporte. El
inoculante se transfind a bolsas de polietileno obscuras y se dejé madurar por tres
dias a temperatura ambiente (Promedio 25-30°C), posteriormente se mantuvieron a
4°C hasta el momento de la aplicacion en elgcampo.

Control de calidad del inoculants

Una vez terminado el tiempo de maduracién de los inoculantes se determiné la
sobrevivencia y pureza de las cepas, se realizaron cuentas viables periédicas (3, 15y
30 dias) y tinciones de Gram haciendo diluciones y sembrando en medio de agar
extracto de levadura manitol rojo congo (ELMARC), se incubaron a una temperatura
de 28°C durante 2448 horas. El trabajo de campo se llavd a cabo en la unidad
experimental de la Facultad de Agronomia de la UA.N.L. que se localiza- en el
municipio de Marin Nuevo Le6n, encontréindose a una altitud de 375 msnm, y sus
coordenadas geograficas 25°53' Latitud Norte y 10°03' Latitud Oeste

Anilisis fisico y quimico del suelo

Se realizaron en dos efapas: la primera fue antes de sembrar las leguminosas y
la segunda posterior a la incorporacién de los abonos verdes. Se extrajeron 2
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muestras a una profundidad de 0-30 cm, de cada bloque, posteriormente se formé
una muestra compuesta en base a cada fratamiento, fueron secadas al aire,
tamizadas y analizadas en el laboratorio de microbiologia industrial y del suelo de la
Facultad de Ciencias Biologicas y laboratorio de suelos de la Facultad de Agronomia
de la UA.N.L.

Los métodos utilizados para determinar las propiedades fisicas y quimicas
del suelo, fueron las siguientss:

Reaccion del suelo pH................... vesaraemeneane Potenciometro relacion 1:2
TEXAUrL o sessassvmassamisasan N— Hidrémetro de Bouyoucos
Materia ONgariCa......ccceeereernressrnersvnsansanernssas Método de Waikiey-Black
Determinacion de capacidad de

retencion de agua..............ccccersmnnsisnrssnesanss Método gravimétrico
Nitrégeno total...................... «eneneeee-.Método de kjeidhal

Diseiio de campo

Con |a debida anticipacion a |a siembra se efectud la preparacion del terreno
con las labores comunes de la region, como son: barbecho, rastra y nivelacion; se
delimitaron las parcelas y se distribuyeron de acuerdo al diseno de Bloques al azar
con 5 tratamientos y 3 repeticiones. Los tratamientos fueron los siguientes:

a) trébol inocufado

b) trébol no inoculado

) veza inoculada

d) veza no inoculada

8) testigo (sin sembrar y sin inocular)

Siembra

La siembra se realizé en 3 ciclos: el primero consistié en la inoculacion de las
leguminosas (Vicia villosa R. y Melilotus alba M.) con las cepas de Rhizobium
leguminosarum biovar viciae y R meliloti respectivamente, y produccion de materia
verde de los abonos.
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Inoculacién a nivel de campo

La densidad de siembra para la veza fue de 25 kg/ha, mientras que para el
frébol fue de 18 Kg/ha. En este caso, las semilas se colocaron en bolsas de
polistileno obscuras, se agregéd suficiente solucion de glucosa al 40% (como
adherente) para que se humedezca totaimente la superficie de la semilla y garantizar
una buena peletizacion. Se agrego el inoculante para cada leguminosa. Para la veza
fue de 5.3 x 10° y de 7.5 x 10° células por gramo de turba para el trébol.
Adicionalmente, se mezcld vigorosamente sobre la semilia de tal forma que la misma
quede perfectamente recubierta. Finalmente, la semilla con alta probabilidad de
nodulacion se sembrd al voleo tapando la semilla con rastillo. La emergencia se
inicio a los seis dias después de la siembra, las labores culturales proporcionadas al
experimento consistieron principalments en riegos y deshierbes. Se efectuaron solo 2 -
riegos tanto para el trébol como para la veza, siendo el primero un mes después de la
siembra y el segundo y (ltimo se efectud a un lapso de un mes aproximadamente. Ei
ntimero de riegos se redujo debido a que existieron precipitaciones durante el resto
del experimento.

Produccion de los abonos verdes:

Para determinar la- produccion de materia verde, se tomaron dos muestras de
un metro cuadrado por.cada repeticion, se pesaron y se promedio la produccion por
parcela, del cual se hizo una extraccién para poneria a secar y cuantificar materia
secay el poncentaie‘de nitrogeno contenido en ésta.

