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OBJETIVOS

El objetivo de esta unidad es presentar la metodologfa necesaria para
realizar la evaluacidén de la fijaciSn de nitrdgeno en los programas de
seleccidn de leguminosas. Para ello se definen los objetivos, las
diferentes etapas, los tipos de ensayos y los tratamientos requeridos
para la evaluacidn de la simbiosis leguminosa-rizobio, y se describen
los procedimientos necesarios para preparar, evaluar y utilizar los

inoculantes y para realizar los ensayos agrondémicos de evaluacién de la
simbiosis.

Se espera que al finalizar el estudio de esta unidad audiotutorial, el

interesado est& en capacidad de:

. Explicar la importancia de la fijacidn biloldgica de nitrdgeno en la
agricultura.

. Describir la reaccién de fijacidon de nitrégeno y explicar los

factores que intervienen en ella.

v Mencionar los géneros de rizobios y establecer las principales

diferencias entre ellos.

. Describir el ciclo de vida de los rizobios y las principales

caracterIsticas de los nddulos radicales.

. Explicar los principales términos usados para describir la

interaccidon entre las leguminosas y los rizobios.

- Enunciar y describir brevemente los procedimfentos necesarios para

recolectar, aislar, autenticar y preservar las cepas de rizobios.

. Enunciar y describir brevemente los procedimientos necesarios para

preparar, evaluar y utilizar los inoculantes.



Definir el objetivo general de la evaluacidén agronfémica de la

gimbiogis leguminosa-rizobio.

Enunciar las etapas de la evaluacidn, los tipos de ensayo
,requeridos en cada etapa con sus respectivos tratamientos, y el

resultado esperado al final de cada etapa.

Explicar la relacidn entre la disponibilidad de N mineral en el
suelo, la fijacidn de nitrdgeno, y los procedimientos para

controlar los niveles de N mineral.

Mencionar las precauclones necesarias para evitar la contaminacién

entre tratamientos, tantc en el invernadero como en el campo.

Mencionar los par@metros utilizados para la evaluacidn agrondmica

de la simbloslis y explicar su significado.



INTRODUCCION

La capacidad de las leguminosas para fijar nitrSgeno atmosférico se
conoce desde 1888 (Burns y Rardy, 1975), sungue desde antes se sabfa que

las leguminosas tenfan la propiedad de enriquecer el suelo.

La fijacidn de nitrdgeno ocurre por la asociacidn simbibtica que
eatablece la planta con algunas bacterias de la familia Rhizoblaceae;
estas bacterias infectan las rafces de la planta e inducen la formacidn
de pbdulos radicales, en el interior de los cuales se realiza la
fijacidn, con la intervencién de la enzima nitrogenasa, localizadas en el
Interior de los rizobios. Las bacterias le ceden el nitrSgeno fijado a2
ls planta y a su vez, &sta le suministra al nddulo los carbohidratos gue

proveen la energia necesaria para el proceso de fijacidn.

For ser un procesc en el cual intervienen does organismos diferentes
~-yna planta (leguminosa) y una bacteria {rizobio)-~ el estudio y manejo
de esta asociacidn simbiStica requiere del trabajo integrado de
agrénomos y microbidlogos.

En esta Gufa de Estudio, que hace parte de la Unidad Audiotutorial sobre
el mismo tema, se presentan los conceptos y criterios bisicos para el
manejo de esta asociacidn simbiStica, tendlentes & maximizar la
eficiencia de la fijacifn de nitrdgeno.



1. LA FIJACION SIMBICGTICA DE NITROGENC

El ciclo bloquimico del nitrbgeno comprende una serie de procesos
microbiolégicos, quimicos y fisicos, en el cual ocurren varias
transformaciones simultfness y en diverso sentide, en las que participan
componentes orgfinicos, inorgénicos y volAtiles. La Figura 1 resume el
eiclo en forma esquemlitica.

En el proceso de fijacifn, una parte del nitrSgeno atmosférico (la que
ge encuentrs en forma molecular, Kz) se veduce a la forms amonlacal por
la intervencifn de ciertos microorganigmos del suelo, ya sean
eimbisticos ¢ de vida libre. Este proceso de fijacibn constituye un
aporte importante de nitrdgeno al suelo.

1.1  TMPORTANCIA DE LA FIJACION DE NITROGENO

El nitrégeno estd pregente en los telidos verdes de las plantas en
concentraciones relativamente altas (entre 1 y 4%), y en algunas
semillas en concentraciones aGn mayores, por lo cual se le considera un
macronutrimento primario, junto con el f6sforo y el potasio. Aunque, en
general, los suelos minerales tienen contenidos totales de nitrégeno muy
superiores a los de los requerimientos de los cultivos, casi todo este
elemento se encuentra en la materis orgéinica, y anualmente s8lo se
mineraliza una pequefia fraceidn (1 a 3% del nitrdgenc total,
Bartholomew, 1965). Debido & esta liberacibn lenta del nitrdgeno
orgénico, el nitrSgeno frecuentemente se convierte en un elemento
1imitativo para la produccidn de cultivos.

Los fertlilizantes nitrogenados se utilizan amplismente para corregir la
deficiencia de nitrSgeno y elevar los rendimientos de las cosechas. Sin
embargo, debido a los altos precios que han alcanzado los recursos
energéticos utilizados para la elaboracifin de los fertilizantes
nitrogenados, ha surgido la necesidad de encontrar alternativas para
obtener rendimientos adecuados, especialmente en las zonas agricolas
marginales, v



que forman las leguminosas con bacterias de la familia Rhizoblaceae, la
cual da lugar a la formacidn de nddulos radicales fijadores de

nitrégeno.
1.3 LA ENZIMA NITROGENASA

La nitrogenasa, enzima que cataliza la reduccidn de N, a NHB’ se

2
localiza en el interior de las bacterlas fijadoras de nitrdgeno. Esta
enzima tiene dos componentes principales: la protefna ferrosa y la
proteina molibdeno-ferrosa. La presencia de molibdenoc en esta enzima, al

igual que en la enzima nitrato reductasa, explica el requerimiento de

molibdenc para la asimilacidn de N2 y N03_.
En condiciones Sptimas, la reaccidn de la nitrogenasa puede expresarse

de la siguiente manera:

+ -
N2 + 6H + 6e 2 NH3

_—

nitrogenasa

28T+ 2¢” H

La liberacidn de H2 reduce la eficiencia de la nitrogenasa y, en parte,
explica, la gran demanda de energla requerida para sostener su
actividad. La cantidad de hidrégeno liberado por los diferentes
organismos fijadores de nitrdgeno varia ampliamente; algunas cepas
(denominadas Hup+) poseen un mecanismo de reciclaje de hidrdgeno por
intermedio de una enzima del tipo hidrogenasa, la cual oxida parcial o

totalmente el H2 producido, disminuyendo asl el gasto de energla.
Adema@s de la accidon sobre el N2 y el 2H+, la nitrogenasa cataliza la

reduccidn de otros sustratos; uno de ellos, el acetileno (CZHZ)’ es

reducido a etileno (czn4). Esta reaccidn constituye la base del método

10



de reduccifn de scetileno, utilizado para estimar la actividad de 1a
fijacidn de nitrégenc, y se expresa en la siguiente forma:

- +
3C,H, + 6e + 6H - 4 3c,H,

acetilenc nitrogenasa etileno

La nitrogenasa es extremadamente sensible al oxfgeno, razdn por la cual
los organismos fijadores de nitrfigeno son anzerSbicos o han desarrollado
adaptaciones especfficas para proveerse de oxfgeno, a la vez que
prat&gen a la enzime del oxfgeno libre; por ejemplo, los nSdulos de lam
leguminosas contienen leghemoglobina, la cual cumple esta funcidn.

Una descripcidn breve y comprensible de los procesos bioquimicos
involucrados en la fijacibfn de nitrbgenc se encuentra en sl texto de
Sprent (1979).

La presencia de algunos compuestos orginicos e inorglinicos de nitrdgeno
inhibe la fijacibn de 32, Esta inhibicién puede ger de tres niveles: en
el primero, se inhibe la actividad de la enzima nitrogenasa presente; en
¢l gsegundo también se inhibe la sintesis de nueva enzima por el producto
final de la reaccibn, el Nﬂa, y por otros compuestos nitrogenados; y, en
el caso de la sgimbicsis con las leguminosas, ocurre un tercer nivel de
inhibicidn, ya que la presencia de N mineral inhibe la formscibn de los
nidulos radicales.

1.4 SIMBIOSIS LEGUMINOSA~-RIZOBIO
1.4.1 Familia Leguminosae

La familia Leguminosae es muy amplia, con alrededor de 750 géneros y
ungs 20,000 especies, Incluyendo plantas cultivadas, numeroscs #Srboles,
plantas hexbficeas y arbustos, lss cuales desempefian una funcidn
importante en diversos ecosistemas, Lag leguminosss tienen una
importancia particular en la alimentacidn humana (granos) y animal
(forrajes), al igual que en la economfa del nitrfgenc del suelo, ya que

11



1a mineralizacidén de sus residuos conatituye un aporte de nitrdgeno
disponible,

Las leguminosas se caracterizan por tener hojas compuestas (aunque
algunas gvlamente las tienen en su estado juvenil, como Acacis koa,

Clitoria spp.), frutos en forma de vaina y, la mayorfa de ellas, nédulos
radicales fijadores de nitrdgeno,

Segin la clasificacién de Purseglove (1968), la familia Leguminosae
consta de tres subfamiliasg:

Papilionoideae, con aproximadamente 400 gé€neros y 14,000 especies, entre
las cuales se encuentran casi todas las leguminosas de importancia
agricola. Son plantas herbaceas, raramente arbustos o Erboles, y la
mayorfa de ellas forman nbdulos filjadores de nitrSgeno. Entre sus

géneros estén: Lupinus, Lotus, Arachis, Pisum, Phaseolus, Vigna,

Glycine, Centrosema, Pueraria, Styvlosanthes.

Mimogoideae, con mis de 50 géneros y 2900 especles, adaptadas & las
reglones tropicales. La mayorfa son arbustos y drboles, con muy pocas
plantas herbdceas. Casi todas las especies de esta subfamilia forman
nédulos. Entre los génercs con mayor niimero de especles estén: Inga,
Albizzia, Acacia, Mimosa.

Caesalpinoideae, con alrededor de 100 géneros y 1800 especies adaptadas
a las regiones tropicales. La mayorfa son drboles y arbustos. Pocas de
las especies estudiadas forman nbdulos (alrededor de un 30Z). Entre los

géneros mids conocidos de esta pubfamilia estdn: Copalfera, Cassia,

Caesalpinia, Tamarindus.

1.4.2 Familia Rhizcbisaceae

Los rizobios son bacterias del suelo, caracterizadas por su habllidad
para infectar rafces de leguminosas e inducir la formacidn de nbdulos
fijadores de Nz
en el tallo (come en Sesbania y Aeschynomene).

en las ra¥ces, aunque en algunos casos se pueden formar

12



1. LA FIJACION SIMEIOTICA DE NITROGENO

El ciclo bloquimico del nitrSgenc comprende una serie de procesos
microbiolfgicos, quimicos y £¥sicos, en el cual ocurren varias
transformaciones simultfineas y en diversc sentido, en las que participan
componentes orgiinicos, fnorgénicos y volltiles. La Figura 1 resume el
¢iclo en forma esquemiitics.

En el proceso de fijacisn, uns parte del nitrSgeno atmosférico (la que
se encuentra en forma molecular, Nz) se reduce a la forma amoniacal por
la intervencidn de clertos microorganismos del suelo, ya sean
simbiSticos o de vida libre, Este proceso de fijacidn constituye un
aporte importante de nitrdgeno al suelo.

1.1 IMPORTANCIA DE LA FILJACIOR DE RITROGERO

El nitrbgeno esti presente en los tejidos verdes de las plantas en
concentraciones relativamente altas (entre ! y 4X), y en algunas
semillas en concentraciones alin mayores, por lo cual se le considera un
macronutrimento primario, junto con el £8sforo y el potasio. Aunque, en
general, los suelos mineralesg tienen contenidos totales de nitrSgeno muy
superiores a los de los requerimientos de los cultivos, casi todo este
elemento se encuentra en la materis orgénica, y anualmente s6lo se
mineraliza una pequefia fraccifn {1 a 3% del nitrfgeno total,
Bartholomew, 1965). Debido a esta liberacifn lenta del nityégeno
orgénico, el nitrégeno frecuentemente se convierte en un elemento

1§mitan1vo pera la produccidn de cultivos.

los fertilizantes nltrogenados se utilizan ampliamente para corregir la
deficiencia de nitrdgeno y elevar los rendimientos de las cosechas. Sin
embarge, debido a loe altos precios que han alcanzado los recursos
energéticos utilizados para la elaboracibn de los fertilizantes
nitrogenados, ha surgido la necesidad de encontrar altermativas para
obtener rendimientos adecuados, eepecialmente en las zonas agrfcolas
marginales, |



Tormentas eléctricas

Desnitrificacion (asimilatoria} Inmovilizacién N it !"é geno
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s
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Figura 1. Ciclo bioquimico del nitrSgeno.




La conversifn de Rz a la forma reducidas tiene una elevada demanda de
energla, debido a la estabillidad del enlace triple de la molcula de N,.
Esta energfa se requiere como energfa de activacidn, ya que la reaccidn
completa libera energfa. La reduccidn del NZ ocurre de dos maneras: a
nivel industrial, mediante el‘prnceso de fabricacidén de fertilizantes, o

a nivel biolégico, por la fijacibn de nitrégeno atmosférico.

