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Objetivos

El objetivo de esta unidad es presentar la metodologia necesaria para realizar
la evaluacién de la fijacién de nitrégeno en los programas de seleccién de
leguminosas. Para ello se definen los objetivos, las diferentes etapas, los tipos
de ensayos y los tratamientos requeridos para la evaluacién de la simbiosis
leguminosa-rizobio, y se describen los procedimientos necesarios para pre-
parar, evaluar y utilizar los inoculantes y para realizar los ensayos agronémi-
cos de evaluacion de la simbiosis.

Se espera que al finalizar el estudio de esta unidad audiotutorial, el interesado
esté en capacidad de:

Explicar la importancia de la fijacién bioldgica de nitrégeno en la agricul-
tura.

Describir la reaccién de fijacién de nitrégeno y explicar los factores que
intervienen en ella.

Mencionar los géneros de rizobios y establecer las principales diferencias
entre ellos.

Describir el ciclo de vida de los rizobios y las principales caracteristicas de
los nédulos radicales.

Explicar los principales términos usados para describir la interaccién entre
las leguminosas y los rizobios.

Enunciar y describir brevernente los procedimientos necesarios para reco-
lectar, aislar, autenticar y preservar las cepas de rizobios.

Enunciar y describir brevemente los procedimientos necesarios para pre-
parar, evaluar y utilizar los inoculantes,
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Definir el objetivo general de la evaluacién agrondémica de la simbiosis
leguminosa-rizobio.

Enunciar las etapas de la evaluacién, los tipos de ensayo requeridos en
cada etapa con sus respectivos tratamientos, y el resultado esperado al
final de cada etapa.

Explicar la relacién entre la disponibilidad de N mineral en el suelo y la
fijacién de nitrégeno, y los procedimientos para controlar los niveles de N
mineral.

Mencionar las precauciones necesarias para evitar la contaminacién entre
tratamientos, tanto en el invernadero como en el campo.

Describir los parametros utilizados para la evaluacién agronémica de la
simbiosis y explicar su significado.



Introduccién

La capacidad de las leguminosas para fijar nitrégeno atmosférico se conoce
desde 1888 (Burns y Hardy, 1975), aunque desde antes se sabfa que las
leguminosas tenian la propiedad de enriquecer el suelo.

La fijacién de nitrdgeno ocurre por la asociacién simbidtica que establece la
planta con algunas bacterias de |la familia Rhizobiaceae; estas bacterias infec-
tan las raices de la planta e inducen la formacién de nédulos radicales, en el
interior de los cuales se realiza la fijacién, con la intervencién de la enzima
nitrogenasa, localizada en el interior de los rizobios. Las bacterias le ceden el
nitrégeno fijado a la planta y a su vez, ésta le suministra al nédulo los
carbohidratos que proveen la energfa necesaria para el proceso de fijacién.

Por ser un proceso en el cual intervienen dos organismos diferentes -—una
planta (leguminosa) y una bacteria (rizobio)— el estudio y manejo de esta
asociacién simbidtica requiere del trabajo integrado de agrénomos y micro-
biélogos.

En esta Guia de Estudio, que hace parte de la Unidad Audiotutorial sobre el
mismo tema, se presentan los conceptos y criterios bésicos para el manejo de
esta asociacién simbidtica, tendientes a maximizar la eficiencia de la fijacién
de nitrégeno.



La fijacion simbidtica
de nitrégeno

El ciclo bioquimico del nitrégeno comprende una serie de procesos microbio-
légicos, quimicos v fisicos, en el cual ocurren varias transformaciones simul-
tdneas y en diverso sentido, en las que participan componentes orgénicos,
inorgénicos y volétiles. La Figura 1 resume el ciclo en forma esquematica.

Enel proceso de fijacién, el nitr6geno atmosférico (que se encuentra en forma
molecular, N,) se reduce a la forma amoniacal por la intervencién de ciertos
microorganismos del suelo, ya sean simbidticos o de vida libre. Este proceso
de fijacién constituye un aporte importante de nitrégeno al suelo.