Incorporacion al suelo

La incorporacion de los abonos verdes se llevd a cabo tres meses después de
su siembra antes de la floracién, ufilizando el arado de disco, haciendo pasar
después la rastra para reducir el tamario de los terrones y hacer un cubrimiento total
dei suelo. Ei segundo ciclo posterior a [a incorporacion, comprendié la siembra de la
planta indicadora de la fertilidad.del suslo proporcionada por el abono verde, en este
caso sa ulilizé semilla de maiz variedad blanco aleman 1-10 con una densidad de
siembra de 68 Kg./ha; se sembrd a chomo, a capacidad de campo. Posteriormente se '
aclare0, dsjando las planias a una distancia aproximada de 25-30 cm, entre cada una
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de ellas. Se realiz6 una aplicacion de insecticida Sevin 80 granulado directamente al
cogollo (dosis de 15 Kg/ha), debido a que se presentd un atagque de gusano cagollero
(Spodaptera frugiperda). Para medir la fertilidad del suelo se cuantifico el rendimento
en grano, después de 3 meses de establecido el cultivo, se tomaron 10 plantas al
azar de cada tratamiento, para evitar error por el efecto de orilla se eliminaron dos
surcos mientras que para el bordo fueron 2 hileras de plantas para cada tratamiento,
se peso el grano y se midieron las plantas de las diferentes parcelas. La
interpretacion de los resultados fueron sujetos a un analisis de varianza (ANOVA) y la
comparacién de medias por la diferencia minima significativa (DMS).

Para medir el establecimiento y ‘parsistencia ademas de fa distribucion d; las
cepas, se llevo a cabo el tercer ciclo del experimento, el cual consistio en la siembra
de las dos leguminosas en las parcelas con los tratamientos ya establecidos que con
anterioridad se habia efectuado la preparacion del terreno con las {abores comunes
de campo. La siembra se realizé de la misma fooma anteriormente descrita a
excepcion de que las plantas no fueron reinoculadas. Las parcelas en estudio se
dividieron en 196 cuadros de 0.25 m’”. Para realizar la toma de muestras se utilizd la
tabla de numeros ale_atorids, (Spiegel,-1970 ), se contdé el numero de plantas y
nddulos que contenian cada 0.25 m?, toméndose 10 muestras por parcela, las cuales
fueron puestas en bolsas de polietieno y mantenidas en refrigeracion a 4°C,.
posteriormente Jos nédulos se esterilizaron de acuerdo a Vincent (1970), las cepas se
recuperaron en medio ELMA (agar extracto de levadura-manitol).

Distribucion de las cepas

Para analizar la nodulacuén (distribucion de las cepas) de veza vellosa y trébol
dulce por Rhizobium, se .uiilizamn, las isolineas de valores interpolados por el método
de Kriging en 2 y 3 planos espaciales (Delhomme, 1978, Burges and Webster, 1980;
Wollum and Cassal, 1989)
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Patron electroforético de las cepas recuperadas de plantas noduladas de Vicia villosa
R. y Melilotus alba M. en geles de poliacrilamida-SDS

De las cepas recuperadas a partir de nodulos de las plantas inoculadas a nivel
de campo, se sembrd en matraces de un litro con 200 ml de caldo ELM a una
temperatura de 28-30°C a una velocidad de 200 r.p.m. durante 48 has, las céiulas
fueron cosechadas por centrifugacion a 3000 r.p.m. , el paquete celular se lavo 2
vacas con amortiguador tris pH 7.6, las células se suspendieron en 0.2 ml de la
mezcla 1:1 del amortiguador tris pH 7.6 mas el amortiguador para la muestra (10%
(volivol) de glicerol, 5% (volivol) de 2-mercaptostanol, 3% (peso/vol) de SDS y Tris-
HCI 62 mM, pH 6.8 ), posteriormente las células se lisaron a vapor durante 2 min a
una temperatura de 100°C, se colocaron en hielo hasta el momento de su uso. El gel
que se utilizé fue de dos fases (concentrador 4 % y separacion 10 %). Una vez
polimerizado el gel se colocd en la camara de electroforésis, se agregd el
amortiguador de camara (14.4 g de Glicina, 3.0 g de Tris Base, 1.0 g de SDS y 800ml
de agua destiiada a un.pH,de 8.3, posteriorments se agregaron 35 ul de los
homogenados de protging& _toialqs de las cepas recuperadas de las plantas
nodufadas que conienianzs;_‘ul _fdg azul de bromofenol al 0.1 % y § ul de amortiguador
de muestra (100 mi de Glicerol, 5 mi de 2-mercaptoetandl, 30 mi de SDS al 10% y
12.5 ml de Wper Tris 4X). La electroforesis se comi6 a 100 Vofts ( 50 mA ) por 12 h
en cada comida se incluyd una mezcla de marcadores de pesos moleculares
conocidos (anhidrasa Garbonica 29 kd; albimina de huevo 45 kd, albimina bovina 66
kd; B fosforilasa 97 kd; & galagtosidaéa 116 kd y miosina 205, kd). Para la tincion del
gel , se utilizdé una solucién de 'aqu de coomassie R- 250 {metanol 45 %, acido
acético 9 %, y azul de coomassie 0..25’%). éste se sumergié por 10 a 15 min con -
agitacion suave en la sq!udén qg' tincidn; en seguida se dastifio por inmersion en una
solucin écido acético-metanol (80 ml de Acido acatico, 450 mi de agua destilada y
finalmente 450 ml de metano{l); durante 30 min. La decoloracion final se hizo en acido
acético al 10 % por 12 a 17 h aproximadamente (Kamicker and Winston, 1986;
Jenkins and Bottomley, 1985; Wright., et al 1986, Walker, J. M. 1984, Scheleif, R. F.
and P. C. Wensink, 1984; Laemmli, 1970. -