El proceso industrial utilizado para la fabricacidn de fertilizantes
nitrogenados, denominado proceso de Haber-Bosch, tiene una alta demanda
de energfa debido & los sltog requerimientos de hidrSgenc, temperaturs vy
presifn . Por ejemplo, el requerimientc peara producir una tonelads de
amonio es de aproximadamente 1000 mz de gas natural o aproximadamente
una tonelada de petrSleo (7 barriles) (IFDC/UNIDD, 1979).

La fijacidn bioldgice de nitrdgeno es un proceso que también fmplica una
alta demanda de energfs, pero en este caso se obtiene de la radiaciSn
solar en condiciones ambientales de temperatura y presifin. Esto es
posible debido & la alta eficiencla de la enzima nitrogenasa,
catalizadora de la reaccién. De aqul se origina la importancia que tiene
el proceso de la fijacidn bioldgica de nitrdgeno para la agricultura, y
1a necesidad de desarrollar una tecnologfa adecuada para maximizar el

aprovechamiento de este recurso.
1.2 ORGANISMOS QUE FIJAN NITROGENO

Los diferentes microorganismos capaces de fijar 82 obtienen la energla
que requieren & partir de la fotosintesis, bien sea directamente, como
en el caso de las cianobacterias, ¢ indirectamente, de los carbohidratos
producidos por otros organismos fotosintéticos. En este {iltimo caso, los
microorganismos obtienen los carbohidratos gracias a su localizacin
dentro de la planta, en la rizosfera, o a partir de sustratos orgénicos
pregentes en el suelo, el agua, etc, Quispel (1974) presenta una
descripeidn detallada de todos los mircroorganismos que fijan nitrSgeno.

De loe microorganismos que forman asoclaciones simbiSticas con plantas

superiores, hongos o helechos, es de interés particular la asociacidn



que forman las leguminosas con bacterias de la familia Rhizobiaceae, la
cual da lugar a 1a formacibn de nbdulos radicales fijadores de

nitrdgeno.
1.3 LA ENZIMA NITROGENASA

La nitrogenasa, enzima que cataliza la reduccidn de Nz a §H3, ge
localiza en el Interior de las bacterias fijadoras de nitrbgeno. Esta
enzima tiene dos componentes principales: la protefina ferrosa y la
proteina molibdeno-ferrosa. La presencia de molibdeno en esta enzima, al

igual que en la enzima nitrate reductasa, explica el regquerimientc de

molibdeno para la asimilacidn de NZ y Eﬁgu.
En condiciones Optimas, la reaccidn de la nitrogenasa puede expresarse

de la sigulente manera:

+ -
Rz + 6H + Ge 2 NR3

_—.__.%
nitrogenasa

20 + 20~ H

La liberacidn de Hz reduce la eficiencla de la nitrogenasa y, en parte,
explica, la gran demanda de energfa requerida para sostener su
actividad. La cantidad de hidrSgeno liberado por los diferentes
organismos fijadores de nitrSgeno varia ampliamente; algunas cepas
{(denominadas Bup+) poseen un mecanlsmc de reciclaje de hidrogenoc por
intermedio de una enzima del tipo hidrogenasa, la cual ¢gxida parcial o

totalmente el H, producido, disminuyendo asi el gasto de energla.
Ademds de la accidn sobre el N2 y el 2KQ, la nitrogenasa cataliza la

reduccifn de otros sustratos) uno de ellos, el acetileno (Czﬁz}, es

reducldo a etileno (CZH&)' Esta reaccifn constituye la base del método
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de reduccidn de acetileno, utilizado para estimar la actividad de la
fijacibn de nitrSgenc, y se expresa en la siguiente forma:

- +
3C233 4+ be + BH -4 36234

acetileno nitrogenasa etileno

La nitrogenasa es extremadamente sensible al oxigenoc, razbn por la cual
los organismos fijadores de nitrSgenc son anserdbicos o han desarrollado
adaptaciones especfficas para proveerse de oxIgeno, & la vez que
prot?gen a lg enzime del oxigeno libre; por ejemplo, los nbdulos de las
leguminosas contienen leghemoglobina, la cual cumple esta funcidn,

Una descripcidn breve y comprensible de los procesos biloquimicos
involucrados en la fijacifn de nitrSgeno se encuentra en sl texto de
Sprent (1979).

La presencia de algunos compuestos orglnicos e inorginicos de nitrSgeno
ivhibe la fijacidn de ﬂz* Esta inhibicién puede ser de tres niveles: en
el primero, se inhibe la actividad de la enzima nitrogenasa presente; en
el segundo también se Inhibe la sintesis de nueva enzims por el producto
final de la reaccifn, el sﬂs, y por otros compuestos nitrogenados; y, en
el caso de la simbiosis con las leguminosas, ocurre un tercer nivel de
inhibicidn, ya que la presencia de N mineral inhibe la formaciSn de los
nSdulos radicales.

1.4 SIMBIOSIS LEGUMINOSA-RIZOBIO
1.4.1 VFamilis Leguminosae

La familia Leguminosae es muy amplis, con alrededor de 750 géneros y
unas 20,000 especies, incluyendc plantas cultivadas, numercsos &rboles,
plantas herbliceas y arbustos, las cuales desempefian una funcifn
importante en diversos ecosistemas. Las leguminosss tienen una
importancia particular en la alimentacifn humans (granos) y snimal
{forrajes), al igual que en la economiz del nitrSgenc del suelo, ya que
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la mineralizacibén de sus residuos constituye un aporte de nitrdgeno
disponible.

Lae leguminosas se caracterizan por tener hojas compuestas (aunque
algunas solamente las tienen en su estade juvenil, como Acacia koa,
Clitoria spp.), frutos en forma de vaina y, la mayvoria de ellas, nddulos
vadicales fijadores de nitrdgeno.

Segin la clasificacifn de Purseglove (1968), la familia Leguminosae

consta de tres subfamilisas:

Papilionoideae, con aproximadamente 400 géneros y 14,000 especies, entre
las cunles se encuentran casi todas las leguminosas de Importancia
agricola, Son plantas herbfceas, raramente arbustos o Arboles, y la
mayorfa de ellas forman nddulos fijadores de nitrégenoc. Entre sus

géneros estén: Lupinus, Lotus, Arachis, Pisum, Phaseclus, Vigna,

Glyeine, Centrosems, Pueraris, Styvlosanthes,

Mimogoideae, con més de 50 géneros y 2900 especies, adaptadas a las
regiones tropicales. La mayoria son arbustos y drboles, con muy pocas
plantas herbdceas. Casl todas las especies de esta subfamilia forman
nédulos., Entre los géneros com mayor nimerc de especles estdn: Inga,
Albizzia, Acacla, Mimosa.

Casgalpinoideae, con alrededor de 100 géneros y 1800 especiles adaptadas
a las regiones tropicales. La mayorfa son &rboles y arbustos. Pocas de
1as especies estudiadas forman nbdulos (alrededor de un 302). Entre los

géneros mds conocidos de esta subfamilia estén: Copaifera, Cassia,

Caesalpinia, Tamarindus.

1.4.2 Familis Rhizobiacese

Los rizobios son bacterias del suelo, caracterizadas por su habilidad
para infectar ralces de leguminosas e inducir la formacibdn de nédulos
fijaderes de Nz
en el tallo {como en Sesbania y Aeschynomene).

en las ralces, aunque en algunos casos se pueden formar
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Hasta hace poco se considerf que la familia Rhizobiacese inclufa dos
géneros: Rhizobium y Agrobacterium. Sin embargo, en la 8a. edicién del
manual de Bergey (Jordan, 1984), el género Rhizobium se subdividi® en
dos grupos, teniendo en cuenta la tasa de crecimiento y la produccisn de
acidez o alcalinidad en medio de cultivo levadura-manitol (LM), la

disposicién de los flagelos, la composicién de la base del ADN y los
géneros de plantas hospedantes con los cuales establecen simbiosis. En
el género Bradyrhizoblum, se ubicaron las bacterias de crecimients
lento, que producen aleslinidad en medio LM. Las bacterias de
crecimiento répidco, que producen scidez en medio de cultivo LM, se
clasificaron en el género Rhizobium (vEase el Cuadro 1}. En adelante,
se denominars con el nombre comin de "rirobios" a las bacterias
pertenecientes a los dos géneros.

Cuadro 1. Principales diferencias entre Rhizobium spp. ¥
Bradyrhizobium spp.

Sustratos
Forma de las Tamafio de carbénicos mis
Género Reaccidsn colonias las colonias importantes
———————— LM Agar a 28°C
Rhizobium Acida Circulares nis de 3 mm Manitol
convexas, de difmetro Sucrosa
gemitrasliici- en los
das, mucila- primeros 3 a
ginosas 5 dias de
incubacién
Bradyrhizobium Alcalina Circulares, 1 85 mn de Manjitol
convexas, difmetro en Glicerol
opacas o loas primeros
traslGcidas, 5 a 20 dias
de textura de incubacién
variable
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Los rizoblos de ambos géneros son bastones de 0.5 a 0.9 um por 1.2 a 3.0
um, pero ge torman pleombrficos en clertas condiciones de crecimiento.
Son bacterias mdviles, aerdbicas, Gram negativas y no forman esporas
(Figura 2). La temperatura y pH Sptimos para su crecimiente oscilan
entre 25 a 30°C vy 6 a 7, respectivamenﬁe, aunque existen cepas adaptadas

g condiciones mis extremas.

a2
T - e o o e

Figura 2. Microfotograffa de una cé&lula de Rﬁizobium phaseold,

ampliada 30,000 veces.

Existe clerta especificidad en la simbiosis entre los rizoblios y las
plantas hospedantes. El Cuadro 2 presenta las especies actualmente
reconocidas de rizobilos de los dos géneros, junto con sus plantas
hospedantes mids comunes. Se han registrado varios casos de leguminosas

que nodulan con cepas de ambos géneros, como en el caso de Glycine soja

(Keyser and Cregan, 1984).
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Cuadro 2. Especles de los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium y sus
géneros hospedantes.

Bacteria Géneros hospedantes

1. DE CRECIMIENTC RAPIDO

Rhizobium meliloti Medicago, Melilotus,
Trigonella
Rhizobium leguminosarum:
biovar. trifolii Trifolium,
blovar. phaseoll Phaseolus vulgaris,
blovar. viceae Pisum, Lathyrus,

Lens, Vicia

Bhizrobium loti Lupinug, Lotus, Anthyllis,

Ornithopus, lLeucaena

2. DE CRECIMIENTO LENTO

Bradyrhizobium japonicum Glycine max
Bradyrhizobium spp.:
Bradyrhizobium sp. (Vigna) Vigna, leguminosas forrajeras

y muchos otros

Bradyrhizobium sp. (Lupinus) Lotus pedunculatus,
Lupinus sp.

Fuente: Jordan, 1984.
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1.4.3 Ciclo de vida de los rizobios y nodulacidn

La asocilacion entre los rizoblos y la leguminosa consta de varias

etapas, las cuales se describen a continuacidn:
1.4.3.1 Vida libre y multiplicacidn en 1s rizosfers

Los rizobios son capaces de vivir heterotrSficamente en el suelo; en
estas condiciones, las cepas de rizobios varfan en su tolerancia al
calor, a la deficlencia de humedad y a los niveles extremos de pH, lo
cual afecta la habilidad de las cepas individuales para sobrevivir y
persistir en el suelo en ausencia de su leguminosa hospedante. Aunque se
sabe que algunas cepas de rizobios son capaces de fijar nitrdgeno fuera
del nédulo, aln no se ha determinado la fmportancia ecoldgica de este

fenfmeno.

Pna vez gque una leguminosa inlciza el crecimiento, en su rlzosfera se
crean condiciones favorables pars la multiplicacién de los rizobilos
especIficos para la especie de leguminosa. De esta manera se inicis el

proceso que conduce a la simbiosis.
1.4,3.2 Infeccidn y formacidn de los nddulos

Por lo general, el proceso de infeccidn ocurre por los pelos radicales
(el mani es una excepcidn). Los rizobios se multiplican sobre la
guperficie de la rafz, vy el pelo radical se curva. Los rizobios
penetran, entonces, a través de un hilo de infeccidn; el hilo de
infeccifn crece dentro de la corteza de 1la rafz, lo cual permite que los
rizobios penetren en las c&lulas corticales., Estas c&lulas, junto con

los rizobios, empiezan a multiplicarse para formar el nGdule (Figura 3).

Un nddulo completamente formado puede ser de dos tipos, dependiendo de
la especie hospedante: determinados e indeterminados. Los nddulos
determinados tienen un meristema de vida corta v son de forme esférica
{Figura 4), en tanto que los nOdulos indeterminados tienmen un meristema

persistente y son de forma alargada, y pueden ser ramificados (Sprent,
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a-

b.

Multiplicacidn de los €. Corteza nodular

rizobios

Curvatura del pelo B. Zona fijadora (bactercides)

radical

Hilo de infeccidn I. Zona de infeccifn y de
crecimients del nédule

Divigidn celular y formacion M. Zona meristemftica apical

del nédule

V. Tejido vascular

Figura 3. Proceso de infeccidn de la raiz y formacibén del nbdulo.
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Figura 4. Corte esquemfitico de un nédule determinade.

1979}, Los rizcobios presentes en los nddulos son pleomfrficos y se
conocen como bacteroides, los cuzles contienen la nitrogenasa; en una
membrana peribacterolde pueden haber inclufdos de 1 a 8 bacteroides, La
leghemoglobina se localiza afuera de las células hacteroides, y desde
allfl cumple la funcidn de suminigtrar oxIgenoc z estos organismos

aerdbhicos, a la vez que mantiene al oxIgeno libre en niveles bajos

(Appleby, 1974).