OXIDOS _Tormentas eléctricas N
DEN 2

Desnitrificacidn

(asimilatoria) Inmovilizacién __ Nitrégeno
s NO; - NHQ_'_"‘ T orgéngi;co
Nitrobacter Nitrosomonas Amonificacién
Nitrificacién

g
<

Mineralizacién

Lixiviacién

FIGURA 1. Ciclo bioguimico del nitrégeno.
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Importancia de la fijaciéon de nitrégeno

El nitrégeno esta presente en los tejidos verdes de las plantas en concentra-
ciones relativamente altas (entre 1y 4%), v en algunas semillas en concentra-
ciones alin mayores, por lo cual se le considera un macronutrimento prima-
rio, junto con el fésforo y el potasio. Aunque, en general, los suelos minerales
tienen contenidos totales de nitrégeno muy superiores a los de los requeri-
mientos de los cultivos, casi todo este elemento se encuentra en la materia
organica, y anualmente sélo se mineraliza una pequeria fraccién (1 a 3% del
nitrégeno total, Bartholomew, 1965). Debido a esta liberacién lenta del nitré-
geno organico, el nitrégeno frecuentemente se convierte en un elemento
limitativo para la produccidn de cultivos.

Los fertilizantes nitrogenados se utilizan ampliamente para corregir la defi-
ciencia de nitrdgeno y elevar los rendimientos de las cosechas. Sin embargo,
debido a los altos precios que han alcanzado los recursos energéticos utiliza-
dos para la elaboracién de los fertilizantes nitrogenados, ha surgido la necesi-
dad de encontrar alternativas para obtener rendimientos adecuados, espe-
cialmente en las zonas agricolas marginales.

La conversién de N; a la forma reducida tiene una elevada demanda de
energia, debido a la estabilidad del enlace triple de la molécula de N,. Esta
energia se requiere como energia de activacién, ya que la reaccién completa
libera energia. La reduccién del N, ocurre de dos maneras: a nivel industrial,
mediante el proceso de fabricacién de fertilizantes, o a nivel biolégico, por la
fijacién de nitrégeno atmosférico.

El proceso industrial utilizado para la fabricacién de fertilizantes nitrogena-
dos, denominado proceso de Haber-Bosch, tiene una alta demanda de ener-
gia debido a los requerimientos de hidrégeno, alta temperatura y presiéon. Por
ejemplo, el requerimiento para producir una tonelada de amonio es de apro-
ximadamente 1000 m? de gas natural o aproximadamente una tonelada de
petrdleo (7 barriles) (IFDC/UNIDO, 1979).

La fijacién biolégica de nitrégeno es un proceso que también implica una alta
demanda de energia, pero en este caso se obtiene de la radiacién solar en
condiciones ambientales de temperatura y presidn. Esto es posible debido ala
presencia de la enzima nitrogenasa, catalizadora de la reaccién. De aqui se
origina laimportancia que tiene el proceso de la fijacién biol6gica de nitrégeno
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para la agricultura, vy la necesidad de desarrollar una tecnologia adecuada
para maximizar el aprovechamiento de este recurso.

Organismos que fijan nitrégeno

Los diferentes microorganismos capaces de fijar N, obtienen la energia que
requieren a partir de la fotosintesis, bien sea directamente, como en el caso de
las cianobacterias, o indirectamente, de los carbohidratos producidos por
otros organismos fotosintéticos. En este altimo caso, los microorganismos
obtienen los carbohidratos gracias a su localizacién dentro de la planta, en la
rizosfera, o a partir de sustratos orgénicos presentes en el suelo, el agua, etc.
Quispel (1974) presenta una descripcién detallada de todos los microorga-
nismos que fijan nitrégeno.

De los microorganismos que forman asociaciones simbidticas con plantas
superiores, hongos o helechos, es de interés particular la asociacién que
forman las leguminosas con bacterias de la familia Rhizobiaceae, la cual da
lugar a la formacién de nédulos radicales fijadores de nitrdgeno.

[La enzima nitrogenasa

Lanitrogenasa, enzima que cataliza la reduccién de N, a NH;, se localiza en el
interior de las bacterias fijadoras de nitrdgeno. Esta enzima tiene dos compo-
nentes principales: la proteina ferrosa y la proteina molibdeno-ferrosa. La
presencia de molibdeno en esta enzima, al igual que en la enzima nitrato
reductasa, explica el requerimiento de molibdeno para la asimilaciéon de N, v
NO;-.

