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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 1la contaminacién, los que se origi-
nan por un mal manejo de los recursos naturales.En lo referente
a la falta de alimento se debe considerar entre otras cosas, a
la disminucién de la superficie cultivable y a la baja produccidn
po unidad de terreno (Zelitch, 1979)

La pérdida de terreno a su vez es consecuencia de la de-
sertificacidén por envenenamiento quimico, erosidn y.salinidad del
suelo, registrandose una tasa de pérdida de 5 a 7 millones de hec-
tareas al aflo. Lo anterior ha originado que cada dia se tomen mas
suelos de bosques como terrenos de cultivo, siendo la tasa de eli-
minacién de aproximadamente 20 hectareas por minuto, calculandose
que en 20 afios se habran perdido entre 100 y 140 millones de hecta-
reas (Roldan y Trueba, 1978; Marx y Schenk, 1982; FAO, 1984).

Ademas se sabe que mas del 80 % de toda la madera cortada
anualmente en el mundo se usa como combustible(FAO0, 1985),de ahi
la importancia de tener plantaciones que ademas de reforestar si-
tios submarginados éean utilizadas para producir madera combusti=
ble, previniendo asi la escasez de combustibles fédsiles.

Por otro lado, para eliminar la baja productividad de los
cultivos se agregan grandes cantidades de fertilizantes quimicos
que no son aprovechados sinc en un 40-50% por las plantas, lo que
hace que se acumulen en el suelo contaminandolo y empobreciéndolo

gradualmente amén de contaminar las aguas subterréaneas.



La produccidén de fertilizantes quimicos a nivel industrial
implica la utilizacién de hidrocarburos, por ejemplo el metano,co-
mo fuente de energia, esto hace que el proceso de fabricacidn sea
caro y por consiguiente los fertilizantes tambien(Roughley,1970).

Lo anterior obliga a buscar nuevos procesos de fertiliza-
cién que requieran menos energia e inversidén de capital de tal for-
ma que sea mas accesible para la agricultura.

El nitrbégeno y el f6sforo son elementos esenciales para el
crecimiento de las plantas y la demanda de estos va en aumento es-
timdndose que para el afio 2000 serd de 145 millones de toneladas
métricas por afio, lo que hace necesario mejorar la eficiencia de
las plantas en la absorcidn y captacidén de los mismos por las plan-
tas ( Etchevers, 1987; Cajuste, 1987)

Se sabe que la mayoria de iés leguminosas arboéreas pueden
ser la herramienta bioldgica a utilizar para aminorar los proble-
mas antes mencionados,ya que en forﬁa natural se encuentran aso-
ciados a bacterias del género Rhizobium(fijadoras de nitrdgeno)y
hongos micorricicos vesiculo arbusculares, lo que les permite ser
mas eficientes en la absorcidén de dichos nutrimentos, ademis de
tener un gran potencial como productores de madera combustible,res-
cate de terreno, forraje, etc.(NAS, 1979).

En México existen una gran variedad de estas leguminosas
distribuidas en todo el territorio.Entrs las que encontramos a Leu-

caena, Prosopis y Acacia.

El estado de Oaxaca s una de las regiones que han sido
fuertemente afectados por la desertificacidn y la escasez de ali-
mento, acentudndose en la Mixteca y en el Valle de Oaxaca.lLa po-
breza de los suelos ha obligado a la poblacidén a emigrar(Roldan y

Trueba,1978).



Por las razones antes mencionadas, se considera importan-
te estudiar los diversos factores ecoldgicos que influyen en el
crecimiento de las plantas, entre ellos la micorrizacibén por hon-
gos Va y la nodulacidén por Rhizobium, utilizando una leguminosa

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

forma se trata de contribuir al desarrollo de técnicas bioldgi-
cas adecuadas, encaminadas a resolver el problema de la produc--
tividad vegetal, rescate de suelos erosionados yproduccidédn de ma-

dera combustible.



ANTECEDENTES

MACROSIMBICNTE

Las leguminosas son un grupo de plantas que abarca apro-
ximadamente 13, 000 especies de las cuales sdlo unas pocas han
sido estudiadas en cuanto a su relacidn con microorganismos sim-
bidticos. La familia Leguminosae se divide en tres subfamilias:
Papilionidae, Caesalpinidae y Mimosoidae, (Date, 1976). La sub-
familia Papilionidae es la mas ampliamente distribufda y tiene
miembros tanto en el trépico como en las zonas templadas y frias;
incluye especies como Lupinus(lupino), Medicago(alfalfa), Phaseo
lus(frijol) y Trifolium(trébol) entre otros. Es importante resal-

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

volucionados. Los miembros de la subfamilia Caesalpinidae son en
$u mayoria <uropicales y subtropiqéles. Se considera el grupo mas

primitive, incluye especies como Tamarindus, Cassia y Bauhinia.(Da-

te, 1976). Por 0Oltimo, la subfamilia Mimosidae se encuentra princi-

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

pis y Leucaena (Brewbaker, 1978).
El género Leucaena es originario de México y Centroamérica.
Se han reportado 51 especies pero sdlo 10 tienen validéz taxoné-

mica; Leucaena diversifolia, L. macrophylla, L. pulverulenta. L.

lanceclata, I.. retusa, L.shannoni, L. coilinsi, L.leucocephala, L.

esculenta y L. tricoide .

Los miembros del género Leucaena se caracterizan por ser
e
drboles o arbustos sin espinas con una altura de 5 a 20 metros.
Poseen flores en cabezuelas blancas o amarillas. El1 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-



jas son bipinnadas. La madera es dura (NAS, 1984).

En México Leucaena leucocephala y Leucaena esculenta han

sido las mas estudiadas y se consideran las especies mas represen-
tativas dentro de la subfamilia Mimosoidae (Brewbaker, 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 facil digestidn por lo que se le considera como el
candidato mas propicio para incrementar la produccidén de leche y
carne en el tropico y zonas templadas (FIRA, 1984). No obstante su
uso como forraje se ve limitado por la presencia de un aminoacido
toxico llamado mimosina que se localiza en la fraccidn soluble de
la plante y cuyo contenidce cambia segin la especie, variedad,paes-
te de la planta y estado fisioldégico de la misma. La mayor concen-—
tracidén se encuentra en las partes tiernas de las hojas y semillas.
En animales monogastricos se ha manifestado cailda de pelo, retardo
en el crecimiento, cataratas, bocio, disminucién de la fertilidad,
dermatitis ulcerativa y escoriacién de le piel{Perez, 1977). En ru-
miantes estos sintomas disminuyen debidc a la presencia deciertos
microorganismos en el rumen que degradan la mimosina(NAS, 1984).

Para disminufir los efectcs tdxicos se recomienda una rae=-
cidn. de 20 a 30 ¥ de Leucaena mas algin otro forraje(pasto, cafia
de azlcar), establecimiento de un control de pastoreo de dos horas
diarias, tratamiento térmico del follaje o adicion de sulfato fe-
rroso al 1% (Whiteman, 1976; Enriquez, 1986).

Leucaena es probablemente una de las leguminosas forraje-

rés més impertante para el trépico mexicano por su alto contenido



proteico y porque su utilizacidn no se limita a ganado vacuno,
sino que se extiende a porcinos, aves, conejos, peces y equinos,
en estos 0ltimos se observan altos grados de toxicidad(FIRA,1984).