1.4.3.3 Funcifin de los nBdulos

Ademis de 1s energia requerida para la formacidn y el mantenimiento del
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nddulo, la actividad de fijacidn de nitrfgeno también depende de un
suministro adecuado de carbohidratos por parte de la planta. El
suministro de los carbohidratos varIs con el efclo de vida de la planta.
Durante la fase vegetativa, la actividad de fijacidn de nitrbgenoc
alcanza un nivel mé&ximo y luego declina =&l iniciarse la competencia por
carbohidratos para la produccién de semillas. Los cambios en la tasa de
fotosintesis causados por varioe factores, tales como ﬁaz, temperatura,
humedad, etc., también afectan la fijacion de nitrégeno. Las mediciones
de las tasas de fijacidn de nitrSgenc realizadas en un determinado
momentoe tienen, por lo tanto, escaso valor para evaluar la cantidad
total de nitrdgeno fijado.

Debido a su toxicidad para las plantas, el amonlo no puede ser
transportado en la savia del xilema. La mayorfa del amonio producido es
transportado hacia 1a parte aérea en forma de amidas {(glutamina,
asparagina) o ureidos (alantonina y &cido alantdico). Algunas especies
de plantas transportan una proporcidn mis alta de amidas, en tanto que

otrag transportan una mayor proporcién en forma de ureidos (Sprent,
1979). -

1.4.3.4 Muerte del nddulo y liberacién de rizobios al suelo

La muerte de los nddulos ocurre por la senescencia de la planta o por
otros fsctores adversos que afectan su crecimiento vegetativo tales como
sequia, inundacidn, deficiencias nutricionales y, en el caso de
leguminosag forrajeras, cortes o pastoreo fuerte. Los rizobios mueren o

son liberados al suelo, completando asi su ciclo de vida,
1.4.4 Caracteristicas de los nSdulos

En general, los nbédulos pueden desprenderse fhcilmente al tirar de ellos
suavemente, lo cual permite distinguirlos de les agallas causadas por
newAtodos. El tiempo entre la germinacidn y la aparicidn de los nddulos
visibles varia, dependiendo de la cepa de rizobio, la leguminosa, el
tamafio de la semilla, los niveles de nitrfgeno en el suele y otros

factores ambientales.
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Los nddulos warfan en su forma (redondos, alargados o ramificados) v
tamafio {Figura 5). Algunas leguminosas forman nédulos muy pequefios {ej:

Stylosanthes, Zornila, Desmodium}), en tanto que otras forman nddulos

grandes (Phaseoclus, Centrosema, Pueraria). Sin embargo, dentro de una

misma especie, el tamatic de los nSdulos depende de la cepa de rizobio y

de las condiciones ambientales.

Figura 5. Los nédulos fijadores de nitrbgeno tisnen formas y tamafios

variados.

t

El color interno de los nbdulos efectivos generalmente es rojo o rosado

debido a la presencis de leghemoglobina. 81 el color interno del nbddule
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es blance o verde, generslmente es Inefectivo. 8in embargo, aunque la
presencia de nbdulos grandes, sbundantes y de celor internc rojo puede
indicar alta fijacidn de Nz, &stos no son parfimetros definitivos para
evaluar la fijacibn de &2; los n&dulos rojos y abundantes también pueden
ser Inefectivos,

A medida que los nddulos se vuelven viejos y senescentes, la
leghemoglobina se convierte en legcholeglobina, de color verde. Un solo
nédulo efectivo puede mostrar, gimultineamente, zonas blancas, rojas y
verdes, las cuales indican freas de crecimiento del nbduleo, Sreas de
fijacifn activa de nitrdgenc y fireas de senescencla, respectivamente, Un
niSdule muerte es de consistencia blanda y pierde su estructura

répidamente.

Las plantas deficientes en molfbdeno tienden a formar nddulos de mayor
tamafic y con aspecto externo normal; sin embargo, al hacerles un corte,

se observan de color verde y aspecto senescente,
1.4.5 Terminologla descriptiva de la simbiosis leguminosa-rizobio
La habilidad de las cepas pares formar nSdulos se denominz infectividad;

en-csmbie, la habilidad de los nbdulos para fijar nitrdgeno se denomina
efectividad. Las evaluaciones de efectividad potencial e infectividad

potencial de cepas de rizoblos se realizan en.condiciones Sptimas de
crecimiento ¥ sin la competencia de otyos microorganismos (Date, 1977).

Clertas especies de leguminosas sflc forman nbdulos conm un range
limitado de cepas de rizoblos; estas leguminosas se denocminan
especificas. Otras leguminosas forman nSdulos con un rango amplio de
rizobios, aiglados de diferentes especies de leguminosas, vy se denominan

promiscuas (Figura 6).

En esta Gufz de Estudio, las cepas de rizobios presentes en el suelo se

denominan cepas nativas. Aunque las cepas incculadas pueden originarse

en el mismo ambiente, y también podrfan considerarse como cepas nativas,
aqui solamente se utiliza este término para la poblaclién nativa del
suelo, sin modificacidn por parte del hombre.
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Figura 6. Las leguminosas especificas nodulan sélo con una o unas

pocas . cepas de rizobios; las leguminosas promiscuas nodulan
con un amplio rango de cepas. )

1.4.,6 Evaluacidn de 1l simbiosis

Una evaluacidn rigurosa de la simbiosis leguminosa~-rizobio debe basarse
en la cuantificacidn del nitrdgeno fijado, bien sea por el método del
315 o por el método de reducciln de acetilenc u otros (Bergeraen, 1980).
$in embargo, estas evaluaciones son dispendiosas y costosas, por lo cual
ge pueden utilizar las evaluaciones de la nodulsacidn y del rendimiento
de N de la planta en condiciones de crecimiento definidas; si bien estas

evaluaciones no cuantifican la fijacidn, permiten evaluar la eimbiosis

22




degde el punto de vista agrondmico,

1.4.6,1. Evaluscién de lg nodulaclfn

Aunque las caracteristicas de la nodulacifin no estédn directamente
relacionados con la fijacibn de nitrdgeno, y para cada combinacidn
leguminosa-rizobio el nivel &ptimo de nodulacibn es diferente, estas
evaluaciones son muy Gtiles cuando se analizan conjuntamente con el
rendimiente de nitrdgenc de la planta.

Los par@metros que se tienen en cuenta en la evaluacidn de la nodulacién

- abundancia

- tamafio

- distribuecibn
- color internc

Abundancia y tamafio

Estos dos parBmetros se complementan, ya gue pocos nlidulos grandes o
michos nbdulos pequefios pueden tener la misma cantidad de tejido nodular
activo,

pigtribucidn

Los nbdulos en corcna son los primeros en formarse, y tienen mayor
probabilidad de provenir de las cepas Inoculades. Generslmente son mis
efectivos por estar més cercanos a8 la fuente de carbohidratos.

Color internc

El color internc de los ndédulos vivos puede ser rojo, rosade, verde,
blanco, negro o marrén. Debe recalcarse que, un solo nddulo puede
presentar dos colores. El color internc de un nddulo efectivo
generalmente es rojo ¢ rosado, por la presencia de leghemoglobina. Sin

embargo, algunas cepas inefectivas taembién pueden formar nbdulos rojos.
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Los nSdulos verdes y blancos generalmente son inefectivos. También

existen algunas cepas que forman nbdulos negros.

1.4.6,2. Determinacifn del contenido de nitrSgenoc en el teiido vegetal

Lla determinacifn de le concentracifn de nitrégeno en el tejido vegetal
es lmportante para determinar la efectividad de la simbiosis. Aunque el
rendimiento de materia geca puede dar una indicacién del contenido de
nitrdgenc, la relacifn entre los dos parfmetros no necesariamente es
lineal (Haydock et al., 1980). Asf, para evaluar la efectividad de la
simbiosis, es necesario obtener datos de rendimiento al igual que de la
goncentracién de nitrbgenc en el tejido vegetal, empleando el
rendimiento de nitrSgenc (en mg/planta o kg/ha) como parfmetro principal
de la evaluacidn, También es importante controlar el nivel de nitrbgenc
mineral disponible para el crecimieto de la planta, ya que, splamente en
el caso de que el nivel de nitrbgeno mineral disponible sea bajo, la
mayor parte del nitrfgenc que contiene la planta proviene de la fijacidn
simbibtica.

Adems, ctuando se evalGa la simbiosis en suelos representativos de una
regidn, es necesario establecer tratamientos con inoculantee y sin
ellos, para poder evaluar la efectividad de las cepas nativas e
inoculadas., En el Capitulo 2 se describe el manejo de los rizobios para
producir los inoculantes para este tipo de ensayo. En el Capltulo 3 se
discute en detalle el montaje y manejo de los ensayos agrondmicos para
evaluar la simbiosis, empleando la nodulacién y £l rendimiento de
nitrdgeno como parimetros de evaluacidn.
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PREGUNTAS DE ESTUDIO

En las preguntas 1 a B complete los enunclades, llenandc los espacios en

blanco:

1,

2.

5.

La enzima que cataliza la reaccién que convierte el nitrégenc

molecular en amonio es la

*

Las bacterias de la familis Rhizobiacese se clasifica en dos
g&€neros, Rhizobium y Bradyrhizobium. Complete el sigulente cuadro

con sus principales caracteristicas:

Género Reaccidn Tasa de crecimlento Ejemplo
Rhizobium

Bradyrhizobium

Enuncie lag cuatro etapas del ciclo de vida de los rizobios:
1. 2.

3. 4,

Hay cuatro par@metros que se utilizen para evaluvar
las leguminosas en el campo; estos sgon:
1. 2.

1a nodulacitn

en

3. &O

Defina brevemente la funcidn de la leghemoglobina:
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Es conocido que los altos niveles de N mineral en el suelo inhiben
la fijacidn de nitrbgeno. En el caso de la simbiosis
leguminosa~-rizobio, esta inhibicibn pueden darse en los sigulentes
tres niveles.

1.

2.

3.

Defina brevemente los siguientes conceptos sobre la simbiosis
leguminoga~rizobio:
Infectividad

Efectividad

Ly
La conversifn de N molecular a HH3 es un proceso que requiere alta

energfa debido 2

Frente & cads unc de los enunciados que sigue a continuacidn, cologue

una (C) si considera que la affrmacién es clerta, una (F) en caso

contrario,

9.

1GC

11,

12.

La mayoria del N del suelo se encuentrs en forma orgénica,
no sgprovechable pars las plantas. ()

Las estructuras responsables de la multiplicacidn de los

rizobios son las esporas. ()

El rendimiento de nitrSgeno de una leguminosa es un
parfmetro que cuantifica el ¥ fijado. ()

Los nbdulos mfs cercanos & la rafz principal generalmente
son méa efectivos. ()
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13. El nitr6geno cedido por los nbdulos & las leguminosas es

transportado por el xilema en forma de amonio. ()

14, La nitrogenasa también cataliza la reaccidn que convierte

el acetileno en etileno. ()

En las sigulentes preguntas, marque la alternativa que complementa

correctamente el enunciado.

15, La enzima nitrogenasa es muy seneible a:
a. 1a temperatura
b. 1la humedad
c. lsa sequla
d. el oxigeno

e, todas las snterilores

16, 1La infeccién de los rizobios & las ralces ocurre generalmente a
través de:
a. las ralces secundarias
b. los pelos radicales
c. las células corticales
d. loa puntos de crecimiento

e. todos los anteriores

17. El1 tamafic de los nddulos radicales es determinade principalmente
por:
a. la cepa de rizobioe
b. la leguminosa
¢. las condiclones de manejc
d. las condiciones ambientales

e. todas las anteriores

18. El méiximo suministro de energfa {carbohidratos) de la leguminosa
hacia los nbdulos ocurre en:
a. l1a fase vegetativa
b. 1lz floracidn
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19.

20.

c.
d.

la fase reproductiva
12 madurez

es constante

El ¢olor interno rojo de los nbdulos activos se debe a:

La mayoria de las leguminosas de importancia econfmica pertenece a

la nitrogenasa
los bacterioides
1a leghemoglobina
el oxfgeno

ninguna de las anteriores

la submafilis

a.
b.
c.
d.

€.

Mimosoideae
Papilionoildease
Caepalpinioideae
ayh

byec
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2. MANEJO DE LOS RIZOBIOS

Para lograr una combinacifn leguminosa-rizobio efectiva, es posible
interveniy para modificar intencionalmente la actividad de la simbiosis,
bien sea seleccionande legumwinosas que nodulen efectivamente con las
cepas nativas locales, o modificande la poblacibn de cepas nativas

mediante 1la inoculacién con cepas seleccionadas.

La preparacifn y evaluacifn de los inoculantes constituye una parte muy
fmportante en los trabajos de evaluacisén de la eimbiosis
leguminoga-rizebio, ¥y requiere de un laboratorio dotado de clertos
equipos para realizar los procedimientos de alslamiento, autenticacidn,
evaluacldn y preservacidn de las cepas de rizobio, al igual que paras
preparar los inoculantes necesarios para los engayos ¥ evaluar su
calidad. Sin embargo, la mayor parte del trabajo requerido se puede
realizar en un lsboratorioc de fitopatologfa o de bacteriologfa snimal;
el laboratorio no tiene que ser dotado especlalmente psra trabajos de
rizobiclogia.

Los Inoculantes inicialmente se producen a partir de cepas de rizobios
aislados de nidulos activos. El aislamiento puede ser realizado
directamente por el interesado o por otra persona o institucidén que
pueda suministrar las cepss para las pruebas agrondmicas. De cualquier
manera, e necesario tener conocimiento sobre el manejo y la

preservacion de cepas para trabajar con inoculantes.

