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INTRODUCCION 

En la actualidad existen grandes problemas a los cuales 

debe enfrentarse la humanidad, como son: la falta de alimentos, 

la escasez de energéticos y la contaminación, los que se origi­

nan por un mal manejo de los recursos naturales.En lo referente 

a la falta de alimento se debe consiqerar entre otras cosas, a 

la dj_sminución de la superficie cultivable y a la baja producción 

po unidad de terreno (Zelitch, 1979) 

La pérdida de "terreno a su vez es corisecuencia de la de­

sertificación por envenenamiento químico, erosión y salinidad del 

suelo, registrándose una tasa de pérdida de 5 a 7 millones de hec­

táreas al año. Lo anterior ha originado que cada día 'se tomen más 

suelos de bosques como terrenos de cultivo, s iendo la tasa de eli­

minación de aproximadamente 20 hectáreas por minuto, calculándose 

que en 20 años se habrán perdido entre 100 y 140 millones de hectá­

reas (Roldán y Trueba, 1978; Marx y Schenk, 1982; FAO, 1984). 

Además se sabe que más del 80 % de toda la ~adera cortada 

anualmente en el mundo se usa como combustible(FAO, 1985),de ahí 

la importancia de tener plantaciones que además de refórestar si ­

tios submarginados sean utilizadas para producir madera combusti~ 

ble, previniendo así la escasez de combustibles fósiles. 

Por otro lado, para eliminar la baja productividad de los 

cultivos se agregan grandes cantidades de fertilizantes químicos 

que no son aprovechados sin0 en un 40-50% por las plantas, lo que 

hace que se acumulen en el suelo con taminándolo y empobreciéndolo 

gradualmente amén de contaminar las aguas subterráneas. 
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La producción de fertilizantes quími cos a nivel industrial 

implica la utilización de hidrocarburos, por ejemplo el metano,co­

mo fuente de energía, esto hace que el proceso de fab ricación sea 

caro y ~or consiguiente los fertilizantes tambien(Roughley,1970). 

2 

Lo anterior obliga a buscar nuevo s procesos de f erti liza­

~ión que requieran meno s energía e inversión de capital de tal for­

ma que sea ,más accesible para la agricultura. 

El nitrógeno y el fósforo son elementos e senciales para el 

crecimiento de las plantas y la demanda de estos va en aumento es­

timándose que para el año 2000 será de 145 ;nillones de toneladas 

métricas por año, lo que hace necesario mejorar la eficiencia de 

las plantas en la absorción y captación de los mi smos por las plan­

tas Etchevers, 1987; Cajuste, 1987) 

Se sabe que la mayoría de i~s leguminosas ar6óreas pueden 

ser la herramienta bio lógica a utilizar para aminorar los proble­

mas antes mencionados,ya que en forma natural se encuentran aso­

ciados a bacterias del género Rhizobium(fijadoras de nitrógenoiy 

hongos micorríci¿os vesículo arbusculares, lo que les permite ser 

más eficientes en la absorción de dichos nutrimentos, además de 

tener un gran potencial como productores de madera combustible,res­

cate de terreno, forraje, etc.(NAS, 1979). 

En México exis ten una gran variedad de estas leguminosas 

distribuídas en todo el territorio.Entr~ las que encontramos a Leu­

caena, Prosopis y Acacia. 

El estado de Oaxaca ~~ una de las regiones que han sido 

fuertemente afectados por la desertificación y la escasez de ali• 

mento, acentuándose en la Mixteca y en el Valle de Oaxaca.La po­

breza de los suelos ha obligado a la población a emigrar(Roldan y 

Trueba, 1978). 
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Por las razon€s antes menc~onadas, se considera importan­

te estudiar los diversos factores ecológicos que influyen en el 

crecimiento de las plan t as, ent~e ellos la micorrización por hon­

gos Va y la nodulación por Rhizobium, utilizando una leguminosa 

nativa de la región (Leucaena esculenta Moss and Sesse). De esta 

forma se trata de contribuir al desarrollo de técnicas biológi­

cas adecuadas, encaminadas a resolver el problema de la produc-­

tividad vegetal, rescate de suelos erosionados yproducción de ma­

dera combustible. 
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ANTECEDENTES 

MACROSIMBIONTE 

Las leguminosas son un grupo de plantas que abarca apro-

ximadamente 13, 000 especies de las cuales sólo unas pocas han 

sido estudiadas en cuanto a su relación con microorganismos sim­

bióticos. La familia Leguminosae se divide en tres subfamilias: 

4 

Papil i onidae, Cdesalpinidae y Mimosoidae, (Date, 1976). La sub­

f amilia Papilionidae es la más ampliamente distribuÍda y tiene 

miembros tanto en el trópico como en las zonas templadas y frías; 

incluye especies como Lupinus(lupino), Medicago(alfalfa), Phaseo 

lus(frijol) y Trifolium(trébol) entre otros. Es i mportante resal­

tar que los géneros Trifolium y Vicia se consideran de los más e­

volucionados. Los miembros de l a subfamilia Caesalpini dae son en 

s u mayoria ~ropicales y subtropic~les. Se considera el grupo más 

primitivo, incluye es pecies como Tamarindus, Cassia y Bauhinia.(Da­

te, 1976). Por 6ltimo, la subfamilia Mimosidae se encuentra princi­

palmente en los trópicos. Agrupa especies como Inga. Acacia, Proso­

pis y Le ucaena (Br ew baker, 1978 ) . 

El género Leucaena es originario de México y Centroamérica. 

Se han reportado 51 especies pero sólo 10 tienen va l i déz taxonó­

mica; Leucaena diversifolia,~. macrophylla, ~- pulverulenta , ~· 

lanceo lata, J, re tusa, ~. shannoni, L. collinsi, ~. leucocephala, L. 

escu1e11ta y L. tricoide . 

Los miembros del género Leucaena se caracterizar. por ser 

árboles o arbustos sin espipas con una altura de 5 a 20 metros. 

Poseen flores en cabezuelas blancas o amarillas. El fruto es una 

vaina que contiene varias semillas las que pueden ser redondas u 

ovaladas, no contienen endospermo y son ricas en proteínas.Las ho-
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MACRDSIMBIDNTE

Las leguminosas son un grupo de plantas que abarca apro-
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miembros tanto en el trópico como en las zonas templadas y frias;

incluye especies como Lupinus(lupino), Medicagoialfalfaì, Phaseo

lu§(frijo1) v Trifoliumítrébol) entre otros. Es importante resal-

tar que los géneros Trifolium y Vicia se consideran de los más e-

volucionados. Los miembros de la subfamilia Caesalpinidae son en

su mayoria tropicales y subtropicáles. Se considera el grupo más

primitivo, incluye especies como Tamarindus, Eassia y Bauhinia.(Da-

te, 1976). Por último, la subfamilia Mimosidae se encuentra princi-

palmente en los trópicos. Agrupa especies como Inga. Acacia, Proso-

pis y Leucaena larewbaker, 1978).
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I'

árboles o arbustos sin espinas con una altura de 5 a 20 metros.

Poseen flores en cabezuelas blancas o amarillas. El fruto es una

vaina que contiene varias semillas las que pueden ser redondas u

ovaladas, no contienen endospermo y son ricas en proteinas.Las ho-
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jas son bipinnadas. La madera es dura (NAS, 1984). 

En México Leucaena leucocephala y Leucaen~ esculenta han 

sido las más estudiadas y se consideran las especies más represen-

tativas dentro de la subfamilia Mimosoidae (Bre~baker, 1978). 

USOS DE Leucaena 

Forraje 

Leucaena produce regularmente grandes cantidades de folla-

je el cual es muy apreciado como alimento por el ganado, siendo nu­

tritivo y de fácil digestión por lo que se le considera como el 

candidato más propicio para incrementar la producción de leche y 

carne en el trópico y zonas templadas (FIRA, 1984). No obstante su 

uso como forraje se ve limitado por la presencia de un aminoácido 

tóxico llamado mimosina que se localiza en la fracción soluble de 

la planta y cuyo contenidc cambia seg6n la especje, variedad , p~~~-

te de la planta y estado fisiológico de la misma. La mayor concen-

tración se encuentra en las par tes tiernas de las hojas y semillas. 

En animales monogástricos se ha manifestado caída de pelo, retardo 

en el crecimiento, cataratas, bocio, disminución de la fertilidad, 

dermatitis ulcerativa y escoriaci6n de la piel lPerez, 1977). En ru~ 

miantes estos síntomas disminuyen debido a la presencia de_ciertos 

microorgani smos en el rÚmen que degradan la mimosina (NAS, 1984). 

Para disminuír los efectos tóxicos se recomienda una ra~~-

ci5n:, de 20 a 30 % de Leucaena más alg6n otro forraje(pasto, cafta 

de az6carl, establecimiento de un control de pastoreo de dos horas 

diarias, tratamiento térmico del follaje o adición de sulfato fe-

rroso al 1% (Whiteman; 1976 ; Enriquez, 1986). 

Leucaena es probablemente una de las leguminosas forraje-

ras m~s importante para el trópico mexicano por su alto contenido 
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proteico y porque su utilización no se limita a ganado vacuno, 

sino que se extiende a porcinos, aves, conejos, peces y equinos, 

en estos Últimos se observan altos grados de toxicidad(FIRA,1984). 

Producción de madera 

La madera de Leucaena es fuerte y densa y con propieda­

des mecánicas que la hacen competir con otros árboles de madera 

dura. En México y otras regiones del mundo se utiliza para cons -
. ' 

truir muebles, casas, pisos y bardas. 

En el trópico un plantío de Leucaena produce anualmente 

grandes cantidades de madera, reportándose entre 40 y 50 m3 para 

varios sitios (NAS, 1984). 

La pulpa contiene un alto contenido de holocelulosa y ba-

jo en sílice, cenizas, lignina, benceno y agua. 

El valor calorimétrico de l~ madera de árboles de 3 a 4 a-

ños de edad se estima en 16,438.4 Kj y se incrementa con la edad, 
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lo que significa que 2.75 Kg de leña de Leucaena equivalen a 1 Kg 

de gas licuado de petróleo (NAS, 1984). Por otro lado existe lapo-

sibilidad de hidrblizar la madera para fermentarla y transformarla 

en alcohol para ser utilizada. como combustible sola o mezclada con 

gasolina (Oakes, 1968). 

Mejoramiento del suelo y reforestación 

Los beneficios que Leucaena proporciona al sueloson, entre 

otros, un incremento en el contenido de humus y nitrógeno(por la 

presencia de Rhizobium en sus raíces ), mejoramiento de la textura 

del suelo, mayor aereación, aumento de la población microbiana del 

suelo, reducción del lavado del suelo y la erosión (NAS, 1984). 

El follaje contiene aproximadamente el 4% del nitrógeno 

total de la planta de tal forma que una hectárea de la planta ·pue-
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de proporc ionar de 500 a 600 Kg de nitrógeno por año. El pro­

ceso de abono verde se presenta en forma natural con la aai­

da de las hojas . De un plantio de 10,000 árboles por hectárea 

caen aproximadamente 8.5 toneladas en peso seco de hojarazca, 

equivalente a 100 Kg de nitrógeno (NAS, 1984). 

En regiones tropicales contribuye a disminu!r la tasa de 

evaporación, conservando asi una humedad adecuada. 

Puede actuar como especie pionera, permitiendo el poste­

rior establecimiento de especies forestales de mayor valor como 

el pino, cedro y caoba(Pérez,1979). 

Otros usos 
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Leucaena cumple con los requisitos necesarios para ser un 

buen árbol de sombra debido a que posee copa amplia y larga, sis­

tema radicular profundo, resistencia a enfermedades e insectos_ y 

capacidad de regular el sombreado, por lo que se utiliza para cul­

tivos anuales y perennes como té, cafeto, vainilla y frutales(Oakes 

1968). 

En México y paises de Centroamérica y Asia, las hojas, flo­

res , ·tallos jóvenes y semillas verdes tienen gran aceptación co­

mo alimento humano(FIRA, 1977). 

Las vainas hervidas producen un tinte rojo que se utiliza 

para colorear sarapes y vestidos. La semilla remojada produce goma 

o mucilago el cual se .usacomo agente emulsificante. Existen datos 

de que inhibe el crecimient.cde amibas , Escherichia coli y Salmone­

lla thyphimurium (Oakes, 1968). 

Las semill a s maduras pueden servir como sus tituto del café 

y en la fabricación de collares, aretes y pulseras. En muchos pai­

ses es la princ ipal planta de ornato en jardine s y avenidas(Pére z, 

?
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1979; FIRA, 1984). Debido a la gran variedad de usos e importan-

cia de Leucaena se cree necesaria la formación de Centros de Germo-

pl asma especializados en los diversos as pectos de la producción ba-

jo condiciones ecológicas deiferentes (NAS, 1984) . Por otro lado, e l 

mejor entendimiento de la simbiosis de Leucaena con Rh i zobiu~ y hon­

go s micorrí c icos VA podr í a en un momento dado permitir la optimiza-

ción del recurso. 

MICROSIMBIONTES 

Rhizobium 

La s bacterias del género Rhizobium son microorg anismo s 

que se asocian a raíces de plantas de la familia Legumi no s ae for­

mando nódulos en los que se fija el nitrógeno atmosférico que es 

aprovechado por la planta en la construcción de aminoácidos y pro-

teínas (Brill, 1977). 

Infección nodular 

La presencia del nódulo en las raíces de leguminosas es el 

resultado de un proceso de reconocimientoentre la raíz de la plan-

ta y las bacterias (Nutmann, 1970). 

a)Preinfección . Es ta fase se caracteriza por la colonización y pro-

liferación de las bacterias ~n la raíz como re sultado de la estimu-

lación e inhibición ocasionados por los exudados radiculares, as í 

como por e l genotipo del hué s ped. Poster i ormente l as bac teri as se 

adhieren a l pelo radicular por un reconocimiento íntimo entre l as 

lectinas producidas por el hué sped y los polisacáridos de la pared 

bacteriana . Como resultado de esta interacción los pelos radi c ula-

res se r amifican ~or efecto del ácido indol ácé tico. Esta re s pue s­

ta puede ocurrir tan to en l eguminosas homólogas (especí f icas para 

una cepa de Rh izobi um ) , como heteró logas (no específ icas para un a 
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como por el genotipo del huésped. Posteriormente las bacterias se
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lectinas producidas por el huésped y los polisacáridos de la pared
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cepa de Rhizobium). El último paso de la preinfección es el enros­

camiento de los pelos radiculares y sólo se lleva a cabo en legu­

minosas homólogas. 
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b)Infección y desarrollo nodular. En este paso las células de la 

pared celular del pelo radicular se invaginan y forman un hilo de 

infección a través del cual las bacterias viajan hasta las células 

tetraploides. En este sitio el ápice del hilo de infección se rom­

pe y libera las bacterias dentro de las células corticales, esti­

mulando una repetida división celular y formando una masa de teji­

do que dará lugar a un n6dulo joven. Simultáneamente, las bacterias 

se transforman en bacteroides adoptando formas irregulares de X o Y. 