En condiciones éptimas, la reaccién de la nitrogenasa puede expresarse de la
siguiente manera:

N, + 6HT + 6e- 2 NH;,

nitrogenasa
2HT + 2¢ H,

La liberacién de H, reduce la eficiencia de la nitrogenasa y, en parte, explica,
la gran demanda de energia para sostener su actividad. La cantidad de
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hidrégeno liberado por los diferentes organismos fijadores de nitrégeno varia
ampliamente; algunas cepas (denominadas HupT) poseen un mecanismo de
reciclaje de hidrégeno por intermedio de una enzima del tipo hidrogenasa, la
cual oxida parcial o totalmente el H, producido, disminuyendo asi el gasto de
energia.

Ademés de laaccién sobre el N,y el 2HT, la nitrogenasa cataliza la reduccién
de otros sustratos; uno de ellos, el acetileno {C;H;), es reducido a etileno
(C,H,). Esta reaccién constituye la base del método de reduccién de aceti-
leno, utilizado para estimar la actividad de la fijacién de nitrégeno, v se
expresa en la siguiente forma:

3C,H, + 6e- + 6HT 3C,H,
acetileno nitrogenasa  etileno

La nitrogenasa es extremadamente sensible al oxigeno, razén por la cual los
organismos fijadores de nitrégeno son anaerébicos o han desarrollado adap-
taciones especificas para proveerse de oxigeno, a la vez que protegen a la
enzima del oxfgeno libre; por ejemplo, los nédulos de las leguminosas contie-
nen leghemoglobina, la cual cumple esta funcién.

La presencia de algunos compuestos organicos e inorgénicos de nitrégeno
inhibe la fijacién de N,. Esta inhibicién puede ser de tres niveles: en el primero,
se inhibe la actividad de la enzima nitrogenasa presente; en el segundo se
inhibe la sintesis de nueva enzima por el producto final de la reaccién, el NH;3,
y por otros compuestos nitrogenados; y, en el caso de la simbiosis con las
lequminosas, ocurre un tercer nivel de inhibicién, ya que la presencia de N
mineral inhibe la formacién de los nédulos radicales.

Una descripcién breve y comprensible de los procesos bioquimicos involu-
crados en la fijacién de nitrégeno se encuentra en el texto de Sprent (1979).

Simbiosis leguminosa-rizobio

Familia Leguminosae

La familia Lequminosae es muy amplia, con alrededor de 750 géneros y unas
20,000 especies, incluyendo plantas cultivadas, numerosos arboles, plantas
herbéceas y arbustos, las cuales desempefian una funcién importante en
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diversos ecosisternas. Las leguminosas tienen una importancia particular en
la alimentacién humana (granos) y animal (forrajes), al igual que en la econo-
mia del nitrégeno del suelo, yva que la mineralizacién de sus residuos consti-
tuye un aporte de nitrégeno disponible.

Las leguminosas se caracterizan por tener hojas compuestas (aunque algu-
nas solamente las tienen en su estado juvenil, como Acacia koa, Clitoria
spp.), frutos en forma de vaina y, la mayoria de ellas, nédulos radicales
fijadores de nitrégeno.

Segiin la clasificacién de Purseglove (1968), la familia Leguminosae consta de
tres subfamilias:

Papilionoideae, con aproximadamente 400 géneros y 14,000 especies, entre
las cuales se encuentran casi todas las legquminosas de importancia agricola.
Son plantas herbéaceas, raramente arbustos o &rboles, y la mayorfa de ellas
forman ndédulos fijadores de nitrégeno. Entre sus géneros estan: Lupinus,
Lotus, Arachis, Pisum, Phaseolus, Vigna, Glycine, Centrosema, Pueraria,
Stylosanthes.

Mimosoideae, con més de 50 géneros y 2900 especies, adaptadas a las
regiones tropicales. La mayoria son arbustos y &rboles, con muy pocas
plantas herbaceas. Casitodas las especies de esta subfamilia forman nédulos.
Entre los géneros con mayor nimero de especies estan: Inga, Albizzia,
Acacia, Mimosa.

