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OBJETIVOS 

El objetivo de esta unidad es presentar la metodolog!a necesaria para 

realizar la evaluación de la fijación de nitrógeno en los programas de 

selección de leguminosas. Para ello se definen los objetivos, las 

diferentes etapas, los tipos de ensayos y los tratamientos requeridos 

para la evaluación de la simbiosis leguminosa-rizobio, y se describen 

los procedimientos necesarios para preparar, evaluar y utilizar los 

inoculan tes y para realizar los ensayos agronómicos de evaluación de la 

simbiosis. 

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

interesado este en capacidad de: 

Explicar la importancia de la fijación biológica de nitrógeno en la 

agricultura. 

Describir la reacción de fijación de nitrógeno y explicar los 

factores que intervienen en ella. 

Mencionar los generos de rizobios y establecer las principales 

diferencias entre ellos. 

Describir el ciclo de vida de los rizobios y las principales 

caracter!sticas de los nódulos radicales. 

Explicar los principales términos usados para describir la 

interacción entre las leguminosas y los rizobios. 

Enunciar y describir brevemente los procedimientos 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. 
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Definir el objetivo general de la evaluación agronómica de la 

simbiosis leguminosa-rizobio. 

Enunciar las etapas de la evaluación, los tipos de ensayo 

.requeridos en cada etapa con sus respectivos tratamientos, y el 

resultado esperado al final de cada etapa. 

Explicar la relación entre la disponibilidad de N mineral en el 

suelo, la fijación de nitrógeno, y los procedimientos para 

controlar los niveles de N mineral. 

Mencionar las precauciones necesarias para evitar la contaminación 

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

Mencionar los parámetros utilizados para la evaluación agronómica 

de la simbiosis y explicar su significado. 
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INTRODUCCION 

La capacidad de las leguminosas para fijar nitrógeno atmosférico se 

conoce desde 1888 (Duma y Hardy, 1975), aunque desde antes se sabta que 

las leguminosas tenlan la propiedad de enriquecer el suelo. 

La fijación de nitrógeno ocurre por la asociación simbiótica que 

establece la planta con algunas bacterias de la familia Rhizobiaceae; 

estas bacterias infectan las ralees de la planta e inducen la formación 

de nódulos radicales, en el interior de los cuales se realiza la 

fijación, con la intervención de la enzima nitrogenasa, localizada en el 

interior de los rizobios. Las bacterias le ceden el nitrógeno fijado a 

la planta y a su vez, Ista le suministra al n6dulo los carbohidratos que 

proveen la energla necesaria para el proceso de fijación. 

Por ser un proceso en el cual intervienen dos organismos diferentes 

--una planta (leguminosa) y una bacteria (rizobio)-- el estudio y manejo 

de esta asociación simbiótica requiere del trabajo integrado de 

agrónomos y microbiólogos. 

En esta Guía de Estudio, que hace parte de la Unidad Audiotutorial sobre 

el mismo tema, se presentan los conceptos y criterios blsicos para el 

manejo de esta asociación simbiótica, tendientes a maximizar la 

eficiencia de la fijación de nitrógeno. 
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l. LA FIJACION SIMBIOTlCA DE NITROGENO 

El ciclo bioqufmico del nitrógeno comprende una serie de procesos 

microbiológicos. qufmicos y flsicos, en el cual ocurren varias 

transforasciones siault¡neas y en diverso sentido, en las que participan 

componentes org§nicos. inorg§nicos y volltiles. La Figura 1 resume el 

ciclo en foras esqueaftica. 

En el proceso de fijación. una parte del nitrógeno ataosf'rico (la que 

se encuentra en foraa molecular, N
2

) se rsduce a la foras amoniacal por 

la intervención de ciertos microorganismos del auelo, ya sean 

simbióticos o de vida libre. Este proceso de fijaci6n constituye un 

aporte importante de nitrógeno al suelo. 

1.1 IMPORTANCIA DE LA FIJACION DE NITROGENO 

El nitrógeno está presente en los tejidos verdes de las plantas en 

concentraciones relativamente altas (entre 1 y 4%). Y en algunas 

semillas en concentraciones aún mayores, por lo cual se le considera un 

macronutrimento primario, junto con el fósforo y el potasio. Aunque, en 

general, los suelos minerales tienen contenidos totales de nitrógeno muy 

superiores a los de los requerimientos de los cultivos, casi todo este 

elemento se encuentra en la materia org¡nica. y anualmente sólo se 

mineraliza una pequeña fracción (1 a 3% del nitrógeno total. 

Bartholomew, 1965). Debido a esta liberación lenta del nitr6geno 

orglnico. el nitrógeno frecuentemente se convierte en un elemento 
• limitativo para la producción de cultivos. 

Los fertilizantes nitrogenados se utilizan ampliamente para corregir la 

deficiencia de nitr6geno y elevar los rendimientos de las cosechas. Sin 

embargo, debido a los altos precios que han alcanzsdo los recursos 

energiticos utilizados para la elaboraci6n de los fertilizantes 

nitrogenados. ha surgido la necesidad de encontrar alternativas para 

obtener rendimientos adecuados. especialmente en las zonas agrlcolas 

marginales. 
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que forman las leguminosas con bacterias de la familia Rhizobiaceae, la 

cual da lugar a la formación de nódulos radicales fijadores de 

nitrógeno. 

1.3 LA ENZIMA NITROGENASA 

La nitrogenasa, enzima que cataliza la reducción de N2 a NH
3

, se 

localiza en el interior de las bacterias fijadoras de nitrógeno. Esta 

enzima tiene dos componentes principales: la proteína ferrosa y la 

proteína molibdeno-ferrosa. La presencia de molibdeno en esta enzima, al 

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

molibdeno para la asimilación de N
2 

y N0
3

-

En condiciones óptimas, la reacción de la nitrogenasa puede expresarse 

de la siguiente manera: 

+ -N2 + 6H + 6e 2 NH3 

nitrogenasa 

La liberación de H2 reduce la eficiencia de la nitrogenasa y, en parte, 

explica, la gran demanda de energía requerida para sostener su 

actividad. La cantidad de hidrógeno liberado por los diferentes 

organismos fijadores de nitrógeno varía ampliamente; algunas cepas 

(denominadas Hup+) poseen un mecanismo de reciclaje de hidrógeno por 

intermedio de una enzima del tipo hidrogenasa, la cual oxida parcial o 

totalmente el H2 producido, disminuyendo asl el gasto de energía. 

Además de la acción sobre el N2 y el 2H+, la nitrogenasa cataliza la 

reducción de otros sustratos; uno de ellos, el acetileno (C2H2), es 

reducido a etileno (C2H4). Esta reacción constituye la base del método 
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de reducci6n de acetileno, utilizado para. estimar la actividad de la 

fijaci6n de nitr6geno, y se expresa en la siguiente forma: 

- + 3C2B2 + 6e + 6H )-

scetileno nitrogenasa 

La nitrogenasa es extremadamente aensible sI oxígeno, raz6n por la cual 

los organiamos fijadores. de nitr6geno son anaer6bicoa o han desarrollado 

adaptaciones específicas para proveerse de oxígeno, a la vez que 

protegen a la enzima del oxígeno libre; por ejemplo, loa n6dulos de las 

leguminosas contienen leghemoglobina, la cual cumple esta funci6n. 

Una descripci6n breve y coqprensible de los procesos bioqufmicos 

involucrados en la fijaci6n de nitr6geno 8e encuentra en el texto de 

Sprent (1979). 

La presencia de algunos compuestos orglnicos e inorslnicos de nitr6geno 

inhibe ls fijaci6n de »2' Esta inhibici6n puede aer de tres niveles: en 

el primero, .e inhibe la actividad de la enzima nitrogenasa presente; en 

el segundo tambiln se inhibe la síntesis de nueva enzima por el producto 

final de la reacci6n. el NO" y por otros coqpuestos nitrogenados; y, en 

el caso de la simbiosis con las leguminosas. ocurre un tercer nivel de 

inhibici6n, ya que la presencia de N mineral inhibe la formaci6n de los 

n6dulos radicales. 

1.4 SIMBIOSIS LEGUMINOSA-RIZOBIO 

1.4.1 Familia Leguminosae 

La familia Leguminosae es .uy amplia, con alrededor de 7S0 glneros y 

unas 20,000 especies. incluyendo plantss cultivadas, numerosos irboles. 

plantas herblceas y arbustos, las cuales desempeñan una funci6n 

importante en diversos ecosistemas. Las leguminosas tienen una 

importancia particular en la al1mentaci6n humana (granos) y animal 

(forrajes), 81 igual que en la economla del nitr6geno del suelo, ya que 
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la mineralización de sus residuos constituye un aporte de nitrógeno 

disponible. 

Las leguminosas se caracterizan por tener hojas compuestas (aunque 

algunas solamente las tienen en su estado juvenil, como Acacia koa, 

Clitoria spp.), frutos en forma de vsina y, la mayoría de ellas, nódulos 

radicales fijadores de nitrógeno. 

Según la clasificación de Purseglove (1968), la familie Leguminosae 

consta de tres subfamilias: 

Papilionoideae, con aproximadamente 400 gineros y 14,000 especies, entre 

las cuales se encuentran casi todas las leguminosas de importancia 

agrícola. Son plantas herbáceas. raramente arbustos o árboles, y la 

mayoría de ellas forman nódulos fijadores de nitrógeno. Entre sus 

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

Glycine, Centrosema, Pueraria, Stylosanthes. 

Mimosoideae, con más de 50 géneros y 2900 especies, adaptadas a las 

regiones tropicales. La mayoría son arbustos y árboles, con muy pocas 

plantas herbáceas. Casi todas las especies de ests sub familia forman 

nódulos. Entre los géneros con mayor número de especies están: lnga, 

Albizzia, Acacia, Mimosa. 

Caesalpinoideae, con alrededor de 100 géneros y 1800 especies adaptadas 

a" lss regiones tropicales. La mayoría son árboles y arbustos. Pocas de 

las especies estudiadas forman nódulos (alrededor de un 30%). Entre los 

géneros más conocidos de esta sub familia están: Copaifera, Cassia, 

Caesalpinia, Tamarindus. 

1.4.2 Familia Rhizobiaceae 

Los rizobios son bacterias del suelo, caracterizadas por su habilidad 

para infectar raíces de leguminosas e inducir la formaci6n de nódulos 

fijadores de N
2 

en las raíces, aunque en algunos casos se pueden formar 

en el tallo (como en Sesbania y Aeschynomene). 
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l. LA FIJACION 51MBIOTlCA DE NITROGENO 

El ciclo bioqufmico del nitr6geno comprende une serie de procesos 

microbio16gicoa, qufmicos y físicos, en el cual ocurren varias 

transformaciones at.ultáneaa y en diverso aentido, en las que participan 

componentes orslnicoa, inorgánicos y volátiles. La Figura 1 resume el 

ciclo en for.. esquemltica. 

En el proceso de fijación, una parte del nitr6gano at.osffrico (la que 

se encuentra en for.. molecular, N
2

) se reduce a la for.. .. oniacal por 

la intervención de ciertos microorganismos del auelo, ya sean 

st.bi6ticos o de vida libre. Este proceso de fijaci6n constituye un 

aporte !.portante de nitr6geno al suelo. 

1.1 IMPORTANCIA DE LA FIJACION DE NITROGENO 

El nitr6geno está presente en los tejidos verdes de las plantas en 

concentraciones relativamente altas (entre 1 y 4%), y en algunas 

se.tllas en concentraciones aún mayores, por 10 cual se le considera un 

macronutrt.ento primario, junto con el f6sforo y el potasio. Aunque, en 

general, los suelos .tnerales tienen contenidos totales de nitrógeno muy 

superiores a los de los requer!.ientos de los cultivos. casi 1:000 este 

elemento se encuentra en la materia orsánica, y anualmente sólo se 

mineraliza uns pequeña fracci6n (1 a 3% del nitróseno total, 

Bsrl:holomew, 1965). Debido a esta liberaci6n lenta del nitr6geno 

orsánico, el nitrógeno frecuentemente se convierte en un elemento 
• ll.ttativo para la producci6n de cultivos. 

Los fertilizantes nitrogenados se utilizan .. plia.ente para corregir la 

deficiencia de nitr6geno y elevar los rendl.tentos de las cosechas. Sin 

embargo, debido a los altos precios que han alcanzado los recursos 

energéticos utilizados para la elaboraci6n de los fertilizantes 

nitrogenedos, ha surgido la necesidad de encontrar alternativas para 

obtener rend!.ientos adecuados, especialmente en las zones agrIcolas 

marsinales. 
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Tormentas eléctricas 
--------._ NH3 

Desnitríficación (asimilatoria) ____ I_"_m_o_v_i_li_z_aC_i_Ó_" __ .... _ N it ró geno 
NO; • NO-'· NH4+ • orga'n."co 

Nitrobacter 2 Nitrosomonas Amo"ificación 

Nitrificaci6n 
• 

Lixiviación Mineralización 

• 

Figura i. Ciclo bioquímico del nitrógeno. 
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La converai6n de N2 • la forma reducida tiene una elevada demanda de 

energ!a, debido a la estabilidad del enlace triple de la mollcula de N2• 

Eata energía ae requiere como energ!a de activaci6n. ya que la reacci6n 

completa libera enerl!a. La reducc16n del N2 ocurre de dos maneras: a 

nivel industrial, mediante el proceso de fabricaci6n de fertilizantes, o 

a nivel bio16gico, por la fijaci6n de nitr6geno atmosflrico. 