Los bacteroides se encuentran rodeados por membranas del huésped. 

Concomitantemente con la formación de bacteroides, se produce el 

pigmento leghemoglobina y es en este momento cuando se inicia la 

fijación de nitrógeno (Nutmann, 1970; Dazzo, 1984). 

Los estudios relacionados con el proceso de nodulación han 

demostrado que ciertas plantas tienen preferencia por ciertas es­

pecies de Rhizobium y viceversa. Las especies de leguminosas mutua­

mente suceptibles a la nodulación por un tipo especial de Rhizobium 

constituyen un grupo de inoculación cruzada. Las cepas de Rhizobium 

capaces de nodular las plantas de algunos de estos grupos se con­

sideran especies efectivas en la fijación de nitrógeno(FA0,1983). 

De acuerdo con Datel1976) la nodulación no garantiza nin­

gún beneficio para el huésped, es decir que una leguminosa sólo 

tiene utilidad práctica en la agricultura cuando existe una asocia­

c ioón simbiótica efectiva con Rhizobium. 
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Fijación_sjmbiotica de nitrógeno 

El proceso de fijación de nitrógeno implica primero la 

ruptura del triple enlace de la molécula de nitrógeno atmo s f éri ­

co (N 2 ). Esto se realiza por la transferencia de tres átomos de 

hidrógeno los que se Pxtraen de los carbohidratos producidos du­

rante la fotosíntesis. La molécula responsable de la transferen­

cia es la enzima nitrogenasa, proteína compleja que consta de 

dos componentes principales. El componente II posee dos subunida­

dEs y cuatro átomos de hierro . El componente I consta de cuatro 

moléculas de proteína y 24 átomos de hierro; posee también un 

pequeño cofactor con dos átomos de molibdeno. 
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Para transferir los átomos de hidrógeno se requiere del 

trans porte activo de electrones. Los protones se capturan libre­

mente a través del medio acuoso de -la célula. Los e lectrones son 

donados primero al componente II y después al componente I, en 

donde ocurre la verdadera reducción del nitrógeno. El funcionamien­

to de ambos componentes requiere de energía, que se proporciona 

en forma de adenosin t rifosfato (ATP), el cual es producto del me­

tabolismo de la glucosa estimándose que la producción de dos mo­

léculas de amoníaco a partir de nitrógeno molecular requiere de 

12 a 24 moléculas de ATP . El amoníaco producido entra en la ruta 

de biosíntesis de ~minoácidos al reaccior.ar con el glutamato pa­

ra formar la glutamina, esta reacción esta catalizada por la enzi­

ma glutamín sintetasa (GS) . La glutamina se une al~·cetoglutári­

co dando dos moléculas de glutamato siendo catalizada por la glu­

tamatc sintasa (GOGAT). Los restantes aminoácidos son formados por 

diver sas reacciones. 

La regulación de la fiJ ación de nitrógeno se da principal-

T
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mente a nivel de la enzima nitrogenasa, de tal forma que altas 

concentraciones de amoniaco detienen la sintesis enzim~tica (inhi­

bición por producto final). Por otro lado, la actividad de la 

nitrogenasa es inhibida por altas tensiones de oxigeno, por lo 

que en el nódulo la leghemoglobina atrapa al oxigeno antes de q~e 

llegue a la enzima, manteniendo de esta forma los niveles apropia­

dos para el desarrollo del proceso. La relación entre el ATP y el 

ADP tambien es importante. Siendo igual a diez para un óptimo 

funcionamiento de la enzima(Brill, 1980). 

Factores q~e afectan la nodulación y fijación de_nitrógeno. 

La sobrevivencia de Rhizobium en el suelo y en el nódulo, 

así como el funcionamiento del mismo está influenciado por diver­

sos factores entre los que encontramos la temperatura, humedad, pH 

y routrimentos (Al exander, 1977). 

Temperatura 

La temperatura superficial del suelo sin cobertura vegeº 

tal puede alcanz2r los 5oºc en regiones tropicales y subtropica­

les lo que puede ocasionar efectos adversos sobre las poblaciones 

de microorganismos que habitan en el suelo (Da~~ 1976). 

En forma general se puede decir que las temperaturas ex­

tremas disminuyen el proceso de infección y formación del nódulo 

asi como el funcionamiento del mismo ( Vincent,1974). No obstante, 

se sabe que los rizobios de crecimiento rápido son más sensibles 

a altas temperaturas que los rizobios de crec imiento lento (Day, 

1976). 

En condicione s de l~borato rio, la tempera tura ópt i ma para 

el crecimiento de Rhizobium es de 28 a 32 ~e pero e s tos valor2s 

varian de acuerdo con la especie(Vincent,1975). 

11 11

mente a nivel de la enzima nitrogenasa, de tal forma que altas

concentraciones de amoniaco detienen la sintesis enzimática (inhi-

bición por producto final). Por otro lado, la actividad de la

nitrogenasa es inhibida por altas tensiones de oxigeno, por lo

que en el nódulo la leghemoglobina atrapa al oxigeno antes de que

llegue a la enzima, manteniendo de esta forma los niveles apropia-

dos para el desarrollo del proceso. La relación entre el ATP y el

ADP tambien es importante. Siendo igual a diez para un óptimo

funcionamiento de la enzimaíarill, 198o).

Factores que afectan la nodulación yúfijaciónmde nitrógeno.

La sobrevivencia de Efligghigm en el suelo y en el nódulo,

asi como el funcionamiento del mismo está influenciado por diver-

sos factores entre los que encontramos la temperatura, humedad, pH

y nutrimentos ialexander, 19??i.

Temperatura

La temperatura superficial del suelo sin cobertura vegef

tal puede alcanzar los SDQC en regiones tropicales y subtropica-

les lo que puede ocasionar efectos adversos sobre las poblaciones

de microorganismos que habitan en el suelo {Date 19?6l. I

En forma general se puede decir que las temperaturas ex-

tremas disminuyen el proceso de infección y formación del nódulo

asi como el funcionamiento del mismo K vincent,1S?4i. No obstante,

se sabe que los rizobios de crecimiento rápido son más sensibles

a altas temperaturas que los rizobios de crecimiento lento (Day,

1s?s}.

En condiciones de laboratorio, la temperatura óptima para

el crecimiento de Rhizobium es de ES a 32 HD pero estos valores

varian de acuerdo con la especie{ïincent,19T5i.



Humedad 

El agua en el suelo ejerce un efecto directo no sélo a 

las poblaciones de microorgani smos si no también a la planta y a 

la simbiosis (Nutmann, 1970). 

La escasez de agua es mucho más drástica que un periodo 

de exceso particularmente cuando se combinan altas temperaturas 

y el suelo carece de coloides (Marshall, 1961 citado por Vincent 

1974). 

La falta de agua afecta el número , la distribución y la 

estructura de los pelos absorbentes infectados y el número de nó-

dulos formados (Date, 1976 ). 

Nutrimentos 

Diversos nutrimen tos influyen específicamen te en el cre­

cimiento de la planta y en la fij ación de ni trógeno. En general 

las mayores exigencias se presentan a nivel de función nodular 

(Franco, 1976) . 

El fósforo es importante porque participa en la fijacién 

de nitrógeno en fÓrma de ATP y por lo tanto una def ic i e ncia de 

1 ;,_ 

este compuesto puede causar alteraciones en el proceso (Brill,1 980). 

En sue los ácidos el fósforo es un factor limitante ya que 

forma complejos con 6xidos de aluminio y fierro y no puede ser uti­

lizado por la planta (Nuñez , 1985) . Como una a lternativa se ha 

propuesto aumen tar la utilización de hongos micorricicos( Franco , 

1976). 

El nitrógeno afecta de diversas formas; como nitrito inhi-

be la f ormac ión de ácido indolacético necesario para la inicia-

ción de l a infección nodular (Nutmann, 1970) . Concentracjones al -

tas de amoniaco inhiben la s íntesis de la enzima nitrogenasa(Brill, 

1980) . Sin embargo, se necesitan peq ueñas cant idades de nitrógeno 
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fiumedad

El agua en el suelo ejerce un efecto directo no sólo a

las poblaciones de microorganismos sino también a la planta y a

la simbiosis (Nutmann, 1970).

La escasez de agua es mucho más drástica que un periodo

de exceso particularmente cuando se combinan altas temperaturas

y el suelo carece de coloides (Marshall, 1961 citado por Vincent

1974).
La falta de agua afecta el número, la distribución y la

estructura de los pelos absorbentes infectados y el número de nó-

dulos formados (Date, 1976).

ïief-'š-211%
Diversos nutrimentos influyen especificamente en el cre-

cimiento de la planta y en la fijación de nitrógeno. En general

las mayores exigencias se presentan a nivel de función nodular

(Franco, 1976). A

El fósforo es importante porque participa en la fijación

de nitrógeno en forma de ATP y por lo tanto una deficiencia de

este compuesto puede causar alteraciones en el proceso(Bri1l,1SSü).

En suelos ácidos el fósforo es un factor limitante ya que

forma complejos con óxidos de aluminio y fierro y no puede ser uti-

lizado por la planta (Nuñez, 1985). Como una alternativa se ha

propuesto aumentar la utilización de hongos micorricicosífranco,

1976).

El nitrógeno afecta de diversas formas; como nitrito inhi-

be la formación de ácido indolacético necesario para la inicia-

ción de la infección nodular (Nutmann, 1970). Concentraciones al-

tas de amoniaco inhiben la sintesis de la enzima nitrogenasa[Brill,

1980). Sin embargo, se necesitan pequeñas cantidades de nitrógeno



para el crecimiento de la planta, formación y funcionamiento del 

nódulo (Franco, 1976). 

El calcio es importante en el proceso de infección de los 

pelos absorbentes y formación del nódulo(Nutmann, 1970). El car­

bonato de calcio se usa para cubrir las semillas inoculadas con 

Rhizobium protegiéndola mientras se inicia la infección(Vincent, 
1975). 

Los micronutrimentos son importantes porque la mayoría 

son necesarios para la estructura y funcionamiento de las enzimas 

que participan en la simbiosis (Franco, 1976). 

Micorriza 

Las micorrizas son asociaciones simbióticas mutualísticas 

que se establecen entre las raíces de las plantas y ciertos hongos 

del suelo (Gerdemann, 1975). 

Los hongos micorríciccs se encuentran en equilibrio con 

las raíces de las plantas, estableciéndose una serie de interrela­

ciones biotróficas en las que la planta suministra sustratos en~r­

géticos al hongo y éste ·por medio de las hifas capta y transfiere 

nutrimentos a la planta huésped (Nicolson, 1967; Mosse, 1973). 

Se conocen varios tipos de micort i aa;atectomicorrizas, en 

el que el hongo forma un manto compacto sobre la .superficie de 

las raíces;b)ectoendomicorriza, similar a la ectomicorriza pero 

tambien produce hilos intercelulares; y c) endomicorriza en las 

que se forma una vasta red de hifas en el suelo y un crecimiento 

extensivo dentro de la corteza (Gerdemann, 1975). 

Hongos micorrícicos VA 

Las micorrizas vesiculo arbusculares se encuentran amplia­

mente distribu{das en la mayoría de los habitats de las plantas, 
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para el crecimiento de la planta, formación y funcionamiento del

nódulo (Franco, 1976).

El calcio es importante en el proceso de infección de los

pelos absorbentes y formación del nódulo(Nutmann, 1970). El car-

bonato de calcio se usa para cubrir las semillas inoculadas con

Rhizobium protegiéndola mientras se inicia la infección(Vincent,
1975).

Los micronutrimentos son importantes porque la mayoria

son necesarios para la estructura y funcionamiento de las enzimas

que participan en la simbiosis (Franco, 1976).

Micorriza

Las micorrizas son asociaciones simbióticas mutualisticas

que se establecen entre las raices de las plantas y ciertos hongos

del suelo (Gerdemann, 1975).

Los hongos micorricicos se encuentran en equilibrio con

las raices de las plantas, estableciéndose una serie de interrela-

ciones biotróficas en las que la planta suministra sustratos ener-

géticos al hongo y éste'por medio de las hifas capta y transfiere

nutrimentos a la planta huésped (Nicolson, 1967; Messe, 19?3).

Se conocen varios tipos de micorriza;a)ectomicorrizas, en

el que el hongo forma un manto compacto sobre la superficie de

las raices;b)ectoendomicorriza, similar a la ectomicorriza pero

tambien produce hilos intercelulares; y c) endomicorriza en las

que se forma una vasta red de hifas en el suelo y un crecimiento

extensivo dentro de la corteza (Gerdemann, 1975).

Hongos micorricicos VA

Las micorrizas vesiculo arbusculares se encuentran amplia-

mente distribuidas en la mayoria de los habitats de las plantas,



desde los trópicos, zonas templadas y aún en las regiones ár­

ticas (Haymann, 1982). Una explicación de este fenómeno se .re­

monta al estudio de l a evolución de la simbiósis mutualista en­

tre la micorriza ancestral y las plantas terrestres(Pirozenski, 

1981 ). La simbiósis siguió el curso de la evolución como un com­

ponent e de la planta lo que permite suponer que juegan un papel 

importante en la ecología, crecimiento y nutrición de las plan­

tas terrestres. Por esta razón es que encontramos micorriza VA 

en Briofitas, Pteridofitas, Angiospermas y Gimnospermas, inclu­

yendo la mayoría de las plantas de importancia económica. 

La micorriza vesí c ulo arbuscular está formada por hongos 

que pertenecen a la elase Zigomicetos, orden Endogonales, f ami­

lia Endogonaceae. Se conocen al menos seis géneros capaces de 

formar micorriza VA; Acaulospora cqn 22 es pec ies , Entrophospora 

con 3 especies, Gigaspora con 5 especies, Glomus con 67 especies, 

Sclerocystis con 9 especies y Scutellospora con 19 especies(Mor­

ton, 1988). 

La taxonomía delas Endogonaceae es muy compleja deb i do a 

que son si~biontes obligados y no pueden ser cultivados en me­

dios sintéticos. para poder estudiarlos en el laboratorio con re­

lación a su ciclo de vida y morfología(Gerdemann, 1975). 