2.1 RECOLECCION Y MANEJ DE CEPAS DE RIZOBIOS

2.1.1 Recoleccidn y preservacidn de los nddulos

El propbsito de la receleccidn de nddulos es disponer de un range amplio
de germoplasma de rizoblos provenientes de diferentes ambilentes ¥
diferentes ecotipos de leguminosas, para tener mayor probabilidad de

encontrar cepas con buen potencizl como inoculantes, Si en 1a localidad

no existen las condiciones apropiadas para realizar el aislamiento de
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las cepas, los nbdulos pueden enviarse & un laboratoric gue reuna las

condiclones necesarias.

Una vez colectedos, los nSdulos se descomponen rE&pidamente ei no ae
conservan en tubos que contengan un degecante, Estos tubos, prevismente
preparados, deben llevarse durante los viajes de coleccifn para poner
los nfdulos dentro de ellos inmediatamente despufs de recolectados
(Figura 7).

La &poca mfs adecuada para la recoleccidn de nSdulos es durente la fase
de crecimiento vegetativo de las plantasz. S1i se buscan durante otra
estacibn ¥y no se encuentran nbdulos en las plantas, ee puede recolectar
un poco de suelo de los alrededores de las ralces, y posteriormente
Inoculay una planta con esita muestra para que ge formen nfdulos con los

rizobios procedentes del sitio de oriIgen de la planta,

Es importante inecluir, junto con los nbduleas, tode la informacidn acerca
de su orfgen; ademfis, si se envian a otro pals para que aislen de ellos
los rizoblos, deben enviarse junto con loe certificados fitosanitaricos

correspondientes.
2.1.2 Aislamiento, caracterizacibdn y autenticacifn de rizobios

El proceso de aislamiento de rizoblos de los nSdulos incluye varios
pasos para separarlos de los contaminantes presentes. Ademfis, es
necesario realizar una serfie de pruebas para caracterizar vy autenticar
los rizobios aigladog, Una vez sutenticados, se puede evalusr su
efectividad potencial (su capacidad de fijar Rz con las leguminosas en
condiciones Sptimas), aunque este (iltimo paso no es un requisito para

proceder con las evaluaciones agrondmicas posteriores.
2.1.2.1 Alslamiento
El aislamiento del rizobic se inicis esterilizando la superficie del

nSdulo, aplastindolo y estrifindolo sobre medic de cultive LMA
levadurz-manitol-agar) con un pH apropiado. Para purificar es necesario
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_ " Tubo de ensayo firmemente cerrado
. con tapén de caucho

—— Muestra de nadulos

Algoddn

Desecante
{CaCl, anhideo o gel de silive)

Figura 7. Tubo con desecante, empleado para preservar los
nédulos colectados.
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sembrarla varias veces a partir de colonias individuales, estriando o
rastrillando en la superficie del agar (Figura 8).

Las coloniae tfpicas de rizobios se reconocen por su apariencia, tasa de
crecimiento y produccifin de alcalinidad o acidez. En el medio de cultive
se puede incluir un indicador de pH; por ejemplo, en wedio LMA con pH
inicial 6.8, se incluye el azul de bromotimol, el cual torna el medio de
color amarillo con la produccidn de acidez, y de color azul con la
produccidn de alcalinidad., En lugar de los indicadores de pH, al medio
se le puede incorporar come Indicador, rojo del Congo, el cual puede
ayudar a diferenciar los rizoblios de otras bacterias. En general, las
colonias de rizobios presentan tincidn d&bil con este colorante, en
tanto que las colonias de muchas otras bacterias adquieren un color rojo
mis intenso; sin embargo, ésta no es una caracteristica definitiva, ya
que su expreslidn varfa con la concentracién de reactivo, la edad del

cultivo v la exposicidn de las cajas & la luz.

La tesa de crecimiento tambifn syuda a reconocer las colonias de

rizobics, especlalmente las del género Bradyrhizobium, debido a que

muchos contaminantes crecen mi#s rdpidamente que ellas {(en 1 & 2 dfas) v

pueden ser eliminados.

Cuando las muestras contienen muchos hongos, en el medio de cultivo ge
pueden incluilr fungicidas. Aunque &sto no inhibe completamente el
crecimiento de los hongos, sl evita que invadan las cajas Petri

completamente.

La siembra de los cultivog en medio peptona~glucosa también puede ayudar
a identificar contaminantes, La mayorfa de los rizobios no crecen bien
en este medic, pero una proporcifn grande de contaminantes sf crecen en

24 horas y producen acidez.

El mejor mé&todo para sprender a reconccer las colonlas de rizobios

consiste en compararlas con el crecimiento de cultivos ya autenticados.
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Figura B, Métodos de estriado y rastrillado para la siembra de

cultivos de rizobios.
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2.1.2.2 Autenticacifn

Una vez se purifiquen los aislemientos y se describan las
caracterfsticas de las colonias, su tasa de crecimiento y la produccibn
de glcalinidad o acidez, existen otras pruebas que se realizan para

autenticarlos:

4. Reacclidn de Gram
b. Prueba de ketolactasa
¢, Babilidad para nodular una leguminoss (infectividad)

Todos los cultiveos tipicos deben examinarse al microscopio, directamente
por contraste de fase o por coloracifn de Gram;los rizobios son

bastones, méviles, vy Gram negativos.

La prueba de ketolactasa se utiliza para distinguir entre Rhizobium y
Agrobacterium. La presencia de ketolactasa confirma que el alslamiento

es Agrobascterium.

El G(inico criterio definitivo para autenticar los rizobios, es su
habilidad para formar nddulos (infectividad), pues s8lo los rizobios {y

Agrobacterium tumefacilens) son capaces de formar nddulos (tumores) en

las rafces de leguminosas.

La prueba de infectividad (habilidad para formar nSdulos) se realize
medisnte la fnoculacién de plantas sembradas en un medio estéril; se
evaliia la formacifn de nddulos, siempre haciendo comparaciones con un
testigo no inoculado. El sistema de crecimiento depende del tamafio de la
planta escogida para la prueba. Puede hacerse en tubos de ensayo, en
bolsas de crecimiento o en jarras de Leonard (Figura 9). En estas
pruebas no es necesario evaluar el rendimiento de las plantas, sino

solamente la presencla o ausencia de nbdulos.
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Tapén de mapuma

| Arena paratinada

Argnn dn cuarzo
{ayads

Botallia de 600 mi
sin fondo

Frasco de
1000 mi

[ Rbndic de Norris y Dste

- Papw! oxtuco - Machs de algodén

- Madio de cultive

A. Bolsa d¢ polgwapileng B. Haiz de pspe! absorbente

. Solugidn nutritiva de Sendman

Figura 9. Dispositivos para evaluar la infectividad de ijw
cepas de rizobios,.
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2.1.3 Efectividad potencial

Las pruebas de efectividad pctenciul.se realizan pars evaluar la
habilidad gue tengan las cepas de rizobios para fijar nitrbgenc con una
determinada leguminosa en condiciones Sptimas de crecimiento. El
cbjetivo es medir &l potencial gen&tico de la simbiosie para fijar
nitrbgenc} por eso, es importante eliminar todoe los factores limitantes
del crecimiento de la planta (excepto el nitrfgeno). Las jarras de
Leonard fueron disefiadas con este propbsito; sin embargo, ain usando
jarras de Leonard, es necesaric optimizar la intensidad de ls luz, la
disponibilidad-de nutrientes, etc. Ademiéig, en esta prueba sf es

necesario evaluar &l rendimiento.

Las pruebas de efectividad potencial no son un requisito para realizar
lag pruebas agrondmicas que se describen en el Capftulo 3, y no deben
emplearse como método de preseleccibn de cepas, ya que eg mis importante

la evaluacién de las cepas en suvelo que en medio estéril.
2.1.4 Preservacién y reconstitucién de cepas

Después de que las cepas de rizoblos hayan sido aisladas y autenticadas,
es necesario preservarlas adecuadamente para conservar su viabilidad ¥
estabilidad genética. Las cepas se pueden preservar durante dos a tres
meses en tubos con LMA inclinado, manteni&ndolas en condiciones
refrigeradas. No obatante, se debe tener en cuenta que algunas cepas
tropicales pueden ser sensibles a las temperaturas bajas, y que los
cultivos repetidos de una cepa pueden provocar cambios genZticos en los

rizoblos.

81 pe desea almacenar cepas durante perfodos de mefs meges o més, la
mejor manera de mantener los cultiveos de rizobios en condiciones
genéticamente estables es mediante una desecaciln adecuada.

2.1.4.1 Liofilizacidn

La liofilizacifn o desecado en frfo es un método ampliamente utilizado
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para la preservacibn de microorganismos. Consiste en un enfriamiento
répido de las cepas hasta temperaturas muy bajas, seguido por una
deshidratacifn ripids mediante sublimacidn por alto vacfo. Se deben usar
cultivos de bacterias completamente puros, y es convenlente obtenerlos
de cajas Petri con medio de cultivo donde se pueda distinguir flcilmente
si hay o no contaminacidn. El medio comfinmente usado para suspender las
cepas e6 peptona al 5% y sucrosa al 10X,

Las cepas liofilizadas se conservan al vacifo en ampollas de vidrio, Para
reconstituirlas, se rompe la ampolla, se suspenden las cé&lulas en el
medio de cultivo, y se resiembran en medic LMA; estos cultivos pueden
demorarse mfs en crecer que los cultivos frescos, Los cultivos

liofilizados pueden permanecer visbles durante varios afos.
2.1,4,2 Preservacidén en fragmentos de porcelansa

En esta té&cnice se utilizan perlas de porcelana no vitrificadas, del
tipo utilizado para los aisladores el@ctricos. E1 cultivo que se desea
preservar se hace crecer en medio LM 1fquido y se le agrega maltosa al
102, Las perlas de porcelsna esterilizadas se Impregnan de este caldo ¥
se guardan en un frasco esterilizado que contiene un desecante. Cuando
se necesita obtener un cultive, se extrae una perla v se resiembra en
medio IMA o LM 1lfquido. El frasco de existencias puede utilizarse varias
veces hasta que ze& hayan agotade todas las perlas. Las perlas se

conservan mejor en el refrigerador y se deben rencvar cada tres afos.
2.1.4.3 Preservacidn en aceite minersl

Egta técnica &s una alternativa menos segura que las anteriores.
Consiste en hacer crecer las cepas que se desea preservar, en tubos que
contengan LMA inclinado, y luego cubrirlas con una capa de aceite
mineral esterilizado para favorecer la conservacldn, Mediante ests
técnica pueden preservarse hasta seis meses a la temperatura de un

refrigerador.
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2.2  PREPARACION Y MANEJO DE INOCULANTES

2.2.1 Funcifn de los inoculantes

Se le llame inoculante & la mezcla de un cultivo de cepas de rizobios
con un soporte., El soporte mis utilizado es la turba (suelo con alto
contenido de material orgénico). La funcibn del inoculante es permitir
la supervivencia y la facil manipulacifn de los rizobios para asociarlos
con la leguminosa deseada.

2.2.2 Preparacidén de los inoculantes

2.2,2.1 Multiplicacibn en medic 1lIquido o en una superficie de agar

Para producir cantidadea grandes de ingculantes, es necessrio
multiplicar las cepas en un medio de cultivo 1fguido. Existen
fermentadores de diferentes tamafios y disefios, los cuales se pueden
utilizar para este propdsito., Para cantidades pequefias, se pueden
multipiicar en una superiicie de asgar y luego suspenderlas en el caldo.
Esto tiene la ventaja de permitir que la pureza del cultivo se pueda
controlar ficilmente en forma visual, en tanto que en un medioc 1fquido
eg necesaric tomar otrag medidas para asegurarla (pH final, examen al

microscopic y cultivo en medio peptona-glucosa).

Para los ensayos de invernadero, en los que no es necesario almacenar
los inoculantes, se pueden usar caldos o suspensiones de rizobios para

inocular directamente las pléntulas.

2.2.2.2 Preparacifn, empaque, maduracién y almacenamiento del

inoculante

Para preparar un inoculante con base en turba, se mezcla directamente el
caldo o la& suspensifn de c&lulas con la turba. Factores como el pH y la
humedad final de la turba afectan la sobrevivencis de los rizobfos. 51
ge estf utilizando turba esterilizada, se puede inyectar el calde

directamente a las bolsas plésticas previamente empacadas, tomando las
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precaucioneg necesarias para evitar la contaminacifn. Para preparar
inoculantes con base en turba no estéril, se mezcla el caldo con le
turba y luego se empaca en bolsas de polietilenc delgado que permitan el

intercambioc de gases con el ambiente,

Una vez se hayan mezclado las células con la turba, ge incuban los
inoculantes frescos a temperaturas de 25-30°C durante una semana, para
permitir la multiplicacién de los rizobios. Este procesc se llama
"maduracifn" del inoculante,

El inbculo es un producto biolfgico y, por lo tanto, no puede
almacenarse y manipularee de ls misma forma que un fertilizante inerte,
ginc Que es necesarlo tomar precauciones para su preservacidn y uso
adecuados. Cuando el indculo estd preparado con base en turba estéril,
se puede almacenar a temperatura smblente durante seis meses, siempre y
cuando Esta no sea superlor a 30°C. La conservacidn del inSculo
preparado con base en turba no esté&ril generalmente es mejor a
temperaturas bajas, con lo cual se previene el crecimiento de
contaminasntes. Algunas cepas tropicales no toleran temperaturas bajas
{por ejemplo TAL 182 y TAL 1000; WifTAL, 1984) y no deben almacenarse en
refrigerador, lo cual reduce el tiempo de almacenamiento.