Caesalpinoideae, con alrededor de 100 géneros y 1800 especies adaptadas a
las regiones tropicales. La mayoria son &rboles y arbustos. Pocas de las
especies estudiadas forman nédulos (alrededor de un 30%). Entre los géneros
més conocidos de esta subfamilia estén: Copaifera, Cassia, Caesalpinia,
Tamarindus.

Familia Rhizobiaceae

Los rizobios son bacterias del suelo, caracterizadas por su habilidad para
infectar las lequminosas e inducir la formacién de nédulos fijadores de N; en
las raices, aunque en algunos casos los nédulos se forman en el tallo (como en
Sesbania y Aeschynomene).

Hasta hace poco se considerd que la familia Rhizobiaceae incluia dos géneros:
12



Rhizobium y Agrobacterium. Sin embargo, en la 8a. edicién del manual de
Bergey (Jordan, 1984), el género Rhizobium se subdividié en dos grupos,
teniendo en cuenta la tasa de crecimiento y la produccién de acidez o
alcalinidad en medio de cultivo levadura-manitol (LM), la disposicién de los
flagelos, la composicién de la base del ADN vy los géneros de plantas hospe-
dantes con los cuales establecen simbiosis. En el género Bradyrhizobium, se
ubicaron las bacterias de crecimiento lento, que producen alcalinidad en
medio LM. Las bacterias de crecimiento rdpido, que producen acidez en
medio de cultivo LM, se clasificaron en el género Rhizobium (véase el Cuadro
1). En adelante, se denominard con el nombre comuin de “rizobios” a las
bacterias pertenecientes a los dos géneros.

CUADRO 1. Principales diferencias entre Rhizobium spp. v Bradyrhizobium spp.

Sustratos
Forma de las Tamafio de carbdnicos mas
Género Reaccion colonias las colonias importantes
———————— LMAa28C ———m78M————

Rhizobwm Acida Circulares méas de 3 mm Manitol
convexas, de didmetro Sucrosa
semitraslici- en los
das, mucila- primeros 3 a
ginosas 5 dias de

incubacién

Bradyrhizobium Alcalina Circulares, 1labmmde Manitol
convexas, didmetro en Glicerol
opacas o los primeros
traslicidas, 5 a 20 dias
de textura de incubacién
variable

Los rizobios de ambos géneros son bastonesde 0.5a0.9um por 1.2a 3.0 um,
pero se tornan pleomérficos en ciertas condiciones de crecimiento. Son
bacterias méviles, aerébicas, Gram negativas y no forman esporas (Figura 2).
Latemperaturay pH éptimos para su crecimiento varian entre 25a300C y6 a
7, respectivamente, aunque existen cepas adaptadas a condiciones méas
extremas.
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FIGURA 2. Microfotografia de una célula de Rhizobium leguminosarum biovar. 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 més comunes.
Se han registrado varios casos de leguminosas que nodulan con cepas de
ambos géneros, como en el caso de Glycine soja (Keyser and Cregan, 1984).

Ciclo de vida de los rizobios v nodulacién

La asociacién entre los rizobios y la lequminosa consta de varias etapas, las
cuales se describen a continuacién:

Vida libre v multiplicacién en la rizosfera

Los rizobios son capaces de vivir heterotréficamente en el suelo; en estas
condiciones, las cepas de rizobios varian 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
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CUADRO 2. Especies de los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium y sus géneros hospe-

dantes.

Bacteria

Géneros hospedantes

1. DE CRECIMIENTO RAPIDO

Rhizobium meliloti

Rhizobium leguminosarum:
biovar. trifolii
biovar. phaseoli
biovar. viceae

Rhizobium loti

Medicago, Melilotus, Trigonella

Trifolium,
Phaseolus vulgaris,
Pisum, Lathyrus,
Lens, Vicia

Lupinus, Lotus, Anthyllis, Ornithopus,

Leucaena
2. DE CRECIMIENTO LENTO

Bradyrhizobium japonicum Glycine max

Bradyrhizobium spp.:
Bradyrhizobium sp. (Vigna) Vigna, leguminosas forrajeras tropicales y

muchos otros

Lotus pedunculatus,

Lupinus sp.