El proceso industrial utilizado para la fabricaci6n de fertilizantes 

nitrogenados, denominado proceso de Haber-Bosch, tiene una alta demanda 

de energ!a debido a loa altos requerimientos de hidr6geno, temperatura y 

presi6n • Por ejemplo, el requerimiento para producir una tonelada de 

amonio es de aproximadamente 1000 m2 de gas natural o aproximadamente 

una tonelada de petr6leo (7 barriles) (IFDC/UNIDO, 1979). 

La fijaci6n bio16gica de nitr6geno es un proceao que tambl1n impllca una 

alta demanda de enerl!a, pero en este caso se obtiene de la radiaci6n 

solar en condiciones ambientales de temperatura y presi6n. Esto es 

posible debido a la alta eficiencia de la enzima nitrogenasa, 

catalizadora de la reacc16n. De aquí se origina la importancia que tiene 

el proceso de la fijaci6n bio16gica de nitr6geno para la agricultura, y 

la necesidad de desarrollar una tecnolog!a adecuada para maximizar el 

aprovechamiento de este recurso. 

1.2 ORGANISMOS QUE FIJAN NITROGENO 

Los diferentes alcroorganismos capaces de fijar 52 obtienen la energ!a 

que requieren a partir de la fotos!ntesis. bien sea directamente, como 

en el caso de laa cianobacteriaa, o indirectamente, de los carbohidratos 

producidos por otros orgenismos fotosintlticos. En este último caso, los 

microorganismos obtienen los carbohidratos gracias a su localizaci6n 

dentro de la planta. en la rizosfera, o a partir de sustratos orgánicos 

presentes en el suelo. el agua, etc. Quispel (1974) presenta una 

descripci6n detallada de todos los mircroorganlamos que fijan nitr6geno. 

De los microorganismos que forman asociaciones simbi6ticas con plantas 

superiores, hongos o helechos, es de interés particular la asociación 
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que forman las leguminosas con bacterias de la familia Rhlzobiaceae, la 

cual da lugar a la formación de nódulos radicales fijadores de 

nitrógeno. 

1.3 LA ENZIMA NITROGENASA 

La nitrogenasa, enzima que eataliza la reducción de NZ a NH3, se 

localiza en el interior de las bacterias fijadoras de nitrógeno. Esta 

enzima tiene dos componentes principales: la proteína ferrosa y la 

proteína molibdeno-ferrosa. La presencia de molibdeno en esta enzima, al 

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

molibdeno para la asimilación de NZ y N03-

En condiciones óptimas, la reacción de la nitrogenasa puede expresarse 

de la siguiente manera: 

+ -NZ + 6H + 6e Z NH3 

nitrogenasa 

La liberación de Hz reduce la eficiencia de la nitrogenasa y, en parte, 

explica. la gran demanda de energía requerida para sostener su 

actividad. La cantidad de hidrógeno liberado por los diferentes 

organismos fijadores de nitrógeno varía ampliamente; algunas cepas 
+ (denominadas Hup ) poseen un mecanismo de reciclaje de hidrógeno por 

intermedio de una enzima del tipo bidrogenssa. la cual oxida parcial o 

totalmente el HZ producido, disminuyendo asl el gasto de energía. 

+ Ademas de la acción sobre el N1 y el ZB , la nitrogenasa cataliza la 

reducción de otros sustratos; uno de ellos, el acetileno (C1H1). es 

reducido a etileno (C
1
H4). Esta reacción constituye la base del método 
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de reducci6n de acetileno, utl1i~ado par~estimar la actividad de la 

fijaci6n de nitr6geno, y se expresa en la siguiente fO~1 

- + 3Cl Bl + 6e + 6H ')-

acetileno nitrogenasa 

La nitrogenasa es extremadamente sensible al oxigeno, ra~6n por la cual 

los organismos fijadores, de nitr6geno son anaer6bicos o han desarrollado 

adaptaciones especificas para proveerse de oxigeno, a la ve~ que 

protegen a la enzima del oxIgeno libre; por ejemplo. los n6dulos de las 

leguminosas contienen leghemoglobina, la cual cumple esta funci6n. 

Una descripci6n breve y comprensible de los procesos bioqulmicos 

involucrados en la fljaci6n de nltr6geno se encuentra en el texto de 

Sprent (1979). 

La presencia de algunos compuestos orginicos e inorginicos de nitr6geno 

inhibe la fijaci6n de HZ' Esta inhlbici6n puede ser de tres nivelesl en 

el primero, se inhibe la actividad de la enzima nitrogenasa presente; en 

el segundo tambi'n se inhibe la slntesis de nueva enzima por el producto 

fiDal de la reacci6n. el NH3, y por otros compuestos nitrogenados; y, en 

el caso de la simbiosis con las leguminosas. ocurre un tercer nivel de 

inhibici6n, ya que la presencia de N mineral inhibe la fo~ci6n de los 

n6dulos radicales. 

1.4 SIMBIOSIS LEGUMINOSA-RIZOBlO 

1.4,1 Familia Leguminosae 

La familia Leguminosae es muy amplia, con alrededor de 750 g'neros y 

unas 20,000 especies. incluyendo plantas cultivadas, numerosos irboles, 

plantas herhlceas y arbustos, las cuales desempeñan una funci6n 

importante en diversos ecosistemas. Las leguminosas tienen una 

importancia particular en la alimentaci6n humana (granos) y animal 

(forrajes). al igual que en la econom!a del nitr6geno del suelo, ya que 
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la mineralización de sus residuos constituye un aporte de nitrógeno 

disponible. 

Las leguminosas se caracterizsn por tener hojas compuestas (aunque 

algunas solamente las tienen en su estado juvenil, como Acacia koa, 

Clitoria spp.), frutos en forma de vaina y, la mayorla de ellas, nódulos 

radicales fijadores de nitrógeno. 

Según la clasificación de Purseg10ve (1968), la familia Leguminosae 

consta de tres subfamilias: 

Papilionoideae, con aproximadamente 400 g~neros y 14,000 especies, entre 

las cuales se encuentran casi todas las leguminosas de importancia 

agrícola. Son plantas herbáceas, raramente arbustos o árboles, y la 

mayorIa de ellaa forman nódulos fijadores de nitrógeno. Entre sus 

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

Glycine, Centrosema, Pueraria, Stylosanthes. 

Mimosoideae, con más de 50 géneros y 2900 especies, adaptadas a las 

regiones tropicales. La mayor la son arbustos y árboles. con muy pocas 

plantas herbáceas. Casi todas las especies de esta subfamilia forman 

nódulos. Entre los g~neros con mayor número de especies están: lnga, 

Albizzia, Acacia, Mimosa. 

Caesalp1noideae, con alrededor de 100 géneros y 1800 especies adaptadas 

a" las regiones tropicales. La mayorIa son árboles y arbustos. Pocas de 

las especies estudiadas forman nódulos (alrededor de un 30%). Entre los 

generos más conocidos de eeta subfamllla están: Copaifera. Casela, 

Caesalpinia, Tamarindus. 

1.4.2 Familia Rhizoblaceae 

Los rlzobios son bacterias del suelo, caracterizadas por su habilidad 

para infectar ralees de leguminosas e inducir la formac16n de nódulos 

fijadores de NZ en las ralees, aunque en algunos casos se pueden formar 

en el tallo (como en Sesbania y Aeschynomene). 
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Hasta hace poco se consider6 que ls familia Rhizobiaceae incluía dos 

géneros: Rhizobium y Agrobacterium. Sin embargo. en 1, 8a. edici6n del 

manual de Bergey (Jordan. 1984), el género Rhizobium se subdividi6 en 

dos grupos, teniendo en cuenta la tasa de crecimiento y la producci6n de 

acidez o alcalinidad en medio de cultivo levadura-manitol (1M), la 

disposici6n de los flagelos, la composici6n de la base del ADN y los 

géneros de plantas hospedantes con los cuales establecen simbiosis. En 

el género Bradyrhizobium, se ubicaron las bacterias de crecimiento 

lento, que producen alcalinidad en medio 1M. loas bacterias de 

crecimiento rlpido, que producen acidez en madio de cultivo 1M, se 

clasificaron en el glnero Rhizobium (vlase el Cuadro 1). En adelante, 

se denominad. con el nombre común de "rizobios" a las bacterias 

pertenecientes a los dos glneros. 

Cusdro l. 

Género 

Rhizobium 

Principales diferencias entre Rhizobium spp. y 

Bradyrhizobium spp. 

Reacción 
FonrlS de las 

colonias 
Tamaño de 

las colonias 

Sustratos 
carb6nicos mis 

importantes 

------- LK Asar a 28"C -------

Acida Circulares mis de 3 .. Manitol 

convexas, de dilmetro Suerosa 

sem1traslúc1- en los 

das, mucila- primeros 3 a 

ginosas 5 días de 

incubac16n 

Bradlrhizobium Alcalina Circulares, 1 a 5 mm de Manitol 
convexas, dilmetro en Glicerol 

opacas o los primeros 

traslúcidas, S a 20 días 

de textura de incubaci6n 

variable 
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Los rizobios de ambos géneros son bastones de 0.5 a 0.9 um por 1.2 a 3.0 

um, pero ,e tornan pleom6rf1cos en ciertas condiciones de crecimiento. 

Son bacterias m6viles, aer6bleas, Gram negativas y no forman esporas 

(Figura 2). La temperatura y pE óptimos para su crecimiento oacilan 

entre 25 a 30·C y 6 a 7, respectivamente, aunque existen cepas adaptadas 

a condiciones más extremas. 

Figura 2. Microfotografía de una celula de Rhizobium phaseoli. 

ampliada 30,000 veces. 

Existe cierta especificidad en la simbiosis entre los rizobios y las 

plantas hospedantes. El Cuadro 2 presenta las especies actualmente 

reconocidas de rizobios de los dos géneros, junto con sus plantas 

hospedantes más comunes. Se han registrado varios casos de leguminosas 

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

(Keyser and eregan, 1984). 
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Cuadro 2. Especies de los alneros Rhizobium y Bradyrbizob1um y sus 

aineros hospedantes. 

Bacteria 

l. DE CRECIMIENTO RAPIDO 

Rh1zob1um meliloti 

Rh1zobium lesuminosarum: 

b1ovar. trifolii 

blovar. phaseoli 

biovar. viceae 

Rhizobi_ loti 

2. DE CRECIMIENTO LENTO 

Bradyrhizobium japonicum 

Bradyrhizoblum spp.: 

Bradyrhizobium sp. (Vigna) 

Bradyrh1zob1um sp. (Luplnus) 

Fuente: Jordan. 1984. 
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Gineros bospedantes 

Medicalo, Helilotus. 

Trilonella 

Trifol1_. 

Phaaeolua wlgaris, 

Pis_o Lathyru&. 

Lens, Vicia 

Lupinus. Lotus. Anthyl11s. 

Ornithopus. Leucaena 

Gbcine !!!! 

Vigna. leguminosas forrajeras 

y muchos otros 

Lotus pedunculatus. 

Lupinus .p. 

(Lr --- /::-l\\[J "---"1 .'.1 \ 
'f 'l. _/---\ . . V .. , _'-,......-/ l....-.c_J !._.-I \ L ... _ 
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1.4.3 Ciclo de vida de los rizobios y nodulación 

La asociación entre los rizobios y la leguminosa consta de varias 

etapas, las cuales se describen a continuación: 

1.4.3.1 Vida libre y multiplicación en la rizosfera 

Los rizobios son capaces de vivir heterotróficamente en el suelo; en 

estas condiciones, las cepas de rizobios varían en Su tolerancia al 

calor, a la deficiencia 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 cepaa de rizob10s son capaces de fijar nitrógeno fuera 

del nódulo. aún no se ha determinado la importancia ecológica de este 

fenómeno. 

Una vez que una leguminosa inicia el crecimiento. en su rizosfera se 

crean condiciones favorables para la multiplicación de los rizobios 

especIficos para la especie de leguminosa. De esta manera se inicia el 

proceso que conduce a la simbiosis. 

1.4.3.2 Infección y formación de los nódulos 

Por lo general, el proceso de infección ocurre por los pelos radicales 

(el maní es una excepción). Los rizobios se multiplican sobre la 

superficie de la raíz, y el pelo radical se curva. Los rizobios 

penetran, entonces, a través de un hilo de infección; el hilo de 

infección crece dentro de la corteza de la raíz, lo cual permite que los 

rizobios penetren en las cilulas corticales. Estas cilulas, junto con 

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

Un nódulo completamente formado puede ser de dos tipos, dependiendo de 

la especie hospedante: determinados e indeterminados. Los nódulos 

determinados tienen un meristema de vida corta y son de forma esférica 

(Figura 4), en tanto que los nódulos indeterminados tienen un meristema 

persistente y son de forma alargada, y pueden ser ramificados {Sprent, 
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a. 

b. 

c. 

d. 

'. . 
I , , . 

.) 

.' , ot, <;. 

f 

1 --"fit.J:IJ!~ 

di 

Multiplicaci6n de los C. 

rizobios 

Curvatura del pelo B. 
radical 

Hilo de infecci6n l. 

Divisi6n celular y formación M. 

del nooulo 

V. 

.) 