2.2.3  Evaluacidn de la calidad de los inoculantes

Aunque un Inoculante supuestamente contiene cepas efectivas de rizobios,
existe la posibilidad de que el medio de cultivo esté contaminade o que
haya ocurrido una alta mortslidad de c&lulas de rizoblo; por esta razébn,
se recomienda realizar recuentos de rizobios tanto en el inoculante como
en lae semlllas imoculadas. Cuando se presenta una falta de respuesta a

1la inoculacidn en el campo, é€sto ayuda & definir sus causas,

Se considera que 2 x 10? rizobios/g de inoculante 6 300 rizoblos/semills
son las cantidades mInimas de rizoblos requeridas para obtener una
nodulacidn adecuada. Sin embargo, son aconselables niveles mayores
(194-106 rizobios/semilla}, especialmente cuandc existe competencia con
cepas nativas.
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Para hacer recuentos de rizobios en los inoculentes o en las semillas
inoculadas, en general existen dos métodos: el recuento de colonias de
rizobios en cajas de Petrl y un recuento basado en la formscidn de
nidulos en plantas de leguminosas. Debldo al amplic range que puede
existir en las muestras en lo que respecta al nimero de rizobios (entre
0y 1010133, es necesaris hacer p;eviamﬁnte una serie de dilucicnes para

efectuar los recuentos.
2.2.3.1 Recuentos en cajas Petri

Los recuentos en cajas de Petrl s6lo se pueden realizar si la muestra
estd libre de contaminantes, porque si crecen muchos contaminantes, es
muy diffcil reconccer las colonias de rizobios. Este m&todo supone que
cada colonia se origina & partir de una sola célula de rizobio. Para
realizar el recuento, se distribuyen alfcuotas de las diluciones
preparadas en medfic LMA en cajas de Petri, y se hace un recuento en la

dilucidn en la cual las colonias crezcan blen separadas.
2.2.3.2 Recuentoc en plantas {(nlimero mde probable, NMP)

El m&todo del nfimero m&s probable (NMP) permite estimar la poblaciln de
un microorganisme sin hacer un recuento real de cf#lulas o colonias. En
el caso de rizobios, la técnica del NMP se basa en la formaciSn de
nfdulos en plantas inoculadas con alfcuotas de las diluciones sucesivas
de la muestra. En las condiclones esteblecldas parsa este método, se debe
formar un uddulo en la planta hoapedante si una cglula de rizobio estd

presente en la alfcuota.

El método del NMP para plantas se puede realizar en tubos de ensayo o en
bolaas de erecimiento (growth pouches), dependiendo del tamaifio de la
planta hospedante. La leguminosa que se usa con mfs frecuencia para los
recuentos del grupo de rizobios que nodula con leguminosas forrajeras

tropicales es Macroptilium atropurpureum cv. "Siratro™. Esto se debe a

su habilidad pars nodular con un rango amplio de cepas de rizobios de
crecimiento lento y a que es mis £ficil hacerla crecer en tubos de ensayo

por ser una planta de porte pequeifio. Cuando se trabaja con frijol o
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leguminosas de grano que tienen semillas de mayor tamaiio, se deben

utilizar bolsas de crecimiento.

Para realizar cada recuento, ge inoculan guatre tubor o belsas de
erecimiento, con ceda una de seis o més diluciones de la muestra;
después de tres a cuatro semanas de crecimiento, se hace la evaluacifn
de la nodulacidn (presencia ¢ ausencla de nSdulos en cada tubo o bolsa),
Con base en la teorfa de la probabilidad, y utilizando lag tablas de
conversién desarrolladas para este propSsito (vEase Simbiosis
Leguminoss-Rizobio, Manual de Evaluacidn, Seleccidn y Manejo"), es
posible calcular el nimero m3s probable de rizobios en la muestra a
partir del nimero de plantas con o sin nbédulos que reciben cierta
cantidad del inSculo,

2.3 INOCULACION

En casl todos los suelos se encuentran poblaclones nativas de rizobios.
Sin embargo, estas poblaciones varfan en cantidad, especificidad vy
efectividad (Figura 10).

2.3.1. Objetivo de la Inoculacidn

El objetivo de la incculacidn es modificar la poblacidn de rizobios en
el suelo, mediante la introduccidn de cepas efectivas. Es mids probable
que una leguminosa especifica responda a la Inoculacién en el campe que
ung leguminosa promiscua, debido & la escasez de cepas nativas en el

suelo que nodulen con las leguminosas especificas.

5in embargo, aiin en el caso de gque una leguminosa promiscua forme
nddulos abundantes con las cepas nativas, varioe factores afectan la
efectividad de la simbiozis en el campo: 1} la mezcla de cepas nativas
en el suelo puede inclulr pocas cepas efectivas; 2} las cepas
inefectivas pueden ser mis competitivas y evitar la nodulacidn por las
efectivas; 3) las condiciones de estrés pueden modificar la efectividad
de la simbiosis cuando una leguminosa crece en condiciones de campo. En

consecuencia, es comiin observar que las leguminosas promiscuas presenten
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FECTIVA

Figura 10. Las cepas no infectivas no forman nddulos con la leguminosa
hospedante. Las cepas infectivas pueden establecer una
simbiosis inefectiva, semlefectiva o efectiva con 1a

leguminosa hospedante.

nodulacidn "semiefectiva" con las cepas natives en el campo (nodulan,
pero fijan una cantidad reducida de Né que no les permite alcanzar su
potencial de rendimfento). Como resultado, alin una leguminosa
clasificada como promiscua puede requerir inoculacidfn en condiciones de
campo, al igual que una leguminosa especffica.
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En el caso de leguminosas que forman una simbiosis semiefectiva con las
cepas nativas, ee necesario que las cepas presentes en el inoculante
gean capsaces de competir con las cepas nativas por los sitlios de
nodulacisn, Por otra parte, una posible falla del inoculante no tiene
consecuencias muy graves puesto que las cepas nativas fijan algln
nitrSgeno, aunque no sea una cantidad muy alts. Cuando se inoculan
leguminosas especificas que zno nedulan con las cepas nativas en el
guelo, no hay problema de competencia entre las cepas nativas y las
inoculadas, Pero si el inoculante falla por alglin motivo, la planta
gufrirfa deficiencia aguda de N,

2.3.2 Inoculacisn de las semillas

La semille se puede inocular mediante la simple mezcla del inoculante
turbogo con agua, y agregéndolo & ls semilla, Sin embargo, el niimeroc de
rizobles por semilla y su supervivencia es mucho mayor si el 1noculante
ge pega a la semilla con un adhesivo ¥ 81 la semilla inoculada se cubre
con un material protector como roca fosférica o cal. Los pegantes wés
frecuentemente utilizados son la goma ar@bige, la metilchluloea, la
leche y el azGicar. Los resultados publicados generalmente muestran que
ia goma arfbiga ez el pegante que permite una mayor supervivencia del

rizoblo en la semilla.

Le supervivencia de los rizobios en las semillas puede ser baja debide
al desecamiento de las c&lulas, lo cual causa su muerte. Por esta razin,
no debe haber demors entre la Inoculacidn y la siembra, Para los ensayos
de campo, es aconsejable hacer la inoculsacidn en las primeras horas de
12 mafiana, con el fin de poder hacer los recuentos vy la siembra en el

transcursc del mismo dfa.

2.3.3 Inoculacidn del suelo

El Buelo ge inocula cuande las semillas han sido tratadas con elementos
téxicos para los rizobios o cuando se requiere un mayor niimero de

rizoblos que no ese le puede aplicar a las gemillas. En situaciones en

las que hay mucha competencia con las cepas nativas, este método de
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inoculacifn aumenta la probabilidad de gque las cepas inoculadas formen

una alta proporcidén de nddulos,

Se aplica hasta un gramo {1l g) de inoculante por metro de surco, lo cual
equivale a 10-20 kg de inoculante/ha, Estas grandes cantidades de
inoculante generalmente no son recomendables para ser usadas por
agricultores, pero son (tiles en ensayos preliminares en los que se
pretende eliminar la competencia con cepas nativas o en los que se
congidera factible que los agricultores usen este tipo de inoculante,
como por ejemplo, en pequefiag &reas en las que cultivan productos de

alto valor.

&4




PREGUNTAS DE ESTUDIO

Enuncie brevemente el propdsito de cada uno de los siguientes

procedimientos:

1.

3.

6.

Recoleccidn de nddulos:

Alslamiento de los rizobios de los nbdulos:

Autenticacidn de los rizobios:

Evaluacidn de la efectividad potencial de los rizobios:

Pregervacifén de cepas de rizobilos:

Inoculacidn:

Maduracién de incculantesg:

Evaluacidén de la calidad de los inoculantes:

En las siguientes preguntas, complete los enunciados llenando los

egpacios en blanco:
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9.

10.

11,

12.

Tres de los principales parfmetros que identifican las colonias
tipicas de rizoblos son:
i.

2.

3.

Exigten varias pruebas que permiten autenticar loe rizobios. Las
principales son:
ll

2.

3‘

{Cuil es la m#s concluyente?

Fxisten varios métodos para preservar las cepas de rizobilos. Tres
de ellog son:
1.

20

3'

1Cull es la mids eficaz?

Explique brevemente el procedimiento que seguirfa para aislar
rizobios, si la planta que a usted le interesa no presenta nddulos

en el momento de la recoleccién.

Frente a cada uno de los enunciados que siguen a continuacidn, coloque

unz (C) &l considera que la afirmacidn es cierta, o una (F) en caso

contrario.

13.

14.

El Rojo Congo es un indicador que ayuda a distinguir loe
rizoblos de otras bacterias. ()

Las leguminosas promiscuas no requieren imoculacifn en

el campo. ()
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15.

16.

17.

18,

19.

20,

2.

22.

23.

24.

25.

La evaluacidn de la calidad de los inoculantes se realiza
para celcular la cantidad que se debe agregar a las

semillas.

Los tubos que se preparan para preservar los nbdulos

colectados en el campo deben contener un desecante,

La mejor &poce para colectar n&dulos actives es durante

la fase reproductiva de las leguminosas.

La pruebs de ketolactosa se emplea para diferenciar los

rizobios de Agrobacterium sp.

La exceaiva demora en sembrar las semillas incculsdas

puede causar la muerte de los rizobios debida a desecacidn

Cuando se va & sislar rizobios de un nbdulo y se
desconoce & qué género pertenecen, se debe uzar medio

de cultivo con varios niveles de pH,

En 1a inoculacifn de gemillas, la inclugidn de un

adherente contribuye a la gupervivencis de lop rizobics.
Para la evaluacidn de los inoculantes preparados con
base en turba estéril, se recomienda el método del némero

mis probable {(NMP},

Para que la inoculacién tenga &xito, las cepas utilizadas

deben ser competitivas.

La prueba de peptona-glucosa se emplea para autenticar
cepas de rizoblos.

La inoculaciBn del suelo es un método que ayuda a eliminar

la competencis de las cepas nativas.
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3. EVALUACION AGRONOMICA DE LA SIMBIOSIS LEGUMIKOSA-RIZUBIO

El proceso de fijacidn de nitrégenc y su eficiencia son el resultado de
una compleja interaccidn, genéticamente controlada, entre los dos

organismos Involucrados (planta y rizobios) y el ambiente.

Es importante decidir en qué momento y de qué manera incluir la
evaluacidn v el mejoramiento de la fijacidn simbiStica de nitrdgeno en
el proceso de seleccidn de leguminosas, seglin las necesidades del
programa. Las evaluaclones de fijacidén de nitrbgeno deben complementar
las evaluaciones de otrae caracteristicas deseables, para poder
seleccionar las leguminosas con la mejor combinacidn de todas

las caracteristicas.
3.1 QBJETIVOS, TRATAMIENTOS ¥ PARAMETROS PARA LA EVALUACION AGROROMICA

La evaluacidn agronfmica de la simbiosis leguminosa-rizobic tiene como
objetivo seleccionar germoplasma de leguminosas que tenga un elevado
potencial para fijar nitrSgeno atmosférico en condiciones locales

determinadas.

Para alcanzar este objetivo, no siempre serd necesario inocular las
leguminosas seleccionadas, va que, en algunos casos, &stas establecen
una simbiosis efectiva con las cepas nativas de rizoblos. Cuando las
cepas nativas no son efectivas, es necesaric selecelonar tanto las
leguminosas como las cepas de rizoblos para lograr una asdecuada

combinacidn de los dos simbiontes.

Para caracterizar las leguminosas segin la efectividad de la simbiosis
que establecen con las cepas nativas o inoculadas, es necesario
selecclonar los tratamientos sproplados; dichos tratamientos dependen de
la etapa de seleccidn en la cual se encuen§rsn las leguminosas,. Existen
tres tratamientos principales, de los cuales se usan combinaciones para

evaluar la fijacidn de nitrdgenc. Estos tratamlentos son los siguientes:
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- Bajo mivel de disponibilidad de nitrbgeno, sin inocular (~ sin

inocular).

- Bajo nivel de disponibilidad de nitrbgeno, con inoculacifn
(winoculado).

- Alto nivel de disponibilidad de nitrégeno, sin inocular (= alto N},

La aplicacién de estos tratamientos o de sus combinaciones permite
caracterizar agronfmicamente la simbiosie en suelos representativos, en
relacién con los sigulentes aspectos: 1) efectividad relativa de las
cepas nativas; 2) rendimiento potencial de las leguminosas cuando no
tienen limitacitn en el suministro de nitrSgeno; 3) efecto de los
inoculantes en el rendimiento; 4) necesidad de realizar mejoramiento
genético, en el caso de que existan limitaciones en la capacidad de la
planta para fijar nitrSgeno y 5) efecto de otros factores de manejo

agrondmico en la simbioeis.

Es necesario establecer condicicnes de baja disponibilidad de nitrSgeno
para poder observar el potenclal de rendimiento de la planta cuando el
suministro de nitrdgeno depende casi totalmente de ia fijacién
simbidtica. Esto se debe al hecho de que el nitrégeno mineral inhibe
tanto la nodulacidén como la actividad de los nédulos, ya que es
absorbide preferentemente por la plants y emmascara la efectividad de la
simbiosig, Cuando se quiere determinar el rendimiento potencial de la
planta que crece sin limitacidn en el suministro de nitrégeno, se

utilizan altos niveles de nitrdgeno disponible.