Produccién de madera

La madera de Leucaena es fuerte y densa y con propieda-
des mecénicas que la hacen competir con otros arboles de madera
dura. En México y otras regiones del mundo se utiliza para cons-
truir muebles, casas, pisos y bardas.

En el trépico un plantio de Léucaena produce anualmente
grandes cantidades de madera, reportandose entre 40 y 50 m3 para
varios sitios (NAS, 1984).

La pulpa contiene un alto contenido de holocelulosa y ba-
jo en silice, cenizas, lignina, benceno y agua.

E1l valor calorimétrico de yé madera de arboles de 3 a 4 a-
flos de edad se estima en 16,438.4 Kj y se incrementa con la edad,
1o que significa que 2.75 Kg de lefia de Leucaena equivalen a 1 Kg
de gas licuado de petrdleo (NAS, 1984). Por otro lado existe la po-
sibilidad de hidrolizar la madera para fermentarla y transformarla
en alcohol para ser utilizada como combustible sola o mezclada con
gasolina (Oakes, 1968).

Mejoramiento del suelo y reforestacidn

Los beneficios que Leucaena proporciona al sueloson, entre
otros, un incremento en el contenido de humus y nitrégeno(por 1la
presencia de Rhizobium en sus raices), mejoramiento de la textura
del suelo, mayor aereacidn, aumento de la poblacidn microbiana del
suelo, reduccién del lavado del suelo y la erosién (NAS, 1984).

El follaje contiene aproximadamente el 4% del nitrdgeno

total de la planta de tal forma que una hectdrea de la planta pue-



de proporcionar de 500 a 600 Kg de nitrdgeno por afio. E1 pro-
ceso de abono verde se presenta en forma natural con la eai -

" da de las hojas . De un plantio de 10,000 &rboles por hectérea
caen aprcximadamente 8.5 toneladas en peso seco de hojarazca,

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

En regiones tropicales contribuye a disminufr la tasa de
evaporacibén, 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

Leucaena cumple con los requisitos necesarios para ser un
buen &rbol 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 j paises de Centroamérica y Asia, las hojas, flo-
res , tallos jdvenes y semillas verdes tienen gran aceptacién 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 crecimientcde amibas , Escherichia coli y Salmone-

lla thyphimurium (Oakes, 1968).
Las semillas maduras pueden servir como sustituto del café
y en la fabricacidén de collares, aretes y pulseras. En muchos pai-

ses es la principal planta de ornato en jardines y averidas(Pérez,



1979; FIRA, 1984). Debido a la gran variedad de usos e importan-
cia de Leucaena se cree necesaria la formacién de Centros de Germo-
plasma especializados en los diversos aspectos de la produccidén ba-
jo condiciones ecolégicas deiferentes (NAS, 1984). Por otro lado,el

mejor entendimiento de la simbiosis de Leucaena con Rhizobium y hon-

gos micorricicos VA podria en un momento dado permitir la optimiza-
cibén del recurso.
MICROSIMBIONTES
Rhizobium

Las bacterias del género Rhizobium son microorganismos
que se asocian a raices de plantas de la familia Leguminosae for-
mando ndédulos en los que se fija el nitrdbgeno atmosférico que es
aprovechado por la planta en la construccién de aminoécidos y pro-
teinas (Brill, 1977). '

Infeccidn nodular

La presencia del n6dulo en las raices de leguminosas es el
resultado de un proceso de reconocimientoentre la raiz de la plan-
ta y las bacterias (Nutmann, 1970).
a)Preinfeccién. Esta fase se caracteriza por la colonizacibén y pro-
liferacién de las bacterias .en la raiz como resultado de la estimu-
lacién e inhibicidn ocasionados por los exudados radiculares, asi
como por el genotipo del huésped. Posteriormente las bacterias se
adhieren al pelo radicular por un reconocimiento intimo entre las
lectinas producidas por el huésped y los polisacaridos de 1a pared
bacteriana. Como resultado de esta interaccidén los pelos radicula-
res se ramifican por efecto del acido indol acético. Esta respues-—
ta puede ocurrir tanto en leguminosas homdlogas (especificas para

una cepa de Rhizobium ) , como heterdlogas (no especificas para una



cepa de Rhizobium). El1 ultimo paso de la preinfeccidn es el enros-—
camiento de los pelos radiculares y s0lo se lleva a cabo en legu-
minosas homdblogas.

b)Infeccidén y desarrollo nodular. En este paso las células de la
pared celular del pelo radicular se invaginan y forman un hilo de
infeccién a través del cual las bacterias viajan hasta las células
tetraploides. En este sitio el Apice del hilo de infeccidn se rom-
pe y libera las bacterias dentro de las células corticales, esti-
mulando una repetida divisidn celular y formando una masa de teji-
do que dard lugar a un nédulo joven. Simultadneamente, 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 formacibén de bacteroides, se produce el
pigmento leghemoglobina y es en este momento cuando se inicia la
fijacién de nitrdgeno (Nutmann, 1970; Dazzo, 1984).

Los estudios relacionados con el proceso de nodulacidén han
demostrado que ciertas plantas tienen preferencia por ciertas es-
pecies de Rhizobium y viceversa. Las especies de leguminosas mutua-
mente suceptibles a la nodulacidén por un tipo especial de Rhizobium
constituyen un grupo de inoculacidén cruzada. Las cepas de Rhizobium
capaces de nodular las plantas de algunos de estos grupos se con-
sideran especies efectivas en la fijacidén de nitrdégeno(FA0,1983).

De acuerdo con Date(1976) la nodulacidén no garantiza nin-
gin beneficio para el huésped, es decir que una leguminosa sélo
tiene utilidad practica en la agricultura cuando existe una asocia-

ciodn simbibtica efectiva con Rhizobium.
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Fijacién simbiotica de nitrdgeno

E1l proceso de fijacién de nitrégeno implica primero la
ruptura del triple enlace de la molécula de nitrdgeno atmosféri-
co (NQ). Esto se realiza por la transferencia de tres atomos de
hidrégeno los que se extraen de los carbohidratos producidos du-
rante la fotosintesis. La molécula responsable de la transferen-
cia es la enzima nitrogenasa, proteina compleja que consta de
dos componentes principales. E1 componente II posee dos subunida-
des y cuatro atomos de hierro. El componente I consta de cuatro
moléculas de proteina y 24 Atomos de hierro; posee también un
pequefio cofactor con dos Atomos de molibdeno.

Para transferir los atomos de hidrdgeno se requiere del
transporte activo de electrones. Los protones se capturan libre-
mente a través del medio acuoso de.la célula. Los electrones son
donados primero al componente II y_después al componente I, en
donde ocurre la verdadera reduccién del nitrégeno. E1 funcionamien-—
to de ambos componentes requiere de energia, que se proporciona
en forma de adenosin trifosfato (ATP), el cual es producto del me-
tabolismo de la glucosa estimandose que la produccidén de dos mo-
léculas de amoniaco a partir de nitrdgeno molecular requiere de
12 a 24 moléculas de ATP. E1 amoniaco producido entra en la ruta
de biosintesis de aminoacidos al reaccionar con el glutamato pa-
ra formar la glutamina, esta reaccidn esta catalizada por la enzi-
ma glutamin sintetasa (GS) . La glutamina se une al«-cetoglutdri-
co dando dos moléculas de glutamato siendo catalizada por la glu-
tamatc sintasa (GOGAT). Los restantes aminodcidos son formados por
diversas reacciones.