Kd =35 dattan



RESULTADOS

Los datos obtenidos de la seleccion de cepas en basae a su capacidad de infectar
(formar nédulos en raices) y efectividad (promover el desamollo de follaje en su
hosperdero homdlogo), se muasiran en la Tabla 1 y 1A. Iniciaimente se probaron 9
cepas de Rhizobium leguminosarum biovar viciae con Vicia vellosa R. (veza vellosa) y
7 cepas de R meliloti con Melilotus a/ba M. (trébol dulce). La capacidad de nodular se
evalué a nivel de invernadero en jarras Leonard donde se encontrd que las cepas;
Rle-9, C-3, C-2 y RleCB-1 mostraron la mayor nodulacion o afinidad con veza vellosa,
mientras que las cepas Rm-1, Rm-2 y Rm-3 se asociaron mas efectivamente_con
trébol dulce. Las cepas que no tuvieron capacidad de infectar se eliminaron y se
procedio a realizar una nueva seleccion de efectividad con las cepas nodulantes a las
leguminosas probadas. Las plantas se colocaron nuevamente én jairas Leonard y se
utilizaron como tratamientos control, plantas con nitrdgeno y sin nitrégeno. El analisis
de varianza obtenido para estos tratamientos nos muestra que para el experimento
con las cepas de Rhizobium leguminosarum biovar viciae, la veza inoculada con la
cepa Rle-9 presenté diferencia significativa en el peso del follaje en comparacion a
las demas cepas y el téstigo ,sih nitrégeno, sin embargo, no existié diferencia
significativa con respecto al testigo nitrogenado, resultando este ulfimo y el
tratamiento con |a cepa Rle-9 los que presentaron mayor peso seco (Tabla 2). De las
tres cepas de R. meliloti que se usaron para inocular trébol dulce, Rm-2 presenté un
rendimiento significaticamente mayor con respecto a las cepas Rm-1, Rm-3 y el
festigo sin nitrdgeno y de la misma forma que el otro cultivo, el tratamiento
nitrogenado produjo mayor cantidad de materia seca. (Tabla 3). De acuerdo a los
resullados anteriores se seleccionaron para los subsecuentes experimentos las
cepas Rle-9 para veza vellosa y la Rm-2 para trébol duics.

Para comprobar que los inoculantes no presentaban contaminacién o
disminucion del nimero de miétppganisnﬁs durante el transcurso de maduracion, se
realizd un control de calidad mediante cuenta viable en piaca. Los resuftados se
muestran en la Tabla 4, qoﬁdq las cepas de Rhizobium leguminosarum blovar viciae
(Rle-9) y R. meliloti (Rm-2) se mantuvieron viables durante el periodo de estudio,
alcanzando cifras de 5.3 x 10% y 7.5 x 10° unidades formadoras de colonias (UFC)
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por grama de turba respectivamente. Ademas no se observd desamollo de otro tipo

de microorganismo,

La comparacion del andlisis fisico y quimico del suelo a una profundidad de 0—
30 cm antes y después de la incorporacion de los abonos verdes (irébol dukce y veza
vellosa) nos muestran una mejoria importante en la capacidad de retencion de agua,
la aportacion de nitrdgeno, asi como la cantidad de materia organica depositada en el
suelo, tanto en ios tratamientos inoculados y no inoculados, posterior a (a
mineralizacion de las leguminosas, comparado con los testigos. Sin embargo la
comparacion entre los tratamientos sin inoculacidon e inoculados, estos ﬁni.rpos
favorecieron mejor a la fertilidad. La textura que presento el suelo a través de todo el
experimento fue migajon arcilloso, mientras que la variacion en el pH fue minima y no
significativa (tabla 5).

La produccion de los abonos verdes (Vicia viflosa R. y Melilotus alba M)
inoculados y no inoculados con las cepas Rle-9 y Rm-2 respectivamente, asi como la
materia seca incorporada y el porcentaje de nitrégeno de las plantas, se muestran en
la Tabla 6 donde se aprecia que los tratamientos del trébol inoculado y no inoculado,
no presentaron diferencias significativas tanto para la materia verde como para la
materia seca, sin embargo, si existe diferencia significativa contra los tratamientos de
veza inoculada y sin inocular, asi como para el testigo en el que no se incluyd alguna
leguminosa. Respecto gl nitrégeno se pudo observar que si existid un efecto de la
inoculacién en donde la veza inoculada mostré el valor mas alto de nitrogeno contra
los demas tratamientos.