Los parfmetros que se utilizan para evaluar los diferentes ensayos
dependen de los tratamientos aplicados. En los tratamientos que se
establecen con baja disponibilidad de nitrdgenc mineral, con ¢ sin la
aplicacidn de inoculantes, se evaldan la nodulacidn (ya que se necesita
medir la infectividad vy efectividad de las cepas nativas o inoculadas) y
el rendimiento de nitrigeno de la planta para estimar la cantidad de
nitrégeno £ijado,
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En los tratamientos gue se establecen con alta disponibilidad de
nitrégeno mineral (fertilizado con N), sblo se evaliia el rendimiento de
nitrégenc, ya que en este caso la nodulacifn queda inhibida o es muy
restringida, v lo que se busca es conocer el rendimiento potencial de la

planta en condiciones de suministro adecuado de nitrdgemno.

Estas evaluaciones no dan una medida exacta de la fijacién de nitrégeno,
pero gon gdecuadas para obtener estimaciones relativas, y sge pueden

emplear cuando se trabaja con grandes cantidades de accesiones.

La informacidn obtenida permite realizar selecciones de germoplasma con
alto potencial de fijacidn de nitrdgeno. Es importante resaltar el hecho
de que, aunque no se establezcan condiciones definidas en cuanto a los
niveles de nitrdgeno disponible y al uso de incoculantes durante un
programa de seleccidén de leguminosas, las condiciones gue se utilicen
necesariamente afectarfin el rendimiento de las plantas y, como
consecuencia, sl se usa el rendimiento como criterio de seleccidn,
pueden afectar el potencial de rendimiento de las leguminosas

seleccionadas.
3.2 ETAPAS DE LA EVALUDACION

Los programas de szeleccifn normalmente se realizan por etapas sucesivas.
Las tres etapas generales del proceso de evaluacidn y seleceidn de

combinaciones leguminosa~-rizobioc se resumen en la Figura 11.

La etapa IR corresponde & log trabajos preliminsres con rizobios que se
describieron en el Capftulo 2. La Etapa IL corresponde a la evaluacidn
agrondmica preliminar, en la cual se evalia un alto nimero de accesiones
de leguminosas con base en varios pardmetros. Si uno de estos parfmetros
es la capacidad de fijacidn de nitrdgeno, se Incluyen los ensayos
denominados de "necesidad de inocular", los cuales permiten identificar
las leguminosas que nodulan efectivamente con las cepas nativas y las
que necesitan inoculacién o mejoramiento genético., En esta etapa no se

requlere el uso de inoculantes,
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Seleceifn anterior

de las leguminosas

:

ETAPA IL ETAPA 1R
+ Necesidad de inocular Trabajos preliminares
. Mejoramiento genético ’ , con rlzobios
de leguminosas {Laboratorio)
Leguminaéas Legominosas
que no necesitan que necesitan Inoculantes
inoculacidn inoculacidn
A \
ETAPA 2

. Necesidad de seleccionar cepas
« Beleccidn de cepas
« Mejoramlento genético

de leguminosas

i

ETAPA 3
Factores de manejo

agronbmico

Seleccidn posterior de las leguminosas;

liberacidn con los inoculantes aproplados,

\ o sin ellos, y recomendaciones para el

wanejo agronémico

Figura 11. Diagrams de flujo del germoplasma por las distintas etapas
de investigacibn para aumentar la fljacién de nitrdgeno
pediante el mgpejo de la simbiosis leguminosa-rizobio.
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Las leguminosas que han sido identificadas por establecer una simbiosis
inefectiva con las cepas nativaes pasan a la etapa II, en la cual se
realizan los ensayos denominados '"mecesidad de seleccionar cepas", en
los cuales se evalilan junto con las cepas recomendadas disponibles; si
estas cepas no demuestran ser efectivas con el germoplasma evaluado, es
necesarlo un paso posterior de seleccidn de cepas efectivas, hasta
lograr identificar las mejores combinaciones leguminosa-suelo~-cepa. En
ambas etapas (I vy II) pueden detectarge legumincsas que tienen una
capacidad de fijacifn de nitrdgeno deficiente; en estos casos, si es
necesario se debe realizar mejoramiento gendtico con base en estas
caracteristicas,

En la Etapa I11 se evaliian los efectos de las précticas de manejo
agrondmico para las combinaciones legumincosa-rizobio (mativo o
inoculado) seleccionados en lag Etapas I y I1. El propleito de esta
evaluacidn es estahlecer las pautas de manejo que permitan optimizar la
fijacidn de ﬁz.
En la siguilente parte de este capltulo se describe en detalle cada uno
de los ensayos requeridos en las diferentes etapas de evaluacidn. la
parte final se ocupa de las recomendaciones sobre el montaje y manejo de

los ensayous.
3.2.1 Evaluacisn de la efectividad de las cepas nativas (Etapa IL)

En este tipo de evaluacifn se compara la capacidad genética de un amplio
nimero de leguminosas, con el fin de caracterizarlas segilin su habilidad

para establecer una simbiosis efectiva con las cepas nativas; esto ayuda
a ldentificar las leguminosas que requieren inoculacidén y evitar que

sean eliminadas en las selecclones preliminares por falta de vigor.

Para este tipo de evaluacidn es necesarlo establecer dos tratasmientos:
sin Inoculacidn (con baja dilsponibilidad de N mineral) y fertilizado con
nitrégeno, considerados como el tratamiento "no inoculado”, y el testigo
con fertilizacién nitrogenada respectivamente, Este ensayo se denomina
"Evaluacisn de la necesidad de inocular",
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El rendimiento de N en los dos tratamientos, junto con la evaluacidn de
la nodulacién en el tratamiento de baja disponibilidad de N, permite
evaluar la efectividad de la simblosis con las cepas nativas (Figura
12}. Las leguminosas que nodulan efectivamente con las cepas nativas (A)
son aquellas que nodulan bien en condiciones de hajo nivel de H, tfenen
un rendimiento adecuado y no responden 8 la fertilizacifn con N; estas
leguminosas probablemente ne requieren inoculacifn, en el suelo en el
cual ge estén evaluando. Sin embargo, es necesario pasar a la Etapa III
para evaluar el efecto de los factores de manejo agrondmico en la

necesidad de inocular.

En el caso de las legumincsas B de la Figura 12, las plantas del
tratamiento bajo en N presentan nédulos, rendimiento moderado o bajo y
regpuegta al N, Esta respuesta indica una simblosis semiefectiva o
inefectiva con las cepas nativas. En el caso de las leguminosas C, las
plantas que crecen con bajo nivel de N no presentan pddulos y exhiben
ung fuerte respuesta al N, lo cual indfca que no se establece simblosis
con las cepas nativas, Las plantag que se comportan comc en los casos B

y C requieren inoculacibn y se seleccionan para la Etapa II.

Por filtimo, hay leguminosas mal adaptadas a las condiciones locales o
que no tienen capacidad de respuesta a la fertilizacidn nitrogenada
(leguminosas D}, como lo demuestra el bajo rendimiento en ambos
tratamientos. Estas plantas se descartan de la seleccidn, pero si se
duda sobre su capacidad para absorber N mineral, se podrfan continuar
evaluando en las etapas sigulenteg, en las cuales se incluyen

tratamientos inoculados.

51 se presenta el caso de una regidn en ls que es imposible utilizar la
tecnologia de inoculantes y el germoplasma no establece simbiosis
efectiva con las cepas nativas, se deberd recurrir al mejoramiento

genético para aumentar la habilidad para nodular con las cepas nativas.
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Este tipo de ensayo demuestra que, cuandc se usan dos tratamientos en
las etapas preliminares de la seleccidn en lugar de uno solo, se obtiene
suficiente informacién para incluir un rango de germoplasma mis amplic
en cuanto a su potenclal de rendimlento ¢on o sin inoculaecidn,

Es necesario tener en cuenta que, debido a que las cepas de rizobios
varian en cantidad y calidad de un sitio a otro, la seleccidn puede ser
muy especifica para cada localidad. Por esta razén, se recomienda
evaluar las leguminosas en diferentes sitios representativos (Figura
13). Esto es muy importante, especialmente en &reas donde existen
diferencias grandes en el suelo, en distancias pequefias; por ejemplo,
los suelos erosionados de laderas posiblemente muestren caracterIsticas

microbiolégicas muy pobres comparadas con los suelos de los valles.

3.2.2 Evaluacidn de la efectividad de 1a simbiosis incluyendo
el uso de inoculantes (Etapa II)

En esta etapa se estudian las combinaciones leguminosa-suelo
jdentificadas en la etapa anterior {casos B y C), con el fin de
optimizar la efectividad de 1la simblosis leguminosa~-rizobio mediante
inoculacifn, Esto se puede hacer en dos pasos: con ensayos preliminares
sobre necesidad de seleccidn de cepas y, posteriormente, con ensayos de
seleccién de cepas, en aquellos casos en los que ses necesario. Adenmis,
en los casos en los que las combinaciones de leguminosa-rizobio
evaluadas no alcancen niveles adecuados de fijacibdbn de nitrdgens, se
puede obtener un rango mayoxr de lIneas (mediante cruzamientos) para
evaluar su variasbilidad genética en cuanto a su capacidad para fijar
nitrSgenoc, con el propSsite de selecelonar aquellos materiales que

establecen una simbiosis mls efectiva con las cepas inoculadas.

En esta etapa se busca optimizar el uso de Inoculantes durante el
proceso de seleccidn, con el fin de evitar la eliminacidn de aquellas
leguminosas con csracter{sticas deseables debido a la falta de cepas

apropladas.
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Las legumincsas identificadas en la Etapa IL que no requieren
inoculacibn no necesitan pasar por la Etapa II. La inclusifn de
inoculantes en las evaluaciones amplia el rango de germoplasma que se
puede considerar como adaptado a las condiciones locales. Como testigos
s¢ utilizan los mismos dos tratamientos recomendados en la etapa
anterior (sin inocular y alto N) y se incluyen tratamientos adicionales,
inoculando la leguminosa en estudio con la cepa mis promisoria
disponible o con un rango de cepas promisorias. En algunos casos se

realizan ensayos de la etapa II, sin haber realizado la etapa IL.
3.2.2.1 Necesldad de seleceionar cepas

Las combinaciones leguminosa-suelo que. en la etapa anterior mostraron
una simbiosis semiefectiva o inefectiva con las cepss nativas, ahora se
evaldan con Inoculantes, utilizando cepas que han mostrado efectividad
con las mismas leguminosas en otros sitios o que ge consideran

probablemente efectivas.
Para el efecto se emplean tres tratamlentos:

i. Sin inocular, bajo N
2. Inoculado con una cepa probablemente efectiva
3. Fertilizado con N

Log resultados de este tipo de ensayc se presentan en la Figurs 14, En
el casc A, la leguminosa nodula efectivamente tanto con las cepas
nativas, come con la cepa inoculada, haciendo innecesaria la
inoculacidn, El casc B muestra que le cepa utilizada nodula
efectivamente, lo cual indica que se ha alcsnzado el objetivo de
seleccionar la cepa apropiada, En el caso C, la eepa utilizada no es
efectiva, razdn por la cual el material debe pasar a un ensayo posterior
{geleccidn de cepas). El caso D muestra msla adaptacidn de la
leguminosa, ya que rinde pobremente alin en el tratamlento fertilizado o

carece de habilidad para absorber N mineral,
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El criterio general es que, si se obtiene una mayor respuesta a8l N que &
la fnoculacibn, se puede concluir que la cepa utilizada no es efectiva
para las condiciones locales y se deben llevar & cabo otros ensayos para
seleccionar cepas més adaptadas. 50io se selecclonan cepas para estas
leguminosas ya que las demis no necesitan inoculacidn o la cepa
recomendada es efectiva en las condiciones locales. El objetivo de este
tipo de ensayo es reducir al mY¥nimo el trabajo de seleccidn de cepas en
condiclones locales; es decir, sflo se estudian con wis detalle las

leguminosas que realmente lo necesitan (Date, 1977).

51 existen diferentes suelos representativos de la regidn, es necesario
confirmar loe resultados de los ensayos en todos los suelos, para
determinar g8i la efectividad de la simbiosis con cada leguminosa varla
de un sitio a otro.

3,2.2.2 Seleccidn de cepas efectivas

51 hay necesidsad de selecclonar cepag para combinaciones de
leguminosa~suelo, primero es precisoc obteuner un rango de cepas

"probablemente” efectivas y luego llevar a cabo el ensayo de seleccifn.

Aunque se puede obtener un rango de cepas probablemente efectivas de
otros laboratorios, tambiZn es Importante alslar cepas a nivel local. Es
wuy probable que las cepas del mismo genotipo que ha sido cultivado en
condiciones localey durante varios aifios, sean efectives debido a un
procesc lento de seleccidn natural en las condiciones naturales de
estrés, Sin embargo, es diffcil pronosticar cufiles cepas serin
efectivag, va que una misma planta puede tener nbdulos efectivos ¥ no
efectivos (Mytton, 1984).

DespuBs de haber obtenido un rango adecuado de cepas, se debe comparar
su efectivad en condiciones de invernadero, en suelo con baja

disponibilidad de N. Si no hay un invernadero disponible, las cepas se
pueden comparar en el campo en condiciones de baja disponibilidad de N

(vEase mis adelante la seccifn 3.3 sobre Montaje y Manejo de los
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Ensayos). Posteriormente, es necesario verificar en condiciones de

campo, el comportamiento de las cepas seleccionadas en el invernadero.