La regulacidén de la fijacibén de nitrdgeno se da principal-



mente a nivel de la enzima nitrogenasa, de tal forma que altas
concentraciones de amoniaco detienen la sintesis enzimatica (inhi-
" bicién por producto final). Por otrc lacdo, la actividad de 1la
nitrogenasa es inhibida por altas tensiones de oxigeno, por 1lo

que en el nbédulo 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 relacién entre el ATP y el
ADP tambien es importante. Siendo igual a diez para un éptimo
funcionamiento de la enzima(Brill, 1980).

Factores que afectan la nodulacién y fijacidén de nitrdgeno.

La sobrevivencia de Rhizobium en el suelo y en el nédulc,
asi como el funcionamiento del mismo estd influenciado por diver-
sos factores entre los que encontramos la temperatura, humedad, pH
y nutrimentos {Alexander, 1977).

Temperatura

La temperatura superficial del suelo sin cobertura vege?
tal puede alcanzap los 50°C en regiones tropicales y subtropica-
les 1o que puede ocasiohar efectos adversos sobre las poblaciones
de microorganismos que habitan en el suelc (Date 1976).

En forma general se puede decir que las temperaturas ex-
tremas disminuyen el proceso de infeccién y formacidén del néddulo
asi como el funcionamiento del mismo ( Vincent,1974). No obstante,
se sabe que los rizobios de crecimiento rapido son mas sensibles
a altas temperaturas que los rizobios de crecimiento lento (Day,
1976).

En condiciones de laboratcrio, la temperatura éptima para
el crecimiento de Rhizobium es de 28 a 32 2C pero estos valores

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

11
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Humedad

El agua en el suelo ejerce un efecto directo no sélo &
las poblaciones de microorganismos sino también a la planta y a
la simbiosis (Nutmann, 1970).

La escasez de agua es mucho mads drastica que un periodo
de exceso particularmente cuando se combinan altas temperaturas
y el suelo carece de coloides (Marshali, 1967 citado por Vincent
1974).

La falta de agua afecta el nimero, la distribucidén y 1la
estructura de 1los pelos absorbentes infectados y el nimero de nd-
dulos formados (Date, 1976).

Nutrimentos

Diversos nutrimentos influyen especificamente en el cre-
cimiento de la planta y en la fijacién de nitrégeno. En general
las mayores exigencias se presentan a nivel de funcién nodular
(Franco, 1976). |

El fésforo es importante porque participa en la fijacién
de nitrogeno en forma de ATP y por lo tanto una deficiencia de
este compuesto puede causar alteraciones en el proceso(Brill,1980).

En suelos acidos el fosforo es un factor limitante va que
forma complejos con &éxidos de aluminio y fierro y no puede ser uti-
lizado por la planta (Nufiez, 1985). Como una alternativa se ha
propuesto mumentar la utilizacidén de hongos micorricicos(Franco,
1976).

El nitrbgeno afecta de diversas formas; como nitrito inhi-
be la formacién de acido indolacético necesario para la inicia-
cidén de la infeccidn nodular (Nutmann, 1970). Concentraciones al-
tas de amoniaco inhiben la sintesis de la enzima nitrogenasa(Brill,

1980). Sin embargo, se necesitan pequefias cantidades de nitroégeno
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para el crecimiento de la planta, formacidén y funcionamiento del
nédulo (Franco, 1976).

El calcio es importante en el proceso de infeccibén de 1los
pelos absorbentes y formacidén del ndédulo(Nutmann, 1970). E1 car-
bonato de calcio se usa para cubrir las semillas inoculadas con

Rhizobium protegiéndola mientras se inicia la infeccién(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 simbidticas mutualisticas
que se establecen entre las raices de las plantas y ciertos hongos
del suelo (Gerdemann, 1975).

Los hongos micorriciccs se encuentran en equilibrio con
las raices de las plantas, estableciéndose una serie de interrela-
ciones biotrdéficas 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; Mosse, 1973).

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,
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desde los trdpicos, zonas templadas y alin en las regiones ar-
ticas (Haymann, 1982). Una explicacidén de este fendmeno se re-
monta al estudio de la evolucidén de la simbidsis mutualista en-
tre la micorriza ancestral y las plantas terrestres(Pirozenski,
1981). La simbidsis siguid el curso de la evolucidn como un com-
ponente de la planta lo que permite suponer que juegan un papel
importante en la ecologia, crecimiento y nutricién de las pilan-
tas terrestres. Por esta razén es que encontramos micorriza VA
en Briofitas, Pteridofitas, Angiospermas y Gimnospermas, inclu-
yendo la mayoria de las plantas de importancia econoOmica.

La micorriza vesiculo arbuscular estad formada por hongos
que pertenecen a la clase Zigomicetos, orden Endogonales, fami-
lia Endogonaceae. Se conocen al menos seis géneros capaces de

formar micorriza VA; Acaulospora con 22 especies, Entrophospora

con 3 especies, Gigaspora con 5 especies, Glomus con 67 especies,
Scieroczstis con 9 especies y Scuteliospora con 19 especies(Mor-
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-
lacibdn a su ciclo de vida y morfologia(Gerdemann, 1975).

Infeccidébn micorricica

El establecimiento de la micorriza implica una serie de
fases en las que interactiian el huésped, el hongo y el medio am-
biente; (Barea gt ai,1984).
a)Germinacidén y desarrollo de propagulos(esporas, hifas y fragmen-
tos de raiz del hongo en las cercanias de lasrailz). Cuando se tra-

ta de esporas, éstas pueden persistir por largos periodos de tiem-
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po en el suelo aGn bajo condiciones adversas, germinando cuan-
do las condiciones son favorables. Lo anterior es posible debido
a la interaccién de la superficie de la espora con las arcillas
del suelo. En el caso de raices, la infeccidén es més réapida de-
bido a que ésta ya posee estructuras fingicas que pueden infectar
a la planta. La viabilidad depende de la ecdad y capacidad metabd-
lica del fragmento de raiz.
b)Crecimiento del hongo hacia la raiz y estimulacidén micorricica.
E1l 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 1los pelos radiculares. Se forma una es-
tructura de preinfeccidén que consiste de hifas cortas que forman
el primer punto de infeccidén. En el caso de fragmentos de raiz, no
se forman estructuras de preinfeccién. Parece que los exudados ra-
diculares alteran la permeabilidad de las membranas, permitiendo
asi la penetracién del hongo a la raiz.
c)Penetracidén 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 formacidén de nuevos puntos de infeccidn.
d)Una 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 dicotdmica-
mente formando arblsculos. La funcidén de éstos es el intercambio
bidireccional de nutrimentos. Los arbiisculos tienen una vida media
de cuatro a catorce dias. Las hifas internas pueden formar vesicu-
las que tienen funcidén de almacenamiento.
e)Crecimiento del micelio externo. Simultaneamente al desarrollo

interno del hongo, las hifas se ramifican exteriormente y dan lu-
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gar a una red tridimensional de micelio sobre el que ce fcrman es-
poras de resistencia.
Fisiologia de la micorriza VA

El principal efecto de las micorrizas VA se refiere al in-
cremento del crecimiento vegetal por una mejoria en la nutricidn
fosfatada (Mosse, 1973).