Después ds la incorporacion de los abonos verdes, y su minaralizacion en el
suelo, se sembré maiz variedad Blanco Aleman 1-10, en las mismas parcelas en las
que se habian puesto a crecer. Aproximadamente 80 dias después se realizé la toma
de muestras para hacer las diferentes determinaciones en las parcslas
experimentales. En este estudio se eneqmn': que la veza inoculada aportdé mayor
ferilidad al suelo, puesto que el rendimiento mas alto en grano del maiz fue el
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tratamiento con esta leguminosa (264.10 KgMHa). Los tratamientos con trébol
inoculado y no inoculado, asi como la veza sin inocular, no presentaron diferencia
significativa entre ellos, (178.76, 148.58, 170.44 Kg/MHa respectivamente), sin
embargo, en comparacion al testigo sin nitrogeno, todos los tratamientos fueron
significativamente diferentes (108.85 kg/Ha). Estos datos son mostrados en la Tabla
7.

La distribucion, persistencia y/o establecimiento de las cepas de Rhizobium
lequminosarum biovar viciae y R meliloti inoculados a Vicia villosa R y Melilotus alba
M, respectivamente, después de un ano de su aplicacion en el campo, utilizando los
mapas de los valores interpolados por Kriging. Los resultados indican que lag dos
cepas se distribuyeron isotropicamente con estructura espacial sin dependencia
direccional. En la Figura 1 se presentan los sitios de muestreos de las parcelas
aexperimentales de las leguminosas inoculadas con Rhizobium a nivel de campo. Los
mapas en dos planos de los valores interpolados por Kriging del nimero de nodulos
para veza y trébol dulce, nos muestran que para ambas leguminosas, las cepas de
Rhizobium se distribuyeron heterogeneamente en toda el area de estudio. Sin
embargo, para V villosa R la mayor concentracion de nodulacion, se encuentra entre
las coordenadas (3.71, 4.4 mt), asi mismo, la menor concentracidn se localizé6 en
diferentes puntos del area de muestreo (X= 8.75, 9.0, 13.0; Y= 4.0, 5.57, 2.6).
Mientras que para el trébol duice se encontraron dos sitios localizados entre las
coordenadas para las X 2.0y ‘5.63 m y para las coordenadas de las Y 2.0 y 14.0 m,
donde hubo mayor godulacion, y el valor mas bajo fue localizado entre las
coordenadas{ 17.5, 1.86 ) Figuras 2 y 3 . Por otro lado en las Figuras 4 y 5, se
muestran los mapas en tres planos de valores interpolados por Kriging del nimero de
nédulos para las leguminosas, donde podemos observar que los puntos mas altos
comasponden a {a mayor conqenttadéq_ y los méas bajos a los sitios donde ia
nodulacién fue menor.

La Figura 6 nos muestra el pairén ete&mforétieo de las proteinas totales de los
homogenados de R. leguminosarum biovar viciae donde se observa en el primer carril
los marcadores de pesos moleculares conocidos (anhidrasa arbonica 29, albimina de

I3
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huevo 45, albumina bovina 66 , B fosforilasa 97, 8 galactosidasa 118 y miosina 205
(Kd) ; en el segundo carmil tenemos el perfil de proteinas de la cepa que se utiliz
para la inoculacion de la leguminosa al inicio del experimento, mientras que en el
tercero, cuarto y quinto carril, se presentan los perfiles de las cepas recuperadas de
plantas noduladas de los tratamientos después de un aio de la aplicacién del
incculante. Se encontrd que el patron de proteinas de las cepas recuperadas,
mostraron un madelo similar al encontrado en el homogenado de la cepa patron, en
los cuales sae localizaron 5 bandas con pesos moleculares de aproximadamente; 116,
45, 29, 18 y de 14 Kd.

La Figura 7 nos muestra el patron electroforético de las proteinas de
homogenados de R meliloti, donde, de igual manera el primer camil se tiene ol
marcador de pesos moleculares conocidos, en el camil 2 se tiene el perfil de
proteinas de la cepa de R meliloti aplicada al inicio del experimento mientras que en
los carviles 3, 4y 5, los perfiles proteinicos de las cepas recuperadas después de un
aino. También se enconird que las cepas obtenidas de plantas noduladas
presentaron un modelo similar al encontrado en la cepa que se inoculd al inicio del
estudio. Se localizaron tres bandas de pesos moleculares de aproximadamente: 205,
97 y 29 Kd.
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INFECTIVIDAD DE LAS CEPAS DE Rhizobium legquminosarum boivar viciae y
R. meliloti sobre Vicia villosa R y Melilotus alba M