Corteza nodular 

Zona fijadora (bacteroides) 

Zona de infecci6n y de 

crecimiento del n6dulo 

Zona meristemitica apical 

Tejido vascular 

Figura 3. Proceso de infecci6n de la raíz y formación del n6dulo. 
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Zona de 
degeneración 

Meristema 

Zona de 
fijación 

Sistema 
vascul~r 

Figura 4. Corte esquemático de un nódulo determinado. 

1979). Los rizobios presentes en los nódulos son pleomórficos y se 

conocen como bacteroides, los cuales contienen la nitrogenasa; en una 

membrana peribacteroide pueden haber incluIdos de 1 a 8 bacteroides. La 

leghemoglobina se localiza afuera de las células bacteroides, y desde 

allí cumple la función de suministrar oxIgeno a estos organismos 

aeróbicos, a la vez que mantiene al oxígeno libre en niveles bajos 

(Appleby, 1974). 

1.4.3.3 Función de los nódulos 

Además de la energía requerida para la formación y el mantenimiento del 
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nódulo, la actividad de fijación de nitrógeno tambiin depende de un 

suministro adecuado de carbohidratos por parte de la planta. El 

suministro de los carbohidratos varIa con el ciclo de vida de la planta. 

Durante la fase vegetativa, la actividad de fijación de nitr6geno 

alcanza un nivel máximo y luego declina al iniciarse la competencia por 

carbohidratos para la producción de semillas. Loa cambios en la tasa de 

fotosIntesis causados por varios factores. tales como luz. temperatura, 

humedad, etc., tambi~n afectan la fijación de nitrógeno. Las mediciones 

de las tasas de fijación de nitrógeno realizadas en un determinado 

momento tienen, por lo tanto, escaso valor para evaluar la cantidad 

total de nitrógeno fijado. 

Debido a su toxicidad para las plantas, el amonio no puede ser 

transportado en la savia del xilema. La mayoría del amonio producido es 

transportado hacia la parte a~rea en forma de amidas (glutamina, 

asparagina) o ureidos (alantonina y ácido alantóico). Algunas especies 

de plantas transportan una proporci6n más alta de amidas, en tanto que 

otras transportan una mayor proporción en forma de ureidos (Sprent, 

1979). 

1.4.3.4 Muerte del nódulo y liberación de rizobios al suelo 

La muerte de los 'nódulos ocurre por la senescencia de la planta o por 

otros factores adversos que afectan su crecimiento vegetativo tales como 

sequ!a. inundación, deficiencias nutricionales y, en el caso de 

leguminosas forrajeras, cortes o pastoreo fuerte. Los rizobios mueren o 

son liberados al suelo, completando así su ciclo de vida. 

1.4.4 CaracterIsticas de los nódulos 

En general, los nódulos pueden desprenderse fácilmente al tirar de ellos 

suavemente, lo cual permite distinguirlos de las agallas causadas por 

nematodos. El tiempo entre la germinación y la aparición de los nódulos 

visibles varía, dependiendo de la cepa de rizobio, la leguminosa, el 

tamaño de la semilla, los niveles de nitrógeno en el suelo y otros 

factores ambientales. 
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Los nódulos varIan en su forma (redondos, alargados o ramificados) y 

tamaño (Figura 5). Algunas leguminosas forman nódulos muy pequeños (ej: 

Stylosanthes. Zornia, Desmodium), en tanto que otras forman nódulos 

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

misma especie, el tamaño de los nódulos depende de la cepa de rizobio y 

de las condiciones ambientales. 

Figura 5. 

G 

¿¡ .. 
po ;,.\ " . - "'" 

d \ 

Los nódulos fijadores de nitrógeno tienen formas y tamaños 

variados. 

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

debido a la presencia de leghemoglobina. Si el color interno del nódulo 
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es blanco o verde, generalmente es inefectivo. Sin embargo, aunque la 

presencia de n6dulos grandes, abundantes y de color interno rojo puede 

indicar alta fijaci6n de N2, éstos no son parimetros definitivos para 

evaluar la fijaci6n de N2; los n6dulos rojos y abundantes también pueden 

ser inefectivos. 

A medida que los n6dulos se vuelven viejos y senescentes, la 

leghemoglobina se convierte en legcholeglobina, de color verde. Un solo 

n6dulo efectivo puede mostrar, simultineamente, zonas blancas, rojas y 

verdes, las cuales indican ireas de crecimiento del n6dulo, ireas de 

fijaci6n activa de nitr6geno y áreas de senescencia. respectivamente. Un 

n6dulo muerto es de consistencia blanda y pierde su estructura 

rlpidamente. 

Las plantas deficientes en molibdeno tienden a formar n6dulos de mayor 

tamaño y con aspecto externo normal; sin embargo, al hacerles un corte, 

ae observan de color verde y aspecto senescente. 

1.4.5 Terminologla descriptiva de la simbiosis leguminosa-rizobio 

La habilidad de las cepas para formar n6dulos se denomina infectividad; 

en cambio, la habilidad de los n6dulos para fijar nitr6geno se denomina 

efectividad. Las evaluaciones de efectividad potencial e infectividad 

potencial de cepas de rizobios se realizan en.condiciones 6ptimas de 

crecimiento y sin la competencia de otros microorganismos (Date, 1977). 

Ciertas especies de leguminosas s6lo forman n6dulos con un rango 

limitado de cepas de rizobios; estas leguminosas se denominan 

especIficas. Otras leguminosas forman n6dulos con un rango amplio de 

rizobios, aislados de diferentes especies de leguminosas, y se denominan 

promiscuas (Figura 6). 

En esta Gula de Estudio, las cepas de rizobios presentes en el suslo se 

denominan cepas nativas. Aunque las cepas inoculadas pueden originarse 

en el mismo ambiente, y también podrlan considerarse como cepas nativas, 

aqul solamente se utiliza este término para la poblaci6n nativa del 

8uelo, sin modificaci6n por parte del hombre. 
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Figura 6. Las leguminosas específicas nodulan sólo con una o unas 

pocas.eepas de rizobios; las leguainosas promiscuas nodulan 

con un amplio rango de cepas. 

1.4.6 Evaluación de la simbiosis 

Una evaluación rigurosa de la simbiosis leguminosa-rizobio debe basarse 

en la cuantificación del nitrógeno fijado, bien sea por el método del 

N15 o por el .étodo de reducción de acetileno u otroa (Bergersen, 1980). 

Sin embargo. estas evaluacionea aon dispeodiosas y eostoaaa, por lo cual 

se pueden utilizar las evaluaciones de la nodulación y del rendimiento 

de N de la planta en condicionea de crecimiento definidas; si bien estas 

evaluaciones no cuantifican la fijación, permiten evaluar la aimbiosis 
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desde el punto de vista agronómico. 

1.4.6.1. Evaluación de la nodulación 

Aunque las características de la nodulación no están directamente 

relacionados con la fijación de nitrógeno, y para cada combinación 

leguminosa-rizobio el nivel óptimo de nodulación es diferente, estas 

evaluaciones son muy útiles cuando se analizan conjuntamente con el 

rendimiento de nitrógeno de la planta. 

Loa parámetros que se tienen en cuenta en la evaluación de la nodulación 

8~: 

abundancia 

tamaño 

distribución 

color interno 

Abundancia y tamaño 

Estos dos parámetros se complementan, ya que pocos nódulos grandes o 

muchos nóduloa pequeños pueden tener la misma cantidad de tejido nodular 

aetivo. 

Distribución 

Los nódulos en corona son los primeros en formarse, y tienen mayor 

probabilidad de provenir de las cepas inoculadas. Generalmente son mis 

efectivos por estar más cercanos a la fuente de carbohidratos. 

Color interno 

El color interno de los nódulos vivos puede ser rojo, rosado, verde, 

blanco, negro o marrón. Debe recalcarse que, un solo nódulo puede 

presentar dos colores. El color interno de un nódulo efectivo 

generalmente es rojo o rosado, por la presencia de leghemoglobina. Sin 

embargo, algunas cepas 1nefect1vas también pueden formar nódulos rojos. 
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Los nódulos verdes y blancos generalmente son inefectivos. Tambifn 

existen algunas cepas que forman n6dulos negros. 

1.4.6.2. Determinaci6n del contenido de nitr6geno en el tejido vegetal 

La determinaci6n de la concentraci6n de nitr6geno en el tejido vegetal 

es importante para determinar la efectividad de la simbiosis. Aunque el 

rendimiento de materia aeca puede dar una indicaci6n del contenido de 

nitrógeno, la relaci6n entre 108 dos parimetroa no necesariamente es 

lineal (Haydock!! !l., 1980). Así, para evaluar la efectividad de la 

simbioais, es necesario obtener datos de rendimiento al igual que de la 

concentraci6n de nitr6geno en el tejido vegetal. empleando el 

rendimiento de nitrógeno (en mg/planta o kg/ha) como parimetro principal 

de la evaluación. Tambi'n es importante controlar el nivel de nitr6geno 

mineral disponible para el crecimieto de la planta, ya que, solamente en 

el caso de que el nivel de nitr6geno mineral disponible sea bajo, ls 

mayor parte del nitr6geno que contiene la planta proviene de la fijsci6n 

simbi6tica. 

Adem!s, cuando se eva16a la simbiosis en suelos representativos de una 

región. es necesario eatablecer tratamientos con inoculantea y ain 

elloa, para poder avaluar la efectividad de las cepas nativas e 

inoculadas. En el Capítulo 2 se describe el manejo de los rizobios para 

producir los inoculantes para este tipo de ensayo. En el capítulo 3 se 

discute en detalla el montaje y manejo de los ensayoa agron6micoa para 

evaluar la simbiosis, empleando la nodulación y el rendimiento de 

nitrógeno como parfmetros de evaluación. 
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PREGUNTAS DE ESTUDIO 

En las preguntas 1 a 8 complete loa enunciados, llenando los espacios en 

blanco: 

l. La enzi~a que cataliza la reacción que convierte el nitrógeno 
_lecular en amonio es la ____________ • 

2. Las bacterias de la familia Rhizobiaceae se claaifica en dos 

géneros. Rhizobium y Bradyrhizobium. C~lete el siguiente cuadro 

con sus principales caracterlaticas: 

3. 

4. 

Género 

Rhizobium 

Bradyrhizobium 

Reacci6n Tasa de crecimiento Ejelllplo 

Enuncie las cuatro etapas del ciclo de vida de los rizobios: 

l. 

3. 

Hay cuatro parámetros que se 

las leguminosaa en el campo; 

l. 

3. 

2. 

4. 

utilizan para 

estoa son: 

2. 

4. 

evaluar la nodulaci6n en 

5. Defina brevelllente la función de la leghemoglobina: 

25 



6. Es conocido que los altos niveles de N mineral en el suelo inhiben 

la fijaci6n de nitr6geno. En el caso de la simbiosis 

leguminosa-rizobio, esta inhibición pueden darse en los siguientes 

tres niveles. 

1. 

2. 

3. 

7. Defins brevemente los siguientes conceptos sobre la simbiosis 

leguminosa-rizoblo: 
Infectividad ______________________ _ 

Efectividad ___________________________ _ 

8. La conversión de N molecular a NH3 es un proceso que requiere alta 
energ!a debido a ______________________________ _ 

Frente a cada uno de los enunciados que sigue a continuación, coloque 

una (e) si considera que la afirmaci6n es cierta, una (F) en caso 

contrario. 

9. La mayorra del N del suelo se encuentra en forma orgánica, 

no aprovechable para las plantas. 

10. Las estructuras responsables de la multiplicaci6n de los 

rizobtos son las esporss. 

11. El rendimiento de nitrógeno de una leguminosa es un 

parámetro que cuantifica el N fijado. 

12. Los nódulos mis cercanos a la rafz principal generalmente 

son -'s efectivos. 
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13. El nitrógeno cedido por loa nódulos a laa leguminosas ea 

transportado 'por el xilema en forma de amonio. 

14. La nitrogenasa también cataliza la reacción que convierte 

el acetileno en etileno. 

( ) 

( ) 

En las siguientes preguntas, marque la alternstiva que complementa 

correctamente el enunciado. 

15. La enzima nitrogenasa es muy sensible al 

a. la temperatura 

b. la humedad 

c. la sequía 

d. el oxígeno 

e. todas las anteriores 

16. La infección de los rizobios a las raíces ocurre generalmente a 

través del 

a. las raíces secundarias 

b. los pelos radicales 

c. las células corticales 

d. los puntos de crecimiento 

e. todos los anteriores 

17. El tamaño de los nódulos radicales es determinado principalmente 

por: 

a. la cepa de rizobio 

b. la leguminosa 

c. las condiciones de manejo 

d. las condiciones ambientales 

e. todas las anteriores 

18. El máximo suministro de energía (carbohidratos) de la leguminosa 

hacia los nódulos ocurre en: 

a. la fase vegetativa 

b. la floración 
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c. la fase reproductiva 

d. la madurez 

e. es constante 

19. El color interno rojo de loa n6dulos activos se debe a: 

a. la nitrogenas8 

b. los bacterioides 

c. la leghemoglobina 

d. el oxígeno 

e. ninguna de las anteriores 

20. Ls mayoría de las leguminosas de importancia econ6mica pertenece a 

la submafllia 

8. Mimosoide8e 

b. Papil1onoideae 

c. Caesalpinioideae 

d. a y b 

e. by c 
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2. MANEJO DE LOS RIZOBIOS 

Para lograr una combinaci6n leguminosa-rizobio efectiva, es posible 

intervenir para modificar intencionalmente la actividad de la simbiosis, 

bien sea seleccionando leguminosas que nodulen efectivamente con las 

cepas nativas locales. o modificando la población de cepes nativas 

mediante la inoculaci6n con cepas seleccionadas. 