Bradyrhizobium sp. (Lupinus)

Fuente: Jordan, 1984,

ausencia de suleguminosa hospedante. Aunque se sabe que algunas cepas de
rizobios son capaces de fijar nitrégeno fuera del nédulo, atin no se ha
determinado la importancia ecolégica de este fenémeno.

Una vez que una leguminosa inicia el crecimiento, en su rizosfera se crean
condiciones favorables para la multiplicacién de los rizobios. De esta manera
se inicia el proceso que conduce a la simbiosis.

Infeccién y formacién de los nédulos

Por lo general, el proceso de infeccién ocurre por los pelos radicales (el mant
es una excepcién). Los rizobios se multiplican sobre la superficie de la raiz, y
el pelo radical se curva. Los rizobios penetran, entonces, a través de un hilo
de infeccibn; el hilo de infeccién crece dentro de la corteza de la raiz, lo cual
permite que los rizobios penetren en las células corticales. Estas células, junto
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con los rizobios, empiezan a multiplicarse para formar el nédulo (Figura 3).

Un nédulo completamente formado puede ser de dos tipos, dependiendo de
la especie hospedante: determinados e indeterminados. Los nédulos deter-
minados tienen un meristema de vida corta y son de forma esférica (Figura4),
en tanto que los nédulos indeterminados tienen un meristema persistente y
son de forma alargada, y pueden ser ramificados (Sprent, 1979). Los rizobios
presentes en los nédulos son pleomérficos 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 alli cumple la funcién de suministrar oxigeno a
estos organismos aerébicos, ala vez que mantiene al oxigeno libre en niveles
bajos (Appleby, 1974).

a. Curvatura del
pelo radical

b. Formacién del
hilo de infeccién

c. Divisién celular v
formacién del nédulo B

FIGURA 3. Proceso de infeccién de la rafz v formacién del nédulo.
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Zona de
degeneracién

Zona de fijacién

Meristema

Sistema vascular

FIGURA 4. Corte esquemdtico de un nédulo determinado.

Funcién de los nédulos

Ademaés de la energia requerida para la formacién y el mantenimiento del
nédulo, la actividad de fijacién de nitrégeno también depende de un suminis-
tro 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 vegeta-
tiva, la actividad de fijacién de nitrégeno alcanza un nivel maximo y luego
declina al iniciarse la competencia por carbohidratos para la produccién de
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semillas, Los cambios en la tasa de fotosintesis causados por varios factores,
tales como luz, temperatura, humedad, etc., también afectan la fijacién de
nitrégeno. Las mediciones de las tasas de fijacién de nitrégeno realizadas en
un determinado momento tienen, por lo tanto, escaso valor para evaluar la
cantidad total de nitrégeno fijado.

Debido a su toxicidad para las plantas, el amonio no puede ser transportado
en la savia del xilema. La mayoria del amonio producido es transportado hacia
la parte aérea en forma de amidas (glutamina, asparagina) o ureidos (alanto-
nina y 4cido alantéico). Algunas especies de plantas transportan una propor-
cién més alta de amidas, en tanto que otras transportan una mayor propor-
cién en forma de ureidos (Sprent, 1979).

Muerte del nédulo y liberacion de rizobios al suelo

La muerte de los nédulos ocurre por la senescencia de la planta o por otros
factores adversos que afectan su crecimiento vegetativo tales como sequia,
inundacién, deficiencias nutricionales y, en el caso de leguminosas forrajeras,
cortes o pastoreo fuerte. Los rizobios mueren o son liberados al suelo,
completando asi su ciclo de vida.

Caracteristicas de los nédulos

En general, los nédulos pueden desprenderse facilmente al tirar de ellos
suavemente, lo cual permite distinguirlos de las agallas causadas por nemato-
dos. El tiempo entre la germinacién y la aparicién de los nédulos visibles varia,
dependiendo de la cepa de rizobio, la leguminosa, el tamafio de la semilla, los
niveles de nitrégeno en el suelo y otros factores ambientales.