En el proceso de transporte de fosforo de la solucibdn
del suelo a la planta se distinguen tres fases principales en ias
que participa la micorriza VA (Barea et al, 1984).
a)Captacidén 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 rafces. Al llegar el fosfato a la rizns-
fera las raices lo captan a unavelocidad mayor qus la del ién al
desplazarse por 1o que se forman zonas de deficiencia de fésforo
alrededor de la raiz. Las hifas de las rafices micorrizadas crecen
y se ramifican mas alla de la zona de agotamiento. En este caso
las hifas act@an mecénicamente al proporcionar un mayor namero
de sitios de absorcién de foésforo.

Creso (1979) demostro que en raices micorrizadas la cons-
tante de Michaelis (Km) y la captacidén de fosfato son mas bajas
que en raices no micorrizadas, lo que suguiere una mayor afini-
dad de las hifas por el ién.
b)Translocacién de fosfato en las micorrizas. Existen evidencias

experimentales de que el fosfato se transloca hacia las estructu-



ras intraradiculares del hongo como granulos de polifosfato
que se transportan a través de la luz de las hifas hacia los ar-
blisculos. Los granulos de polifosfato son formados por mediacién
de fosfatasas situadas en las hifas externas. La degradacién 1la
realizan las fosfatasas alcalinas especificas de hongos VA situa-
das en las vacuolas de los arbusculos.
c)Transferencia de fosfato. El principal sitio de transferencia
de fosfato del hongo a la planta es el arblsculo. El1 proceso se
basa en un mecanismo activo de transferencia a través de membra-
nas mediadas por la accidén del sistema ATPasa unido a plasmalemas
dobles (hongo-raiz) que s2on 1lns arblsculos. Entre los cuatro y
los catorce dias los arblisculos 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 nutricién vegetal.
Entre los que podemos mencionar a los debidos a la produccidn de
hormonas como giberelinas y citoquininas (Barea et al, 1984). En
plantas incculadas tarto con micorriza como con Rhizobium , se
observa que la produccidén de hormonas promueve la colcrizacidn
y penetracidén de la bacteriaa través de los pelos radiculares me-
jorando de esta forma la simbiosis y la respuesta de la planta
(Barea y Azcdn, 1983).

Los inducidos mediante una mejora en la estructura del
suelo por la formacién de agregados mas estables por la accibn
cementante entre los polisacaridos bacteriales y las hifas de
hongos micorricicos(Haymann, 1985). Otros debidos a la prote-::

ccién de la planta contra patdgenos, resistencia a fungicidas,



metales pesados, salinidad o deschos industriales (Barea y Azcén,
1983).

Factores que afectar a la micorriza VA

Entre los principales factores que afectan a la micorriza
VA encontramos a la especie vegetal, especie de endofitos, 1luz,
y niveles de fertilidad del suelo.

Especie vegetal

Las diversas especies de plantas pcseen diferentes reque-
rimientos hacia la formacidn de micorriza, a esta caracteristica
se le denomina usualmente "depundencia micorricica" y se refiere
al grado al cual una planta es deperdiente de la micorriza para
producir un méximo crecimiento y produccidén en un nivel dado de
fertilidad (Gerdemann, 1975).

En este sentido se sabe que“Lﬁucaana es micotropa obliga-
da(Barea y Azcbn, 1983)

Especie de endofito

En general los hongos VA presentan poca o ninguna especi-
ficidad hacia el huésped (Mosse, 1973; Haymann, 1982).Sin embar-
go, un Factof determinante en el aumento del crecimiento vegetal
es la capacidad del hongo para desarrollar una gran cantidad de
micelio externo, caracteristica que es determinada por el hongo
(Mosse, 1973). Se ha encontrado una correlacidén entre la efecti-
vidad de las especies flngicas y el porcentaje de lorngitud de raiz
infectadas en los primeros estadios de crecimiento(Abbott y Rob-
son, 1981).

Luz

Ya que los carbohidratos suministrados &1 hongo son pro-

porcionados por el huésped como productos de la fotosintesis,



cualquier factor que modifique la produccidén y distriducién de
los fotosintatos alterard tambien el establecimiento y funcidn
de la simbiosis micorricica (Haymann,1984). De tal forma que
altas intensidades luminosas parecen aumentar la produccidn de
arblOsculos y esporas (Furlan y Fortin, 1975).
Temperatura

Se considera importante tomar en cuenta la temperatura
6ptima de la planta huésped y la regién donde se aislan los en-
dofitos para ensayos experimentales(Haymann, 1984).

Niveles de fertilidad del suelo

El nivel y tipo de nutrimentos afecta la formacidn y 1la
respuesta micorricica. 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 Azcbdn, 1984). E1 prin-
cipal elemento que afecta la formacién y funcidén de la micorriza
es el fésforo, por 10 que se requieren bajos niveles de fosfato

en el suelo (Mosse, 1973).



OBJETIVOS

1.- Evaluar el potencial de micorrizacidén por endofitos vesiculo
arbiisculares en suelos de Oaxaca tanto en periodoc de lluvia

como de sequia utilizando a Leucaera esculenta como planta

huésped.

2.- Evaluar el potencial de nodulaeidn por Rhizobium en los mis-

mos suelos y bajo las mismas condiciones.
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MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El estado de Oaxaca esta situado al sureste de la
Repiblica 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 extensidn de 95364 K%.La capital es la ciudad de Oaxa-
ca localizada a 516 Km de la ciudad de México. E1 nombre del
estado'y de la capital proviene del ndhuatl Huaxyacac que sig-
nifica en la narfz o punta de los huajes. E1 sistema hidrogra-
fico de esta entidad se halla dividido en dos grupos; Por una
parte el rio Papaloapan y el Coatzacoalcos. Por otra, en la
vertiente del sur, los rios Tehuantepec, Copalita y Atoyac o
Verde, como los de mayor importancia. La regién es, en gene-
ral, de un clima seco. Las sierras orientales forman una ba-
rrera que impide el paso de los vientos aliseos del Atléanti-
co por lo que la regidén queda en la sombra edlica y a sus es-—
trecos valles no llegan los vientos lluviosos del Golfo.lLa zo-
na esta formada por rocas sedimentarias y metamérficas.Los
suelos son rendzinas, 1luvisoles, acrisoles y litosoles.En
las zonas intermontanas hay suelos aluvialeS y lacustres.El
Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas afirma que
los suelos de la regibén son bastante heterogéneos; sin embar-
go, es com(n en todos ellos la pobreza de nutrientes, espe-
cialmente nitrégeno y fésforo; tienen alto contenido de cal-
cio, carbonatos, deficiencia de materia orgénica y texturas

de pesadas a medias. (Lbépez, 1987).
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El estado se divide en siete regiones principales:
Valles Centrales, La Costa, La Sierra, La Cafiada, E1 Istmo,
La Mixteca y E1 Papaloapan.

De estas regiones se eligieron para su estudio a la
Mixteca(altamente erosionada) y Valles Centrales(actividad
agricola intensa y suelo poco fértil).