La preparaci6n y evaluación de los inoculantes constituye una parte muy 

imPortante en los trabajos de evaluaci6n de la simbiosis 

leguminosa-rizobio, y requiere de un laboratorio dotado de ciertos 

equipos para realizar los procedimientos de aislamiento, autenticaci6n, 

evaluaci6n y preservaci6n de las cepas de rizobio, al igusl que para 

preparar los inoculantes necesarios para los ensayos y evaluar su 

calidad. Sin embargo, la mayor parte del trabajo requerido se puede 

realizar en un laboratorio de fitopatolog{a o de bacteriología animal; 

el laboratorio no tiene que ser dotado especialmente para trabajos de 

rizobiolog!a. 

Los inoculantes inicialmente se producen a partir de cepas de rizobios 

aislados de nódulos activos. El aislamiento puede ser realizado 

directamente por el interessdo o por otra peraona o institución que 

pueda auministrar laa cepas para las pruebas agron6micas. De cualquier 

manera, es necesario tener conocimiento sobre el manejo y la 

preservación de cepas para trabajar con inoculantes. 

2.1 RECOLECCION y MANEJO DE CEPAS DE RIZOBIOS 

2.1.1 Recolección y preservaci6n de los nódulos 

El propósito de la recolecci6n de nódulos es disponer de un rango BmPlio 

de germoplasma de rizobios provenientes de diferentes ambientes y 

diferentes ecotipos de leguminosas, para tener mayor probabilidad de 

encontrar cepas con buen potencial como inoculantes. Si en la localidad 

no existen las condiciones apropiadas para realizar el aislamiento de 
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las cepas, los n6dulos pueden enviarse a un laboratorio que reuna laa 

condiciones necesarias. 

Una vez colectados, los n6dulos se descomponen ripidamente si no se 

conservan en tubos que contengan un desecante. Estos tubos, previamente 

preparados, deben llevarse durante los viajes de colecci6n para poner 

108 n6dulos dentro de ell08 inmediatamente despu~B de recolectados 

(Figura 7). 

La 'poca mis adecuada para la recolecci6n de n6dulos es durante la fase 

de crecimiento vegetativo de las plantas. Si se buscan durante otra 

estaci6n y no ae encuentran n6duloB en las plantas, se puede recolectar 

un poco de suelo de los alrededorea de las raíces, y posteriormente 

inocular una planta con esta muestra para que se formen n6dulos con loa 

rizobios procedentes del aitio de orígen de la planta. 

Es importante incluir, junto con los n6dulos, toda la informaci6n acerca 

de su orrgen; además, si se envran a otro pars para que aislen de ellos 

los rizobios, deben enviarse junto con los certificados fitosanitarios 

correspondientes. 

2.1.2 Aislamiento, caracterizaci6n y autenticaci6n de rizobios 

El proceso de aislamiento de rizobios de los n6dulos incluye varios 

pasos para separarlos de los contaminantes presentes. Además, es 

necesario realizar una serie de pruebas para caracterizar y autenticar 

los rizobios aislados. Una vez autenticados, se puede evaluar su 

efectividad potencial (su capacidad de fijar N2 con las leguminosas en 

condiciones 6ptimas), aunque este Gltimo paso no es un requisito para 

proceder con las evaluaciones agron6m1cas posteriores. 

2.1.2.1 Aislamiento 

El aislamiento del rizobio se inicia esterilizando la superficie del 

n6dulo. aplastindolo y estrilndolo sobre medio de cultivo LMA 

levadura-manitol-agar) con un pB apropiado. Para purificar es necesario 
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Figura 7. 

-1---_' Tubo de ensayo firmemente cerrado 
, con tapÓn de caucho 

Muestra de nódulos 

Algodón 

Desecante 
(Cael, anhidro o gel da sfljee) 

Tubo con desecante, empleado para preservar los 

nódulos colectados. 
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sembrarla varias veces a partir de colonias individuales, estriando o 

rastrillando en la superficie del agar (Figura 8). 

Las colonias t!picas de rizobios se reconocen por su apariencia, tasa de 

crecimiento y producci6n de alcalinidad o acidez. En el medio de cultivo 

se puede incluir un indicador de pHi por ejemplo, en medio LMA con pR 

inicial 6.8, se incluye el azul de bromotimol, el cual torna el medio de 

color amarillo con la producción de acidez, y de color azul con la 

producci6n de alcalinidad. En lugar de los indicadores de pH, al medio 

se le puede incorporar como indicador, rojo del Congo, el cual puede 

ayudar a diferenciar los rizobios de otras bacterias. En general, las 

colonias de rizobios presentan tinci6n débil con este colorante, en 

tanto que las colonias de muchas otras bacterias adquieren un color rojo 

más intenso; sin embargo, ésta no es una caracter!stica definitiva, ya 

que su expresión varIa con la concentración de reactivo, la edad del 

cultivo y la exposición de las cajas a la luz. 

La tasa de crecimiento también ayuda a reconocer las colonias de 

rizobios, especialmente las del género Bradyrhizobium, debido a que 

muchos contaminantes crecen mis rápidamente que ellas (en 1 ó 2 dlas) y 

pueden ser eliminados. 

Cuando las muestras contienen muchos hongos. en el medio de cultivo se 

pueden incluir fungicidas. Aunque ésto no inhibe completamente el 

crecimiento de los hongos, sI evita que invadan las cajas Petri 

completamente. 

La siembra de los cultivos en medio peptona-glucosa también puede ayudar 

a identificar contaminantes. La mayor la de los rizobios no crecen bien 

en este medio, pero una proporci6n grande de contaminantes sI crecen en 

24 horas y producen acidez. 

El mejor método para aprender a reconocer las colonias de rizobios 

consiste en compararlas con el crecimiento de cultivos ya autenticados. 
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RASTRILLADO 

ESTRIADO 
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• 7"'----------Caía Petri 

Figura 8. H!todos de estriado y rastrillado para la siembra de 

cultivos de rizobios. 
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2.1.2.2 Autenticación 

Una vez se purifiquen los aislamientos y se describan las 

caracterlsticas de las colonias, su tasa de crecimiento y la producción 

de alcalinidad o acidez, existen otras pruebas que se realizan para 

autenticarlos: 

a. Reacci6n de Gram 

b. Prueba de ketolactasa 

c. Habilidad para nodular una leguminosa (infectividad) 

Todos los cultivos tlpicos deben examinarse al microscopio, directamente 

por contraste de fase o por coloración de Gram;los r1zobios son 

bastones, móviles, y Gram negativos. 

La prueba de ketolactasa se utiliza para distinguir entre Rhizobium y 

Agrobacterium. La presencia de ketolactasa confirma que el aislamiento 

es Agrobacterium. 

El único criterio definitivo para autenticar los rizobios. es su 

habilidad para formar nódulos (infectividad), pues .ólo lo. rizobios (y 

Agrobacterium tumefaciena) son capaces de formar nódulos (tumores) en 

las ralees de leguminosas. 

La prueba de 1nfectividad (habilidad para formar nódulos) se realiza 

mediante la inoculación de plantas sembradas en un medio eatiril; ae 

evalúa la formación de nódulos, siempre haciendo comparaciones con un 

testigo no inoculado. El sistema de crecimiento depende del tamaño 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 presencia o ausencia de nódulos. 
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Figura 9. 
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2.1.3 Efeetividad poteneial 

Las pruebas de efectividad potencial se realizan para evaluar la 

habilidad que tengan las cepas de rizobios para fijar nitrógeno con una 

determinada leguminosa en condiciones óptimas de crecimiento. El 

objetivo es medir el potencial genético de la simbiosis para fijar 

nitrógeno; por eso, es importante eliminar todos los factores l1mitantes 

del crecimiento de la planta (excepto el nitrógeno). Las jarras de 

Leonard fueron diseñadas con eate propósito; sin embargo, aún usando 

jarras de Leonard, es necesario optimizar la intensidad de la luz, la 

disponibilidad-ee nutrientes. etc. Ade.ls, en esta prueba si es 

necessrio evaluar el rendimiento. 

Las pruebas de efectividad potencial no son un requisito psra reslizar 

las pruebas agronómicas que se describen en el Capitulo 3, y no deben 

emplearse como método de preselección de cepas, ya que es mis importante 

ls evaluación de las cepas en suelo que en medio estéril. 

2.1.4 Preservación y reconstitución de cepas 

Después de qu~ las cepas de rizobios hayan sido aisladas y autentieadas, 

es necesario preservarlas adecuadamente para conservar su viabilidad y 

estabilidad genética. Las cepas se pueden preservar durante dos a tres 

meses en tubos con LHA inclinado, manteniéndolas en condiciones 

refrigeradas. No obstante. se debe tener en cuenta que algunas cepas 

tropicales pueden ser sensibles a las temperaturas bajas, y que los 

eultivos repetidos de una cepa pueden provoear cambios genéticos en los 

rizobios. 

Si se desea almacenar cepas durante perIodos de seis meses o mis, la 

mejor manera de mantener los cultivos de rizobios en condiciones 

genéticamente estables es mediante una desecaci6n adecuada. 

2.1.4.1 Liofilizaci6n 

La liofilización o desecado en fria es un método ampliamente utilizado 
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para la preservaci6n de microorganismos. Consiste en un enfriamiento 

ripido de las cepas basta temperaturas muy bajas, seguido por una 

deshidrataei6n ripida mediante sublimaei6n por alto vacío. Se deben usar 

cultivos de bacterias completamente puros, y es conveniente obtenerlos 

de cajas Petri con medio de cultivo donde se pueda distinguir ficilmente 

si hay o no contaminación. El medio comúnmente usado para suspender las 

cepas es peptona al 5% y sucrosa al 10%. 

Las cepas liofilizadas se conservan al vaeio en ampollas de vidrio. Para 

reconstituirlas, se rompe la ampolla. se suspenden las cilulas en el 

medio de cultivo. y se resiembran en medio LMA; estos cultivos pueden 

demorarse mas en crecer que los cultivos frescos. Los cultivos 

liofilizados pueden permanecer viables durante varios años. 

2.1.4.2 Preservación en fragmentos de porcelana 

En esta ticnica se utilizan perlas de porcelana no vitrificadas, del 

tipo utilizsdo para los aisladores elietricos. El cultivo que se desea 

preservar se bace crecer en medio LM liquido y se le agrega maltosa al 

10%. Lss perlas de porcelana esterilizadas se impregnan de este caldo y 

se guardan en un frasco esterilizado que contiene un desecante. Cuando 

se necesita obtener un cultivo, se extrae una perla y se resiembra en 

medio LMA o LM liquido. El frasco de existencias puede utilizarse varias 

veces hasta que se hayan agotsdo todas las perlas. Las perlas se 

conservan mejor en el refrigerador y se deben renovar cada tres años. 

2.1.4.3 Preservación en aceite mineral 

Esta técnica es 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 conservación. Mediante esta 

ticnica pueden preservarse basta seis meses a la temperatura de un 

refrigerador. 

37 



2.2 PREPARACION y MANEJO DE lNOCULANTES 

2.2.1 Función de los inoculantes 

Se le llama inoculante a la mezcla de un cultivo de cepas de rizobios 

con un soporte. El soporte m§s utilizado es la turba (suelo con alto 

contenido de material orginico). La función del inoculante es permitir 

la supervivencia y la fácil manipulación de los rizobios para asociarlos 

con la leguminosa deseada. 

2.2.2 Preparación de los inoculantes 

2.2.2.1 Multiplicaci6n en medio lIquido o en una superficie de agar 

Para producir cantidades grandes de inoculantes. es necesario 

multiplicar las cepas en un medio de cultivo lIquido. Existen 

fermentadores de diferentes tamaños y diseños. los cuales se pueden 

utilizar para este propósito. Para cantidades pequeñas. se pueden 

multiplicar en una superficie de agar y luego suapenderlas en el caldo. 

Esto tiene la ventaja de permitir que la pureza del cultivo se pueda 

controlsr fácilmente en forma visual. en tanto que en un medio lIquido 

es necesario t~ar otras medidas para asegurarla (pH final, examen al 

microscopio y cultivo en medio peptona-glucosa). 

Para los ensayos de invernadero, en los que no es necesario almacenar 

los inoculantes, ae pueden usar caldos o suspensiones de rizobios para 

inocular directamente las plintulas. 

2.2.2.2 Preparación, empaque, maduración y almacenamiento del 

inoculante 

Para preparar un inoculante con base en turba, se mezcla directamente el 

caldo o la suspensión de cllulas con la turba. Factores como el pH y la 

humedad final de la turba afectan la sobrevivencia de los rizobios. S1 

se está utilizando turba esterilizada, se puede inyectar el caldo 

directamente a las bolsas plisticas previamente empacadas, tomando las 
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precauciones necesarias para evitar la contaminaci6n. Para preparar 

inoculantes con base en turba no estiril, se mezcla el caldo con la 

turba y luego se empaca en bolsas de polietileno delgado que permitan el 

intercambio de gases con el ambiente. 

Una vez se hayan mezclado las cilulas con la turba, se incuban los 

inoculantes frescos a temperaturas de 25-30·C durante una semana, para 

permitir la multiplicaci6n de los rizobios. Este proceso se llama 

"maduraci6n" del inoculante. 