HOSPEDERO CEPAS de Rhizobium leguminasarum biovar viciae
Vicla villosa R. Ct |c29|c18| C14 | C16 | Rle® | C3 | C-2 | RLCB-1
- . - - - + + <+ +
= Ningun nédulo
= Nodutacién
I TABLA A
HOSPEDERO CEPAS de Rhizobium meliloti
Melilotus alba M. Rm-{ | Rm-2 | Rm-3 | Rm<4 | Rm-16 | Rm-12 | Rm-14
+ + + - a - -

= Ningdn nédulo
= Nodudacidn
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TABLA 2

-

SELECCION DE CEPAS DE Rhizobium lequminosarum biovar viciae
MEDIANTE LA EFECTIVIDAD (PESO SECO FOLLAJE) EN Vicia villosa R
BAJO CONDICIONES DE INVERNADERO, UTILIZANDO EL SISTEMA DE

JARRA DE LEONARD MODIFICADO.

TRATAMIENTO PESO SECO DEL FOLLAJE (g/PLANTAS)
REPETICIONES
CEPAS | il ] X DMS*
Testigo nitrogenado. 0.75 0.70 0.82 0.75 a
Testigo sin nitrégeno 0.23 0.33 0.22 0.26 c
Rle-9 0.67 0.70 0.69 0.68 a
Rle-3 0.40 0.43 0.42 0.41 b
RL-2 0.42 0.41 0.42 0.41 b
RLCB-1 0.40 0.39 0.39 0.39 b

-
“DMS 0.6% de significancia 0.0701



TABLA 3

SELECCION DE CEPAS DE Rhizobium meliloti MEDIANTE LA EFICIENCIA
(PESO SECO DE FOLLAJE) EN Melifotus alba M. BAJO CONDICIONES DE
INVERNADERO UTILIZANDO EL SISTEMA DE JARRA LEONARD
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MODIFICADO. =
TRATAMIENTO PESO SECO DEL FOLLAJE (g/PLANTAS)
REPETICIONES
CEPAS | Il 1] v DMS*
| Testigo nitrogenado 1.30 1.20 1.20 1.23 a
Testigo sin nitrbgeno 0.84 0.76 0.76 0.78 c
Rm-1 0.82 0.80 0.84 0.82 c
Rm-2 1.06 1.10 1.08 1.08 b
Rm-3 0.80 0.86 0.80 0.82 c

*DMS 0.75 nive! de significancia 0.078



CONTROL DE CALIDAD DE LOS INOCULANTES DE

TABLA 4
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Rhizobium lequminosarum biovar viciae (1) y R. meliloti (Il) POR CUENTA VIABLE EN
PLACA.*

TIEMPQO (DIAS)

| 0 15 30
INOCULANTE UFC/ g DE INOCULANTE (1 oY)

I 33 42 53

1l 27 54 75

® Experimento reallzado por duplicadoc en medio extracto de levadura manitol rojo congo (ELMARC)
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TABLA &

ANALISIS FISICOQUIMICO DEL SUELO A UNA PROFUNDIDAD DE 0-30 cms. ANTES Y DESPUES DE LA INCORPORACION
DEL TREBOL Y VEZA INOCULADO Y NO INOCULADO

A N T E S D E § P U E S
% %
CAPACIDAD CAPACIDAD .
DE % % DE DE % % DE
RETENCION | NITROGENO | MATERIA 1 ; RETENCION | NITOGENO | MATERIA
pH | DE AGUA TOTAL | ORGANICA : pH .| DEAGUA TOTAL | ORGANICA
INOCULADO ) } . “[iNoCULADO] . | 1T R RV
Trébol 8.2 42.7 1.70 1.3___(Trébol 8.3 56.5 25 . | 22
Veza 8.2 425 1.69 1.3 |Veza 8.3 62,5 3.6 — 2.4
. NO
NO INOCULADO INOCULADO .
Trébol 82 425 1.69 1.3 |Trébol 83 445 2.2 1.5
Veza 8.2 42.7 1.70 1.3 Veza 83 0.5 25 1.6

Testigo 8.2 425 1.72 1.2 |Testigo 8.3 445 1.3 1.5




TABLA 6

-

28

RENDIMIENTO DE MATERIA VERDE, SECA Y PORCIENTO DE NITROGENO EN
PLANTAS INOCULADAS Y NO INOCULADAS INCORPORADAS AL SUELO

RENDIMIENTO EN
FORRAJE VERDE | MATERIA SECA % DE*
TRATAMIENTO (Kg/a) (Kgha) NITROGENO

Trébol inoculado 11,000.60° 2,719.8" 1.0
Trébot no inoculado 8,450.00" 2819.9% 0.9
Veza inoculada 1,425.00* 351.5" 1.8
Veza no inoculada 754.6° 294.9° 1.0
Testigo (malezas) 512.0° 310.2° 0.4
DMS 3.47 1,231.6

Looddosl\nrmwlluad«'wmdovm a un nivel de significancla P=0.08

“Anilicls realizados por duplicado medlante el método Kjeldhal
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TABLA7