Los Valle Centrales se dividen a su vez, en ; Valle
de Tlacolula, Valle de Etla, Valle de Ocotlan-Ejutla, Valle
deZachila-Zimatléan. E1 &4rea tiene una superficie laborable
de aproximadamente 138 281 hectareas. Existen un gran numero
de pequefias corrienteé , siendo la mas importante la del rio
Atoyac que atraviesa los Valles de Etla y Zimatlan. E1 manto
fredtico se localiza entrelos dos y los diez metros de pro-
fundidad 1o que permite que en general la disponibhilidad de
agua sea buena. En los Valles Centrales se presentan dos ti-
pos de climas; seco semicdlido con lluvias en verano y el senm
micdlido subhGmedo con lluvias en verano segin la clasifica-
cién de Koppen modificado por Garcia. La temperatura media
anual es de 20.8 2C. La precipiﬁ§giénﬂmedia anual es de 623mm
distribuida de mayo a octubre(IN.IAI:'lQaS}-

La Mixteca Oaxaquefia se divide en Mixteca Alta y
Mixtaca baja por la formacibén de una depresidn que origina
variaciones en el clima. La Mixteca tiene 163 515 hectéres la-
borables. La Mixteca Alta abarca los distritos de Tlaxiaco,
Nochixtldn, Teposcolula y Coixtlahuaca, con alturas que van

desde 1800 a 3000 msnm. En esta regibén predomina el clima
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templado subhimedo , con temperaturas medias anuales entre 12
y 18 oC. Se presentan heladas de octubre a4 marzo y las tem-
peraturas mas bajas se presentan en diciembre y enero .Los
suelos estan dltamente 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-
calido y la mayor parte del suelo es montafioso, con alturas
entre los 1000 y 2500 msnm.La precipitacidén pluvial es varia-
da entre 685 y 740 mm.Los suelos son pqco1grofundos ¥y con po-
ca acumulacidén de materia orgénica(IﬁiA, 1534).

Se realizaron dos muestreos, uno en época de se-
quia (mayo-junio), y otro en época de lluvia (agosto-septiem-
bre) con el objeto de conocer las poblaciones de Rhizobium y
hongos micorricicos en ambas condiciones. Se tomaron muestras
de suelo de cinco lecocalidades , una de la Mixteca (Nochixtlan)
y cuatro de Valles Centrales (San Dionisio, Ocotlan; Etla; Re-
yes, Mantecdn y San Pablé, Huixtepec.). Las muestras se toma-
entre 1os 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 tamizd (malla de 2mm) para eli-
minar terrones Yy piedras. Se volvieron a colocar en bolsas
de polietileno hasta su utilizacidn. Se realizaron andlisis

fisicoquimicos de los suelos y ensayos de inoculacién.
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Tabla No. 1. Caracteristicas generales de los suelos estudiados
en la regién de Valles Centrales y la Mixteca Oaxa-

quefia.

cubierta vegetal

practicas de
cultivo

Distrito de Etla

San Pablo, Huixtepec
Reyes Mantecbn

San Dionisio, Ocotlan
Nochixtlan

a)terrazas, parte sin
vegetacidn acompafiante

b)huajal, en el borde
de las terrazas

c) hacia los ledos: de
de la carretera

maiz y alfalfa

comunidad de Leucae-
na esculenta

comunidad formada pof
huaje, nopal, huiza-
che, maguey y chami-
Z0.

sin vegetacidn, per-
dida de la capa ara-

ble.

rutinarias(arado y
aplicacién de estiér-|
col.

rutinarias(idem)
rutinarias (idem)

rutinarias (idem)

ninguna

ninguna

ninguna
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Figura No.1 Mapa que muestra la localizacidén de los
sitios de muestreo.




CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LOS SUELQS
Textura

Se determindé por el método de Bouyucos. Este método
se basa en medir la diferencia en la velocidad de sedimenta-

cidén de las particulas del suelo en una suspensidén acuosa.

pH

E1l pH se determind utilizando un potenciémetro con
electrodo de vidrio.

La medicidén del pH se realizd utilizando una suspen-
sibén de suelo y agua en una relacibn del:3.

Se considera a un suelo acido cuando presenta va-
lores de pH entre 4.y 6. Valores arriba de 7 indican alcali-

nidad. (Valdés, 1986).

Materia Orgénica

E1l contenido de materia organica se determindé por

el método de Walkley y Black con acido crdémico(Valdés, 1986).

Capacidad de Intercambio.Cationico

Se detrmind por el método del Versenato. Esta pro-
piedad se define como la cantidad de cationes intercambiables
gue un suelo puede absorber y varia de acuerdo a la cantidad,

tipo de arcilla y materia orgénica presente en el suelo.

Nivel de fosfato en los suelos

Se determiné por el método de Bray I
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MATERIAL BIOLOGICO

Se usaron semillas de Leucaena esculenta Mocc and

Sesse (huaje rojo), recolectadas en San Dionisio Ocotlén,

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 2C por dos horas durante tres
dias . Para Rhizobium arena de rio esterilizada de la misma
forma que el suelo. En ambos casos la esterilizacidén se hizo

con calos seco en una estufa microbiolégica.

INOCULO

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

ciones decimales para usarse como indculo. En el caso de los
hongos VA se mezcld el suelo a examinar con suelo esterili-
zado vy se prepararon diluciones por cuadruplicado.En am--
bos casos las diluciones se hicieron desde x2 hasta x~8.
MACETAS

Para el célculo del niimero mis probable se usaron
vasos de plastico de 200ml de capacidad y para la prueba de
nodulacién por Rhizobium se usaron vasos 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 escarificd con acido sul-

4 . . * &
furico concentrado por 20 minutos y se enjuagd con agua desti-
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lada estéril por diez veces. Se dejé remojar en el agua del
tltimo enjuage hasta su completa imbibicidbn. Posteriormente
se colocardén las semillas en charolas con arena estéril a
289C para su germinacidén. Cuando la radicula alcanzd los dos
centimetros se transplantaron asépticamente tres plantulas
por maceta regandosec alternadamente con agua destilada y
solucidén de Norris sin nitrégero.

ESTIMACION DEL NMP DE MICORRIZAS VA .

Para estimar el niinero mas probable de hongos VA
se realizé la técica de Porter(1979) modificada por Siever-
ding (1983). E1 método consiste en mezclar el suelo a exami-
nar con suelo esterilizado y realizar diluciones por cuadru-
plicado agitando varias veces para homogeinizar. El1 suelo
asi preparado se coloca en macetas y se siembran plantulas
de Leucaena en cada dilucidn por trplicado. Se mantuvieron
en el solario por seis semanas regdndolas cada tercer dia
con agua destilada. Despues de este tiempo se cosecharon,
lavaron y tifieron las rafces de acuerdo al método de Phi-
lips y Haymann (1970). Para realizar el céalculo del nimero
mas probable se contd el ntmero de macetas con raices 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
estan produciendo constantemente esporas en el suelo es im-
portante que cualquier investigacidn sobre ecologia o fisio-
logia implique el aislamiento de esporas para estimar la po-

blacién.