Los nédulos varfan en su forma (redondos, alargados o ramificados) y tamafio
(Figura 5, paginas centrales). Algunas leguminosas forman nédulos muy
pequenios (ej: Stylosanthes, Zornia, Desmodium), en tanto que otras forman
nddulos grandes (Phaseolus, Centrosema, Pueraria). Sin embargo, dentro
de una misma especie, el tamario de los nédulos depende de la cepa de rizobio
y de las condiciones ambientales.

El color interno de los nédulos efectivos es rojo o rosado debido a la presencia
de leghemoglobina (Figura 6, paginas centrales). Si el color interno del nédulo
aparece blanco o verde, generalmente es inefectivo. Sin embargo, aunque la
presencia de nédulos grandes, abundantes y de color interno rojo puede
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indicar alta fijacién de Ny, éstos no son pardmetros definitivos para evaluar la
fijacién de Ny; los nédulos rojos y abundantes también pueden ser inefectivos.

A medida que los nédulos se vuelven viejos y senescentes, laleghemoglobina
se convierte en legcholeglobina, de color verde. Un solo nédulo efectivo
puede mostrar, simultdneamente, zonas blancas, rojas y verdes, las cuales
indican 4reas de crecimiento del nédulo, &reas de fijacién activa de nitrdégeno
y dreas de senescencia, respectivamente. Un nédulo muerto es de consisten-
cia blanda y pierde su estructura répidamente.

Las plantas deficientes en molibdeno tienden a formar nédulos de mayor
tamario y con aspecto externo normal; sin embargo, al hacerles un corte, se
observan de color verde y aspecto senescente.

Terminologia descriptiva de la simbiosis leguminosa-rizobio

La habilidad de las cepas para formar nédulos se denomina infectividad; en
cambio, la habilidad de los nédulos para fijar nitrégeno se denomina efectivi-
dad. Las evaluaciones de efectividad potencial de las cepas de rizobios se
realizan en condiciones éptimas de crecimientoy sin la competencia de otros
microorganismos (Date, 1977).

Ciertas especies de leguminosas sélo forman nédulos con un rango limitado
de cepas de rizobios; estas leguminosas se denominan especificas. Otras
leguminosas forman nédulos con un rango amplio de rizobios, aislados de
diferentes especies de leguminosas, y se denominan promiscuas (Figura 7).

En esta Guia de Estudio, las cepas de rizobios presentes en el suelo se
denominan cepas nativas. Aunque las cepas inoculadas pueden originarse
en el mismo ambiente, y también podrian considerarse como cepas nativas,
aqui solamente se utiliza este término para la poblacién nativa del suelo, que
no ha sido modificada por la inoculacién.

Evaluacidon de la simbiosis

Una evaluacién rigurosa de la simbiosis leguminosa-rizobio debe basarse en la
cuantificacién del nitrégeno fijado, bien sea por el método del *N o por el
método de reduccién de acetileno u otros (Bergersen, 1980). Sin embargo,
estas evaluaciones son dispendiosas y costosas, por lo cual se pueden utilizar
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LEGUMINOSA PROMISCUA LEGUMINOSA ESPECIFICA

N total
(mg)
i
4 %
7
%
[f i
%
4
Sinl 2345678 910+N 1Sn2 34 567 8 910+N
inoc. inoc.
Cepas inoculadas (1 a 10) =
Testigos 2

FIGURA 7. Las leguminocsas especificas nodulan sélo con una o unas pocas cepas de
rizobios; las leguminosas promiscuas nodulan con un amplio rango de cepas.

las evaluaciones de la nodulacién v del rendimiento de N de la planta en
condiciones de crecimiento definidas; si bien estas evaluaciones no cuantifi-
can la fijacién, permiten evaluar la simbiosis desde el punto de vista
agrondmico.

Evaluacién de la nodulacién

Aunque las caracteristicas de la nodulacién no estén directamente relaciona-
das con la fijacién de nitrégeno, y para cada combinacién leguminosa-rizobio
el nivel 6ptimo de nodulacién es diferente, estas evaluaciones son muy ttiles
cuando se analizan conjuntamente con el rendimiento de nitrégeno de la
planta.