El in6culo es un producto biológico y, por lo tanto, no puede 

almacenarse y manipularse de la misma forma que un fertilizante inerte, 

sino que es necesario tomar precauciones para su preservación y uso 

adecuados. Cuando el inóculo está preparado con base en turba estiril, 

se puede almacenar a temperatura ambiente durante seis meses, siempre y 

cuando ista no sea superior a 30·C. La conservaci6n del in6culo 

preparado con base en turba no estiril generalmente es mejor a 

temperaturas bajas. con lo cual se previene el crecimiento de 

contaminantes. Algunas cepas tropicalea no toleran temperaturas bajas 

(por ejemplo TAL 182 Y TAL 1000; NifTAL, 1984) Y no deben almacenarse en 

refrigerador, lo cual reduce el tiempo de almacenamiento. 

2.2.3 Evaluación de la calidad de los inoculantes 

Aunque un inoculante supuestamente contiene cepas efectivas de rizobios, 

existe la posibilidad de que el medio de cultivo esti contaminado o que 

haya ocurrido una alta mortalidad de cilulas de rizobio; por esta raz6n. 

se recomienda realizar recuentos de rizobios tanto en el inoculante como 

en las semillas inoculadas. Cuando se presenta una falta de respuesta a 

la inoculaci6n en el campo, ésto ayuda a definir aus causas. 

Se considera que 2 x 107 rlzobios/g de inoculante Ó 300 rizobios/semilla 

son las cantidades mínimas de rizobios requeridas para obtener una 

nodulaci6n adecuada. Sin embargo. son aconaejables niveles mayores 
4 6 (10 -10 rlzobios/semilla), especialmente cuando existe competencia con 

cepsa nativas. 
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Para hacer recuentos de rizobios en los inoculantes o en las semillas 

inoculadas, en general existen dos métodos: el recuento de colonias de 

rizobios en cajas de Petri y un recuento basado en la formación de 

nódulos en plantas de leguminosas. Debido al amplio rango que puede 

existir en las muestras en lo que respecta al número de rizobios (entre 
10 O Y 10 Ig), es necesario hacer previamente una serie de diluciones para 

efectuar los recuentos. 

2.2.3.1 Recuentos en cajas Petri 

Los recuentos en cajas de Petri sólo se pueden realizar si la muestra 

está libre de contaminantes, porque si crecen muchos contaminantes, es 

muy difIcil reconocer las colonias de rizobios. Este método supone que 

cada colonia se origina a partir de una sola célula de rizobio. Para 

realizar el recuento, se distribuyen alIcuotas de las diluciones 

preparadas en medio LMA en cajas de Petri, y se hace un recuento en la 

dilución en la cual las colonias cre~can bien separadas. 

2.2.3.2 Recuento en plantas (número más probable, NMP) 

El método del número mis probable (NMP) permite estimar la poblaci6n de 

un microorganismo sin hacer un recuento real de células o colonias. En 

el caso de rizobios, la técnica del NMP se basa en la formación de 

nódulos en plantas inoculadas con alIcuotas de las diluciones sucesivas 

de la muestra. En las condiciones establecidas para este método, se debe 

formar un nódulo en la planta hospedante si una célula de rizobio está 

presente en la alIcuota. 

El método del NMP para plantas se puede realizar en tubos de ensayo o en 

bolsas de crecimiento (growth pouches), dependiendo del tamaño de la 

planta hospedante. La leguminosa que ee usa con mis frecuencia para los 

recuentos del grupo de rizobios que nodula con leguminosas forrajeras 

tropicales es Hacroptilium atropurpureum cv. "Siratro". Esto 8e debe a 

8U habilidad para nodular con un rango amplio de cepas de ri~obios de 

crecimiento lento y a que es más flcil hacerla crecer en tubos de ensayo 

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

utili2ar bolsas de crecimiento. 

Para realizar cada recuento, ae inoculan cuatro tubos o bolsas de 

crecimiento, con cada una de seis o mis dilucionea de la muestra; 

despuis de tres a cuatro semanas de crecimiento, se hace la evaluaci6n 

de la nodulaci6n (presencia o ausencia de n6dulos en cada tubo o bolsa), 

Con base en la teor!a de la probabilidad. y utili2ando las tablas de 

conversión desarrolladas para este propósito (vi ase Simbiosis 

Leguminosa-Rizobio. Manual de Evaluación, Selección y Manejo"), es 

posible calcular el nGmero mis probable de rizobios en la muestra a 

partir del número de plantas con o sin nódulos que reciben cierta 

cantidad del inóculo. 

2.3 INOCULACION 

En cssi todos los suelos se encuentran poblaCiones nativas de rizobios. 

Sin embargo, estas poblaciones varlan en cantidad, especificidad y 

efectividad (Figura 10). 

2.3.1. Objetivo de la Inoculación 

El objetivo de la inoculaci6n es modificar la poblaci6n de rizobios en 

el suelo, mediante la introducción de cepas efectivas. Es más probable 

que una leguminosa especifica responda a la inoculación en el campo que 

una leguminosa promiscua, debido a la escasez de cepas nativas en el 

suelo que nodulen con las leguminosas especificas. 

Sin embargo, aún en el caso de que una leguminosa promiscua forme 

nódulos abundantes con las cepas nativas, varios factores afectan la 

efectividad de la simbiosis en el campo: 1) la me2cla de cepas nativas 

en el suelo puede incluir pocas cepas efectivas; 2) las cepas 

inefectivas pueden ser mis competitivas y evitar la nodulaci6n 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 común observar que las leguminosas promiscuas presenten 
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Figura 10. Las cepas no infectivas no forman nódulos con la leguminosa 

hospedante. Las cepas infectivas pueden establecer una 

simbiosis inefectiva, semiefectiva o efectiva con la 

leguminosa hospedante. 

nodulación "semiefectiva" con las cepas nativas en el campo (nodulan, 

pero fijan una cantidad reducida de N2 que no les permite alcanzar su 

potencial de rendimiento). Como resultado, aún una leguminosa 

clasificada como promiscua puede requerir inoculaci6n en condiciones de 

campo, al igual que una leguminosa especifica. 
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En el caso de leguminosas que forman una simbiosis semiefectiva con las 

cepas nativas, es necesario que las cepas presentes en el inoculante 

sean capaces de competir con las cepas nativas por los sitios de 

nodulación. Por otra parte, una posible falla del inoculante no tiene 

consecuencias muy graves puesto que las cepas nativas fijan algún 

nitrógeno, aunque no sea una cantidad muy alta. Cuando se inoculan 

leguminosas especificas que no nodulan con las cepas nativaa en el 

suelo, no hay problema de competencia entre las cepas nativas y las 

inoculadas. Pero si el inoculante falla por algún motivo, la planta 

sufrirla deficiencia aguda de N. 

2.3.2 Inoculación de las semillas 

La semilla se puede inocular mediante la simple mezcla del inoculante 

turboso con agua, y agregándolo a la semilla. Sin embargo. el número de 

rizobios por semilla y su supervivencia es mucho mayor si el inoculante 

se pega a la semilla con un adhesivo y si la semilla inoculada se cubre 

con un material protector como roca fosfórica o cal. Los pegantes más 

frecuentemente utilizados son la goma aribiga, la metilc\lulosa, la 

leche y el azúcar. Los resultados publicados generalmente muestran que 

la goma aribiga es el pegante que permite una mayor supervivencia del 

rizobio en la semilla. 

La supervivencia de los rizobios en las semillas puede ser baja debido 

al desecamiento de las cllulas, lo cual causa su muerte. Por esta razón, 

no debe haber demora entre la inoculación y la siembra. Para los ensayos 

de campo, es aconsejable hacer la inoculación en las primeras horas de 

ls mañana. con el fin de poder hacer los recuentos y la siembra en el 

transcurso del mismo dla. 

2.3.3 Inoculación del suelo 

El suelo se inocula cuando las semillas han sido tratadas con elementos 

tóxicos para los rizobios o cuando se requiere un mayor número de 

rizobios que no se le puede aplicar a las semillas. En situaciones en 

las que hay mucha competencia con las cepas nativas, este mltodo de 
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inoculaci6n aumenta la probabilidad de que las cepas inoculadas formen 

una alta proporci6n de n6dulos. 

Se aplica hasta un gramo (1 g) de inoculan te por metro de surco, lo cual 

equivale a 10-20 tg de inoculante/ha. Estas grandes cantidades de 

inocu1ante generalmente no son recomendables para ser usadas por 

agricultores, pero son útiles en ensayos preliminares en los que se 

pretende eliminar la competencia con cepas nativaa o en los que se 

considera factible que los agricultores usen este tipo de inoculante, 

como por ejemplo. en pequeñas áreas en las que cultivan productos de 

alto valor. 
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PREGUNTAS DE ESTUDIO 

Enuncie brevemente el prop5sito de cada uno de los siguientes 

procedimientos: 

l. Recolección de n6dulos: 

2. Aislamiento de los rizobios de los n5dulos: __________ _ 

3. Autenticaci6n de los rizobios: 

4. Evalusci6n de la efectividad potencial de los rizobios: ____ _ 

5. Preservaci6n de cepas de rizobios: 

6. Inoculaci6n: 

7. Maduraci6n de inoculantes: 

8. Evaluaci6n de la calidad de los inoculantes: 

En las siguientes preguntas, complete los enunciados llenando los 

espacios en blanco: 
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9. Tres de los principales parlmetros que identifican las colonias 

típicas de rizobios son: 

1. 

2. 

3. 

10. Existen varias pruebas que permiten autenticar 108 rizobi08. Las 

principales son: 

l. 

2. 

3. 
¿Cuál es la más concluyente? __________________________________ __ 

11. Existen varios métodos para preservar las cepss de rizobios. Tres 

de ellos son: 

1. 

2. 

3. 
¿Cuál es la más eficaz? ______________________ _ 

12. Explique brevemente el procedimiento que seguiría para aislar 

rizobios. si la planta que a usted le interesa no presenta nódulos 

en el momento de la recolección. 

Frente a cada uno de los enunciados que siguen a continuación. coloque 

una (C) si considera que la afirmación es cierta, o una (F) en caso 

contrario. 

13. El Rojo Congo es un indicador que ayuda a distinguir los 

rizobios de otras bacterias. 

14. Las leguminosas promiscuas no requieren inoculación en 

( ) 

el campo. ( ) 
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15. La evaluaci6n de la calidad de los inoculantes se realiza 

para calcular la cantidad que se debe agregar a las 

semillas. 

16. Los tubos que se preparan para preservar los n6dulos 

colectados en el campo deben contener un desecante. 

17. La mejor fpoca para colectar n6dulos activos es durante 

la fase reproductiva de las leguminosas. 

18. La prueba de ketolactosa se emplea para diferenciar los 

rizobios de Agrobacterium ap. 

19. La excesiva demora en sembrar las semillas inoculadas 

( ) 

( ) 

( ) 

( ) 

puede causar la muerte de los rizobios debida a desecaci6n () 

20. Cuando se va a aislar rizobios de un n6dulo y se 

desconoce a qué género pertenecen, se debe usar medio 

de cultivo con varios niveles de pR. ( ) 

21. En la inoculaci5n de semillas, la inclusi5n de un 

adherente contribuye a la supervivencia de los rizobios. ( ) 

22. Para la evaluaci6n de los inoculantes preparados con 

base en turba estéril, se recomienda el aftodo del número 

más probable (NMP). ( ) 

23. Para que la inoculaci6n tenga fxito, las cepas utilizadas 

deben ser competitivas. 

24. La prueba de peptona-glucosa se emplea para autenticar 

cepas de rizobios. 

25. La inoculaci6n del suelo es un método que ayuda a eliminar 

la competencia de las cepas nativas. 
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3. EVALUACION AGRONOMICA DE LA SIMBIOSIS LEGUMINOSA-RIZOBIO 

El proceso de fijación de nitrógeno y su eficiencia son el resultado de 

una compleja interacción. genéticamente controlada. entre los dos 

organismos involucrados (plants y rizobios) y el ambiente. 

Es importante decidir en que momento y de que manera incluir la 

evaluación y el mejoramiento de la fijación simbiótica de nitrógeno en 

el proceso de selección de leguminosas. según las necesidades del 

programa. Las evaluaciones de fijación de nitrógeno deben complementar 

las evaluaciones de otras caracter!sticas deseables. para poder 

seleccionar las leguminosas con la mejor combinación de todas 

las caracter!sticas. 

3.1 OBJETIVOS. TRATAMIENTOS Y PARAMETROS PARA LA EVALUACION AGRONOMICA 

La evaluación agronómica de la simbiosis leguminosa-rizobio tiene como 

objetivo seleccionar germoplasma de leguminosas que tenga un elevado 

potencial para fijar nitrógeno atmosférico en condiciones locales 

determinadas. 

Para alcanzar este objetivo, no siempre será necesario inocular las 

leguminosas seleccionadas. ya que. en algunos casos, éstas establecen 

una simbiosis efectiva con las cepas nativas de rizobios. Cuando las 

cepas nativas no aon efectivas, es necesario seleccionar tanto las 

leguminosas como las cepas de rizobios para lograr una adecuada 

combinación de los dos simbiontes. 