Para extraer las esporas del suelo se utilizd el
método de separacién por Flotacibén y Burbujeo de Furlan y
Fortin, 1975. Una vez extraidas 1las esporas se calculd el
nimero de sporas por gramo de suelo de acuerdo al método de
Smith y Skipper(1979). Se analizaron las muestras al micros-
copio estereoscopico.
TIPO DE ESPORAS

Para conocer los géneros de esporas de hongos mas
frecuentemente encontrados se hicieron observaciones al mi-
croscopio éptico identificéndolas con las claves de Trappe,
{(1982)
ESTIMACION DEL NMP DE Rhizobium

Se utilizd el método de.bincent(1975), el cual se -
basa en la capacidad de un Rhizobium especifico para produ-
cir nédulos en una especie determinada de legumincsas y presu-
porie que una sola célula de Rhizobium agregada a la pianta
huésped es suficiente para causar nodulacidén. E1 método con-
siste enrealizar mezclas del suelo a examinar en agua desti-
lada o solucién salina, prepardndose diluciones decimales. Se
inoculan pléantulas con 1 ml de la suspensidén para cada dilu-
cidén por triplicado. Se colocaron en solario por ocho sema-
nas y se regaron alternadamente con agua destilada y solu-
cién de Norris sin nitrbgeno. Se cosecharon las plantas y
se registrdé la presencia o ausencia de ndédulos. E1 NMP se
calculd de acuerdo a las tablas de Fisher y Yates(1963).

AISLAMIENTO DE Rhizobium

A partir de los nbédulos formados en plantas de
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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 fijacidn de nitrbégeno. Las cepas fueron
escogidas por ser las mas frecuentemente encontradas en los

suelos estudiados.

. . d
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 plantulas 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 suspensidn bacteriana conteniendo 108ce1/m1. Se mon-
taron tambien testigos positivos (con nitrégeno} y testi-
gos negativos (sin nitrbdgeno). Se colocaron al azar en el
solario y se mantuvieron por ocho semanas, regdndolas cada
tercer dia con solucién de Norris con y sin nitrdgeno segln
fuera el caso. Despues de este tiempo se cosecharon las plan-
tas y se contd el nimero de nbédulos por planta, peso seco de
nédulos , peso seco de la parte af€rea y altura de las plan-
tas. Los resultados se analizaron estadisticamente por una

prueba ANDEVA vy prueba de Duncan (Little, 1983).
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RESULTADOS Y DISCUSION

CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LOS SUELOS

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 2.
Con relacibén a la clasificacién textural en la zona de la Mix-
teca se encontré que el suelo es migajoén arenoso. En VAlles
Centrales esta caracterf{stica varié encontrdndose migajén
arcilloso.en Etla y Reyes Mantecdn; migajoén arenoso en San
Dionisio y arena migajosa en San Pablo.

LOs valores de pH van desde 7 en San Pablo hasta
8.4 en Nochixtlan. 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 esfe sentido.

El contenido de materia organica fue diferente para
cada uno de los suelo, de tal forma que San Pablo y Nochix-
tlan poseen un suelo pobre; Saﬁ Dionisio un suelo mediano y
Etla y Reyes Mantecdn un suelo rico. La pobreza de materia
organica en Nochixtlan se explica porque en esta zona hay
una fuerte erosidén y muy poca cubierta vegetal.

La capacidad de intercambio catidnico (CIC) estd
relacionada directamente con la textura y el contenido de
materia organica. Por lo que en suelos arenosos como los de
la Mixteca fue de entre 20 y 40 méq/100 g de suelogvalor con-
siderado bajo. En tanto que en suelos arcillosos como Reyes
Mantecdn y Etla fue de 70 meq/100 g de suelo,un valor alto.

En la mayoria de los suelos el contenido de fos-
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Tabla No. 2. Caracteristicas fisicoquimicas de los
suelos estudiados en la regién de Va-
lles Centrales y la Mixteca Oaxaquefia.

Localidad textura pH M.O. cIc P(ppm) | P(Kg/ha)
Distrito de Etla migajén arcilloso 7.1 2.34 70 34.4 77 .4
San Pa~lo, Huixtepec arena migajosa 7.0 0.8 20 2.0 . ~4./5
Reyes Mantecén migajon arcilloso 8.1 2.68 70 12.8 28.8
San Dionisio, Occtlan migajén arenoso 7.1 1.4 39 2.4 5.4
Nochixtlan
a)terrazas, parte siu migajén arenoso 7.0 0.67 40 0.8 1.9
vegetacion acompafiante.

b)huajal, en el borde migajon arenoso 8.4 0.67 24 0.8 1.9
de las terrazas

c)hacia los lados de la migajdén arenoso 8.3 0.15 47 0.8 1.8

carretera.
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foro fue bajo desde 1.8 kg/ha en Nochixtladn 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 infeccidn por hongos endomicorricicos es tener bajos
niveles de fésforo disponible en el suelo. No obstante cabe
mencionar que Leucaena es micétrofa obligada.

NUMERO MAS PROBABLE DE HONGOS VA

Para determinar el NMP de propagulos se considerd
solamente la presencia o ausencia de hifas, esporas, vesi-
culas, arbiisculos, de acuerdo a lo descrito por Sieverding,

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

E1l NMP en época de sequia varid desde 50 propagulos
por 100 gramos de suelo seco en Etla hasta 1350 en Reyes Man-
tecdbn . En tanto que en lluvia aumentdé a 88 en Etla y 2200
en Reyes Mantecdn. E1 bajo nimero de propagulos en Etla se
debe a que en este sitio se observan 1os valores mas altos
de contenido de foforo y no hay Leucaena . En contraste el
suelo de Reyes Mantecodn tiene bajo contenido de fdsforo lo
que proporciona mejores condiciones para el desarrollo de
propagulos. El aumento en la época de lluvia puede deberse
a que en estas condiciones algunas esporas pueden germinar
y dar origen anuevas estructuras flngicas.

NUMERO DE ESPORAS

El nimero de esporas se puede observar en la ta-
bla 3. Se registrd una disminucién del nimero de esporas en
época de lluvia debido a la germinacidén de esporas que dan

lugar a otras estructuras. Sin emb o, se considera que la

. TESISCON
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lugar a otras estructuras. Sin embargo, se considera que la
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Tabla No. 3. Nimero mas probable (NMP) de propagulos' y nimero
de esporas de hongos micorricicos VA asociados a
Leucaena esculenta en temporada de sequiay 1lluvia

Localidad NMP de propagulos/100g de No. de esporas/100g de
suelo
sequia 1lluvia sequia 1luvia
Distrito de ETla 50 162. 9250 14000
San Pablo, Huixtepec 50 162 10600 4900
Reyes Mantecdn 1350 2200 13750 15800
San Dionisio, Ocotlan 50 55 7500 5200
Nochixtlan
a)terrazas, parte sin 60 88 16900 11750
vegetacion acompafiante.
b)huajal, en el borde 100 88 21800 7750
de las terrazas
c)hacia los lados de 300 320 3900 300
la carretera

1 propagulos(esporas, hifas.etc.) capaces de producir infeccién
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disminucién no estd en la misma proporcidén en que aumento
el NMP de propagulos debido probablemente a que gran parte

de las esporas recolectadas no eran viables. Esto se constatd
por un analisis mas detallado al microscopio 6ptico, lo que

mostrd gran cantidad de esporas rotas o vacias.