En este ensayo se incluyen como testigos los mismos dos tretamientos:
sin inocular y alto N. Como criterioc de seleccibn se emplea el aumento
en rendimiento debido a la inoculacifn, en comparacibn con el testige
gin fnocular (Figura 15). Se ha encontrado que, en la seleccisn de cepas
para especies de leguminosas forrajeras tropicales (por ejemplo, usando
cepas aisladas del mismo género), en casl todos los casos, por lo menos
una de cada 40 cepas es efectiva (CIAT, 1986s). 5i se evallan cepas
seleccionadas por ser efectivas en otros laboratorios, la probabilidad
de encontrar una respuesta positiva es mucho mayor.

Se recomiends realizsr la selecclén de cepas en suelo y nc en arena
eat@ril con solucién nutritiva (jarras de Leonard), porque en la maveria
de los suelos tropicales, existen condiciones de estré&s que son
diffciles de simular en las jarras. También es necesario probar las
cepas en suelo no esterilizado para poder seleccionarlas en condiciones
de competencia con las cepas nativas. En estas condiciones se
seleccionan las cepas que son capaces de competir con las nativas, ya
que las no competitivas, aun cuande son efectivas, no producirén

aumentos en rendimiento en comparacifn con el testigo sin inoceular.

Antes de hacer la seleccldn definitiva, se deben realizar varios ensayos
para comprobar le capacidad de lss cepas para incrementar los
rendimientos. Algunas cepas son gen&ticamente inestables y pueden perder
su capacidad para fijar Nz. Por otra parte, es importante geleccionar
cepas con un amplio rango de especificidad; por esta razdn, es
conveniente probar las mejores cepas con diferentes leguminosas para
poder seleccionar la cepa con el espectro més amplio.
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En resumen, los criterios importantes para seleccionar las cepas son los

sigulentes:
0 gque presenten tolerancia a las condiciones locales;
o] que tengan un amplio espectro de efectividad; y

o que tengan estabilidad genética.

3.2.2.3. Mejoramiento genEtico de leguminosas

Es posible que despufs de haber trabajedo intensamente en la eseleccidn
de cepas, se encuentre que exigta una deficlencia genética de la planta
que afecta su capacidad para fijar nitr6geno, pese a que se inocule con
cepas con alta capacidad simbidtica, Si se trata de germoplasma valioso,
lo indicado es incorporar un programa de cruzamfento y seleccidn de
genotipos para aumentar la variabilidad genética de la planta en cuanto
a su capacidad pars fijer nitrfgeno. Sigulendo esta estrategia, se
seleccionan los meteriales c¢on mayor capacidad de rendimiento ¢
nodulacién con cepas inoculadasg, en un suelo con baja disponibilidad de
nitrégeno mineral,

En este tipo de programa, generalmente se evalla un nlimero muy alto de
materiales, lo cual dificulta el uso de varios tratamientos. Por este
motive, lo recomendable es Inocular todos los materiales con una mezcla
de cepas cuva efectividad hava sido previamente determinada. S1 es
pogible, se incluye un tratamiento adicional fertilizsdo con nitrégeno,

para asl evaluar el rendimiento potencial de los nuevos materiales.

3.2,3 Evaluacifn de la Interaccifn entre la simbilosis y log factores
de manejo agronbmico (Etapa III)

Las evaluaciones descritas anteriormente se realizan en condiciones
agrondmicas consideradas como Sptimas para la fijacidn de nitrégeno (en
el invernadero o el campo). Esta ltima etapa tieme el propSsito de
evaluar los factores de msnejo que podrian limitar la efectividad de la
simbiosis, con el fin de adaptar las combinaciones leguminosa- rizobio

geleccionadas para su utilizacidn por los agricultores,
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El manejo agrondmico & nivel de campe puede cambiar las condiciones que
se utilizaron en los ensayos y, por consiguiente, también puede afectar
la necesidad de inoculer y, posiblemente, la efectividad de la cepa
seleccionada. Para evaluar esta interaccidn, se pueden establecer
tratamientos con o gin inoeculacisn y con o sin fertilizacibn
nitrogenada, en combinaciém con las diferentes pricticas de manejo que
utilizan los agricultores, con el fin de ajustar las recomendaciones de
inoculacidn para los pasos posteriores de seleccifin; estos ensayos se

deben realizar en forma paralela a las {(ltimas etapas de evaluacidn.

En este tipo de ensayo, las diferentes condiciones de manejo se
establecen en las parcelas principales, y los tratamientos con y sin

inoculecidn, en las subparcelas.

Algunos factores de manejo agrondmico pueden afectar la mineralizacifén
del nitrégeno, lo cual dificulta 1la interpretacifn de los resultados de
los engayos que estudian las interacciones entre los factores de manejo
vy las tespuestas a la inoculacidn., Sin embargo, si se mide la
wineralizacifn del nitrdgenc en los diferentes tratamientos, es posible
determinar si las mayores tasas de mineralizacidén de nitrSgeno coinciden
con las menores respuestas a la inoculacidén. En los ensayos en los
cuales se espera que los factores en estudio afecten los niveles de
nitrégeno mineral, se sugiere incluir siempre un testigo em el cual se
minimice la tasa de mineralizaclén de nitrogeno, com y sin inoculacibn,

3.2.3.1 Técnicas de inoculacidn

Las diferentes téenicas de inoculacidn quizds no afecten los niveles de
nitr8geno mineral en el suelo. En los ensayos sobre técnicas de
inoculecifn, se utilizan testigos sin inocular y fertilizados con
nitrégenc, y tratamientos con la misma cepa y diferentes t€cnicas de

incculacidn. Por ejemplo:
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~ Inoculacién al suelo vs, inoculacidén a la semilla
~ Tipos de inoculantes:
. Convencional, con diferentes soportes {carbdn, suelo,
clscara de arroz o salgodén)
. lLiofilizado

- Efecto de fungicidas en la respuesta a la inoculacidn

Al momento de la siembra, es necesario determinar el nimero de rizoblos
inoculados en cada tratamiento, para poder interpretar correctamente los
resultados,

3.2.3.2 Sigtemas de labranza; monocultivo ve. cultivos asociados

Loe sistemas de labranza ¥y de siembra probablemente afectan la tasa de
mineralizacidn del nitrbgeno y, por lo tanto, las respuestas a la

inoculacidn observadas.

Se suglere realizar ensayos con cepas que hayan démostrada ser efectivas
en condiciones de mInima disponibilidad de nitrégenoc mineral, utilizadas
en las Etapas I v 11. En estos ensayos se comparan los diferentes
sigtemas de siembra utilizados por los agricultores de la regidn. Los
sistemas de slembra se establecen en las parcelas, y los tratamientos
con v sin inoculacidn, en las subparcelas. Sylvester- Bradley y Mosquera
(1985) describen un ensayo de este tipo, que muestra que la respuesta a
la inoculacifn fue mayor cuando se utilizd la labranza mInima para el
establecimiento de las leguminosas,

3.2.3.3 RNiveles de fertilidad

La investigacién ha demostrado que los niveles de fertilidad de los
suelos tropicales, especialmente de fésforo y molibdeno, como también
los niveles de pH, afectan la fijacidén de nitrSgeno por las leguminosas.
Los miveles de fertilizacitn que aplican los agricultores muchas veces
son bajos. Por ello, es importante conocer también la interacciBn entre

la respuesta a la inoculacién y los niveles de fertilizacidn comunmente
usados por los agricultores.
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Por ejemplo, para detectar los factores nutricionales que limitan
especIficamente la fijacidn de nitrSgeno, se pueden comparar los efectos
de varios niveles del factor en estudioc, en plantas que crecen con baja
disponibilidad de nitrégeno e inoculsdas, y plantas fertilizadas con N
(sin inocular y alto N) (Figura 16). Aunque no se hacen determinaciones
cuantitativas del efecto en la fijacibn de nitrdgeno, se obtiene
informacidn relativa muy Gtil.

En este tipo de ensayo, las diferentes condiciones de manefo se
establecen en las parcelas principales, y los tratamfentos con vy sin

inoculacifn, en las subparcelas.

Otro aspecto importante que debe estudiarse en esta etapa es el método
de inoculacidn. Es importante adaptar ¢l método de inoculacidn utilizado
para facilitar su adopclén por los agricultores. Antes de hacer
recomendaciones para los agricultores, es aconselable realizar un ensayo

en el cual se comparen diferentes m&todos de inoculacidnm.
3.2.4 Selecciones posteriores y liberacidn de los materiales

En las selecclones posteriores g las evaluaciones de la simbiosis
leguminosa-rizoblo, si es necesario, se inoculan lag leguminosas con las
cepas de rizoblos mfs adaptadas a la regifn. Es Iimportante especificar
las pricticas de manejo que no limiten la efectividad de ls simbiosis
con base en los regsultados de la Etapa I1I {evaluacién del manejo

agrondémico).

Cuando en una regifn ya se hayan selecclonado y comercializado
leguminosas sin tener en cuenta la simbiosis, se recomienda realizar por
lo menos un ensayo del tipo "necesidad de seleccionar cepas”, en suelos
representativos, para determinar si la inoculacidn podria contribuir a

aumentar el rendimiento de la leguminosa seleccionada.
De la misma manera, si en la regifn no existe un mecanisme de produccidn

comercial de inoculantes, esta etapa debe incluilr los pasos necesarios

para mejorar la disponibilidad de inoculantes para los agricultores.
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Figura 16. Efecto de un factor nutricional en la fijacidn de nitrégenc.
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3.3 MONTAJE Y MANEJO DE LOS ENSAYOS

Con el fin de establecer los tratamientos necesarios para realizar las
evaluaciones agrondmicas de la fijacién de nicrfgenc, y para tomar los
datos requerldos, se necesita de clertas té&cnicas y precauciones

especiales.

3.3.1 Seleceidn del sitio

5e deben escoger suelos representativos de la variabilidad existente en

la regifn (arenosos, arcillosos, pendientes, planos, ete,).

3.3.2 Invernadero vs. campo

Los tratamlientos se pueden establecer en el invernaderc o en el campo;
la eleccidn depende del niimero de leguminosas por evaluar, el nimero de
sitios, los tratamientos en estudio y la disponibilidad de invernadero,
Con base en los resultados que se obtengan en el invernadero, se pueden
eliminar clertos tratsmientos para reduclr el volumen de trabajo de
campo. No obstante, posteriormente es necesario reconfirmar los
resultados en condiciones de campo con algunos tratamientos

representativos.

3.3,.3 Control de la disponibilidad de nitrdgeno mineral

Para establecer los tratamientos de baja y alta disponibilidad de
nitrogens, es necesario considerar los factores que afectan la

digponibilidad de nitrdgenc mineral.

3.3.3.1 Factores que afectan la disponibilidad de nitrdgeno mineral

La mayor parte del nitrdgeno presente en la capa arable del suelo se
encuentra en forma orgfinica, pero la mayorfa de las plantas no tienen la
habilidad para absorberla, con excepcifn de pequeiias cantidades de
aminodcidos. El nitrégeno orginico se convierte en nitrfgenc mineral

mediante los procesos de mineralizacifn, La tasa de mineralizacién
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depende de la relacidn C:N en el suelo; cuando esta relacidn es alta
(generalmente se citan relaciones mayores que 20:1), da por resultado la
inmovilizacifn del nitrSgeno en vez de la mineralizacidn. La
mineralizacidn del nitrSgeno tambi&n es estimulada por la labranza y por
los cambios en humedad y temperatura del suelo (Bartholemew, 1965;
Birch, 1964).

En suelos Scidos, la tasa de mineralizacidn es menor que en suelos de pH
neutro, debido a la reducida actividad de las bacterias nitrificantes en
medio £cido, pese a que la poblacidn de &stas pueda ser apreciable.
Adicionalmente, algunas gramineas (nativas de las sabanas tropicales)
inhiben a log microorganismos nitrificentes, posiblemente debido a la
habilidad .de estas gramIneas para absorber el nitrdgeno en forma

amonliacsl.

3.3.3.2 Métodos para dismimuir o inmovilizar el nitrdgeno

mineral

En una evaluacion de la simblosis leguminosa-rizoblo, se debe asegurar
que los niveles de nitrbgenc en el suelo sean suficientemente bajos pars
minimizar la absorcidn de nitrégeno mineral por las plantas, Hay que
tener en cuenta que cuando se escoge un drea que no ha sido labrada ni
cultivada continuamente, se puede presentar abundante mineralizaciSn de
nitrdgeno al labrar el suelo.

Para asegurar un bajo nivel de nitrdgeno en el suelo, puede ser

necesario hacer lo sigulente:

1) Antes de establecer el enseyo, sembrar un cultivo como malz, para que
absorba un slto nivel de nitrdgeno, ¥ luego cosecharlo. 2) Sembrar las
leguminosas en asociacin con uns graminea o un cereal. 3} Establecer el
cultivo ¢on labranza minima, dejando vivo el cespeddn., 4) Incorporar un
sustrato con alto contenido de carbono (por ejemplo, bagazo de cafia,
aserrin o paja de arroz). Esta GGltima préctica puede camblar mucho las
caracterIsticas y la microflora del suelo, por lo cual se debe tener
culdado sl sxtrapolar los resultados.
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En el lnvernadero también es necesario asegurar que log niveles de
nitrbgeno mineral sean bajos. Al remover, desecar y humedecer el suelo,
se estimula la mineraiizacidn del nitrSgeno, y como en los potes ocurre
poca lixiviacibfn, los niveles de nitrdgeno mineral pueden ser més altos
que en el campo. Este problema se puede evitar utilizando métodos
similares & los recomendados para el campo. Para lograr el efecto de
labranza reducida, se pueden utilizar cilindros de suelo sin perturbar
(Sylvester-Bradley et al, 1983), Estos se obtienen Introduciendo
secclones de tubos de PVC en un &res de pasto que no haya sido cultivada
reci&ntemente y trayéndolos al invernaderc sin perturbar el suelo. En
cago de que sea necesaric encalar y usar suele digturbade, se puede
sembrar una graminea en el mismo pote para que compita con la leguminosa
por el nitrégeno mineral, o Incorporar sustratos con alto contenido de
carbono; los potes de suelo también pueden lavarse con abundante agua

para lixiviar el nitrdgeno.