Para caracterizar las leguminosas según la efectividad de la simbiosis 

que establecen con las cepas nativas o inoculadas, es necesario 

seleccionar los tratamientos apropiados; dichos tratamientos dependen de 

la etapa de selección en la cual se encuentran las leguminosas. Existen 

tres tratamientos principales, de los cuales se usan combinaciones para 

evaluar la fijación de nitrógeno. Estos tratamientos son los siguientes: 
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Bajo nivel de disponibilidad de nitr6geno, sin inocular (- sin 

inocular). 

Bajo nivel de disponibilidad de nitrógeno, con inoculaci6n 

(-inoculado). 

Alto nivel de disponibilidad de nitr6geno, sin inocular (- alto N). 

La aplicación de estos tratamientos o de sus combinaciones permite 

caracterizar agron6micamente la simbiosis en suelos representativos, en 

relación con los siguientes aspectos: 1) efectividad relativa de las 

cepas nativas; 2) rendimiento potencial de las leguminosas cuando no 

tienen limitación en el suministro de nitrógeno; 3) efecto de los 

inoculantes en el rendimiento; 4) necesidad de realizar mejoramiento 

genitico, en el caso de que existan limitaciones en la capacidad de la 

planta para fijar nitrógeno y 5) efecto de otros factores de manejo 

agronómico en la simbiosis. 

Es necesario establecer condiciones de baja disponibilidad de nitrógeno 

para poder observar el potencial de rendimiento de la planta cuando el 

suministro de nitrógeno depende casi totalmente de ls fijación 

simbiótica. Esto se debe al hecho de que el nitrógeno mineral inhibe 

tanto ls nodulación como la actividad de los nódulos, ya que es 

absorbido preferentemente por la plants y enmascara la efectividad de la 

simbiosis. Cuando se quiere determinar el rendimiento potencial de la 

planta que crece sin limitación en el suministro de nitrógeno, se 

utilizan altos niveles de nitrógeno disponible. 

Los parimetros que se utilizan para evalusr los diferentes ensayos 

dependen de los tratamientos aplicados. En los tratamientos que se 

establecen con baja disponibilidad de nitrógeno mineral, con o sin la 

aplicación de inoculantes, se evalúan la nodulación (ya que se necesita 

medir la infectividad y efectividad de las cepas nativas o inoculadas) y 

el rendimiento de nitrógeno de la planta para estimar la cantidad de 

nitrógeno fijado. 
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En los tratamientos que se establecen con alta diaponibilidad de 

nitrógeno mineral (fertilizado con N), sólo se evalúa el rendimiento de 

nitrógeno, ya que en este caso la nodulación queda inhibida o es muy 

restringida, y lo que se busca es conocer el rendimiento potencial de la 

planta en condiciones de suministro adecuado de nitrógeno. 

Estas evaluaciones no dan una medida exacta de la fijación de nitrógeno, 

pero son adecuadas para obtener estimaciones relativas, y se pueden 

emplear cuando se trabaja con grandes cantidades de accesiones. 

La información obtenida permite realizar selecciones de germoplasma con 

alto potencial de fijación de nitrógeno. Es importante resaltar el hecho 

de que, aunque no se establezcan condiciones definidas en cuanto a los 

niveles de nitrógeno disponible y al uso de inoculantes durante un 

programa de selección de leguminosas, las condiciones que se utilicen 

necesariamente afectarln el rendimiento de las plantas y, como 

consecuencia, si se usa el rendimiento como criterio de selección, 

pueden afectar el potencial de rendimiento de las leguminosas 

seleccionadas. 

3.2 ETAPAS DE LA EVALUACION 

Los programas de selección normalmente se realizan por etapas sucesivas. 

Las tres etapas generales del proceso de evaluación y selección de 

combinaciones leguminosa-rizobio se resumen en la Figura 11. 

La etapa IR corresponde a los trabajos preliminares con rizobios que se 

describieron en el CapItulo 2. La Etapa IL corresponde a la evaluación 

agronómica preliminar, en la cual se evalúa un alto número de accesiones 

de leguminosas con base en varios parámetros. Si uno de estos parámetros 

es la capacidad de fijación de nitrógeno, se incluyen los ensayos 

denominados de "necesidad de inocular", los cuales permiten identificar, 

las leguminosas que nodulan efectivamente con laa cepas nativaa y las 

que necesitan inoculación o mejoramiento genético. En esta etapa no se 

requiere el uso de inoculantes. 
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Figura 11. Diagrama de flujo del germoplasma por las distintas etapas 

de investigaci6n para aumentar la fijación de nitrógeno 

mediante el manejo de la simbiosis leguminosa-rizobio. 
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Las leguminosas que han sido identificadas por establecer una simbiosis 

inefectiva con las cepas nativas pasan a la etapa 11, en la cual se 

realizan los ensayos denominados "necesidad de aeleccionar cepas", en 

los cuales se evalúan junto con las cepas recomendadas disponibles; si 

estas cepas no demuestran ser efectivas con el germoplasma evaluado, es 

necesario un paso posterior de selección de cepas efectivas, hasta 

lograr identificar las mejores combinaciones leguminosa-suelo-cepa. En 

ambas etapas (1 y 11) pueden detectarse leguminosas que tienen una 

capacidad de fijación de nitrógeno deficiente; en estos casos, si es 

necesario se debe realizar mejoramiento genético con base en estas 

características, 

En la Etapa 111 se evalúan los efectos de las prácticas de manejo 

agronómico para las combinaciones leguminosa-rizobio (nativo o 

inoculado) seleccionados en las Etapas 1 y 11. El propósito de esta 

evaluación es establecer las pautas de manejo que permitan optimizar la 

fijación de N2, 

En la siguiente parte de este cspítulo se describe en detalle cada uno 

de los ensayos requeridos en las diferentes etapas de evaluación. La 

parte final se ocupa de las recomendaciones sobre el ~ntaje y manejo de 

los ensayos. 

3.2.1 Evaluación de la efectividad de las cepas nativas (Etapa l L) 

En este tipo de evaluación se compara la capacidad genética de un amplio 

número de leguminosas, con el fin de caracterizarlas según su habilidad 

para establecer una simbiosis efectiva con las cepas nativas; esto ayuda 

a identificar las leguminosas que requieren inoculación y evitar que 

sean eliminadas en las selecciones preliminares por falta de vigor. 

Para este tipo de evaluación es necesario establecer dos tratamientos: 

sin inoculación (con baja disponibilidad de N mineral) y fertilizado con 

nitrógeno, considerados como el tratamiento "no inoculado", y el testigo 

con fertilización nitrogenada respectivamente. Este ensayo se denomina 

"Evaluación de la necesidad de inocular". 
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El rendimiento de N en los dos tratamientos, junto con la evaluación de 

la nodulación en el tratamiento de baja disponibilidad de N, permite 

evaluar la efectividad de la simbiosis con las cepas nativas (Figura 

12). Las leguminosas que nodulan efectivamente con las cepas nativas (A) 

son aquellas que nodulan bien en condiciones de bajo nivel de N, tienen 

un rendimiento adecuado y no responden a la fertilización con N; estas 

leguminosas probablemente no requieren inoculación, en el suelo en el 

cual se están evaluando. Sin embargo, es necesario pasar a la Etapa 111 

para evaluar el efecto de los factores de manejo agron6mico en ls 

necesidad de inocular. 

En el caso de las leguminosas B de la Figura 12. las plantas del 

tratamiento bajo en N presentsn nódulos, rendimiento moderado o bajo y 

respuesta al N. Esta respuesta indica una simbiosis semiefectiva o 

inefectiva con las cepas nativas. En el caso de las leguminosas e, las 

plantas que crecen con bajo nivel de N no presentan n6dulos y exhiben 

una fuerte respuesta al N, lo cual indica que no se establece simbiosis 

con las cepas nativas. Las plantas que se comportan como en los casos B 

y e requieren inoculación y se seleccionan para la Etapa 11. 

Por último. hay leguminosas mal adaptadas a las condiciones locales o 

que no tienen capacidad de respuesta a la fertilización nitrogenada 

(leguminosas D), como lo demuestra el bajo rendimiento en ambos 

tratamientos. Estas plantas se descartan de la selección, pero si se 

duda sobre su capacidad para absorber N mineral, se podr!an continuar 

evaluando en las etapas siguientes, en lss cuales se incluyen 

tratamientos inoculados. 

Si se presenta el caso de una región en la que es imposible utilizar la 

tecnolog!a de inoculan tes y el germoplasma no establece simbiosis 

efectiva con las cepas nativas, se deberá recurrir al mejoramiento 

genético para aumentar la habilidad para nodular con las cepas nativas. 
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Figura 12. Efectividad de la simbiosis de diferentes especies o 

líneas de leguminosas con las cepas nativas en una 

localidad (dos tratamientos). 
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Este tipo de ensayo demuestra que. cuando se usan dos tratamientos en 

las etapas preliminares de la selecci6n en lugar de uno solo. se obtiene 

suficiente información para incluir un rango de germoplasma m§s amplio 

en cuanto s su potencial de rendimiento con o sin inoculación. 

Es necesario tener en cuenta que, debido a que las cepas de rizobios 

varían en cantidad y calidad de un sitio a otro. la selecci6n puede ser 

muy específica para cada localidad. Por esta razón, 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 pequeñas; por ejemplo, 

los suelos erosionados de laderas posiblemente muestren características 

microbiológicas muy pobres comparadas con los suelos de los valles. 

3.2.2 Evaluación de la efectividad de la simbiosis incluyendo 

el uso de inoculantes (Etapa 11) 

En esta etapa se estudian las combinaciones leguminosa-suelo 

identificadas en la etapa anterior {casos B y e}, con el fin de 

optimizar la efectividad de la simbiosis leguminosa-rizobio mediante 

inoculaci6n. Esto se puede hacer en dos pasos: con ensayos preliminares 

sobre necesidad de selección de cepas y, posteriormente, con ensayos de 

selección de cepas, en aquellos casos en los que sea necesario. Además, 

en los casos en los que las combinaciones de leguminosa-rizobio 

evaluadas no alcancen niveles adecuados de fijación de nitrógeno. se 

puede obtener un rango mayor de líneas (mediante cruzamientos) psra 

evaluar su variabilidad genitica en cuanto a su capscidad para fijar 

nitrógeno, con el propósito de seleccionar aquellos materiales que 

establecen una simbiosis más efectiva con las cepas inoculadas. 

En esta etapa se busca optimizar el uso de inoculan tes durante el 

proceso de selección, con el fin de evitar la eliminación de aquellas 

leguminosas con características deseables debido a la falta de cepas 

apropiadas. 
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Figura 13. Efectividad de la simbiosis de una misma accesión de 

leguminosa con cepas nativas en suelos diferentes. 
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Las leguminosas identificadas en la Etapa 1L que no requieren 

inoculación no necesitan pasar por la Etapa 11. La inclusión de 

inoculantes en las evaluaciones amplIa el rango de germoplasma que se 

puede considerar como adaptado a las condiciones locales. Como testigos 

se 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 más promisoria 

disponible o con un rango de cepas promisorias. En algunos casos se 

realizan ensayos de la etapa 11, sin haber realizado la etapa IL• 

3.2.2.1 Necesidad de seleccionar cepas 

Las combinaciones leguminosa-suelo que. en la etapa anterior mostraron 

una simbiosis semiefectiva o inefectiva con las cepas nativas, ahora se 

evalúan con iaoculantes, utilizando cepas que han mostrado efectividad 

con las mismas leguminosas en otros sitios o que se consideran 

probablemente efectivas. 

Para el efecto se emplean tres tratamientos: 

l. Sin inocular, bajo N 

2. Inoculado con una cepa probablemente efectiva 

3. Fertilizado con N 

Los resultados de este tipo de ensayo se presentan en la Figura 14. En 

el caso A, la leguminosa nodula efectivamente tanto con las cepas 

nativas, como con la cepa inoculada, haciendo innecesaria la 

inoculación. El caso B muestra que la cepa utilizada nodula 

efectivamente, 10 cual indica que se ha alcanzado el objetivo de 

seleccionar la cepa apropiada. En el caso C, la cepa utilizada no es 

efectiva, razón por la cual el material debe pasar a un ensayo posterior 

(selección de cepas). El caso D muestra mala adaptación de la 

leguminosa, ya que rinde pobremente aún en el tratamiento fertilizado o 

carece de habilidad para absorber N mineral. 
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Figura 14. Determinación de la necesidad de seleccionar cepas 

para una leguminosa, basada en la respuesta a 3 

tratamientos (sin inocular, inoculado y alto N). 
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El criterio general e.s que, si se obtiene una mayor respuesta al N que a 

la inoculaci6n, se puede concluir que la cepa utilizada no es efectiva 

para las condiciones locales y se deben llevar a cabo otros ensayos para 

seleccionar cepas mis adaptadas. Sólo se aeleccionan cepas para estas 

leguminosas ya que las demás no necesitan inoculación o la cepa 

recomendada es efectiva en las condiciones locales. El objetivo de este 

tipo de ensayo es reducir al m!nimo el trabajo de selección de cepas en 

condiciones locales; es decir, sólo se estudian con mis detalle las 

leguminosas que realmente lo necesitan (Date, 1977). 

Si existen diferentes suelos representativos de la región, es necesario 

confirmar los resultados de los ensayos en todos los suelos. para 

determinar si la efectividad de la simbiosis con cada leguminosa varla 

de un sitio a otro. 