Tanto el NMP de propagulos como el numero de espo-
ras esta influenciado por los niveles de fésforo disponible
en el suelo, la textura y la presencia o ausencia de vegeta-
cidén en los sitios estudiados.
TIPOS DE ESPORAS

El géneroc mas frecuentemente encontrado fue Glomus .
Se enviaron muestras al Centro de Taxonomia y Sistematica en

Canadd en donde se identificaron tres especie$ Glomus mosseae,

G. fasciculatum, G. constrictum y Glomus sp

NUMERO MAS PROBABLE DE Rhizobium
En la tabla 4 se muestran los resultados obtenidos.
En estacidén de sequia el NMP fluct@d entre 8 bac/g de suelo

seco en San Pablo hasta 1831 en Reyes Mantecén. En estacidn
de lluvia el nidmero de rizobias aumentd en todos los suelcs,
por ejemplo, en San Pablo aumenté a 39 y en Reyes Mantecdn a
3500. Es importante hacer notar que en ambas estaciones el
suelo de Reyes Mantecotn presentd los valores mas 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,

Ademas de que este sitio sostiene un cultivo de garbanzo,



Tabla No. 4. Nimero mas probable (NMF) de Rhizobium loti
asociado a Leucaena esculenta(Moc and Sesse)
en época de sequia y lluvia.
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Localidad Rhizobium loti por
gremo de suelo
sequia 1lluvia
Distrito de Etla 84 330
San Pablo, Huixtepec 8 39
Reyes Mantecén 1831 3500
San Dionisio, Ocotlan 18 90
Nochixtlan 38 ;
a)terrazas, parte sin
vegetacion @ 0 ®
b)huajal, en el borde
de las terrazas 180 251
Jc)hacia los lados de
la carretera B 4e




una leguminosa , la cual en un momento dado puede estimular
el crecimiento y mantenimiento de las poblaciones bacteria-
nas en el suelo, ya que se sabe que las leguminosas estimulan
la proliferacidn de cualquier especie de Rhizobium.

Tomando en cuenta lo anterior podemos indicar que
existe variacién estacional de las poblaciones de Rhizobium
en los sitios estudiados lo que debe considerarse en el momen-
to de establecer 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 aérea, namero de nddulos y peso seco de
nbédulos como puede verse en la tabIa 5. Los resultados obteni-
dos con el testigo positivo (con nitrdgeno) fueron superiores
a los de la cepa 39. Sin embargo, el analisis estadistico in-
dica que no existen diferencias significativas entre ambos ta-
tamientos. En relacidn a la cepa de referencia (NGR8)los re-
sultados sugieren que ésta 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 resultd ser
la que did mejores resultados para cada una de las caracte-
risticas registradas. En este caso la cepa NGR8 did 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
realizé un analisisde varianza entre las dos especies y los

1 Tl e LEEEE TR S
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diferentes tratamientos y se encontro que si existe diferen-
cia significativa entre la altura y el peso seco de nddulos
a un nivel de 0.05%. Mientras que no hqbo diferencia signifi-
cativa en el peso seco de la parte adrea en ambas especies.
A pesar de estos resultados es importante resaltar que la apa-
riencia de las plantas si era diferente ya que L. esculenta
present5 abundante desarrollo del follaje y la raiz, el ta-
mafioc de los nbédulos fue de 0.5 cm y gran nimero de nbédulos
formados. En contraste , en L. leucocephala la mayoria de las
plantas presentd aspecto clordtico poco desarrollo del folla-
je y ia raiz, bajo nimero de ndédulos y tamafio de los mismos
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 trépical y de costa. Ademis de que las
cepas se aislaron de L.esculenta y comc se sabe Rhizobium es
especifico.

En vista de que las plantas testigo alimentadas con
nitrdgeno proporcionaron los resultados mas 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 (80Kg/ha). No obs-

tante estos resultados pueden variar en condiciones de campo.



Tabla no. 5. Nodulacidn y efectividad en.solario de
algunas de las cepas de Rhizobium loti
tanto en Leucaena esculenta como en L.
leucocephala.
Cepa de altura | peso seco |No. de nb- |peso seco
R. loti | en cm parte aére dulos [de nddulo
en mg en mg
Leucaena esculenta
3: 14.6a 286a - =
14 21.0ac 513b 46 230
22 15.332 320a 17 90a
29 15.47a 273a - =
39 24.85bc 723b 119 480c
42 19.08ac  393a 33 170ab
NGRS 17.25ac 260a 16 90a
T+ 30.08b 813b - = -
T- 14.83a 286a - ™=
Leucaena leucocephala
3 11.5a 290a 11 20a
14 17.8ab 420a 23 130c
22 16.5ab 300a - -
29 12.7a 500BD 5 9a
39 16.1ab 600b 47 190c
42 16.8ab 350a 23 70b
NGRS 12.7a 590b 19 100bc
T+ 23.3b 520b - -
T- 11.6a 300a - -

No existen diferencias significativas(p=0.5) entre

los valores seguidos por la misma letra.

- significa no noduld

Los resultados son promedio de 3 plantas.

39



10

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
plantas de Leucaena esculenta des-
mg pues de 8 semanas de crecimiento en
solario.
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Grafica 4. Peso seco (mg) dé la parte aerea de

plantas de Leucaena leucocephala
despues de B semanas de crecimiento
en solario.
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Grafica 5. Nimero de nddulos de plantas de
Leucaena esculenta despues de 8
semanas de crecimiento en solario.
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Grafica 6. Nimero de nédulos de plantas de
Leucaena leucocephala despues de
8 semanas de crecimiento en sola-
rio.
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CONCLUSIONES

Los resultados de niimero mas probable de propdgulos de
hongos VA indican que sf existe variacién estacional de

las poblaciones en las dreas estudiadas.

.Con respecto al numero de esporas encontradas debe ha-

cerse un estudio mas detallado ya que en este caso se
contabilizd el nlmero total de esporas y seria 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 vegetacidn y los nive-
les de fésforo disponible, en la proliferacidn, esta-
blecimiento y fisiologia de la simbiosis con hongos
micorricicos.

Con relacidn a las poblaciones de Rhizobium tambien
se observo variacidén estacional.

En el ensayo de nodulacidén y efectividad de Rhizobium
la cepa 39 resultd ser la mas efectiva e infectiva.
Pese a que los resultados estadisticos indican que no
hay diferencias significativas entre especies de plan-
ta en relacidn al peso seco de la parte aérea la apa-
riencia de las plantas era totalmente diferentes como

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

(Valdés,R.M., 1986)
FPesar 50 g. (fina) & 100 g. (arenosa) de suelo previamente-

tamizado (abertura de malla: 2 mm.)

- Eliminar la materia organica agregando perdxido de hidrébge-
no al 30 % (15 ml. por cada 50 g. de suelo)

- Dejar secar durante 24 horas a 80°C

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

- Dejar reposar 15 minutos

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

- Transferir la muestra a una probeta y aforar con el hidrémg
tro dentro hasta 1,130 ml. y 1250 con agua destilada

- Retirar el hidrémetro y mezclar la muestra

- Tomar la primera lectura a los 40 segundos

- Introducir el hidrémetro y registrar la temperatura

- Dejar en reposo la probeta durante dos horas

Tomar la segunda lectura en forma similar a la primera

Calculos
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

X 100 = % de 1limo + arcilla
peso de la muestra

100 - % de 1limo + arcilla = % de arena
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Sequnda Lectura Corregida
peso de la muestra

X 100 = % de arcilla

100 - % de arena + arcilla = % de limo

Leer los porcentajes obtenidos en el tridngulo de textu-

ra.
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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 potencidmetro

- Registrar los valores obtenidos
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METODO DE WALKLEY Y BLACK

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

- Colocar en un matrdz erlenmeyer de 500 ml. 1 g. de suelo

- Afiadir 10 ml. de K20r071N y mezclar con movimiento girato -
rio

- Agregar 20 ml. de H2804 concentrado y seguir mezclando

- Dejar reposar durante 30 minutos

- Simultaneamente realizar lo mismo con un blanco de reactivo
(sin suelo)

- Diluir la mezcla a 200 ml. con agua destilada

- Adicionar 10 ml. de H3PO4 al 85% y 30 gotas de difenilamina
(indicador)

- Titular con una solucidén de FeSO4IN

Al principio la mezcla debe tener un color verde obscuro-
debido a los iones cromato, después se desplaza hacia azul y-

finalmente vira a amarillo.