Infección micorrícica 

El establecimiento de la micorriza imrli~a una serie de 

fases en las que interactúan el huésped, el hongo y el medio am­

biente: (Barea ~ .2},1984). 

a)Germinación y desarrollo de propágulos(esporas, hifas y fragmen­

tos de raíz del hongo en las cercanías de la raíz). Cuando se tra­

ta de esporas , éstas pueden persistir por largos período s de tiem-
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desde los trópicos, zonas templadas y aún en las regiones ár-

ticas (Haymann, 19821. Una explicación de este fenómeno se re-

monta al estudio de la evolución de la simbiósis mutualista en-

tre la micorriza ancestral y las plantas terrestres(Pirozenski,

1931). La simbiósis siguió el curso de la evolución como un com-

ponente de la planta lo que permite suponer que juegan un papel

importante en la ecologia, crecimiento y nutrición de las plan-

tas terrestres. Por esta razón es que encontramos micorriza VA

en Briofitas, Pteridofitas, Angiospermas y Gimnospermas, inclu-

yendo la mayoria de las plantas de importancia económica.

La micorriza vesiculo arbuscular está formada por hongos

que pertenecen a la clase Zigomicetos, orden Endogonales, fami-

lia Endogonaceae. Se conocen al menos seis géneros capaces de

formar micorriza PA; Acaulospora con 22 especies, Entrophospora

- con 3 especies, Gigaspora con 5 especies, Glomus con S7 especies,
|
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Sclerogystis con 9 especies y Scutellospora con 19 especiesíflor-

ton, 1988).

La taxonomia delas Endogonaceae es muy compleja debido a

que son simbiontes obligados y no pueden ser cultivados en me-

dios sintéticos. para poder estudiarlos en el laboratorio con re-

lación a su ciclo de vida y morfologia{Gerdemann, 19?5ì.

Iflfsssiönlmissrtìsiss
El establecimiento de la micorriza implica una serie de

fases en las que interactúan el huésped, el hongo y el medio am-

biente (Bares gt_§;,19S4}.

a)Germinación y desarrollo de propágulosíesporas, hifas y fragmen-

tos de raiz del hongo en las cercanias de laaraizl. Cuando se tra-

ta de esporas, éstas pueden persistir por largos periodos de tiem-



po en el suelo aún bajo condiciones adversas, germinando cuan­

do las condiciones son favorables. Lo anterior es posihle debido 

a la interacción de la superficie de la espora con las arcillas 

del suelo. En el caso de raíces, la infección es más rápica de­

bido a que ésta ya posee estruct~rac fúngicas que pueden infectar 

a la planta. La viabilidad depende de la eGad y capacidad metabó­

lica del fragmento de raíz. 
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b)Crecimiento del hongo hacia la raíz y estimulación micorríc ica. 

El huésped produce sustancias que estimulan a los probables micro­

simbiontes. Las hifas se agregan alrededor de la raíz y establecen 

contacto entre el hongo y los pelos radiculares. Se forma una es­

tructura de preinfección que consiste de hifas cortas que forman 

el primer punto de infección. En el caso de fragmentos de raíz, no 

se forman estructuras de preinfecci6n. Parece que los exudados ra­

diculares alteran la permeabilidad de las membranas, permitiendo 

así la penetración del hongo a la raíz. 

c)Penetración de la raíz. La hifa forma un apresorio sobre las cé­

lulas de la epidermis y penetra por el primer punto de entrada . 

este hecho estimula la formación de nuevos puntos de infección. 

d)Una vez que el hongo ha penetrado, coloniza las células de la 

corteza de la raíz mediant e hifas que se distribuyen intra e in­

tercelul armente. Posteriormente l a s hifas se dividen dicotómica­

mente formando arbúsculos. La función de éstos es el intercambio 

bidireccional de nutrimentos. Los arbúsculos tienen una vida media 

de cuatro a catorce días. Las hifas internas pueden formar vesicu­

las que tienen función de almacenamiento. 

e)Crecimiento del micelio externo. Simultáneamente al desarrollo 

interno del hongo, las hifas se ramifican exteriormente y dan lu-
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po en el suelo aún bajo condiciones adversas, germinando cuan-

do las condiciones son favorables. Lo anterior es posible debido

a la interacción de la superficie de la espora con las arcillas

del suelo. En el caso de raices, la infección es más rápida de-

bido a que ésta ya posee estructuras fúngicas que pueden infectar

a la planta. La viabilidad depende de la edad y capacidad metabó-

lica del fragmento de raiz. ¬

bìürecimiento del hongo hacia la raiz y estimulación micorricica.

El huésped produce sustancias que estimulan a los probables micro-

simbiontes. Las hifas se agregan alrededor de la raiz y establecen

contacto entre el hongo y los pelos radiculares. Se forma una es-

tructura de preinfección que consiste de hifas cortas que forman

el primer punto de infección. En el caso de fragmentos de raiz, no

se forman estructuras de preinfección. Parece que los exudados ra-

diculares alteran la permeabilidad de las membranas, permitiendo

asi la penetración del hongo a la raiz.

c]Penetración de la raiz. La hifa forma un apresorio sobre las cé-

lulas de la epidermis y penetra por el primer punto de entrada.

este hecho estimula la formación de nuevos puntos de infección.

diüna vez que el hongo ha penetrado, coloniza las células de la

corteza de la raiz mediante hifas que se distribuyen intra e in-

tercelularmente. Posteriormente las hifas se dividen dicotómica-

mente formando arbúsculos. La función de éstos es el intercambio

bidireccional de nutrimentos. Los arbúsculos tienen una vida media

de cuatro a catorce dias. Las hifas internas pueden formar vesicu-

las que tienen función de almacenamiento.

e}Crecimiento del micelio externo. Simultáneamente al desarrollo

interno del hongo, las hifas se ramifican exteriormente y dan lu-



gar a una red tridimensional de micelio sobre el que SE forman es­

poras de resistencia. 

Fisiología de la micorriza VA 

El principal efecto de las micorrizas VA se refiere al in­

cremento del crecimiento vegetal por una mejoría en la nutrición 

fosfatada (Mosse, 1973). 

En el proceso de transporte de fósforo de la solución 

del suelo a la planta se distinguPn tres fases p~incipales en las 

que participa la micorriza VA (Barea e,¡ ¡1l, 1984). 

a)Captación de fosfato por el micelio e~tErno. En la mayoría de 
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los suelos los iones fosfato se encuentran en concentraciones muy 

bajas . Por otro lado, estos iones tienen un desplazamiento muy len­

to y tienden a ser retenidos por las partículas del suelo, o se 

precipitan con calcio, fierro y aluminio dependiendo delpH del 

suelo, por lo que para que sea absorbido por la planta debe en­

contrarse cerca de las raíces. Al llegar el fosfato a la rizns­

fera l as raices lo captan a unavelocidad mayor que la del ión al 

desplazarse por lo que se forman zonas de deficiencia de fósforo 

alrededor de la raíz. Las hifas de las raíces micorrizadas crecen 

y se ramifican más allá de la zona de agotamiento. En este caso 

las hifas actúan mecánicamente al proporcionar un mayor número 

de sitios de absorción de fósforo. 

Creso (1979) demostr¿ que en raíces micorrizadas la cons­

tante de Michaelis (Km) y la captación de fosfato son más bajas 

que en raíces no micorrizadas, lo que suguiere una mayor afini­

dad de las hifas por el ión. 

b)Translocación de fosfato en las micorrizas. Existen evidencias 

experimentales de que el fosfato se transloca hacia las estructu-
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gar a una red tridimensional de micelio sobre el que se forman es-

poras de resistencia.

Fisiología de la micorriza VA

El principal efecto de las micorrizas VA se refiere al in-

cremento del crecimiento vegetal por una mejoría en la nutrición

fosfatada (Hesse, 1973).

En el proceso de transporte de fósforo de la solución

del suelo a la planta se distinguen tres fases principales en las

que participa la micorriza VA (Barea et al, 1984).

aìüaptación de fosfato por el micelio externo. En la mayoria de

los suelos los iones fosfato se encuentran en concentraciones muy

bajas. Por otro lado, estos iones tienen un desplazamiento muy len-

to y tienden a ser retenidos por las particulas del suelo, o se

precipitan con calcio, fierro y aluminio dependiendo delpH del

suelo, por lo que para que sea absorbido por la planta debe en-

contrarse cerca de las raíces. Al llegar el fosfato a la rizos-

fera las raices lo captan a unavelocidad mayor que la del ión al

desplazarse por lo que se forman zonas de deficiencia de fósforo

alrededor de la raiz. Las hifas de las raices micorrizadas crecen

y se ramifican más allá de la zona de agotamiento. En este caso

las hifas actúan mecánicamente al proporcionar un mayor número

de sitios de absorción de fósforo.

Creso (1979) demostro que en raices micorrizadas la cons-

tante de Hichaelis (Km) y la captación de fosfato son más bajas

que en raices no micorrizadas, lo que suguiere una mayor afini-

dad de las hifas por el ión.

b1Translocación de fosfato en las micorrizas. Existen evidencias

experimentales de que el fosfato se transloca hacia las estructu-



ras intraradiculares del hongo como gránulos de polifosfato 

que se transportan a través de la luz de las hif as hacia los ar­

búsculos. Los gránulos de polifosfato son formados por mediación 

de fosfatasas situadas en las hifas externas. La degradación la 

realizan las fosfatasa s alcalinas específicas de hongos VA situa­

das en las vacuolas de los arbúsculos. 

c)Transferencia de fo sfato . El principal sitio de transferencia 

de fosfato del hongo a la planta es el arbúsculo. El proceso se 

basa en un mecanismo activo de transferencia a través de membra­

nas mediadas por la acción del sistema ATPasa unido a plasmalemas 

dobles (hongo-raíz) q~e s~n lns arbúsculos. Entre los cuatro y 

los catorce días los arbúsculos degeneran liberando su contenido 

en la célula huésped. 

Otros benefic ios 

La micorriza VA puede estimular el crecimiento de las 

plantas por mecanismos no relacionados con la nutrición vegetal. 

Entre los que podemos mencionar a los debidos a la producción de 

hormonas como giberelinas y citoquininas (Barea ~al, 1984). En 

plantas incculadas tanto con micorriza como con Rhizobium , se 

observa que la producción de hormonas p~omueve la colocización 

y penetración de la bacteriaa través de los pelos radiculares me­

jorando de esta forma la simbiosis y la respuesta de la planta 

(Barea y Azc6n, 1983). 

Los inducidos mediante una mejora en la estructura del 

suelo por la formación de agregados más estables por la acción 

cementante entre los polisacáridos bacteriales y las hifas de 

hongos micorrícicos (Haymann, 1985). Otros de bidos a la pro te - : : 

cción de la planta contra patógenos, resistencia a fungi c idas, 
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ras intraradiculares del hongo como gránulos de polifosfato

que se transportan a través de la luz de las hifas hacia los ar-

búsculos. Los gránulos de polifosfato son formados por mediación

de fosfatasas situadas en las hifas externas. La degradación la

realizan las fosfatasas alcalinas especificas de hongos VA situa-

das en las vacuolas de los arbúsculos.

c}Transferencia de fosfato. El principal sitio de transferencia

de fosfato del hongo a la planta es el arbúsculo. El proceso se

basa en un mecanismo activo de transferencia a través de membra-

nas mediadas por la acción del sistema ATPasa unido a plasmalemas

dobles (hongo-raiz) que son los arbúsculos. Entre los cuatro y

los catorce dias los arbúsculos degeneran liberando su contenido

en la célula huésped.

Otros beneficios

La micorriza VA puede estimular el crecimiento de las

plantas por mecanismos no relacionados con la nutrición vegetal.

Entre los que podemos mencionar a los debidos a la producción de

hormonas como giberelinas y citoquininas (Barea gg al, 1934). En

plantas inoctladas tanto con micorriza como con Rhizobium , se

observa que la producción de hormonas promueve la colonización

y penetración de la bacteriaa través de los pelos radiculares me-

jorando de esta forma la simbiosis y la respuesta de la planta

(Barea y Azcón, 1983}.

Los inducidos mediante una mejora en la estructura del

suelo por la formación de agregados más estables por la acción

cementante entre los polisacâridos bacteriales y las hifas de

hongos micorricicosfihaymann, 1985). Otros debidos a la prote-1:

cción de la planta contra patógenos, resistencia a fungicidas,



metale s pesados, salinidad o deschos indus tria l es (Barea y Azcón, 

1983). 

Factores que afectan a la micorriza VA 

Entre los principales factores que a fectan a la micorriza 

VA encontramos a la especie vegetal, especie de endofitos, luz, 

y niveles de fertilidad del suelo. 

Especie vegetal 

Las diversas especies de plan t as poseen difers ntes reque­

rimientos hacia la formación de micorriza, a esta característica 

se le denomina usua lmente "dep•:ndencia micorrícica" y se refiere 

al grado al cual una planta es deper.diente de la micorriza para 

producir un máximo crécimiento y producción en un nivel dado de 

fertilidad (Gerdemann, 1975). 

En este sent ido se sabe que Leucaena es micotropa obliga­

da ( Barea y Azcón, 1983) 

Especie de endofito 

8n general los hongos VA presentan poca o ninguna especi­

fi cidad hacia el hué s ped (Mosse , 1973; Haymann, 1982).Sin embar­

go, un factor determinante en el aumento del crecimiento vegetal 

es la capacidad del hongo para desarrollar una gran cantidad de 

micelio externo, característica que es determinada por el hongo 

(Mosse, 1973). Se ha encontrado una correlación entre la efecti­

vidad de las especies f6ngicas y el porcentaje de longitud de raíz 

infectadas en los primeros estadios de crecimiento(Abbott y Rob­

son, 1981). 

Luz 

Ya que los carbohidratos s uministrados a l hongo son pro­

porcionados por e l huésped como productos de la fotosíntesis, 

metales pesados, salinidad o deschos industriales {Barea y Azcón.

1983).
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al grado al cual una planta es dependiente de la micorriza para
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fertilidad (Gerdemann, 1975).

En este sentido se sabe que Leucaena es micotropa obliga-
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En general los hongos VA presentan poca o ninguna especi-

ficidad hacia el huésped (Mosse, 1973; Haymann, 1982).$in embar-

go, un factor determinante en el aumento del crecimiento vegetal

es la capacidad del hongo para desarrollar una gran cantidad de
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son, 1981).
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Ya que los carbohidratos suministrados al hongo son pro-

porcionados por el huésped como productos de la fotosíntesis,



cualquier factor que modifique la producción y di stridución de 

los fotosintatos alterará tambien el establecimiento y función 

de la simbiosis micorrícica (Haymann,1984). De tal forma que 

altas intensidades luminosas parecen aumentar la producción de 

arbúsculos y esporas (Furlan y Fortin, 1975). 

Temperatura 

Se considera importante tomar en cuenta la temperatura 

óptima de la planta huésped y la región donde se aislan los en­

dofi tos para ensayos experimentale-s{Haymann, 1984). 