EFECTO DE LA INCORPORACION DE TREBOL Y VEZA SOBRE LA ALTURA DE
LAS PLANTAS Y EL RENDIMIENTO EN GRANO DE MAIZ

RENDIMIENTO DEL
MAIZ
TRATAMIENTO (Kgha)
Trébol inoculado 178.76™
Trébol no inoculado 148.58%
Veza inoculada 264.10"
Veza no inoculada 170.44™
Testigo (malezas) 1245 °

Log datos fueron evalusdos por anillsis de varianza a un
nivel de significancia P= 0.05



Figura 1.-Sitios de muestreo aleatorio en las parcetas
expenimentales, Marin, N, |
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COORDENADA Y (m)

FIGURA 2
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COORDENADA X (m)

MAPA EN DOS PLANOS DE VALORES INTERPOLADOS
POR KRIGING DEL NUMERO DE NODULOS

POR PLANTA Vicia villosa R.
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COORDENADA Y {m)

FIGURA 3
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FIGURA 6

PATRON ELECTROFORETICO DE PROTEINAS DE Rhizobium
feguminosarum biovariedad viciae.
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FIGURA 7

PATRON ELECTROFORETICO DE PROTEINAS DE Rhizobium meliloti
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DISCUSION

En el experimento de la seleccidon de cepas, que sirvio para determinar la
afinidad bacteriana con las dos leguminosas a utilizarse, se encontrd que de las 9
cepas de Rhizobium leguminasarum biovar viciae solo 4 formaron nodulos con veza
vellosa, mientras que de 7 para trébol dulce solo 3 fueron afines. Esto no es raro ya
que en estudios que se han realizado con respecto a la falta de afinidad o infectividad
de las cepas, se ha encontrado que esto puede ser debido a que existe cierta
espaecificidad entre las bacterias y las plantas principalmente el factor importante es la
adsorcion de los microorganismos a la pared celular de las raices pam el
establecimiento de la relacion simbiotica entre Rhizobium - leguminosa tal como lo
mencionan Dazzo and Brill (1977), en estudios sobre los sitios receptoras de la raiz
en trébol y alfalfa inoculadas con R. trifolii; encontraron que existe union especifica a
los pelillos radiculares del trébol pero no con la alfalfa; varias técnicas inmunologicas
han demosirado la presencia de un determinante antigénico similar tanto en los
polisacaridos asociados a la superficie de R. trifolii como en las raices del trébol. Este
determinante antigénico es tnico inmunoquimicamente al sistema R. trifoli-- trébol y
no es detectado a la superficie celular de otras cepas de RhizcLium. (Dazzo and
Hubbell, 1975). Se ha encontrado ademas que existe una disminucibn de la
adsorcion a los pelillos radiculares de las cepas incapaces de infectar contra las que
si lo puden hacer, esto as debido a que existe una lectina muitivalente con un azdicar
especifico ( 2- desoxiglucosa) capaz de reconocer § aglutinar células de numerosas
cepas infectivas de R. tifoli ( incluyendo reveriantes infeclfivas ) pero no con
diferentes cepas no infectivas ( Dazzo., et al. 1976 )

Debido a las investigaciones anteriores y a los datos proporcionados
posiblemente algunas de las cepas probadas carecen de algun determinante
antigénico que ayude a reconocer la bacteria con su hospedero y llegue a formar la
relacion simbidtica de la manera mas 6ptima para lograr los mejores resultados

La utiizacién é incorporacién de los rizobios al suelo como inoculante, implica
una serie de factores que se deben fomar en cuenta: el indculo que se agrega al
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soporte (turba, composta, susio, sic.), debe mantener su viabilidad alta durante el
tiempo de maduracién y ser 6ptima para cada bacteria, asi como la capacidad de
infectividad y efectividad en el campo (Thompson, 1980).

En los inoculantes a pequeia escala que se prepararon para veza y trébol
duice, las cepas no solo se mantuvieron viables, sino aumentaron gradualmente
hasta alcanzar un nimero de 10° UFCig de turba, en un tiempo de maduracion de 4
semanas, el cual algunos investigadores lo consideran suficiente para lograr la
maxima densidad de poblacion, tal es el caso de Materon and Weber (1985), quienes
trabajaron con R. tnfolii, con inoculantes a base de turba, carbén vegetal y
vermiculita, en cuatro semanas de inoculacion, donde la poblacidn excedié de 10°
organismos por gramo de inoculante para todos los soportes probados. Después de
aste tiempo la poblacion declind, pero permanecio razonablemente alta durante un
periodo de 15 semanas.