Calculos

Realizar los calculos por la siguiente ecuacion:

% de materia organica - 10 (1—2—] X 1.34
T

P = ml. de disolucidn de FeSO4IN gastado por el problema

T = ml. de disolucién de FeSO4IN 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 filtracidn que conten
ga un papel filtro

Afiadir 5 veces (10 ml. cada vez) CaCl,IN (desechar este fil
trado)

Afiadir 5 veces (10 ml. cada vez) alcohol etilico 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 solucidén amortiguadora de pH 10

Agregar 5 gosta de solucién de KCN

Adicionar 5 gotas de solucidn de clorhidrato de hidroxima -
lina

Afiadir 5 gotas del indicador negro de ericromo T

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

pirpura a azul

Calculos

0.1N X 10 ml.
ml. de EDTA gastados

Normalidad de EDTA =

CIC (mey. por 100) = ml. de EDTA X N X 100
g. de suelo




AISLAMIENTO DE RHIZOBIUM A PARTIR DE NODULO (VINCENT 1975)

- Utilizar nédulos de raices frascas o almacenadas en refrige
racién (4°C)

- Cortar los nédulos dejando una porcidn de raiz adherida pa-
ra manipularlas

- Lavar perfectamente el ndédulo hasta que se elimine el suelo

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

- Sumergir entonces el noédulo en Hg C1l, al 0.1% acidificado -
por 1-30 mins. segiin el tamafio del nédulo I

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

- Se coloca el nédulo en un tubo de ensayo con 1ml. de agua -
destilada estéril y se aplasta asépticamente

— Tomar una asada del jugo lechoso y sembrarlo sobre una pla-
ca de agar extracto levadura manitol

- Incubar a 28°C

- Después de 4 6 5 dias revisar

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

~ Sembrar entonces en tubos con agar inclinado-

— Registrar el aislamiento

- [dentificar la autenticidad del aislamiento como Rhizobium-

por prueba de infeccidén en planta o por su caracterizacidn
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COLORACION DE GRAM

Soluciones Utilizadas

A. Solucidn Cristal Violeta

Cristal Violeta 10 g.
Oxalato de Amonio 4 9.
Etanol 100 ml.
Agua destilada 400 ml.

B. Solucién de Yodo

Yodo 14g.
Yoduro de Potasio 2 g.
Etanol 25 ml.
Agua destilada 100 ml.

C. Alcohol (Yodado)
Solucidén de Yodo (B) 5 ml.

Etanol 95 ml.

D. Colorante de Contraste

Solucidén al 2.5% safranina en

etanol 10 ml.
Agua destilada 100 ml.
Procedimiento

- Preparar y fijar el frotis en la forma habitual
- Tefiir con 1la solucidn A durante un minuto

- Enjuagar con agua y escurrir el exceso
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— Cubrir con solucidén B, durante un minuto escurrir la solu -
cidn

- Decolorar con solucién C el tiempo suficiente para quitar -
el exceso de colorante

- Lavar con agua y escurrir

- Tefiir con solucidén D durante cinco minutos

- Lavar con agua, eliminar el exceso y secar

- Examinar directamente el objetivo de inmersidn

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)

KHPO4

MgS0,7H,0

NaCl

Manitol

Extracto de levadura
Agar

Réjo Congo diluido 1:400

Agua destilada

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

121°C durante 15 minutos.

10.0 g.
055 g
18.0 g.
10 ml.

1.000
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'SOLUCION NUTRITIVA DE NORRIS  (Valdés, R.M., 19 86)

KCI 0.149 g.
K,HPO, 0.348 g.
Mgs0,7H,0 0.493 g.
Micronutrientes

Cus0,,.5H,0 0.157 g.
Zns0,.7H,0 0.440 g.
MnS0,.4H,0 4.060 g.
H,804 2.860 g.
(NH,) ,M0,0,,  4H,0 0.020 g.
Agua destilada 1000 ml.

Utilizar 0.5 ml. de esta solucidén por litro de solucién-

nutritiva.

?9804 0.5% tomar 0.5
ml. de cada
una por li-
tro de solu

Acido citrico:- 0.5% cibn

Ca8042H20 : 0.688 g.

Agua destilada 1000 ml.

pH final 6.5 ajustar con NaOH 10% o
H2804 20%

Al utilizar, diluir 1/5, almacenar a 4°C
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METODO DE FLOTACION Y BURBUJEO PARA EXTRACCION DE
ESPORAS DE HONGOS VA (FURLAN Y FORTIN? 1975).

.= Pesar una ‘cantidad de suelo X ( p.ej. 100 @)

~Tamizar (2mm 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 Gltimo tamizado y colocarlo en una columa de vidrio

—-Agregar glicerol (40 % v/v)

-Inyectar aire hasta una presién de 12 1b 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 solucién
fisioldégica de Ringer mis antibidbticos

—Observar al microscopio y contar
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TECNICA DE TINCION DE RAICES PARA OBSERVAR INFECCION

ENDOMICORRTCIBA (PHTLLIPS AND HAYMANN, 1970)

- Lavar las raices y colocar en frascos viables

- Llenar con KOH al 10%

- Esterilizar 120°C (15 1b.) por minuto

- Quitar el KOH y enjuagar por 1lo menos tres veces o hasta -
que ei agua del frasco quede limpia

- Agregar H202 alcalina a temperatura ambiente por 10 a 20 mi
nutos o hasta que las raices se blanqueen

- Enjuagar por 1o menos tres veces

- Agregar HC1l al 1% y mantenerlas asi durante tres a cuatro -
minutos

- Después de este paso no enjuague

-~ Agregue solucidn de fuesina é.cida—-écido lécti&o 0.01%

- Esterilizar a 120°C (15 1b.) durante 10 minutos

— Observar al microscopio
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DETERMINACION DE INFECCION MICORRICIGA (FURLAN, 1981)

- Cortar el material tefiido (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 infeccidn micorricica (100 x)

La infeccidn puede manifestarse como puntos de entrada ,
micelio externo, micelio interno, esporas, vesiculo o arbﬁscg

lo.
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SOLUCION FISIOLOGICA DE RINGER

NaCI 6 g.
caCI 0.1 g.
KCI 0.1 g.
Agua destilada 1000 ml.

pH 7.4 ajustar con NaOH

- Esterilizar a 120°C durante 20 minutos

- Agregar:
Sulfato de Estreotomicina 200 mg.
Gentamicina 100 mg.

- La

Solucién de H,0, alcalinizada

NH40H 3 ml.
H202 al 10% 30 ml.
agua destilada 567 ml.
no hay NH,OH disponible, agregar amonio comin

4
solucién debe prepararse al momento de utilizar

Solucién de Fuecsina Acida-acido léactico

Acido lactico 875 ml.
Glicerina 63 ml.
Fuecsina Aacida 0.1 4.

Agua destilada 63 ml.
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