Niveles de fertilidad del suelo 
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El nivel y tipo de nutrimentos afecta la formación y la 

respuesta micorrícica. En general, bajos o moderados niveles de 

fertilidad del suelo mejoran el grado de desarrollo de las mico­

rrizas y la respuesta de la planta(BArea y Azcón, 1984). El prin­

cipal elemento que afecta la formación y función de la micorriza 

es el fósforo, por lo que se requieren bados niveles de fosfato 

en el suelo (Mosse, 1973). 
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es el Fosforo, por lo que se requieren bados niveles de fosfato
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OBJETIVOS 

1 .- Evaluar el potencia l de micorrización por endofitos vesícula 

arbúscula~es en suelos de Oaxaca tanto en período de lluvia 

como de sequí a utilizando a Le ucaena esculenta como planta 

huésped. 

2. - Evaluar el potencial de nodulación por Rhizobium en los mi s ­

mos suelos y bajo las mismas condic i ones . 
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OBJETIVOS

- Evaluar el potencial de micorrización por endofitos vesiculo

arbúsculares en suelos de Oaxaca tanto en periodo de lluvia

como de sequía utilizando a Leucaena esculenta como planta

huésped.

- Evaluar el potencial de nodulaeion por Rhizobium en los mis-

mos suelos y bajo las mismas condiciones.



MATERIALES Y METODOS 

Area de estudio 

El estado de Oaxaca está situado al sureste de la 

República Mexicana. Limita al, norte con los estados de Vera­

cruz y Puebla, al este con el de Chiapas , al oeste con el de 

Guerrero y al sur con el Océano Pacifico. Su territorio tie­

ne una extensión de 95364 K~.La capital es la ciudad de Oaxa­

ca localizada a 516 Km de la ciudad de México. El nombre del 

estado y de la capital proviene del n&huatl Huaxyacac que sig­

nifica en la naríz o punta de los huajes. El sistema hidrográ­

fico de esta entidad se halla dividido en dos grupos; Por una 

parte el río Papaloapan y el Coatzacoalcos. Por otra, en la 

vertiente del sur, los ríos Tehuantepec, Copalita y Atoyac o 

Verde, como los de mayor importancia. La región es, en gene­

ral, de un clima seco. Las sierras orientales forman una ba-

rrera que impide el paso de los vientos alí seos de l Atlánti­

co por lo que la región queda en la sombra eólica y a sus es­

trecos valles no llegan los vientos lluviosos del Golfo.La zo­

na esta formada por rocas sedimentarias y metamórficas.Los 

suelos son rendzinas, luvisoles, acrisoles y litosoles.En 

las zonas intermontañas hay suelos aluviale5y lacustres.El 

Instituto Nacional de Investigaciones Agrícolas afirma que 

los suelos de la región son bastante heterogéneos; sin embar­

go, es común en todos ellos la pobreza de nutrientes, espe­

cialmente nitrógeno y fósforo; tienen alto contenido de cal ­

cio, carbonatos, deficiencia de materia orgánica y texturas 

de pesadas a medias. (López , 1987). 
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El estado se divide en siete regiones principales: 

Valle s Centrales, La Costa, La Sierra, La Cañada, El Istmo, 

La Mixteca y El Papaloapan. 

De estas regiones se eligieron para su estudio a la 

Mixteca(altamente erosionada) y Valles Centrales(actividad 

agrícola intensa y suelo poco fértil). 

Los Valle Centrales se dividen a s u vez, en ; Valle 

de Tlacolula, Valle de Etla, Valle de Ocot lá~-Ejutla, Valle 

deZachila-Zimatlán. El área tiene una superficie laborable 

de aproximadamente 138 281 hectáreas. Exi sten un gran número 

de pequeñas corrientes , siendo la más importante la del río 

Atoyac que atraviesa los Valles de Etla y Zimatlán. El manto 

freático se localiza entrelos dos y los diez metros de pro-

fund idad lo que permite que en general la disponihili dad de 

agua sea buena. En los Valles Centrales se presentan dos ti-

pos de climas; seco semicálido con lluvias en verano y el se~ 

micálido subhú~edo con lluvias . en verano según la clasifica-

ción de Koppen modificado por García. La temperatura media 

anual es de 20.8 2C. La precipitación media anual es de 623mm 
I J k , 1 ?"· 

distribu{da de mayo a octubre(INIA,1983). 

La Mixteca Oaxaqueña se divide en Mixteca Alta y 

Mixtaca baja por la formación de una depresión que origina 

variaciones en el clima. La Mixteca tiene 163 515 hectáres la-

borables . La Mixteca Alta abarca los distritos de Tlaxiaco, 

Nochixtlán, Teposcolula y Coixtlahuaca, con alturas que van 

desde 1800 a 3000 msnm. En esta región predomina el clima 
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Mixtaca baja por la formación de una depresión que origina

variaciones en el clima. La Mixteca tiene 163 515 hectéres la-

borables. La Mixteca Alta abarca los distritos de Tlaxiaco,

Nochixtlán, Teposcolula y Coixtlahuaca, con alturas que van

desde 1800 a 3000 msnm. En esta región predomina el clima



templado subhúmedo , con temperaturas medias rtnueles entre 12 

y 18 QC. Se presentan heladas de octubre a marzo y las tem­

peraturas más bajas se presentan en diciembre y enero .Los 

suelos estan áltamente erosionados y con pocos nutrientes. 

La Mixteca Baja ocupa los distritos de Silacayoapan, Juxtla~ 

huaca y parte de Huajuapan. Posee en general un clima semi­

cálido y la mayor parte del suelo es montañoso, con alturas 

entre los 1000 y 2500 msnm.La precipitación pluvial es varia-

da entre 685 y 740 mm.Los suelos son poco profundos y con po-
, IJ 1. 17 L/ 

ca acumulación de materia orgánica.(INIA, 1984). 

Se realizarán dos muestreos, uno en época de se-

quía (mayo-junio), y otro en época de lluvia (agosto-septiem-

bre) con el objeto de conocer las poblaciones de Rhizobium y 

hongos micorrícicos en ambas condiciones. Se tomaron muestras 

de suelo de cinco localidades , una de la Mixteca (Nochixtlan) 

y cuatro de Valles Centrales (San Dionisio, Ocotlan; Etla; Re-

yes, Mantecón y San Pablo, Huixtepec.). Las muestras se toma-

entre los 5 y 40 cm de profundidad y se colocaron en bolsas 

de polietileno para transportarlo. Una vez en el laboratorio 

el suelo se seco al aire y se tamiz6 (malla de 2mm) para eli-

minar terrones y piedras. Se volvieron a colocar en bolsas 

de polietileno hasta su utilización. Se realizaron análisis 

fisicoquímicos de los suelos y ensayos de inoculación. 
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Tabla No. 1. Características generales de los suelos estudiados 
en l a región de Valles Centrales y l a Mixteca Oaxa­
queña. 

LocaJidad 

Distrito de Etla 

San Pablo, Huixtepec 

Reyes Mantecón 

San Dionisia, Ocotlan 

Nochixtlan 

a)terrazas , parte sin 
vegetación acompañante 

b)huajal , en el borde 
de las terrazas 

c) hacia los ladós ~_ de 
de la carretera 

~ubierta vegetal 

maíz y alfalfa 

maíz 

garbanzo 

maíz 

practicas de 
cultivo 

rutinarias(arado y 
áplicación de estiér­
col. 

rutinarias(idem) 

r utinarias (idem) 

r utinarias (idem) 

comunidad de Leucae- ni nguna 
na esculenta 

comunidad fonnada poi ninguna 
huaje, nopal, huiza-
che, maguey y chami-
zo. 

sin vegetación, per- ninguna 
dida de la capa ara-
ble. 
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Tabla No. 1. Caracteristicas generales de los suelos estudiados
en la región de Valles Centrales y la Mixteca Daxa-
queña.

Localida cubierta vegetal practicas de
cultivo

Ií_1_ "_L'_. _! _

Distrito de Etla

San Pablo, Huixtepec

Reyes Mantecón

San Dionisio, Dcotlan

Nochixtlan

a)terrazas, parte sin
vegetación ãüflllpëñamïfi

b)huajal, en el borde
de las terrazas

cl hacia los ledosrde
de la carretera

maíz

_ __ ___ _ __

y alfalfa

maiz

garbanzo

maiz

comunidad de Leucae-
na esculenta

comunidad formada por
huaje, nopal, huiza-
che,
zo.

maguey y chami-

sin vegetación, per-
dida
ble.

de la capa ara-
. _ 4--

l

rutinarias(arado y
aplicación de estiérÃ
col.

rutinariastide)

rutinarias (idem)

rutinarias (idem)

ninguna

ninguna

ninguna

_.T_ '_ __ -_



Figura No.1 Mapa que muest ra l a localización de los 
sitios de muestreo. 
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CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LOS SUELOS 

Textura 

Se determin6 por el método de Bouyucos . Este método 

se basa en medir la diferencia en la velocidad de sedimenta­

ci6n de las partículas del suelo en una suspensi6n acuosa. 

El pH se determin6 utilizando un potenci6metro con 

electrodo de vidrio. 

La medici6n del pH se realizó utilizando una suspen­

si6n de suelo y agua en una relaci6n de1 :3. 

Se considera a un suelo ácido cuando presenta va­

lores de pH entre 4 y 6. Valores arriba de 7 indican alcali~ 

nidad.(Valdés, 1986). 

Materia Orgánica 

El contenido de materia orgánica se determin6 por 

el método de Walkley y Black con ácido cr6mico(Valdés, 1986). 

Capacidad de Intercambio . Cationico 

Se detrmin6 por el método del Versenato. Esta pro­

piedad se define como la cantidad de cationes intercambiable s 

que un suelo puede absorber y varía de acuerdo a la cantidad, 

tipo de arcilla y materia orgánica presente en el suelo. 

Nivel de fosfato en los suelos 

Se det e rmin6 por el método de Bray I . 
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Textura
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MATERIAL BIOLOGICO 

Se usaron semillas de Leucaena esculenta Mace and 

Sesse (huaje rojo), recolectadas en San Dionisia Ocotlán, 

Oaxaca y en una prueba semillas ·de Leucaena leucocephala 

Lam de Wit (huaje). 

SOPORTES 

Para las pruebas con hongos VA se utilizo' el suelo 

muestreado esterilizado a 180 QC por dos horas durante tres 

días . Para Rhizobium arena de río esterilizada de la misma 

forma que el suelo. En ambos casos la esterilización se hizo 

con calas seco en una estufa microbiológica. 

INOCULO 

Para Rhizobium se hicieron mezclas del suelo a 

examinar con agua destilada estéril y se prepararon di lu-

ciones decimales para usarse como inóculo. En el caso de los 

hongos VA se mezcld el suelo a examinar con suelo es terili-

zado y s e prepararon diluciones por cuadruplicado .En am-­

bos casos las diluciones se hicieron desde· xº hasta x-8 . 

MACETAS 

Para el cálculo del número más probable se usaron 

vasos de plástico de 200ml de capacidad y para la prueba de 

nodulación por Rhizobium se usaron vaso s de 500 ml de capa-

cidad . 

ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO 

Debido a que la semilla de Leucaena tiene una cu-

bierta dura impermeable al agua , se escarif i có con ácido sul­

fúrico concentrado por 20 minutos y se enjuagó con agua desti-
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MATERIAL BIDLDGICD

Se usaron semillas de Leucaena esculenta Mocc and

sesse (huaje rojo), recolectadas en San Dionisio Ocotlán,

Oaxaca y en una prueba semillas de Leucaena leucocephala

Lam de Wit (huaje).

SDPDRTES '

Para las pruebas con hongos VA se utilizo'el suelo

muestreado esterilizado a 180 QC por dos horas durante tres

dias . Para Rhizobium arena de rio esterilizada de la misma

forma que el suelo. En ambos casos la esterilización se hizo

con calos seco en una estufa microbiológica.

INUCULO v

Para Rhizobium se hicieron mezclas del suelo a
examinar con agua destilada estéril y se prepararon dilu-

ciones decimales para usarse como inóculo. En el caso de los

hongos VA se mezcld el suelo a examinar con suelo esterili-

zado y se prepararon diluciones por cuadruplicado.En am--

bos casos las diluciones se hicieron desde x2 hasta x`B.

MACETAS

Para el cálculo del número más probable se usaron

vasos de plástico de 200m1 de capacidad y para la prueba de

nodulación por Rhizgpium se usaron vasos de 500 ml de capa-

cidad.

ESTABLECIHIENTÚ DEL CULTIVO

Debido a que la semilla de Leucaena tiene una cu-

bierta dura impermeable al agua, se escarificó con ácido sul-

fdrico concentrado por 20 minutos y se enjuagó con agua desti-



lada estéril por diez veces. Se dej~ remojar en el agua del 

Último enjuage hasta su completa imbibición. Posteriormente 

se colocarón las semillas en charolas con arena estéril a 

28QC para su germinación. Cuando la radícula alcanzó los dos 

centímetros se transplantaron asépticamente tres plántulas 

por maceta regándose alternadamente con agua destilada y 

solución de Norris sin nitróger.o. 

ESTIMACION DEL NMP DE MICORRIZAS VA 

Para estimar el número más probable de hongos VA 

se realizó la técica de Porter(1979) modificada por Siever­

ding (1983). El método consiste en mezclar el suelo a exami­

nar con suelo esterilizado y realizar diluciones por cuadru­

plicado agitando varias veces para homogeinizar. El suelo 

así preparado se coloca en macetas y se siembran p~ántulas 

de Leucaena en cada dilución _ por trplicado . Se mantuvieron 

en el solario por seis semanas regdndolas cada tercer día 

con agua destilada. Despues de este tiempo se cosecharon, 

lavaron y tiñeron las raíces de acuerdo al método de Phi­

lips y Haymann (1970). Para realizar el cálculo del número 

más probable se contó el número de macetas con raíces in­

fectadas y se consultaron las tablas de Fisher y Yates(1963). 

CALCULO DEL NUMERO DE ESPORASPOR GRAMO DE SUELO 

Debido a que los hongos que forman micorriza VA 

están produciendo constan temente esporas en el suelo es i m­

portante que cualquier investigación sobre eco logí a o fi sio­

logía implique el aislamiento de esporas para estimar la po­

blación. 
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último enjuage hasta su completa imbibición. Posteriormente

se colocarón las semillas en charolas con arena estéril a

289C para su germinación. Cuando la radicula alcanzó los dos

centímetros se transplantaron asépticamente tres plántulas

por maceta regándose alternadamente con agua destilada y

solución de Norris sin nitrógeno.