Los resultados encontrados para los inoculantes de veza y trébol dulce se
consideran aceptables, debido a que en México no existen normas que ayuden a
uniformizar el criterio para el control de calidad de los inoculantes, sin embargo a
nivel intemacional, los estandares aceptables de rizobios viables en inoculantes para
leguminosas varia de acuerdo a cada pais. Por ejemplo: Australia requiere un minimo
de 1 X 10° células viables por gramo de inoculante, Canadéa especifica un minimo de
1 x 10° rizobios viableg por gramo de inoculante, mientras que Holanda ftiene altos
esténdares que requiere un minimo de 4 a 25 X 10° células por gramo de inoculante
(SNFEN, 1888, Burton, 1981). Nuestros resultados estan de acuerdo a lo establecido
para Australia y Canada.

El analisis fisico y quimico del suelo después de la incorporacion y
mineralizacién del abono verde, reveld algunos cambios favorables en varios
aspectos de la fertlidad del suelo (Materia organica y nitrbgeno, efc.), asi como
también en las condiciones fisicas (capacidad de retencion de agua). Lo anterior se
vio mas marcado plﬁmcipalnlegge en los fratamientos que fueron inoculados con
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Rhizobium, esto es debido en parte, fundamentalmente al proceso de fijacion
biolégica del nitrégeno atmosférico proporcionado por las bacterias alojadas en los
nddulos de la raiz y que posteriormente los abonos verdes al descomponerse lo
depositan al suelo. (Jansen and Brady, 1985.). Es importante tomar en cuenta que
casl las tres cuartas partes del nitrdgeno proteico que se acumula en el follaje y no en
las raices, es debido a la transformacion del nitrogeno atmosférico por las bacterias a
compuestos asimilables de este alemento para la planta, si el follaje se corla para
hacer heno y Gnicamente se entierran las raices, puade haber una pérdida lave del
nitrégeno del suelo y es posible que después de todo, no exista beneficio hacia el
suelo, con el proceso de inoculacion & incorporacion de los abonos verdes
(Tamhane, 1978). Para este caso los abonos verdes utilizados en este experimento
toda la planta se incorpord al suelo para permitir su descomposicion y mejorar la
fertilidad del suelo.

La texiura de} suelo de acuerdo a la proporcion y tamaiio de particulas, se
mantuvo constante, resultando iguales en el priméro y segundo muestreos
efectuados para cada une de los tratamientos, siendo del tipo migajon arcilloso ).

La inoculacién de trébol dulce por R meliloti (Rm-2) y R. leguminosarum blovar
viciee (Rle-8) a veza vellosa, no prasent6 un efecto significativo en la produccién de
materia verde y seca, en ambas leguminosas. Sin embargo, en los tratamientos con
Vicia villosa R. Caba, mencionar que la produccion de materia verde en sus
rendimientos, debido al asrastre que sufrieron las plantas, provocado por las fuertes
precipitaciones que se presentaron durante el experimento. Por otra parte, la
influencia de la fijacion de niirégeno proporcionado por la cepa Rle-9 se pudo
observar en el porcentaje de nitrdgenc proporcionado por esta bacteria a ia planta
que fue del 1.8 %.

Los resultados de produccion de materia verde y seca a partir de los abonos
verdes obtenidos en este expefimenio son bajos (trébol inoculado 1.1 tonvha y sin
inocular, 0.89 ton/ha ; la veza sin inocular 0.754 Ton/ha y 0.140 Ton/ha con la veza
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inoculada de materia verde; t;lie-nltas que la materia seca para irébol inoculado y sin
inocular fue de 0.27 Ton/ha y 0.028 Ton/ha respeciivamente, asi también para la
veza sin inocular e inoculada se obtuvo 0.0284 Ton/ha y 0.0351 Tonha
respectivamente). comparados con lo obtenido por Baruco , (1979), donde el trébol
hubam alcanzé 20.27 Ton/ha de materia verde y 5.05 Ton/ha de materia seca,
mientras que la veza 1.94 Ton/ha y 0.54 Torvha ; asi como también los porcentajes
de nitrbgeno encontrados en las dos leguminosas fue mas alto 2.66 y 2.26 % ,
respectivamente que lo obtenido en el presente trabajo (1.0 y 1.8 % ). Millar (1964), a
diferencia de Baruco(1979), encontrd que la veza produjo mas materia seca que el
trébol duice ( 4,307 y 1,622 Ton/ha respectivamente ), lo cual también difiere con lo
encontrado en esta investigacion.

La baja produccion en materia verde y seca de las plantas en éste experimento
pudo deberse a diversos factoras entre elios las temperaturas altas (30-37 °C) que se
presentaron en el transcurso de este trabajo ya que la 6ptima varia entre 15 y 20°C
aunque soportan temperaturas inferiores de 0°C; las precipitaciones pluviales, que en
este experimento fueron copiosas y sé produjo acaireo de plantas principalmente de
veza, asi como la fecha de siembra , tal es el caso en el trabajo realizado por
Reyes,(1989), quien encontrd que la veza produjo mayor materia verde y seca en
fechas que variaron del 3 de Noviembre, 17 de Noviembre y 3 de Diciembre ; para el
3 de Nov. se produjeron 12.01 y 3.52 Ton/ha de materia verde y seca, mientras que
para el 17 de Nov. 12.59 y 4.76 Ton/ha , asi mismo para la fecha del 3 de Dic. fue de
8.0y 5.01 Ton/ha de materia verde y seca respectivaments, siendo la mejor fecha de
siembra el 17 de Noviembre. Para este experimento se sembrd en fechas de marzo a
mayo donde se presentaron clertas condiciones adversas para el desarollo 6ptimo
del trabajo aqui presentado.