Los pardmetros que se tienen en cuenta en la evaluacién de la nodulacién son:

- abundancia
- tamafio
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- distribucién
- color interno

Abundancia y tamafio

Estos dos pardmetros se complementan, ya que pocos nddulos grandes o
muchos nédulos pequerios pueden tener la misma cantidad de tejido nodular
activo.

Distribucién

Los nédulos en corona son los primeros en formarse, y tienen mayor probabi-
lidad de provenir de las cepas inoculadas. Generalmente son més efectivos
por estar méas cercanos a la fuente de carbohidratos.

Color interno

El color interno de los nédulos vivos puede ser rojo, rosado, verde, blanco,
negro o marrén. Debe recalcarse que un solo nédulo puede presentar dos
colores. El color interno de un nédulo efectivo generalmente es rojo o rosado,
por la presencia de leghemoglobina. Sin embargo, algunas cepas inefectivas
también pueden formar nédulos rojos. Los nédulos vérdes vy blancos gene-
ralmente son inefectivos. También existen algunas cepas que forman nédulos
negros.

Determinacion del contenido de nitrégeno en el tejido vegetal

La determinacién del contenido de nitrégeno en el tejido vegetal es impor-
tante para determinar la efectividad de la simbiosis. Aunque el rendimiento de
materia seca puede dar una indicacién del contenido de nitrégeno, la relacién
entre los dos pardmetros no necesariamente es lineal (Haydock et al., 1980).
Asi, es necesario obtener datos de la concentracién de nitrégeno en el tejido
vegetal, empleando el rendimiento de nitrégeno (en mg/planta o ka/ha) como
parémetro principal de la evaluacién. En estos ensayos es importante contro-
lar el nivel de nitrégeno mineral disponible para el crecimieto de la planta, ya
que, solamente en el caso de que el nivel de nitrégeno mineral disponible sea
bajo, la mayor parte del nitrégeno que contiene la planta proviene de la
fijacién simbibtica.
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Ademads, cuando se evalia la simbiosis en suelos representativos de una
regién, es necesario establecer tratamientos con inoculantes y sin ellos, para
poder evaluar la efectividad de las cepas nativas e inoculadas. En el Capitulo 2
se describe el manejo de los rizobios para producir los inoculantes para este
tipo de ensayo. En el Capitulo 3 se discute en detalle el montaje y manejo de
los ensayos agronémicos para evaluar la simbiosis, empleando la nodulacién
v el rendimiento de nitrégeno como parédmetros de evaluacion.
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Preguntas de estudio

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

1.

La enzima que cataliza la reaccién que convierte el nitrégeno molecular en amonio es
la

Las bacterias de la familia Rhizobiaceae se clasifican en dos géneros, Rhizobium y
Bradyrhizobium. Complete el siguiente cuadro con sus principales caracteristicas en
medio de levadura-manitol:

Género Reaccién Tasa de crecimiento Ejemplo

Rhizobium
Bradyrhizobium

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

L. 2
3. 4.

Hay cuatro pardmetros que se utilizan para evaluar la nodulacién en las lequminosas en
el campo; estos son:

L 2
3. 4.

Defina brevemente la funcién de la leghemoglobina:

Es conocido que los altos niveles de N mineral en el suelo inhiben la fijacién de nitrégeno.
En el caso de la simbiosis leguminosa-rizobio, esta inhibicién pueden darse en los
siguientes tres niveles: -

1
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2.

3.

7. Defina brevemente los siguientes conceptos sobre la simbiosis leguminosa-rizobio:

Infectividad

Efectividad

8. La conversién de N molecular a NH; es un proceso que requiere alta energia debido
a

Frente a cada uno de los enunciados que sigue a continuacién, coloque una (C) si considera
que la afirmacién es cierta, una {F) en caso contrario.