3.2.2.2 Selección de cepas efectivas 

Si hay necesidad de seleccionar cepas para combinaciones de 

leguminosa-suelo, primero es preciso obtener un rango de cepas 

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

Aunque se puede obtener un rango de cepas probablemente efectivas de 

otros laboratorios, también es importante aislar cepas a nivel local. Es 

muy probable que las cepas del mismo genotipo que ha sido cultivado en 

condiciones locales durante varios años, sean efectivas debido a un 

proceso lento de selecci6n natural en las condiciones naturales de 

estrés. Sin embargo, es diflcil pronosticar cuiles cepas serán 

efectivas, ya que una misma planta puede tener n6dulos efectivos y no 

efectivos (Mytton, 1984). 

Después 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 

(véase más adelante la secci6n 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 tratamientos: 

sin inocular y alto N. Como criterio de selecci6n se emplea el aumento 

en rendimiento debido a la inoculación, en comparaci6n con el testigo 

sin inocular (Figura 15). Se ha encontrado que, en la selecci6n de cepas 

para especies de leguminosas forrajeras tropicales (por ejemplo, usando 

cepas aisladas del mismo ginero), en casi todos los casos, por lo menos 

una de ceda 40 cepas es efectiva (elAT, 1986a). Si se evalúan cepas 

seleccionadas por ser efectivas en otros laboratorios, la probabilidad 

de encontrar una respuesta positiva es mucho mayor. 

Se recomienda realizar la selección de cepas en suelo y no en arena 

estéril con solución nutritiva (jarras de Leo~ard), porque en la mayoría 

de los suelos tropicales, existen condiciones de estrés que son 

difíciles 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 cuando son efectivas, no producirán 

aumentos en rendimiento en comparaci6n con el testigo sin inocular. 

Antes de hacer la selección definitiva, se deben realizar varios ensayos 

para comprobar la capacidad de las cepas para incrementar los 

rendimientos. Algunas cepas son genéticamente inestables y pueden perder 

su capacidad para fijar N2• Por otra parte, es importante seleccionar 

cepas con un amplio rango de especificidad; por esta razón, es 

conveniente probar las mejores cepas con diferentes leguminosas para 

poder seleccionar la cepa con el espectro más amplio. 
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Resultados de un ensayo de evaluación de cepas con un 

ecotipo de Centrosema macrocarpum. que muestra los 

incrementos en el rendimiento de N debidos al efecto de 

cada cepa; el número sobre las barras indica el número de 

nódulos por cilindro de suelo. 
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En resumen. los criterios importantes para seleccionar las cepas son los 

siguientes: 

o que 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 genético de leguminosas 

Es posible que después de haber trsbajado intensamente en la selección 

de cepas. se encuentre que exista una deficiencia genética de la planta 

que afecta su capacidad para fijar nitrógeno, pese a que se inocule con 

cepas con alta capacidad simbiótica. Si se trata de germoplasma valioso, 

lo indicado es incorporar un programa de cruzamiento y selección de 

genotipos para aumentar la variabilidad genética de la planta en cuanto 

a su capacidad para fijar nitrógeno. Siguiendo esta estrategia, se 

seleccionan 108 materiales con mayor capacidad de rendimiento y 

nodulación con cepas inoculadas, en un suelo con baja disponibilidad de 

nitrógeno mineral. 

En este tipo de programa, generalmente se evalúa un número muy alto de 

materiales, 10 cual dificulta el uso de varios tratamientos. Por este 

motivo, 10 recomendable es inocular todos los materiales con una mezcla 

de cepas cuya efectividad haya sido previamente determinada. Si es 

posible. se incluye un tratamiento adicional fertilizado con nitrógeno, 

para así evaluar el rendimiento potencial de los nuevos materiales. 

3.2.3 Evaluación de la interacción entre la simbiosis y los factores 

de manejo agronómico (Etapa 111) 

Las evaluaciones descritas anteriormente se realizan en condiciones 

agronómicas consideradas como óptimas para la fijación de nitrógeno (en 

el invernadero o el campo). Esta última etapa tiene el propósito de 

evaluar los factores de manejo que podrían limitar la efectividad de la 

simbiosis, cOn el fin de adaptar las combinaciones leguminosa- rizobio 

seleccionadas para su utilización por los agricultores. 
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El manejo agron6mico a nivel de campo puede cambiar las condiciones que 

se utilizaron en los ensayos y. por consiguiente, tambi'n puede afectar 

la neceaidad de inocular y, posiblemente, la efectividad de la cepa 

seleccionada. Para evaluar esta interacción. se pueden establecer 

tratamientos con o sin inoculación y con o sin fertilización 

nitrogenada, en combinación con las diferentes prácticas de manejo que 

utilizan los agricultores, con el fin de ajustar las recomendaciones de 

inoculación para los pasos posteriores de selección; estos ensayos se 

deben realizar en forma paralela a las últimas etapas de evaluación. 

En este tipo de ensayo, las diferentes condiciones de manejo se 

establecen en las parcelas principales. y los tratamientos con y sin 

inoculación, en las subparcelas. 

Algunos factores de manejo agronómico pueden afectar la mineralización 

del nitrógeno, lo cual dificulta la interpretación de los resultados de 

los ensayos que estudian las interacciones entre los factores de manejo 

y las respuestas a la inoculación. Sin embargo, si se mide la 

mineralización del nitrógeno en los diferentes tratamientos, es posible 

determinar si las mayores tasas de mineralización de nitrógeno coinciden 

con las menores respuestas a la inoculación. En los ensayos en los 

cusles se espera que los factores en estudio afecten los niveles de 

nitrógeno mineral, se sugiere incluir siempre un testigo en el cual se 

minimice la tasa de mineralización de nitrógeno, con y sin inoculación. 

3.2.3.1 T¡cnicas de inoculación 

Las diferentes técnicas de inoculación quizás no afecten los niveles de 

nitrógeno mineral en el suelo. En los ensayos sobre técnicas de 

inoculación, se utilizan testigos sin inocular y fertilizados con 

nitrógeno, y tratamientos con la misma cepa y diferentes técnicas de 

inoculación. Por ejemplo: 
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Inoculación al suelo vs. inoculación a la semilla 

Tipos de inoculantes: 

• 

Convencional, con diferentes soportes (carbón, suelo, 

cáscara de arroz o algodón) 

Liofilizado 

Efecto de fungicidas en la respuesta a la inoculación 

Al .o.ento de la siembra, es necesario determinar el número de rizobios 

inoculados en cada tratamiento, para poder interpretar correctamente los 

resultados. 

3.2.3.2 Sistemas de labranza; .onocultivo vs. cultivos asociados 

Los sistemas de labranza y de siembra probablemente afectan la tasa de 

.ineralización del nitrógeno y, por lo tanto, las respuestas a la 

inoculación observadas. 

Se sugiere realizar ensayos con cepas que hayan demostrado ser efectivas 

en condiciones de m!nima disponibilidad de nitrógeno mineral, utilizadas 

en las Etapas 1 y 11. En estos ensayos se comparan los diferentes 

sistemas de siembra utilizados por los agricultores de la región. Los 

sistemas de sie.bra se establecen en las parcelas, y los tratamientos 

con y sin inoculación, en las subparcelas. Sylvester- Bradley y Mosquera 

(1985) describen un ensayo de este tipo, que muestra que la respuesta a 

la inoculación fue mayor cuando se utilizó la labranza m!ni.a para el 

estableci.iento de las leg~inosas. 

3.2.3.3 Niveles de fertilidad 

La investigaci6n ha demostrado que los niveles de fertilidad de los 

suelos tropicales. especialmente de fósforo y molibdeno, como también 

los niveles de pH, afectan la fijación de nitrógeno por las leguminosas. 

Los niveles de fertilización que aplican los agricultores muchas veces 

son bajos. Por ello, es importante conocer también la interacción entre 

la respuesta a la inoculación y los niveles de fertilización comunmente 

usados por los agricultores. 
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Por ejemplo, para detectar los factores nutricionales que limitan 

espec{ficamente la fijación de nitr6geno, se pueden comparar los efectos 

de varios niveles del factor en estudio, en plantas que crecen con baja 

disponibilidad de nitrógeno e inoculadas, y plantas fertilizadas con N 

(sin inocular y alto N) (Figura 16). Aunque no ae hacen determinaciones 

cuantitativas del efecto en la fijaci6n de nitrógeno, se obtiene 

información relativa muy útil. 

En este tipo de ensayo, las diferentes condiciones de manejo se 

establecen en las parcelas principales, y los tratamientos con y sin 

inoculación, en las subparcelas. 

Otro aspecto importante que debe estudiarse en esta etapa es el mitodo 

de inoculación. Es importante adaptar el mitodo de inoculación utilizado 

para facilitar su adopción por los agricultores. Antes de hacer 

recomendaciones para los agricultores. es aconsejable realizar un ensayo 

en el cual se comparen diferentes mitodos de inoculaci6n. 

3.2.4 Selecciones posteriores y liberaci6n de los materiales 

En las selecciones posteriores a las evaluaciones de la simbiosis 

leguminosa-rizobio, si es necesario, se inoculan las leguminosas con las 

cepas de rizobios más adaptadas a la región. Es importante especificar 

las prácticas de manejo que no limiten la efectividad de la simbiosis 

con base en los resultados de la Etapa tII (evaluación del manejo 

agronómico). 

Cuando en una región ya se hayan seleccionado 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 inoculación podrra contribuir a 

aumentar el rendimiento de ls leguminosa seleccionada. 

De la misma manera, si en la región no existe un mecanismo de producción 

comercisl de inoculantes, esta etapa debe incluir 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 fijación de nitrógeno. 
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3.3 MONTAJE Y MANEJO DE LOS ENSAYOS 

Con el fin de establecer los tratamientos necesarios para reali~ar las 

evaluaciones agronómicas de la fijación de nitrógeno, y para tomar los 

datos requeridos, se necesita de ciertas técnicas y precauciones 

especiales. 

3.3.1 Selección del sitio 

Se deben escoger suelos representativos de la variabilidad existente en 

la región (arenosos, arcillosos, pendientes, planos. etc.). 

3.3.2 Invernadero vs. campo 

Los tratamientos se pueden establecer en el invernadero o en el Campo; 

la elección depende del número de leguminosas por evaluar. el número 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 ciertos tratamientos para reducir el volumen de trabajo de 

Campo. No obstante, posteriormente es necesario re confirmar los 

resultados en condiciones de campo con algunos tratamientos 

representativos. 

3.3.3 Control de la disponibilidad de nitrógeno mineral 

Para establecer los tratamientos de baja y alta disponibilidad de 

nitrógeno. es necesario considerar los factores que afectan la 

disponibilidad de nitrógeno mineral. 

3.3.3.1 Factores que afectan la disponibilidad de nitrógeno mineral 

La mayor parte del nitrógeno presente en la capa arable del suelo se 

encuentra en forma orgánica. pero la mayoría de las plantas no tienen la 

habilidad para absorberla. con excepción de pequeñas cantidades de 

aminoácidos. El nitrógeno orgánico Be convierte en nitrógeno mineral 

mediante los procesos de mineralización. La tasa de mineralización 
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depende de la relación C:N en el suelo; cuando esta relación es alta 

(generalmente se citan relaciones mayores que 20:1), da por resultado la 

inmovilización del nitrógeno en vez de la mineralización. La 

mineralización del nitrógeno también es estimulada por la labranza y por 

los cambios en humedad y temperatura del suelo (Bartholemew, 1965; 

Birch, 1964). 

En suelos §cidos, ls tasa de mineralización es menor que en suelos de pH 

neutro, debido a la reducida actividad de las bacterias nitrificantes en 

medio icido, pese a que la población de éstas pueda ser apreciable. 

Adicionalmente, algunas gramIneas (nativas de las sabanas tropicales) 

inhiben a los microorganismos nitrificantes, posiblemente debido a la 

habilidad.de estas gramíneas para absorber el nitrógeno en forma 

amoniacal. 

3.3.3.2 Métodos para disminuir o inmovilizar el nitrógeno 

mineral 

En una evaluación de la simbiosis leguminosa-rizobio, se debe asegurar 

que los niveles de nitrógeno en el suelo sean suficientemente bajos para 

minimizar la absorción de nitrógeno mineral por las plantas. Hay que 

tener en cuenta que cuando se escoge un área que no ha sido labrada ni 

cultivada continuamente, se puede presentar abundante mineralización de 

nitrógeno al labrar el suelo. 

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

necesario hacer lo siguiente: 

1) Antes de establecer el ensayo, sembrar un cultivo como maíz. para que 

absorba un alto nivel de nitrógeno, y luego cosechar lo. 2) Sembrar las 

leguminosas en asociación con una gramInea o un cereal. 3) Establecer el 

cultivo con labranza mínima, dejando vivo el cespedón. 4} Incorporar un 

sustrato con alto contenido de carbono (por ejemplo, bagazo de caña, 

aserrín o paja de arroz). Esta última práctica puede cambiar mucho las 

característicaa y la microflora del suelo, por lo cual ae debe tener 

cuidado al extrapolar los resultados. 
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En el invernadero también es necesario asegurar que los niveles de 

nitrógeno mineral sean bajos. Al remover, desecar y humedecer el suelo, 

se estimula la mineralización del nitrógeno, y como en los potes ocurre 

poca lixiviación, los niveles de nitrógeno mineral pueden ser más altos 

que en el campo. Este problema se puede evitar utilizando métodos 

similares a los recomendados para el campo. Para lograr el efecto de 

labranza reducida, se pueden utilizar cilindros de suelo sin perturbar 

(Sylvester-Bradley !!!!' 1983). Estos se obtienen introduciendo 

secciones de tubos de PVC en un ir ea de pasto que no haya sido cultivada 

reciéntemente y trayéndolos al invernadero sin perturbar el suelo. En 

caso de que sea necesario encalar y usar suelo disturbado, se puede 

sembrar una gramínes en el mismo pote para que compita con la leguminosa 

por el nitrógeno mineral, o incorporar sustratos con alto contenido de 

carbono; los potes de suelo también pueden lavarse con abundante agua 

para lixiviar el nitrógeno. 