ESTIMACION DEL NMP DE MICGRRIZAS VA _

Para estimar el número más probable de hongos VA

se realizó la técica de Porter(1979) modificada por Siever-

ding (1983). El método consiste en mezclar el suelo a exami-

nar con suelo esterilizado y realizar diluciones por cuadru-

plicado agitando varias veces para homogeinizar. El suelo

asi preparado se coloca en macetas y se siembran plántulas

de Leucaena en cada dilución_por trplicado. Se mantuvieron

en el solario por seis semanas regándolas cada tercer dia

con agua destilada. Despues de este tiempo se cosecharon,

lavaron y tiñeron las raíces de acuerdo al método de Phi-

lips y Haymann {19?o). Para realizar el cálculo del número

más probable se contó el número de macetas con raices in-

fectadas y se consultaron las tablas de Fisher y Yates(1963)

CALCULO DEL NUMERU DE ESPDRASPDR GRANO DE SUELÚ

Debido a que los hongos que forman micorriza VA

están produciendo constantemente esporas en el suelo es im-

portante que cualquier investigación sobre ecologia o fisio-

logía implique el aislamiento de esporas para estimar la po-

blación.



Para extraer las esporas del suelo se uti l izó el 

método de separación por Flotac ión y Burbuj eo de Furlan y 

Fortin, 1975. Una ve z extra{das las esporas s e calc u16 e l 

número de s poras por gramo de suelo de acuerdo al mé t odo de 

Smith y Skipper(1979). Se analizaron las mues tras a l mic r os ­

copio estereoscopico. 

TIPO DE ESPORAS 

Para conocer los géneros de esporas de hongos más 

frecuentemente encontrados se hicieron observaciones al mi­

croscopio óptico identificándolas con las claves de Trappe, 

(1 982) 

ESTIMACION DEL NMP DE Rhizobium 

Se utilizó e l método de . Vincent(1975), el cual se -

basa en la capacidad de un Rhizobium e s pecífico para produ­

cir nódulos en una e s pecie de terminada de leguminosas y presu­

pone que una sola célula de Rhizobium agregada a la planta 

huésped es suficient e para causar noduldción. El método con­

siste enrealizar mezclas del s uelo a examinar en agua desti­

lada o solución salina, preparándose diluciones decimal es. Se 

inoculan plántulas con 1 ml de la suspensión para cada dilu­

ción por triplicado. Se colocaron en solario por ocho s ema­

nas y se r egaron alternadamente con agua destilada y solu­

ción de Norris sin nitrógeno. Se cosecharon las plantas y 

s e registró la presencia o aus encia de nódulos. El NMP se 

cálculÓ de acuerdo a las tablas de Fisher y Yates(1 96 3). 

AISLAMIENTO DE Rbj zobj uro 

A partir de los nódulos formados en plantas de 
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Para extraer las esporas del suelo se utilizó el

método de separación por Flotación y Burbujeo de Furlan y

Fortín, 1975. Una vez extraídas las esporas se calculó el

número de sporas por gramo de suelo de acuerdo al método de

Smith y Skipper(19?9J. Se analizaron las muestras al micros-

copio estereoscopico.

TIPO DE ESPORAS

Para conocer los géneros de esporas de hongos más

frecuentemente encontrados se hicieron observaciones al mi-

croscopio óptico identificándolas con las claves de Trappe,

(1982)
ESTIMACION DEL NMP DE Rhizobium

se utilizó el método de.Vincent{19?51, el cual se -

basa en la capacidad de un Rhizobium especifico para produ-

cir nódulos en una especie determinada de leguminosas y presu-

pone que una sola célula de Rhizobium agregada a la planta

huésped es suficiente para causar nodulación. El método con-

siste enrealizar mezclas del suelo a examinar en agua desti-

lada o solución salina, preparándose diluciones decimales. Se

inoculan plántulas con 1 ml de la suspensión para cada dilu-

ción por triplicado. Se colocaron en solario por ocho sema-

nas y se regaron alternadamente con agua destilada y solu-

ción de Norris sin nitrógeno. Se cosecharon las plantas y

se registró la presencia o ausencia de nódulos. El NMP se

cálculó de acuerdo a las tablas de Fisher y Vates{1963).

AISLAMIENTO DE Rhizobium
A partir de los nódulos formados en plantas de



Leucaena esculenta se aislaron cepas de Rhizobium siguien­

do la técnica descrita por Vincent (1975). Una vez aisladas 

se purificaron por resiembras en medio levadura manitol. 

CAPACIDAD DE FIJACION DE N2 

De las cepas aisladas se eligieron seis para pro­

bar su capacidad de fijación de nitrógeno. Las cepas fueron 

escogidas por ser las más frecuentemente encontradas en los 

suelos estudiados. 

' Para esta prueba se utilizo tanto Leucaena esculen-

ta como Leucaena leucocephala para comparar el efecto de ca-

da una de las cepas en ambas especies de plantas. 

Se sembraron plántulas en macetas de 500 ml de ca-

pacidad conteniendo arena de río estéril como soporte.Cuan-

do aparecieron las hojas cotiledonares se inocularon con 1 ml 

de una suspensión bacteriana conteniendo 108cel/ml. Se mon-

taron tambieñ testigos positivos (con nitrógeno) y testi-

gos negativos (sin nitrógeno). Se colocaron al azar en el 

solario y se mantuvieron por ocho semanas, regándolas cada 

tercer día con solución de Norris con y sin nitrógeno según 

fuera el caso. Despues de este tiempo se cosecharon las plan­

tas y se contó el número de nódulos por planta, peso seco de 

nódulo s , peso seco de la parte aérea y altura de las plan-

tas. Los resultados se analizaron estadísticamente por una 

prueba ANDEVA y prueba de Duncan (Little, 1983). 
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Leucaena esculenta se aislaron cepas de Rhizobium siguien-

do la técnica descrita por Vincent [19?5). Una vez aisladas

se purificaron por resiembras en medio levadura manitol.

CAPACIDAD DE FIJACION DE M2

De las cepas aisladas se eligieron seis para pro-

bar su capacidad de fijación de nitrógeno. Las cepas fueron

escogidas por ser las más frecuentemente encontradas en los

suelos estudiados.

Para esta prueba se utilizo tanto Leucaena esculen-

ta como Leucaena leucocephala para comparar el efecto de ca-

da una de las cepas en ambas especies de plantas.

Se sembraron plántulas en macetas de 500 ml de ca-

pacidad conteniendo arena de rio estéril como soporte.Cuan-

do aparecieron las hojas cotiledonares se inocularon con 1 ml

de una suspensión bacteriana conteniendo 1DBce1lml. Se mon-

taron tambien testigos positivos (con nitrógeno) y testi-

gos negativos (sin nitrógeno). Se colocaron al azar en el

solario y se mantuvieron por ocho semanas, regándolas cada

tercer dia con solución de Norris con y sin nitrógeno según

fuera el caso. Despues de este tiempo se cosecharon las plan-

tas y se contó el número de nódulos por planta, peso seco de

nódulos , peso seco de la parte aerea y altura de las plan-

tas. Los resultados se analizaron estadísticamente por una

prueba ANDEVA y prueba de Duncan (Little, 1983).



RESULTADOS Y DISCUSION 

CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LOS SUELOS 

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 2. 

Con relación a la clasificación textura! en la zona de la Mix­

teca se encontr6 que el suelo es migajón arenoso. En VAlles 

Centrales esta característica varió encontrándose migajón 

arcilloso en Etla y Reyes Mantecón; migajón arenoso en San 

Dionisia y arena migajosa en San Pablo. 

LOs valores de pH van desde 7 en San Pablo hasta 

8.4 en Nochixtlán. En general el Ph de estos suelos se con­

sidera de neutro a alcalino. Lo anterior es importante ya 

que 'el desarrollo de Leucaena es adecuado a estos valores de 

pH por lo que se espera que el establecimiento de ensayos en 

campo no presente problemas en este sentido. 

El contenido de materia orgánica fue diferente para 

cada uno de los suelo, de tal forma que San Pablo y Nochix­

tlán poseen un suelo pobre; San Dionisia un suelo mediano y 

Etla y Reyes Mantecón un suelo rico. La pobreza de materia 

orgánica en Nochixtlán se explica porque en esta zona hay 

una fuerte erosión y muy poca cubierta vegetal. 

La capacidad de intercambio catiónico (CIC) está 

relacionada directamente con la textura y el contenido de 

materia orgánica. Por lo que en suelos arenosos como los de 

la Mixteca fue de entre 20 y 40 meq/100 g de suelo1 valor con­

siderado bajo. En tanto que en suelos arcillosos como Reyes 

Mantecón y Etla fue de 70 meq/100 g de s uelo,un valor alto. 

En la mayoría de los suelos el contenido de fós-
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RESULTADOS Y DISCUSION

CARACTERISTICAS FISICOOUIMICAS DE LOS SUELOS

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 2.

Con relación a la clasificación textural en la zona de la Mix-

teca se encontró que el suelo es migajón arenoso. En VAlles

Centrales esta caracteristica varió encontrándose migajón

arcilloso en Etla y Reyes Mantecón; migajón arenoso en San

Dionisio y arena migajosa en San Pablo.

Los valores de pH van desde 7 en San Pablo hasta

8.4 en Nochixtlán. En general el Ph de estos suelos se con-

sidera de neutro a alcalino. Lo anterior es importante ya

que'el desarrollo de Leucaena es adecuado a estos valores de

pH por lo que se espera que el establecimiento de ensayos en

campo no presente problemas en este sentido.

El contenido de materia orgánica fue diferente para

cada uno de los suelo, de tal forma que San Pablo y Nochix-

tlán poseen un suelo pobre; San Dionisio un suelo mediano y

Etla y Reyes Mantecón un suelo rico. La pobreza de materia

orgánica en Nochixtlán se explica porque en esta zona hay

una fuerte erosión y muy poca cubierta vegetal.

La capacidad de intercambio catiónico (CIC) está

relacionada directamente con la textura y el contenido de

materia orgánica. Por lo que en suelos arenosos como los de

la Mixteca fue de entre 20 y 40 meq/100 g de suelo¡valor con-

siderado bajo. En tanto que en suelos arcillosos como Reyes

Mantecón y Etla fue de 70 meq/100 g de suelo,un valor alto.

En la mayoria de los suelos el contenido de fós-



Localidad 

Distrito de Etla 

San Pai-.10 , Huixtepec 

Reyes Mantecón 

San Dionisio, Ocotlan 

Nochixtlan 

a)terrazas, parte si'! 
vegetación accmpañante. 

b)huajal, en el borde 
de las terrazas 

c)hacia los lados de l a 
roarretera. 

Tabla No. 2. Características fisicoquímicas de los 
suel os estudiados en la región de Va­
lles Central es y la Mixt eca Oaxaq1.1eña . 

textura pH M.O . 

migajón arcilloso 7 .1 2.34 

arena migajosa 7. 0 0 .8 

migajón arcil loso 8 .1 2.68 

migajón arenoso 7 .1 1 .4 

migajón arenoso 7 .0 0.67 

migajón arenoso 8.4 0.67 

' migajón arenoso 8.3 0 .1 5 

ere P(p¡:m ) 

70 34.4 

20 2.0 . 

70 12.8 

39 2.4 

40 0 .8 

24 0.8 

47 0.8 

P(Kg/ha) 

77.4 

~,4 .'s 

'2&. 8 

5.4 

1. 9 

1 .9 

1 .8 
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foro fue bajo desde 1 .8 kg/ha en Nochixtlán hasta 77 kg/ha 

en Etl a . Esta es una característica muy importante en caso 

de establecer ensayos en campo en estos sitios, ya que uno 

de los requisitos para esperar cierta respuesta de la plan-

ta a la infección por hongos endomicorrícicos es tener bajos 

niveles de fósforo disponible en el suelo. No obstante cabe 

mencionar que Leucaena es micótrofa obligada. 

NUMERO MAS PROBABLE DE HONGOS VA 

Para determinar el NMP de propágulos se consideró 

solamente la pre sencia o ausencia de hifas, esporas, vesí-

culas, arbúsculos, de acuerdo a lo de scrito por Sieverding, 

(1983) . Los resultados se muestran en la tabla 3. 

El NMP en época de sequía varió desdé 50 propágulos 

por 100 gramo s de s uelo seco en Etla hasta 1350 en Reyes Man-

tecón . En tanto que en lluvia aumentó a 88 en Etla y 2200 

en Reyes Mantecón. El bajo número de propágulos en Etla se 

debe a que en este sitio se observan los valores más altos 

de contenido de fóforo y no hay Leucaena . En contraste el 

suelo de Reyes Mantecoón tiene bajo contenido de fósforo lo 

que proporc i ona mejores condiciones para el desarrollo de 

propágulos . El aumento en la época de lluvia puede deberse 

a que en estas condiciones algunas esporas pueden germinar 

y dar orígen anuevas estructuras fúngicas. 

NUMERO DE ESPORAS 

El número de esporas se puede observar en la ta­

bla 3. Se registró una disminución de l número de esporas en 

época de lluvia debido a l a germinación de esporas que dan 

lugar a otras es tructura s . Sin emb rno . se considera que la 

TIS~CON 
FALLADhORIGÉN 
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foro fue bajo desde 1.8 kgƒha en Nochixtlán hasta 77 kg/ha

en Etla. Esta es una caracteristica muy importante en caso

de establecer ensayos en campo en estos sitios, ya que uno

de los requisitos para esperar cierta respuesta de la plan-

ta a la infección por hongos endomicorricicos es tener bajos

niveles de fósforo disponible en el suelo. No obstante cabe

mencionar que Leucaena es micótrofa obligada.

NUMERO MAS FEOBABLE DE HONGOS VA

Para determinar el NHP de propágulos se consideró

solamente la presencia o ausencia de hifas, esporas, vesi-

culas, arbúsculos, de acuerdo a lo descrito por Sieverding,

(1983) . Los resultados se muestran en la tabla 3.

E1 NMP en época de seguia varió desde 50 propágulos

por IDO gramos de suelo seco en Etla hasta 1350 en Reyes Man-

tecón . En tanto que en lluvia aumentó a 88 en Etla y 2200

en Reyes Mantecón. El bajo número de propágulos en Etla se

debe a que en este sitio se observan los valores más altos

de contenido de fóforo y no hay Leucaena . En contraste el

suelo de Reyes Hantecoón tiene bajo contenido de fósforo lo

que proporciona mejores condiciones para el desarrollo de

propágulos. El aumento en la época de lluvia puede deberse

a que en estas condiciones algunas esporas pueden germinar

y dar orígen anuevas estructuras fúngicas.

NUMERO DE ESPORAS

El número de esporas se puede observar en la ta-

bla 3. Se registró una disminución del número de esporas en

época de lluvia debido a la germinación de esporas que dan

lugar a otras estructuras. Sin emb se considera que la

. TEs1f1.toN
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foro f ue bajo desde 1 .8 kg/ha en Nochixtlán hasta 77 kg/ha 

en Etla. Esta es una característica muy importante en caso 

de establecer ensayos en campo en estos sitios , ya que uno 

de los requisitos para esperar cierta respuesta de la plan­

ta a la infección por hongos endomicorrícicos es tener bajos 

niveles de fósforo disponible en el suelo. No obstante cabe 

mencionar que Leucaena es micótrofa obligada. 