En genersal, los ensayos en potes requieren tasas de fertilizacidn de
otros nutrientes mis altas que en el campo, en razdn de que es necesario
asegurar la correccidn de probables deficiencias de otros nutrimentos
causadas por la restriccién de crecimiento radical y la competencia de
la gramines o por la lixiviacifin de otros nutrientes junto con el
nitrégeno. Los resultados obtenidos en el invernadero siempre deben

comprobarse en el campo con tratamientos seleccionados.
3.3.4 Precauciones para evitar contaminacifn
3.3.4.1 FPrecauciones con las semillas inoculadas y no inoculadas

Durante el proceso de inoculacidn, es obvia la necesidad de evitar la
contaminacién entre las semillas de los tratamientos inoculados y no
inoculados. También es importante evitar la contaminacién por hongos y
otros microorganismos del ambiente que pueden interferir con los
recuentos en las cajas de Petri., Pars el efecto, es preferible inocular
las semillas en el laboratorio u otra frea relativamente limpia, antes
de llevarlas al campo para efectuar la siembra. 8in embargo, si el viaje

hacia el campo es largo, serfa preferible hacer la inoculacifn a la
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1legada (por ejemplo, es posible hacerlo dentro del vehfculo). En este
caso, habria que tomar las muestras de semillas inoculadas para los

recuentos en el campo, ¥ aplicar las precauciones necesgarias para que
las bacterias no sufran alteraciones antes de regresar las muestras al

laboratorio.

También es necesario tomar precavciones especiales para calcular
correctamente las cantidades de semilla para cada parcelsa, tomando en
cuenta el tamafic de ls muestra que se remueve antes de la siembra para
efectuar los recuentos (que no se realizan con lag gemillas no
inoculadas), y que las semillas inoculadas tienen pesc y volumen mayores
que los de las semillas no inoculadas.

3.3.4.2 Precauciones para evitar la contaminacidn entre tratamientos

En el invernaderc es muy fitil cubrir la superficle del suelo en las
macetas o cilindros con arena parafinada u otro material repelente al
agua, dejando un drea tapada con un tubo de irrigacidn. AsY se evita gque
caigan los rizobios del amblente sobre la superficle del suelo ¥ que
penetren al suelo con £l agua de riego. Ademés, &sto ayuda a mantener la
humedad del suelo.

En el campo, la contaminacidn entre las parcelas se logra evitar al
entrar en ellas con los pies cubiertos con bolsas plisticas, vy al lavar
y desinfectar los implementos con alcohol u otro producto cuando se pasa
de un tratamiente a otro. Se pueden hacer zanjas entre las parcelas vy
dejar calles anchas, las cuales se deben dejar con paste o sembrar con
otro cultive., Alin tomande todas estas precauciones, es diffecil evitar 1la

contaminacin a largo plazo.
3.3.5 Muestreos para evaluar nodulacifn y rendimiento de nitrfgeno
3.3.5.1 Evaluacitn de la nodulacién

En los ensayos reallzados en invernadero (en potes o en cilindros de

suelo) es relativamente fdcil recuperar todos los nddulos. El método que
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se recomienda consite en extraer las rafces de los cilindros o potes v
colocarlas sobre un tamiz, para luege lavarlas culdadosamente con agua
corriente; luego se separan todos los nddulos de las ralfces y se hace el
recuento., 51 el recuento no se puede hacer inmediatamente, las rafces se
deben guardar en bolsas plésticas rotuladas, las cuales se conservan
refrigeradas. También se pueden hacer estimaciones de peso fresco o

seco, veolumen fresco, color interno, etc.

En los ensayos de invernadero, los datos se pueden tomar ¢on mayor
precisidn, incluyendo el nlimerc y, si son suficientemente grandes, peso
exacto de los nddulos, para cuantificar su abundancla. En ensayos
grandes en el campo, cuando hay un niimero alto de nddulos para evaluar,
se recomienda la evaluacidén de la nodulacifin con base en categorias de
pardmetros discontinuos, como por ejemplo, abundancia, calificada en

categorfas tales como sbundante, regular, escasa y ausente.

Para extraer los nfdulos, se cava cuidadosamente alrededor de Iz planta
con una navaja, pala o el instrumento que sea mis adecuado, tenlendo la
precaucién de no causar dafios al sistema radical; es importante examinar
bien el suelo para recuperar los nSdulos que se hayan desprendido., Al
extraer los nfdulos, también es necesario tener en cuenta que puede
haber nddulos en las ralces secundarias, a veces muy alejadas de la rafz
principal., Cuando las plantas tienen un estado de crecimiento avanzado,
recuperar todo el gistema radical puede ser una labor dispendlesa que

requiere mucha paciencia y cuidadoe.

Los parémetros que se evallan generalmente son los sigulentes: niimerc de
nddules, tamaiio relativo, distribucién vy color interno predominante. En
este Gltimo caso es necesario evaluar el color immediatamente, ya que

Este sufre un répido deterioro después de que se extraen los nédulos.

Es necesario seleccionar las &pocas mis adecuvadas y definir los
pardmetros y categorfas apropiadas para describir las diferencias
existentes entre log tratamientos. La experiencia con cada cultive
permite desarrollar categorfas y seleccionar las &pocas ideales para

evaluar la nodulacidn.
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3.3.5.2 EBvaluacibn del rendimiento de nitrbgenc

Para evaluar el rendimiento de nitrSgeno, se corta la planta o se
cosechan los granos, y se determina el pesc verde y el peso seco de una
submuestra. Una vez se obtenga el porcentaje de peso seco y el
rendimiento de peso fresco por unidad de Area o por planta, se puede
calcular el rendimiente con base en peso seco. Este valor se multiplica
por el contenido de nitrdgeno en el tejido (X) para obtener el valor del
rendimiento de nitrégeno.

El método mis comiin para determinar el contenido de nitrfgenc en el
tejido vegetal es el de micro-Kjeldhal, 21 cual es més conveniente
porque solo utiliza 0.1 g de muestra, en tanto que el métodc de macro-
Kjeldhal requiere de 1.0-3,0 g; ésto significa un ahorro de reactivos y
de tiempo. Las muestras se digleren en 32364 con catalizador durante una
hora & 400°C. Para este andlisis, las muestras deben ser secadas,
molidas y homogenizadas prevismente, El amonioc se puede liberar por

destilacidn y determinar bien sea por titulacifn o colorimétricamente.

Para este método, es de suma importesncia tomar una muestra
representativa, ya que constituye uno de los eslabones mis débiles del
diagnéstico foliar,

3.3.6 Andlisis de los resultados

En la Etapa IL, en la cual ge compara un slto niimerc de leguminosas con
dos tratamientos, se analiza por separado el rendimiento de nitrdgeno
para cada tratamiento, obtenlendo asf, el cambio de orden de las
leguminogas con y sin tratamiento. Ademds, se calcula la respuesta de
cada leguminosa al nitrSgeno (pérdida de rendimiento debida a la falta
de fertilizacidn nitrogenada) y se comparan las respuestas al nitrfgeno

usande el anfilisis de varianza,

Los datos de rendimiento de nitrSgeno pueden analizarse separadamente
para cada corte o para cortes o muestreos sucegivos en el tiempo. La

diferencia entre los tratamientos 8 través de los muestreos se puede
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precisar madiante un anflisis de varianza (ANDEVA) en forma fsactorial,

utilizando el parZmetro "Indice de respuesta al nitrSgeno” (IRN):

Rendimiento del K (+N) - Rendimiento de N {-N)
IRN = x 100
Rendimiento de N (4N}

Luego se comparan las respuestas al nitrdgeno uvtilizando el anfilisis de

varianza.

En la Etapa II, en la cual se comparan varilas cepas, se analiza el
gumento en rendimiento debido a la inoculacidn, siempre haciendo
comparaciones con el testigo sin inocular. En los andlisis estadfsticos
de los ensayos de seleccifn de cepas, no se incluye el testigo
fertilizado con nitrGgeno, porque el objetivo de este tratamiento es
solamente identificar los casos en los que el nitrdgeno no es el factor
limitante.

Para evaluar les datos de rendimiento de la Etapa II, se uvtiliza un
anfilisis factorial cuandc el ensayo se ha realizado con un disefic de
parcelas divididas, como por ejemplo, niveles de fosforo en la parcela

principal y dos tratamlentos (con y sin inoculacidn) en las subparcelas.

En este caso, ¥y en ensayos de campo en los que se han realizado varios
cortes, la interpretacidn de los resultados se facilita mucho si los
aumentos debidos a 1a inoculacifn se expresan en términos porcentuales,
para 1o cual se utiliza el Indice de Efectividad de Inoculacién (IEI).

1EI= (rend. de N con Inoculacién-rend. de N sin incculacidn) x 100

rendimiente de ¥ cen inoculacién

El uso del IE! permite hacer una comparacidn estadfstica entre cortes,
lo cual no es posible con los datos de rendimiente, porque el
rendimiento de cada corte incluye el rendimiento en cortes anteriores.
Ademiis, elimina un factor (la inoculacidn) en los ensayos del tipo Etapa
111, simplificando la interpretacidn de los datos.
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Actualmente se estéin desarrcllndo métodos para el anBlisls estadfstico
de datos cualitativos de la nodulacifn {color y distribucibn), basados
en una adaptacisn de la prueba de "chil cuadrade". Las leguminosas se
pueden agrupar segin las combinaciones de la distribucifn de los niveles
de evaluacidn dentro de cada parimetro. FPara los datos cuantitativos

{nGmero y peso de nddulos por planta) se puede usar el andlisis de
varianza,

L3 2 4

En esta Unidad Audiotutorial se han tratado, de una manera general, los

conceptos v criterios mis importantes relacionados con la gimbiosis
leguminosa~rizobio, su evaluacifn y su manejo.

A qulenes estén interesados en sdquirir conocimientos detallados sobre
los métodos especIficos que se utilizan para llevar a cabo las
diferentes evaluaciones tratadas en esta Gu¥a de Estudio, pe les
recomienda consultar el "Manual para la Evaluacidn, Seleccidn y Manejo

de la Simbiosis Leguminosa-rizobic para Incrementay la Fijacifn de
Nitrbgeno".
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PREGUNTAS DE ESTUDIO

1. Enuncie el objetivo general de la evaluacifn agronbmica de la
simbicsis leguminosa-rizobio:

2. En la evaluacidn agrondmica se emplean 3 tipos de tratamiento, cada
uno de los cuales permite caracterizar un aspecto de la sinmbiosis.
Defina el aspecto caracterizado por cada tratamiento:

1. Bajo R, sin Inccular:
2. Bajo N, inoculado:
3. Fertilizado con N:

3. Complete el siguiente cuadro-resumen scbre 1la evaluacifn agrondmica
de 1la gimbiosisg:

Objetivo de la Tipos de Tratamientos Resultados

Etapa etapa ensayo utilizados egperados

I
Il
I11
4., Enuncie cuatro métodos para disminuir el nivel de disponibilidad de
N mineral:
En Invernadero: 1. 2.
En el Campo: 3. 4.
5. Enuncie los tres criterios que se consideran para la seleccidn de

cepas:
1.
2.
3,
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Frente & cada uno de los enunciados que siguen a continuacidn, cologue
una (C) s1 considera cierta la afirmacidn o una (F) en caso contrario.

6. l.as evaluaciones de la etapa I, deben realizarse en

L
variecs sitios, ve que las selecciones generalmente

son especificos para cades localidad. ()

7. El tratamientc -N, ~I permite evaluar el rendimiento

potencial de las legumirosas. )

8. Los inoculantes se emplean en todas las etspas de
evaluzcidn de la simbiosis. {)

9. En los ensayos en invernadero {(cilindros o potes) por
lo general se requieren mavores niveles de fertilizacidn

que en el campo, ()

10. La evaluscidn de cepas en medio estéril puede conduciy

a 12 seleccidn de cepas no competitivas, ¢}

11, Les sistemas de labranza tlenen peco efecto sobre la

tasa de mineralizacidn del nitrdgeno. ()

12, La inclusidén de 1lnoceulantes en la seleccidén agrondmica
ampl¥a el rango de germoplasma adaptado a las

condicliones locales. ()

13. Se debe recurrir &l mejoramiento genético en los casocs
en que no es factible aplicar la tecnologfa de
inoculacidén y el germoplasma no nodula efectivamente

con las cepas natilivas. {3
14, la selecclidn de cepas se hace mas 8gll sl se utilizan

cepas recomendadas por otras instituciones, para las

leguminosas con que se estd trabajando. ()
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15.

Iﬁ'

17.

18.

19.

20.

La arena parafinada, en lca potes y c¢ilindros se utiliza

principalmente para conservar la humedad del suelo.

La tasa de mineralizacidn del N es mayor en los suelos

&cidos que en los suelos de pH neutro.

Los niveles de fésforo y molibdeno en el suele tienen

un importante efecto en la fijacidn de nitrdgeno.

El color interno de los nddulos se puede evaluar en
el laboratorio, si los nddulos han sido preservadas
adecuadamente.

El m&ximo potencial de fijacidn de nitrdgeno de la
simbicsis se expresa en condiciones de baja

disponibilidad de N wineral.

Fl rendimiento de N en el tejido es una medida
cuantitativa del N fijado por las leguminosas.
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