En general, los ensayos en potes requieren tasas de fertilización de 

otros nutrientes más altas que en el campo, en razón de que es necesario 

asegurar la corrección de probables deficiencias de otros nutrimentos 

causadas por la restricción de crecimiento radical y la competencia de 

la gramínea o por la lixiviaci6n de otros nutrientes junto con el 

nitrógeno. Los resultados obtenidos en el invernadero siempre deben 

comprobarse en el campo con tratamientos seleccionados. 

3.3.4 Precauciones psra evitar contaminación 

3.3.4.1 Precauciones con las semillas inoculadas y no inoculadas 

Durante el proceso de inoculación. es obvia la necesidad de evitar la 

contaminación entre las semillas de los tratamientos inoculados y no 

inoculados. También es importante evitar la contaminación por hongos y 

otros microorganismos del ambiente que pueden interferir con los 

J 

recuentos en las cajas de Petri. Para el efecto. es preferible inocular 

las semillas en el laboratorio u otra frea relstivamente limpia, antes J 

de llevarlas al campo para efectuar la siembra. Sin embargo, si el viaje 

hacia el campo es largo, serIa preferible hacer la inoculación a la 1 
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llegada (por ejemplo, es posible hacerlo dentro del vehículo). En este 

caso, habría que tomar las muestras de semillas inoculadas para los 

recuentos en el campo, y aplicar las precauciones necesarias para que 

las bacterias no sufran alteraciones antes de regresar las muestras al 

laboratorio. 

También es necesario tomar precauciones especiales para calcular 

correctamente las cantidades de semilla para cada parcela, tomando en 

cuenta el tamaño de la muestra que se remueve antes de la siembra para 

efectuar los recuentos (que no se realizan con las semillas no 

inoculadas), y que las semillas inoculadas tienen peso y volumen mayores 

que los de las semillas no inoculadas. 

3.3.4.2 Precauciones para evitar la contaminación entre tratamientos 

En el invernadero es muy útil cubrir la superficie del suelo en las 

macetas o cilindros con arena parafinada u otro material repelente al 

agua, dejando un área tapada con un tubo de irrigación. As! se evita que 

caigan los rizobios del ambiente sobre la superficie del suelo y que 

penetren al suelo con el agua de riego. Además, ésto ayuda a mantener la 

humedad del suelo. 

En el campo, la contaminación entre las parcelas se logra evitar al 

entrar en ellas con los pies cubiertos con bolsas plásticas. y al lavar 

y desinfectar los implementos con alcohol u otro producto cuando se pasa 

de un tratamiento a otro. Se pueden hacer zanjas entre las parcelas y 

dejar calles anchas. las cuales se deben dejar con pasto o sembrar con 

otro cultivo. Aún tomando todas estas precauciones, es difIcil evitar la 

contaminación a largo plazo. 

3.3.5 Muestreos para evaluar nodulación y rendimiento de nitrógeno 

3.3.5.1 Evaluación de la nodulación 

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

suelo) es relativamente fácil recuperar todos los nódulos. El método que 
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se recomienda consite en extraer las rarees de los cilindros o potes y 

colocarlas sobre un tamiz, para luego lavarlas cuidadosamente con agua 

corriente; luego se separan todos los nódulos de las rarces y se hace el 

recuento. Si el recuento no se puede hacer inmediatamente, las rarees se 

deben guardar en bolsas plásticas rotuladas, las cuales se conservan 

refrigeradas. También se pueden hacer estimaciones de peso fresco o 

seco, volumen fresco, color interno, etc. 

En los ensayos de invernadero, los datos se pueden tomar con msyor 

precisión, incluyendo el número y, si son suficientemente grandes, peso 

exacto de los nódulos, para cuantificar su abundancia. En ensayos 

grandes en el campo, cuando hay un número alto de nódulos para evaluar, 

se recomienda la evaluación de la nodulación con base en eategorras de 

parámetros discontinuos, como por ejemplo, abundancia, calificada en 

categorras tales como abundante, regular, escasa y ausente. 

Para extraer los nódulos, se cava cuidadosamente alrededor de la planta 

con una navaja, pala o el instrumento que sea más adecuado, teniendo la 

precaución de no causar daños al sistema radical; es importante examinar 

bien el suelo para recuperar los nódulos que se hayan desprendido. Al 

extraer los nódulos, también es necesario tener en cuenta que puede 

haber nódulos en las rarces secundarias, a veces muy alejadas de la rarz 

principal. Cuando las plantas tienen un estado de crecimiento avanzado, 

recuperar todo el sistema radical puede ser una labor dispendioss que 

requiere muchs paciencia y cuidado. 

Los parámetros que se evalúan generalmente son los siguientes: número de 

nódulos, tamaño relativo. distribución y color interno predominante. En 

este último caso es necesario evaluar el color inmediatamente, ya que 

éste sufre un rápido deterioro despuis de que se extraen los nódulos. 

Es necesario seleccionar las 'pocas más adecuadas y definir los 

parámetros y categor!as apropiadas para describir las diferencias 

existentes entre los tratamientos. La experiencia can cada cultivo 

permite desarrollar categor!as y seleccionar las 'pocas ideales para 

evaluar la nodulación. 
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3.3.5.2 Evaluaci6n del rendimiento de nitr6geno 

Para evaluar el rendimiento de nitr6geno, se corta la planta o se 

cosechan los granoa, y se determina el peso verde y el peso seco de una 

submuestra. Una ve~ se obtenga el porcentaje de peso seco y el 

rendimiento de peso fresco por unidad de área o por planta. ae puede 

calcular el rendimiento con base en peso seco. Este valor se multiplica 

por el contenido de nitrógeno en el tejido (%) para obtener el valor del 

rendimiento de nitrógeno. 

El método más común para determinar el contenido de nitr6geno en el 

tejido vegetal es el de micro-Kjeldhal, el cual es más conveniente 

porque solo utili~a 0.1 g de muestra, en tanto que el método de macro­

Kjeldhal requiere de 1.0-3.0 g; ésto significa un aborro de reactivos y 

de tiempo. Las muestras se digieren en H2S04 con catalizador durante una 

hora a 400°C. Para este análisis. las muestras deben ser secadas, 

molidas y homogeni~adas previamente. El amonio se puede liberar por 

destilsción y determinar bien sea por titulación o colorimétricamente. 

Para este método, es de suma importancia tomar una muestra 

representativa, ya que constituye uno de los eslabones más débiles del 

diagnóstico foliar. 

3.3.6 Análisis de los resultados 

En la Etapa IL, en la cual se compara un alto número de leguminosas con 

dos tratamientos, se analiza por separado el rendimiento de nitrógeno 

para cada tratamiento, obteniendo as!, el cambio de orden de las 

leguminosas con y sin tratamiento. Además, se calcula la respuesta de 

cada leguminosa al nitrógeno (pérdida de rendimiento debida a la falta 

de fertilización nitrogenada) y se comparan las respuestas al nitrógeno 

usando el análisis de varianza. 

Los datos de rendimiento de nitrógeno pueden analizarse separadamente 

para cada corte o para cortes o muestreos sucesivos en el tiempo. La 

diferencia entre los tratamientos a través de 10& muestreos se puede 
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precisar madiante un anilisis de varianza (ANDEVA) en forma factorial, 

utilizando el parllmetro "índice de respuesta al nitr6geno" (IRN): 

Rendimiento del N (+N) - Rendimiento de N (-N) 
IRN - -------------------- x 100 

Rendimiento de N (+N) 

Luego se comparan las respuestas al nitrógeno utilizando el an(lisis de 

varianza. 

En la Etapa 11, en la cual se comparan varias cepas, se analiza el 

aumento en rendimiento debido a la inoculaci6n, siempre haciendo 

comparaciones con el testigo sin inocular. En los anilisis estadísticos 

de los ensayos de selecci6n de cepas, no se incluye el testigo 

fertilizado con nitr6geno, porque el objetivo de este tratamiento es 

solamente identificar los casos en los que el nitr6geno no es el factor 

l1mitante. 

Para evaluar los datos de rendimiento de la Etapa 11, se utiliza un 

anillais factorial cuando el ensayo se ha realizado con un diseño de 

parcelas divididas, como por ejemplo, niveles de fósforo en la parcela 

principal y dos tratamientos (con y sin inoculación) en las subparcelas. 

En este caso, y en ensayos de campo en los que se han realizado varios 

cortes, la interpretación de los resultados se facilita mucho si los 

aumentos debidos a la inoculación se expresan en términos porcentuales, 

para 10 cual se utiliza el lndice de Efectividad de Inoculaci6n (lEl). 

IEl= (rend. de N con inoculación-rend. de N sin inoculación) x 100 

rendimiento de N con inoculación 

El uso del IEI permite hacer una comparaci6n estadística entre cortes, 

10 cual no es posible con los datos de rendimiento. porque el 

rendimiento de cada corte incluye el rendimiento en cortes anteriores. 

Además. elimina un factor (la inoculaci6n) en los ensayos del tipo Etapa 

111, simplificando la interpretación de los datos. 
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Actualmente se estan desarrollndo métodos para el anllisis estadístico 

de datos cualitativos de la nodulaci6n (color y distribución), basados 

en una adaptaci6n de la prueba de "chi cuadrado". Las leguminosas se 

pueden agrupar según las combinaciones de la distribuci6n de los niveles 

de evaluaci6n dentro de cada parámetro. Para 108 datos cuantitativos 

(número y peso de n6dulos por planta) se puede usar el análisis de 

varianza. 

------- *** ------

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

conceptos y criterios mis importantes relacionados con la simbiosis 

leguminoss-rizobio, su evaluaci6n y su manejo. 

A quienes estén interesados en adquirir conocimientos detallados sobre 

los métodoa específicos que se utilizan para llevar a cabo las 

diferentes evaluaciones tratadas en esta Guía de Estudio, se lea 

recomienda consultar el "Manual para la Evaluaci6n, Selección y Manejo 

de la Simbiosis Leguminosa-rizobio para Incrementar la Fijaci6n de 

Nitrógeno". 
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PREGUNTAS DE ESTUDIO 

l. Enuncie el objetivo general de la evaluaci6n agron6mica de la 

simbiosis leguminosa-rizobio: 

2. En la evaluaci6n agron6mica se emplean 3 tipos de tratamiento, cada 

uno de los cuales permite caracterizar un aspecto de la simbiosis. 

Defina el aspecto caracterizado por cada tratamiento: 

l. Bajo N. sin inocular: 

2. Bajo N, inoculado: 

3. Fertilizado con N: 

3. Complete el siguiente cuadro-resumen sobre la evaluación agron6mica 

de la simbiosis: 

Etapa 

Objetivo de la 

etapa 

Tipos de 

ensayo 

Tratamientos 

utilizados 

Resultados 

esperados 

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 selección de 

cepas: 

1. 

2. 

3. 
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Frente a cada uno de los enunciados que siguen a continuaci6n, coloque 

una (e) si considera cierta la afirmaci6n o una (F) en caso contrario. 

6. Las evaluaciones de la etapa lL deben realizarse en 

varios sitios, ya que las selecciones generalmente 

son especificos para cada localidad. 

7. El tratamiento -N, -1 permite evaluar el rendimiento 

potencial de las leguminosas. 

8. Los inoculantes se emplean en todas las etapas de 

evaluación de la simbiosis. 

9. En los ensayos en invernadero (cilindros o potes) por 

lo general se requieren mayores niveles de fertilización 

que en el campo. 

10. La evaluación de cepas en medio estéril puede conducir 

a la selección de cepas no competitivas. 

11. Los sistemas de labranza tienen poco efecto sobre la 

tasa de mineralización del nitrógeno. 

12. La inclusión de inoculantes en la selección agronómica 

amplia el rango de germoplasma adaptado a las 

condiciones locales. 

13. Se debe recurrir al mejoramiento genético en los casos 

en que no es factible aplicar la tscnolog!a de 

inoculación y el germoplasma no nodula efectivamente 

con las cepas nativas. 

14. La selección de cepas se hace más ágil si se utilizan 

cepas recomendadas por otras instituciones. para las 

leguminosas con que se está trabajando. 
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15. La arena parafinada. en los potes y cilindros se utiliza 

principalmente pars conservar la humedad del suelo. 

16. La tasa de mineralización del N es mayor en los suelos 

leidos que en los suelos de pH neutro. 

17. Los niveles de fósforo y molibdeno en el suelo tienen 

( ) 

( ) 

un importante efecto en la fijación de nitrógeno. ( ) 

18. El color interno de los nódulos se puede evaluar en 

el laboratorio. si los nódulos han sido preservadas 

adecuadamente. 

19. El máximo potencial de fijación de nitrógeno de la 

simbiosis se expresa en condiciones de baja 

disponibilidad de N mineral. 

20. El rendimiento de N en el tejido es una medida 

cuantitativa del N fijado por las leguminosas. 
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