NUMERO MAS PROBABLE DE HONGOS VA 

Para determinar el NMP de propágulos se consideró 

solamente la presencia o ausencia de hifas, esporas, ve s í­

culas, arbúsculos, de acuerdo a lo descrito por Sieverding, 

(1983) . Los resultados se muestran en la tabla 3. 

El NMP en época de sequía varió desdé 50 propágulos 

por 100 gramos de sue lo seco en Etla hasta 1350 en Reyes Man­

tecón . En tanto que en lluvia aumentó a 88 en Etla y 2200 

en Reyes Mantecón. El bajo número de propágulos en Etla se 

debe a que en este sitio se observan los valores más altos 

de contenido de fóforo y no hay Leucaena . En contraste el 

s uelo de Reyes Mantecoón tiene bajo contenido de fósforo lo 

que proporciona mejores condiciones para el desarrollo de 

propágulos. El aumento en la época de lluvia puede deberse 

a que en estas condiciones algunas esporas pueden germinar 

y dar or{gen anuevas estructuras fúngicas. 

NUMERO DE ESPORAS 

El número de esporas se puede observar en la ta­

bla 3 . Se registró una disminución de l número de esporas en 

época de lluvia deb i do a la germinación de esporas que dan 

lugar a otras estructuras . Sin embargo, se considera que la 
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foro fue bajo desde 1.8 kg/ha en Nochixtlán hasta T7 kgfha

en Etla. Esta es una caracteristica muy importante en caso

de establecer ensayos en campo en estos sitios, ya que uno

de los requisitos para esperar cierta respuesta de la plan-

ta a la infección por hongos endomicorricicos es tener bajos

niveles de fósforo disponible en el suelo. No obstante cabe

mencionar que Leucaena es micótrofa obligada.

NUMERO MAS PROBABLE DE HONGOS VA

Para determinar el NMP de propágulos se consideró

solamente la presencia o ausencia de hifas, esporas, vesi-

culas, arbúsculos, de acuerdo a lo descrito por Sieverding,

(19833 . Los resultados se muestran en la tabla 3.

El NMP en época de sequía varió desde 5D propágulos

por 1oD gramos de suelo seco en Etla hasta 135o en Reyes Han-

tecón . En tanto que en lluvia aumentó a 88 en Etla y 22oD

en Reyes Mantecón. El bajo número de propágulos en Etla se

debe a que en este sitio se observan los valores más altos

de contenido de fóforo y no hay Leucaena . En contraste el

suelo de Reyes Mantecoón tiene bajo contenido de fósforo lo

que proporciona mejores condiciones para el desarrollo de

propágulos. El aumento en la época de lluvia puede deberse

a que en estas condiciones algunas esporas pueden germinar

y dar orígen anuevas estructuras fúngicas.

NUMERO DE ESPORAS

El número de esporas se puede observar en la ta-

bla 3. Se registró una disminución del número de esporas en

época de lluvia debido a la germinación de esporas que dan

lugar a otras estructuras. Sin embargo, se considera que la



Tabla No. 3 Número más probable (NMP) de propágulos1 y número 
de esporas de hongos micorrícicos VA asociados a 
Leucaena esculenta en temporada de sequíay lluvia 
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Localidad NMP de propágulos/100g de No. de esporas/100g de 
suelo suelo 

sequía lluvia sequía lluvia 

Distrito de E:I'la 50 162. 9250 14000 

San Pablo, Huixtepec 50 162 10600 4900 

Reyes Mantecón 1350 2200 13750 15800 

San Dionisia, Ocotlan 50 55 7500 5200 

Nochixtlan 

a)terrazas, parte sin 60 88 16900 11750 
vege~ación acompañante. 

b)huajal, en el borde 100 88 21800 7750 
de las terrazas 

c)hacia los l ados de 300 320 3900 300 
la carretera 

1 propágulos(esporas, hifas .etc .) capaces de producir infección 

Tabla No. 3-. Número más probable (IMP) de propágulos' y nílmero
de esporas de hongos micorricicos VA asociados a
Leucaena esculenta en temporada de sequiay lluvia

34

"` ` "_ C __`_l
Localidad NMP de propágulosƒloog de No. de esporas/1oDg de "

suelo suelo

lluvia......Jsequía lluvia sequía
._ __: I, _:--¡__ |_.._._ ____..I _ - -¬

Distrito de ETla I 50 162.

San Pablo, Huixtepec 50 162

Reyes Mantecón 1350 2200

San Dionisio, Ocotlan 50 55

Nochixtlan

aìterrazas, parte sin | 6o SS
vegetación acompañantej

bìhufljal, en el borde 100 Ed
de las terrazas

clhacia los lados de 3oo 32o
la carretera

t _, ,_.l_,_

9250

10600

13750

7500

16900

21300

900

14000 :
4900
15800
5200

11750

7750

300

1 propágulos(esporas, hifas.etc.) capaces de producir infección
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disminución no está en la misma proporción en que aumento 

el NMP de propágulos debido probablemente a que gran parte 

de las esporas recolectadas no eran viables. Esto se constató 
por un analisis más detallado al microscopio óptico, lo que 

mostró gran cantidad de esporas rotas o vacías . 

. Tanto el NMP de propágulos como el número de espo­

ras es tá influenciado por los niveles de fósforo disponible 

en el suelo, la textura y la presencia o ausenci~ de vegeta-

ci9n en los sitios estudiados. 

TIPOS DE ESPORAS 

El g~nero ~ás frecuentemente encontrado fue Glomus 

Se enviaron muestras al Centro de Taxonomía y Sistemática en 
,· 

Canadá en donde se identificaron .tres esµeci~ Glomus mo sseae, 

Q. fasciculatum, Q. constrictum y Glomus sp 

NUMERO MAS PROBABLE DE Rhizobium 

En la tabla 4 se muestran los resultados obtenidos. 

En estación de sequía el NMP fluctúó entre 8 buc/g de sue lo 

seco en San Pablo hasta 1831 en Reyes Mantecón. En estación 

de lluvia el n~mero de ri~obias aumentó en todos los suelos, 

por ejemplo, en San Pablo aumentó a 39 y en Reyes Mantecón a 

3500. Es importante hacer notar que en ambas estaciones el 

sue lo de Reyes Mantecón presentó los valores más altos. Lo 

anterior se explica porque este sue lo posee una textura ar-

cillosa, lo que proporciona a la bacteria un microhabitat fa-

vorable en el cual tiene mayores posibilidades de sobrevivir. 

Además de que este sitio sostiene un cultivo de garbanzo, 
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disminución no está en la misma proporción en que aumento

el NMP de propágulos debido probablemente a que gran parte

de las esporas recolectadas no eran viables. Esto se constató'
por un analisis más detallado al microscopio óptico, lo que

mostró gran cantidad de esporas rotas o vacías.

Tanto el NMP de propágulos como el número de espo-

ras está influenciado por los niveles de fósforo disponible

en el suelo, la textura y la presencia o ausencia de vegeta-

ción en los sitios estudiados.

TIPOS DE ESFO RAS

El género más frecuentemente encontrado fue Glomus

Se enviaron muestras al Centro de Taxonomía y Sistemática en

Canadá en donde se identificaron_tres especie; Glomus mosseae

G› faesisvlatsm. G- sensttistse Y Glemvs SP
NUMERO MAS PROBABLE DE Rhizobium

En la tabla 4 se muestran los resultados obtenidos.
.ff '__En estación de sequía el NMP fluctuo entre 8 buc/g de suelo

seco en San Pablo hasta 1831 en Reyes Hantecón. En estación

de lluvia el número de rizobias aumentó en todos los suelos,

por ejemplo, en San Pablo aumentó a 39 y en Reyes Mantecón a

3500. Es importante hacer notar que en ambas estaciones el

suelo de Reyes Mantecón presentó los valores más altos. Lo

anterior se explica porque este suelo posee una textura ar-

cillosa, lo que proporciona a la bacteria un microhabitat fa-

vorable en el cual tiene mayores posibilidades de sobrevivir.

Además de que este sitio sostiene un cultivo de garbanzo,



Tabla No. ~- Número más probable (NMP) de Rhizobium lot,i 
asociado a Leucaena esculenta(Moc and Sesse) 
en época de sequia y lluvia . 

Localidad Rhizobium loti poi' 
gr.:imo <'e suelo 

sequía lluvia 

Distrito de Etla 

San Pablo, Huixtepec 

Reyes Mantecón 

San Dionisio, Ocotlan 

Nochixtlán 

a )terrazas, parte sin 
vegetacion acanpañante . 

b)huajal , en el borde 
de las terrazas 

. e) hacia l os l ados de 
l a carretera 

84 

8 

1831 

18 

38 

40 

180 

38 

390 

39 

3500 

90 

4ó 

251 

42 
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Tabla No. 14. Nünero más probable (NHP) de Rhizobium loti
asociado a Leucaena esculentalmoc and Sesse)
en época de sequía y'llüviaÍ'

'_ _

Localidad ' Rhizobitnl loti por
gramo de suelo

sequía lluvia

Distrito de Etla

San Pablo, Huixtepec `

Reyes Mantecón I 1531

San Dionisio, Ocotlan '

Nochixtlán

a)terrazas, parte sin `vegetacíün ¿xxnmefiante. V
b}huajal, en el borde

de las terrazas
cìhacia los lados de

la carretera

B4 390

B 39
1
I 3500

1 B 1 90

38

40 en

1 80 251

33 42

L i tu



una leguminosa , la cual en un momento dado puede estimular 

el crecimiento y mant e nimiento de las poblaciones bacteria-

nas en el suelo, ya que se sabe que las leguminosas estimulan 

la proliferación de cualquier especie de Rhizobium. 

Tomando en cuenta lo anterior podemos indicar que 

existe variación estacional de _las poblaciones de Rhizobium 

en los sitios estudiados lo que debe considerarse en el momen-

to de es~ablecer ensayos en campo. 

NODULACION Y EFECTIVIDAD DE Rhizobium 

En plantas de Leucaena esculenta de las seis cepas 

probadas, la 39 produjo los mejores resultados para altura, 

peso seco de la parte a~rea, n6mero de nódulos y peso seco de 

nódulos como puede verse en la tabta 5. Los resultados obteni­

dos con el testigo positivo (con .nitrógeno) fueron superiores 

a los de la cepa 39. Sin embargo , el análisis estadístico in-

dica que no existen diferencias significativas entre ambos ta-

tamientos. En relación a la cepa de referencia (NGRB)los re­

sultados sugieren que 6sta no es mejor que las cepas nativas 

estudiadas, esto puede deberse a que esta cepa se recomien-

da para Leucaena leucocephala. 

Con L. leucocephala la cepa 39 tambien resultó ser 

la que diÓ mejores resultados para cada una de las caracte-

rísticas registradas. En este caso la cepa NGR8 diÓ mejor res-

puesta que con ~- esculenta por lo anteriormente mencionado. 

Debido a que los r esultados cuantitativos entre 

las dos especies de plantas no parecen ser muy diferentes, se 

realiz~ un análísisde varianza entre las dos especies y los 
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el crecimiento y mantenimiento de las poblaciones bacteria-

nas en el suelo, ya que se sabe que las leguminosas estimulan
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Rhizobium

plantas de Leucaena esculenta de las seis cepas

probadas, la

peso seco de

nódulos como

39 produjo los mejores resultados para altura,

la parte aérea, número de nódulos y peso seco de

puede verse en la tabla 5. Los resultados obteni-

dos con el testigo positivo (con nitrógeno) fueron superiores

a los de la cepa 39. Sin embargo, el análisis estadístico in-

dica que no existen diferencias significativas entre ambos ta-

tamientos. En relación a la cepa de referencia (NGR8]los re-

sultados sugieren que esta no es mejor que las cepas nativas
1-

estudiadas, esto puede deberse a que esta cepa se recomien-

da para Leucaena leucocephala.

Con L. leucocephala la cepa 39 tambien resultó ser

la que dió mejores resultados para cada una de las caracte-

risticas registradas. En este caso la cepa NGR8 dió mejor res-

puesta que con L. esculenta por lo anteriormente mencionado.

Debido a que los resultados cuantitativos entre

las dos especies de plantas no parecen ser muy diferentes, se
- Í J' ¬ .-realizo un análisisde varianza entre las dos especies y los
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diferenies tratamientos y se encontr¿ que sí existe diferen-

cia significativa entre la altura y el peso seco de nódulos 

a un nivel de 0.05%. Mientras que no hubo diferencia signifi-

cativa en el peso seco de la parte aérea en ambas especies. 

A pesar de estos resultados es importante resaltar que la apa-

riencia de las plantas sí era diferente ya que L. esculenta 

presentó abundante desarrollo del follaje y la raíz, el ta­

maño de los nódulos fue de 0.5 cm y gran número de nódulos 

formados. En contraste , en L. leucocephala la mayoría de las 

plantas presentó aspecto clorótico poco desarrollo del folla-

je y la raíz, bajo número de nódulos y tamaño de los mism0s 

menor de 0: 5cm.Lo anterior puede deberse a que las condicio-

nes del ensayo no fueron favorables para el desarrollo de L. 

leucocephala ya que es trópical y de costa. Además de que las 

cepas se aislaron de L.esculenta y como se sabe Rhizobium es 

específico. 

En vista de que las plantas testigo alimentadas con 

nitrógeno proporcionaron los resultados más altos en cuanto 

a peso seco dela parte a~rea y altura, se considera que nin-

guna de las cepas probadas bajo nuestras condiciones de estu-

dio sustituyen al fertilizante nitrogenado (80Kg/ha). No obs-

tante estos re s ultados pueden variar en condiciones de campo. 
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diferentes tratamientos y se encontró que si existe diferen-

cia significativa entre la altura y el peso seco de nódulos

a un nivel de 0.05%. Mientras que no hubo diferencia signifi-

cativa en el peso seco de la parte aérea en ambas especies.

A pesar de estos resultados es importante resaltar que la apa

riencia de las plantas sí era diferente ya que L. esculenta

presentó abundante desarrollo del follaje y la raiz, el ta-

maño de los nódulos fue de 0.5 cm y gran número de nódulos

formados. En contraste , en L. leucocephala la mayoría de las

plantas presentó aspecto clorótico poco desarrollo del folla-

je y la raíz, bajo número de nódulos y tamaño de los mismos

menor de OI5cm.Lo anterior puede deberse a que las condicio-

nes del ensayo no fueron favorables para el desarrollo de L.

leucocephala ya que es trópical y de dosta. Además de que las

cepas se aislaron de L.escu1enta y como se sabe Rhizobium es
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En vista de que las plantas testigo alimentadas con

nitrógeno proporcionaron los resultados más altos en cuanto

a peso seco dela parte aérea y altura, se considera que nin-

guna de las cepas probadas bajo nuestras condiciones de estu-

dio sustituyen al fertilizante nitrogenado (8OKg/ha). No obs-

tante estos resultados pueden variar en condiciones de campo.