Las parcelas de veza inoculada @ incorporada al suelo fueron los que
presentaron el mayor rendimiento en grano de maiz (264.10 Kg/ha) con respecio a
los demas tratamientos de trébol Inoculado (178.76 Kg/ha) trébol sin inocular (148.58
Kg/ha, veza no Inoculada), (170.44 Kg/ha y el testigo (108.85 Kg/ha).
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Para este experimento ain y cuando la veza inoculada presentd menor
aportacion de materia verde y saeca que los tratamientos de trébol inoculado y sin
inocular, de acuerdo a los resultados, la veza inoculada apori6 mayor fetilidad al
suelo, probablemente porque la descomposicidn de la planta sea mas facil, ya que
esta leguminosa es rastrera y menos fibrosa que el trébol y de esta manera la
aportacién de nitrdgeno y carbono al suelo pudo ser mas eficiente. (Buckman, 1982),
bajo las condiciones aqui probadas

Millar, (1964), encontrd valores mas altos a los nuestros en la cosecha de maiz
utilizando veza de invierno y trébol duice como abono verde (1,022 y 917 Kg/ha ), sin
ambargo estos resuliados son prcmedio de 5 aiios del uso de las leguminosas. Al
igual que Baruco, (1979), obtuvo 3.7 y 2.97 Ton/ha en grano de maiz hibrido h 412
que usando trébol dulce y veza como abono verde para la fertilizacion del suelo.

Aun y cuando los resultados de produccién en grano del maiz para este
experimento fueron bajos comparados con otios trabajos realizados con las mismas
leguminosas para la fertiidad del suelo se pueden considerar relativamente buenos
debido a que no se considararon algunos factores imporiantes para lograr mejores
resultados alcanzados en ofras .investigaciones con las mismas leguminosas
utilizadas en este trabajo.

El éxto de la refacion RhizobiumHeguminosa dependera principalmente de la
persistencia de las cepas y de su habilidad para competir con poblaciones de rizobios
ya astablecidas en el suelo, por 10 que en este trabajo con respecto a la distribucion y
persistencia de las cepas de R feguminosarum biovar viciae a veza vellosa y R
meliloti a trébol dulce, después de un aiio de su aplicaciéon en el campo, se encontrd
una buena respuesta del establecimiento al ser recuperadas las cepas a partir de
plantas noduladas en el campo, La estabilidad de los inoculantes se confimd por
comparacidn de cepas reaisladas con su respectiva cepa patrdn, utilizando el perfil
de proteinas en geles de poliacrilamida al 10 % de las bacterias aplicadas al inicio del
experimento. La estrategia utilizada en este trabajo para el monitoreo de las cepas es
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acepiable ya que existen diversas investigaciones utiizando esta técnica para
determinar e! establecimiento y persistencia de las cepas en subsecuentes
estaciones de siembra. (Jenkins and Bottomley, 1985; Hickey., et al . 1987; Fuquay.,
at al 1884 ). Aunque existen procedimientos mds especificos ademas del perfil de
proteinas , la serologia, tipificacion con fagos, resistencia intrinseca a antibiéticos,
perfil de plasmidos, propiedades inmunolégicas, patrones de hibridizacién de DNA.,
asi como perfiles de restriccion de DNA, de estas propiedades, todas permanecen
estables en el suelo, con excepcion de alguna variacién en la resistencia intrinseca a
antibidticos. {Lindstron., et al. 1990; Ei Hassan., et al. 1986; Bromfield., et al. 1986;
Brockman and Bezdicek, 1989; Demezas and Bottomley, 1986; Sadowsky., 93 al.
1987).
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CONCLUSIONES

1) Las cepas Rle-9 de Rhizobium leguminosarum blovar viciae y Rm-2 de Rhizobium
melifoti fueron seleccionadas en base a su infectividad y sefectividad a Vicia viflosa
R (veza) y Melilotus alba M. (trébol dukce), respectivaments.

2) La inoculacion de veza vellosa con R. leguminosarum biovar viciae y irébol dulce
con R. meliloti no mostrd el efecto significativo esperado en la produccion de
materia verde y seca.

3) La incorporacion al suelo de veza inocutada con Rhizobium fue el iratamiento que
presenté el mejor rendimiento en granc de maiz comparado con la veza no
inoculada y el trébol inoculado y sin inocular, asi como contra el 1estigo.
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