Tabla no. 5. Nodulación y efectividad en solario de 
algunas de las cepas de Rhizobium loti 
tanto en Leucaena esculenta como enL":" 
leucocephala. 

Cepa de 
R. lo ti 

3 . 

14 

22 

29 

39 

42 

NGR8 

T+ 

T-

3 

14 

22 

29 

39 

42 

NGR8 

T+ 

T-

altura 
en cm 

! peso sec·: -·1No. 

1 
parte aére"l 
en mg 

de nó- peso secol 
dulos de nódulo~ 

en mg 

Leucaena esculenta 

14.6a 

21 . Oac 

15.33a 

15.41a 

24.85bc 

19.08ac 

17.25ac 

J0.08b 

14.83a 

286a 

513b 

320a 

273a 

723b 

393a 

260a 

813b 

286a 

46 

11 9 

33 

Leucaena leucocephala 

11 . 5a 

17.8ab 

16.5ab 

12.7a 

16. 1 ab 

16.8ab 

12.7a 

23.3b 

11 . 6a 

290a 

420a 

300a 

500}>0 

600b 

350a 

590b 

520b 

300a 

11 

23 

5 

47 

23 

19 

230 

90a 

480c 

170ab 

90a 

20a 

130c 

9a 

190é 

70b 

1 OObc 

No existen diferencias significativas(p=0 .5) entre 
los valores seguidos por la misma letra. 

- significa no nodul6 

Los resultados son promedio de 3 plantas. 
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Tabla no. 5. Nodulación y efectividad en solario de
algunas de las cepas de Rhizobium loti
tanto en Leucaena esculenta como en L.
13UC°ÉeEESÃd-

R. loti en cm parte aére dulos_ de nódulos
Cepa de altura Í peso seco No. de nó- peso seco

en mg en mg

ESC'I..l__1_€Iltã

3.

14

22

29

39

42

NGRB

T+

1 T-

- 3

1 14
I

22

I 29
i
¬ 39
J

1 42

T+

NGRB

14.6a

21.0ac

15.33a

15.41a

24.85bc

19,0Bac

17,25ac

30.0Bb

14.33a

2S6a

513b

320a

E?3a

?23b

393a

Eóoa

B13b*

zdda

46

17

119

33

'16

Leucaena leucocephala

11.5a

17.Bab

16.5ab

12.7a

16.1ab

16.8ab

12.7a

23.3b

29Da

420a

300a

SOOLD

óoob

350a

590b

52ob

T- 11.6a _M3OOa _"

11

23

5

47

23

19

230

90a

edoc

1?Dab

Boa

20a

130o

Sa

190c

ïüb

10obc

No existen diferencias significativas(P=0.5) entre
los valores seguidos por la misma letra.
- significa no noduló
Los resultados son promedio de 3 plantas.
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Grafica 1 . Al t ura en cm de plantas de Leucaena 
esculenta despues de 8 semanas de 
crecimiento en solario . 
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Grafica 2. Al tura en cm de plantas de Leucaena 
leucocephala despues de 8 semanas de 
crecimiento en solario . 
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Grafica 1. Altura en cm de plantas de Leucaena

esculenta despues de 8 semanas de
crecimiento en solario.
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Grafica 3. Peso seco (mg ) de la parte aerea de 

mg 
plantas de Le ucaena escu len ta des -
pues de 8 semanas de crec1m1ento en 
so lario. 
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Grafica 4. Peso seco (mg) de la parte aerea de 
pl antas de Leucaena leucocephal a 
despues de 8 semanas de crec1m1 ento 
en so l ario. 
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Grafica 5. N6mero de n6dulos de plantas de 
Leucaena esculenta despues de 8 

No. de n6dulos 
semanas de crec1m1ento en solario. 
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Grafica 6. N6mero de n6dulos de plantas de 
Leucaena leucocephala despues de 
8 semanas de crec1m1ento en so la­
rio. 
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Grafica 7. Peso seco de nódulos de Leucaena 
mg d 8 esculenta des pues e semanas de 
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Grafica 8. Peso seco de nódulos de Leucaena 
leucocephala despues de 8 semanas 
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CONCLUSIONES · 

1-.Los resultados de número más probable de pr9págulos de 

hongos VA indican que sí existe variación estacional de 

las poblaciones en las áreas estudiadas. 

2-.Con respecto al número de esporas encontradas debe , ha-

cerse un estudio más detallado ya que en este caso se 

contabilizó el número total de esporas y sería conve-

niente establecer el porcentaje de esporas viables y 

no viables. 

3-. Los resultados del tipo de esporas indican que el gé-

nero Glomus fue predominante en estos sitios. 

4-. Los puntos anteriores subrayan la importancia de la 

textura del suelo, el tipo de vegetación y los nive-

les de fósforo disp6nible, en la proliferación, esta-

blecimiento y fi~iología de la simbiosis con hongos 

micorrícicos. 

5-. Con relación a las poblaciones de Rhizbbium tambien 

se observo variación estacional. 

6-. En el ensayo de nodulación y efectividad de Rhizobium 

la cepa 39 result6 ser la más efectiva e infectiva. 

7-. Pese a que los resultados estadísticos indican que no 

hay diferencias significativas entre especies de plan­

ta en relación al peso seco de la parte aérea la apa-

riencia de las plantas era totalmente diferente ~ como 
• 

ya se mencionó. 
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CONCLUSIONES'

Los resultados de número más probable de propágulos de

hongos VA indican que si existe variación estacional de

las poblaciones en las áreas estudiadas.

Con respecto al número de esporas encontradas debe ha-

cerse un estudio más detallado ya que en este caso se

contabilizó el número total de esporas y sería conve-

niente establecer el porcentaje de esporas viables y

no viables.

Los resultados del tipo de esporas indican que el gé-

nero Glomus fue predominante en estos sitios.

Los puntos anteriores subrayan la importancia de la

textura del suelo, el tipo de vegetación y los nive-

les de fósforo disponible, en la proliferación, esta-

blecimiento y fisiología de la simbiosis con hongos

micorricicos.

Con relación a las poblaciones de Rhizobium tambien

se observo variación estacional.

En el ensayo de nodulación y efectividad de Rhizobium

la cepa 39 resultó ser la más efectiva e infectiva.

Pese a que los resultados estadísticos indican que no

hay diferencias significativas entre especies de plan-

ta en relación al peso seco de la parte aérea la apa-

riencia de las plantas era totalmente diferentes como
-I

ya se mencionó.
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DETERMINACION DE TEXTURA POR EL METODO DE BOUYUCOS 

(Valdés,R.M.' 1986) 
Pesar 50 g. (fina) ó 100 g. (arenosa) de suelo previamente-

tamizado (abertura de malla: 2 mm.) 

- Eliminar la materia orgánica agregando peróxido de hidróge-

no al 30 % (15 ml. por cada 50 g. de suelo) 

- Dejar secar durante 24 horas a BOºC 

- Agregar 10 ml. de hexametafosfato de sodio y 250 ml. de 

agua destilada 

- Dejar reposar 15 minutos 

- Dispersar la suspensión por 15 a 20 minutos en una batidora 

- Transferir la muestra a una probeta y aforar con el hidróme 

tro dentro hasta 1 ,130 ml. y 1250 con agua ~destilada 

- Retirar el hidrómetro y mezclar la muestra 

- Tomar la primera lectura a los 40 segundos 

- Introducir el hidrómetro y registrar la Demperatura 

- Dejar en reposo la probeta durante dos horas 

- Tomar la segunda lectura en forma similar a la primera 

Cálculos 

Por cada grado arriba de 19.4ºC agregar a la lectura 

0.36 unidades y por cada grado abajo de 19.4ºC restar a la 

lectura 0.36 unidades. 

Primera Lectura Corregida 

peso de la muestra 

100 - % de limo + arcilla 

X 100 % de limo + arcilla 

% de arena 
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DETERMINACION DE TEKTURA POR EL METODO DE SOUTUCOS

[Valdés,R.M., 1986)
Pesar 50 g. (fina) ó 100 g. (arenosal de suelo previamente-

tamizado (abertura de malla: 2 mm.)

Eliminar la materia orgánica agregando peróxido de hidróge-

no al 30 % (15 ml. por cada 50 g. de suelo)

Dejar secar durante 24 horas a 80°C

Agregar lo ml. de hexametafosfato de sodio y 250 ml. de -

agua destilada .

Dejar reposar 15 minutos

Dispersar la suspensión por 15 a 20 minutos en una batidora

Transferir la muestra a una probeta y aforar con el hidróme

tro dentro hasta 1,130 ml. y 1250 con agua destilada

Retirar el hidrómetro y mezclar la muestra

Tomar la primera lectura a los 40 segundos

Introducir el hidrómetro y registrar la temperatura

Dejar en reposo la probeta durante dos horas

Tomar la segunda lectura en forma similar a la primera

Cálculos

Por cada grado arriba de 19.4°C agregar a la lectura -

0.36 unidades y por cada grado abajo de 19.4°C restar a la -

lectura 0.36 unidades.

Primera Lectura Corregida--ss -s A - X 100 = % de limo + arcilla
peso de la muestra

10o - % de limo + arcilla = % de arena



Segunda Lectura Corregida 
peso de la muestra 

100 - % de arena+ arcilla 

X 100 % de arcilla 

% de limo 

Leer los porcentajes obtenidos en el triángulo de textu-

ra. 
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ãeeee§e_Lee§HPe Cereeeiee
pese de la muestra K 1UU = %-de arcilla

100 - % de arena + arcilla = % de lime

Leer lee porcentajes ebtenidee en el triángulo de textu-

Fa.
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DETERMINACION DE PH (Valdés, R.M .• 1986) 

Pesar 50 g. del suelo a examinar 

- Colocar en un vaso de precipitado de 250 ml. 

- Agregar 150 ml. de agua destilada 

- Agitar perfectamente 

- Dejar reposar la muestra durante 30 minutos 

- Hacer la lectura en el potenciómetro 

- Registrar los valores obtenidos 

DBTERMINPLCIÚN DE PH (yaldésj R_H_, 1985)

1

1-

í

í

1-

í

í'

Pesar 50 g. del suelo a examinar

Colocar en un vaso de precipitado de 250 m1

Agregar 150 ml. de agua destilada

Agitar perfectamente

Dejar reposar la muestra durante 30 minutos

Hacer la lectura en el potenciometro

Registrar los valores obtenidos



· METODO DE WALKLEY Y BLACK 

DETERMINACION DE MATERIA ORGANICA (Valdés,R.M., 1986) 

- Colocar en un matr~z erlenmeyer de 500 ml . 1 g. de suelo 

- Añadir 10 ml . de K2cro
7

rN y mezclar con movimiento girato -

ria 

- Agregar 20 ml. de H2so4 concentrado y seguir mezclando 

Dejar reposar durante 30 minutos 

Simultáneamente realizar lo mismo con un blanco de reactivo 

(sin suelo) 

- Dilu{r la mezcla a 200 ml. con agua destilada 

- Adicionar 10 ml . . de H3Po4 al 85% y 30 gotas de difenilamina 

(indicador) 

- Titular con una solución de Feso4 rN 

Al principio la mezcla debe t e ner un color verde obscuro-

debido a los iones cromato, después se desplaza hacia azul y-

finalmente vira a amarillo. 

Cálculos 

Realizar los cálculos por la siguiente ecuación: 

% de materia orgánica - 10 (1-~-) X 1 .34 
T 

P ml. de diso~ución de Feso4 IN gastado por el problema 

T ml . de disolución de Feso4 IN gastado por el blanco 
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METUDO DE WÉLKLEY Y BLACK

DETERMINACIÚN DE MATERIA ORGANICA

_-

-i

bl-

1

'III'

debido a los iones cromato, después se desplaza hacia azul y-

(valdás,R.H., 1986)

Colocar en un matráz erlenmeyer de 500 ml. 1 g. de suelo

Añadir 1o ml. de K2Cr07IN y mezclar con movimiento girato -

rio

Agregar EU ml. de HESO4 concentrado v seguir mezclando

Dejar reposar durante 30 minutos

Simultáneamente realizar lo mismo con un blanco de reactivo

(sin suelo]

Diluir la mezcla a 200 ml. con agua destilada

Adicionar 1d ml. de H3P04 al 85% y 30 gotas de difenilamina

(indicador)

Titular con una solución de FeS04IN

Al principio la mezcla debe tener un color verde obscuro-

finalmente vira a amarillo.

Cálculos

Realizar los cálculos por la siguiente ecuacion:

. _. . P% de materia organica - 10 (1---J K 1.34
T

P = ml. de disooucián de FeSU4IN gastado por el problema

T = ml. de disolución de FeSU4IN gastado por el blanco



METODO DEL VERSENATO PARA DETERMINACION DE CAPACIDAD 

DE INTERCAMBIO CATIONICO (Valdés,R.M., 1986) 

- Colocar 5 g. de suelo en un embudo de filtración que conten 

ga un papel filtro 

- Aftadir 5 veces (10 ml. cada vez) CaC1 2IN (desechar este fil 

trado) 

- Aftadir 5 veces (10 ml . cada vez) alcohol etílico de 96° 

(desechar este filtrado) 

- Agregar 5 veces (10 ml. cada vez) NaClin (guar este filtra­

do) 

·- En el filtrado anterior se titula el Ca++ por el método del 

Versenato 

- Agregar 10 ml. de solución amortiguadora de pH 10 

- Agregar 5 gosta de solución de KCN 

- Adicionar 5 gotas de solución de clorhidrato de hidroxima -

lina 

- Aftadir 5 gotas del indicador negro de ericromo T 

- Titular con solución de Verseno hasta que el cblor vire de-

púrpura a azul 

Cálculos 

Normal idad de EDTA 

ere (meg. por 100) 

0.1N X 10 ml. 

ml. de EDTA gastados 

ml. de EDTA X N X 100 

g. de suelo 
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Mzrooo ost vzzssuaro PARA bsrzznzwzciofl oz caracïoao
ps Inn-:ecnnsïo cATIoNIco (va1aés.e.M., 1~j-¡asì

- Colocar 5 g. de suelo en un embudo de filtración que conteg

ga un papel Filtro

- Añadir 5 veces (10 ml. cada vez) CaCl2IN (desechar este Fil

trado)

- Añadir 5 veces [10 ml. cada vez) alcohol etílico de 96° -

(desechar este Filtrado)

- Agregar 5 veces [10 ml. cada vez) NaClIn íguar este filtra-

do)

- En el filtrado anterior se titula el Ca++ por el método del

Versenato

- Agregar 10 ml. de solución amortiguadora de pH 10

- Agregar 5 gosta de solución de KCN

- Adicionar 5 gotas de solución de clorhidrato de hidroxima -

lina

- Añadir 5 gotas del indicador negro de ericromo T

- Titular con solucion de Verseno hasta que el color vire de-

púrpura a azul

Cálculos
-, 

Normalidad de EDTA = Uïáfl x~1qemll
ml. de EDTA gastados

CIC imeg. por 1001 = E1- Q? EÚTdtï N X 100
g. de suelo



AISLAMIENTO DE RHIZOBIUM A PARTIR DE NODULO (VINCENT 1975) 

- Utilizar nódulos de raíces frascas o almacenadas en refrig~ 

ración (4°C) 

- Cor tar los nódulos dejando una porción de raíz adherida pa-

ra manipularlas 

- Lavar perfectamente el nódulo hasta que se elimine el suelo 

- Colocar el nódulo (s) en etanol al 95% por 10 segundos 

- Sumergir entonces el nódulo en Bg c1 2 al 0.1% acidificado -

por 1-30 mins. según el tamaño del nódulo 

- Lavar vigorosamente por lo menos seis veces con agua esté -

r il 

- Se coloca el nódulo en un tubo de ensayo con 1ml. de agua -

destilada estéril y se aplasta asépticamente 

- Tomar una asada del jugo l echoso y sembrarlo sobre una pla-

ca de agar extracto levadura manitol 

- Incubar a 28°C 

Después de 4 ó 5 días revisar 

Purificar - en caso de ser necesario- (muy contaminado) 

- Sembrar entonces en tubos con agar inclinado ' 

- Registrar el aislamiento 

- identificar la autenticidad del aislamiento como Rhizobium-

por prueba de infección en planta o por su caracterización 

AISLAMIENTO DE RHIZUBIUM A PARTIR DE NODULU (VINCENT 19?5l

- Utilizar nódulos de raices Frascas o almacenadas en refrige

ración (4°C)

- Cortar los nódulos dejando una porción de raiz adherida pa-

ra manipularlas

- Lavar perfectamente el nódulo hasta que se elimine el suelo

- Colocar el nódulo (s) en etanol al 95% por 10 segundos

- Sumergir entonces el nódulo en Hg C12 al 0.1% acidificado -

por 1~3D mins. según el tamaño del nódulo

Lavar vigorosamente por lo menos seis veces con agua este -

ril

Se coloca el nódulo en un tubo de ensayo con 1ml. de agua -

destilada estéril y se aplasta asápticamente

Tomar una asada del jugo lechoso y sembrarlo sobre una pla-

ca de agar extracto levadura manitol

lncubar a 28°C

Después de 4 ó 5 dias revisar

Purificar -en caso de ser necesario- (muy contaminado)

Semnor entonces en tubos con agar inclinado-

Registrar el aislamiento

Identificar la autenticidad del aislamiento como Rhizobium-

por prueba de infección en planta o por su caracterización



COLORACION DE GRAM 

Soluciones Utilizadas 

A. Solución Cristal Violeta 

Cristal Violeta 

Oxalato de Amonio 

Etanol 

Agua destilada 

B. Solución de Yodo 

Yodo 

Yoduro de Potasio 

Etanol 

Agua de sti lada 

c. Al:cohol (Yodado) 

Solución de Yodo (B) 

Etanol 

D. Colorante de Contraste 

Solución al 2 .5% safranina 

etanol 

Agua destilada 

Procedimiento 

en 

1 o g . 

4 g . 

100 ml . 

400 lill. 

g. 

2 g. 

25 ml. 

100 ml. 

5 ml. 

95 ml . 

1 o ml. 

100 ml . 

- Preparar y fijar el frotis en l a forma habitual 

Teñir con la solución A durante un minuto 

- Enjuagar con agua y escurrir el exceso 
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CULORACION DE GRAN

Soluciones Utilizadas

Solución Cristal Violeta

Cristal Violeta

oxalato de Amonio

Etanol

Agua destilada

Solución de Yodo

Yodo

Yoduro de Potasio

Etanol

Agua destilada

Alcohol (Yodado)

Solución de Yodo (B)

Etanol

Colorante de Contraste

Solución al 2.5%'safranina en

etanol

Agua destilada

Procedimiento

10

4

100

400

1

2

25

100

5

95

10

100

- Teñir con la solución A durante un minuto

- Enjuagar con agua y escurrir el exceso

g.

g.

ml

ml

Q.

g.

ml

ml

Till

1111

ml.

1111

~ Preparar y Fijar el frotis en la forma habitual



- Cubrir con solución B, durante un minuto escurrir la solu 

ción 

- Decolorar con solución C el tiempo suficiente para quitar -

el exceso de colorante 

- Lavar con agua y escurrir 

Teñir con solución D durante cinco minutos 

- Lavar con agua, eliminar el exceso y secar 

Examinar directamente el objetivo de inmersión 

Las células Gram positivas toman un color violeta y las -

Gram negativas un color rojo claro. 
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› Cubrir con solución B,durante un minuto escurrir la solu -

ción

- Decolorar con solución C el tiempo suficiente para quitar -

el exceso de colorante

- Lavar con agua y escurrir

- Teñir con solución D durante cinco minutos

- Lavar_con agua, eliminar el exceso y secar

- Examinar directamente el objetivo de inmersión

Las células Gram positivas toman un color violeta y las -

Gram negativas un color rojo claro.



COMPOSICION DEL MEDIO LEVADURA MANITOL DE FREED Y WASKMAN 
(Valdés, R.M., 1986) 

KHP0
4 0.5 g. 

MgS047H20 0 . 2 g . 

NaCl o. 1 g. 

Manitol 1 o .o g . 

Extracto de levadura 0.5 g . 

Agar 18 . 0 g. 

Rojo Congo diluido 1 :400 10 ml . 

Agua destilada 1.000 

Ajustar el pH a 6 . 5 a 7 . 0 y esterilizar en autoclave a -

121ºC durante 15 minutos . 
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COMPOSICION DEL MEDIO LEVADURA MANITOL DE FREED Y WASKMAN
(Valdés, RJ-1. , 1986)

KHP04

Mgs04?H2o

NaCl

Manitol

Extracto de levadura

Agar

Rojo Congo diluido 12400

Agua destilada

Ajustar el pH a 6.5 a 7.0 y esterilizar en autoclave a -

121°C durante 15 minutos.

0.5 g

0.2 g

0.1 g

1o.o g

0.5 9

13.0 g

1O ml

1.000



SOLUCION NUTRITIVA DE NORRIS 

KCI 

Micronutrientes 

cuso4 .5H2o 

Znso4 .7H20 

MnS0
4

.4H20 

H
3

so3 
(NH

4
) 2Mo

7
o24 4H20 

Agua destilada 

(Valdés, R.M . , 19 86) 

o. 149 g. 

0.348 g. 

0.493 g. 

0.157 g. 

0.440 g. 

4.060 g . 

2 . 860 g . 

0.020 g. 

1000 ml. 

Utilizar .o. 5 ml. de esta sc:.lución por litro de solución-

nutritiva. 

Acido c ítrico: . 

0.5% } 

0.5% 

Caso
4

2H20 0 . 688 g. 

Agua destilada 1000 ml. 

pH final 6 . 5 ajustar con NaOH 10% o 

H2so4 20% 

Al utilizar, diluir 1/5, almacenar a 4ºC 

tomar 0.5 
ml. de cada 
una por li­
tro de solu 
ción 
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sotucïcm r¬|uTz1TIvA nz NoRRIs Waldéfu R-"H 19 B5)

KCI 0.1e9 g.

K2HP0¿ 0.348 g.

ngso47H2o o.493 g.

Micronutrientes

CuSO4.5H2O 0.15? g.

ZnSD4.?H2O O.44O g.

nnso4.4a2o 4.oso g.
HSSOB 2.550 g.

{nH4}2no7o24 4H2o o.ozo g.
Agua destilada lüüü ml.

Utilizar-0.5 ml. de esta solución por litro de solución-

nutritiva. '

?eSü4 0.5% tomar 0.5
ml. de cada
una por li-
tro de solu

Acido citricoo ü.5% ción _

caso4zH2o o.aBB g.
Agua destilada ïüüü ml.

pH final 6.5 ajustar con Naüfl 1o% o

HESD4 20%

A1 utilizar, diluir l/5, almacenar a 4°C



MEI'ODO DE •LOI'ACION Y BURBUJEO PARA EXTRACCION DE 
ESPORAS DE HONGOS VA (FURLAN Y FORI'IN? 1975). 

- Pesar una ·cantidad de suelo X ( p.ej. 100 gl 

-Tamizar (2mn de abertura) 

-Mezclar el suelo con agua 

-Dejar reposar 40 segundos 

-Pasar a traves de una serie de tamices (de mayor a menor) 

Recojer el Último tamizado y colocarlo en una c6lumna de vidrio 

-Agregar glicerol (40 % v/v) 

-Inyectar aire hasta una presión de 12 lb por 2 min. 

-Dejar reposar 30 min 

-Aspirar el sobrenadante y recoger las esporas 

-Lavar con agua 

-Colocar las esporas en una caja de petri conteniendo solución 

fisiológica de Ringer más antibióticos 

--Observar al microscopio y contar 
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METODO DE FLUTACION Y BURBUJEO PARA EICTRACÉIDN DE
ESPORAS DE HONGOS VA (FURLAN Y FOETIN? 1975).

- Pesar una cantidad de suelo K ( p.ej. 100 g)

-Tamizar (2nm de abertura)

-Mezclar el suelo con agua

-Dejar reposar 40 segundos

-Pasar a traves de una serie de tamices (de mayor a menor)

Recojer el último tamizado y colocarlo en una columna de vidrio

-Agregar glicerol (40 9€ viv)

-Inyectar aire hasta una presión de 12 lb por 2 min.

-Dejar reposar 30 min

-Aspirar el sobrenadante v recoger las esporas

-Lavar con agua

-Colocar las esporas en una caja de petri conteniendo solución

fisiológica de Ringer más antibióticos

-Observar al microscopio v contar



TECNICA DE TINCION DE RAICES PARA OBSERVAR INFECCION 

ENDOMICORRJCIOA ( PHILLIPS AND HAYMANN, 1970) 

- Lavar las raices y co locar en frascos viables 

- Llenar con KOH al 10% -

- Esterilizar 120°C (15 lb.) por minuto 

- Quitar el KOH y en juagar por lo menos tres veces o hasta 

que el agua del frasco quede limpia 

- Agregar H2o2 alcalina a temperatura ambiente por 10 a 20 mi 

nutos o hasta que las raices se blanqueen 

- Enjuagar por lo menos tres veces 

- Agregar HCl al 1% y mantenerlas asi durante tres a cuatro -

minutos 

Después de este paso no en juague 

- Agregue solución de fu es ina ácida-ácido láctico 0.01% 

- Esterilizar a 120°C (15 lb.) d~rante 10 minutos 

- Ob~ervar al microscopio 
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TECNICA DE TINCION DE RAICES PARA OHSERVAR INFECCION

ENDOMICDRRICIOA (p¡.|_†_L1,11:>5 mp Havpjpmm, 1970)

-su

1

í

1

1

Lavar las raices y colocar en frascos viables

Llenar con KOH al 10%

Esterilizar 120°C (15 lb.) por minuto

Quitar el KOH y enjuagar por lo menos tres veces o hasta -

que el agua del frasco quede limpia

Agregar HEO2 alcalina a temperatura ambiente por 10 a 20 mi

nutos o hasta que las raices se blanqueen

Enjuagar por lo menos tres veces

Agregar HCl al 1% y mantenerlas asi durante tres a cuatro -

minutos

de este paso no enjuague

solución de fuesina ácida-ácido láctico 0.01%

Después

Agregue

Esterilizar a 12D°C (15 lb.) durante 10 minutos

Observar al microscopio



DETERMINACION DE INFECCION MICORRICICA ( FURLAN, 1 981 ) 

- Cortar el material teñido (raíces) en fragmentos de 1 cm. -

aproximadamente 

Colocar los fragmentos en lactofenol limpio para quitar el­

exceso de colorante 

- Montar los fragmentos de raíz en un portaobjetos limpio (20 

a 25 fragmentos por portaobjetos) y tapar con un cubreobje­

tos 

- Agregar una gota de lactofenol en la orilla del cubreobje -

tos y permitir que difunda 

Presionar levemente con papel higiénico 

Observar al microscopio para determinar presencia o ausen -

cia de infecci6n micorrícica (100 x) 

La infecci6n puede manifestarse como puntos de entrada , 

micelio externo, micelio interno, esporas, ve s ículo o arbúscu 

lo. 
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DETERMINACION DE INFECCION MICORRICIÚA (FURLAN, 1931)

- Cortar el material teñido (raices) en fragmentos de 1 cm. -

aproximadamente -

- Colocar los fragmentos en lactofenol limpio para quitar el-

exceso de colorante

- Montar los fragmentos de raiz en un portaobjetos limpio (20

a 25 fragmentos por portaobjetos) y tapar con un cubreobje-

tos

- Agregar una gota de lactofenol en la orilla del cubreobje -

tos y permitir que difunda

- Presionar levemente con papel higiénico '

- observar al microscopio para determinar presencia o ausen -

cia de infección micorricica (1UU x)

La infección puede manifestarse como puntos de entrada ,

micelio externo, micelio interno, esporas, vesiculo o arbúscu

lo.



SOLUCION FISIOLOGICA DE RINGER 

NaCI 

CaCI 

KCI 

Agua destilada 

pH 7.4 ajustar con NaOH 

6 g. 

0.1 g. 

0.1 g. 

1000 ml. 

Esterilizar a 120ºC durante 20 minutos 

- Agregar: 

Sulfato de Estreotomicina 200 ing. 

Gentamicina 100 mg. 

Solución de 8 2°2 alcalinizada 

NH40H 3 ml. 

8 2°2 al 10% 30 ml. 

ag ua destilada 567 ml. 

Si no hay NH40H disponible, ag~egar amon io com6n 

- La solución debe prepararse al momento de utilizar 

Solución de Fuecsina ácida-ác i do láctico 

Acido láctico 

Glicerina 

Fuecsina ácida 

Agua destilada 

875 ml . 

63 ml. 

o .1 g. 

63 ml. 
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SOLUCION FISIOLOGICA DE RINGER

NaCI 6 g.

CaCI 0.1 g.

KCI 0.1 g.

Agua destilada lüüü ml.

pH ?.4 ajustar con Naüfi -

- Esterilizar a 12ü°C durante 20 minutos

- Agregar:

Sulfato de Estreotomicina 200 mg.

Gentamicina 100 mg.

Solución de H2U2 alcalinizada

NH4OH 3 ml.

H202 al 1U% 30 ml.

agua destilada 56? ml.

- Si no hay NH4oH disponible, agregar amonio común

- La solución debe prepararse al momento de utilizar

Solución de Fuecsina ácida-ácido láctico

Acido láctico 8?5 ml.

Glicerina 63 ml.

Fuecsina ácida 0.1 g.

Agua destilada 63 ml.
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