9. Lamayoriadel N del suelo se encuentra en forma orgénica, no aprovechable para
las plantas. ()

10.  Las estructuras responsables de la multiplicacién de los rizobios son las esporas. { )

11.  En los ensayos de campo se puede usar el rendimiento de nitrégeno de una
leguminosa para cuantificar el N fijado. ('

12.  Ladistribucién de los nédulos entre las raices secundarias y primarias depende de
la especie de leguminosa. (]

13.  El nitrégeno cedido por los nédulos a las leguminosas es transportado por el
xilema en forma de amonio. ()

14. Lanitrogenasa también cataliza la reaccién que convierte el acetileno en etileno. ()

15. La enzima nitrogenasa es muy sensible al oxigeno. ()

_En las siguientes preguntas, marque la alternativa que complementa correctamente el
enunciado.

16. La infeccién de los rizobios a las raices ocurre generalmente a través de:

las raices secundarias

los pelos radicales

las células corticales

los puntos de crecimiento
todos los anteriores

canoy
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17.

18.

19.

20.

El tamafio de los nédulos 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

E! méximo suministro de energfa (carbohidratos) de la leguminosa hacia los nédulos
ocurre en:

a. la fase vegetativa

b. durante la formacién de los nédulos
¢. la fase reproductiva

d. la madurez

e. es constante

El color interno rojo de los nédulos activos se debe a:

cPan o

la nitrogenasa

los bacterioides

la leghemoglobina

el oxigeno

ninguna de las anteriores

La mayoria de las lequminosas de importancia econémica pertenece a la subfamilia

® oo

Mimosoideae
Papilionoideae
Caesalpinoideae
ayb

byec
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Manejo de los rizobios

Para lograr una combinacién leguminosa-rizobio efectiva, es posible interve-
nir para cambiar uno u otro de los simbiontes bien sea seleccionando legumi-
nosas que nodulen efectivamente con las cepas nativas locales, o modificando
la poblacién de cepas nativas mediante la inoculacién con cepas selecciona-
das.

La preparacién y evaluacién de los inoculantes constituye una parte muy
importante en los trabajos de evaluacién de la simbiosis lequminosa-rizobio, y
requiere de un laboratorio dotado de ciertos equipos para realizar los proce-
dimientos de aislamiento, autenticacién, evaluacién y preservacién de las
cepas de rizobio, al igual 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 fitopatologia o de bacteriolo-
gfa animal; el laboratorio no tiene que ser dotado especialmente para trabajos
de rizobiologfa.

Los inoculantes inicialmente se producen a partir de cepas de rizobios aisla-
dos de nédulos activos. El aislamiento puede ser realizado directamente por
el interesado o por otra persona o institucién que pueda suministrar las cepas
para las pruebas agronémicas. De cualquier manera, es necesario tener
conocimiento sobre el manejo y la preservacién de rizobios para trabajar con
inoculantes.

Recolecciéon v manejo de cepas de rizobios

Recoleccién y preservacién de los nédulos

El propdsito de la recoleccién de nédulos es disponer de un rango amplio de
germoplasma de rizobios provenientes de diferentes ambientes v diferentes
ecotipos de leguminosas, para tener mayor probabilidad de encontrar cepas
con buen potencial como inoculantes. Si en la localidad no existen las condi-
ciones apropiadas para realizar el aislamiento de las cepas, los nédulos
pueden enviarse a un laboratorio que reuna las condiciones necesarias.
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Una vez colectados, los nédulos se descomponen rapidamente si no se
conservan en tubos que contengan un desecante. Estos tubos, previamente
preparados, deben llevarse durante los viajes de coleccién para poner los
nédulos dentro de ellos inmediatamente después de recolectados (Figura 8).

La época més adecuada para la recoleccién de nédulos es durante la fase de
crecimiento vegetativo de las plantas. Si se buscan durante otra estaciény no
se encuentran nédulos en las plantas, se puede recolectar un poco de suelo de
los alrededores de las raices, y posteriormente inocular una planta con esta
muestra para que se formen nédulos con los rizobios procedentes del sitio de
origen de la planta.

FIGURA 8. Tubo con desecante, empleado para preservar los ndédulos colectados.
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Esimportante incluir, junto con los nédulos, toda la informacién acerca de su
origen; ademds, si se envian a otro pais para que aislen de ellos los rizobios,
deben enviarse junto con los certificados fitosanitarios correspondientes.

Aislamiento, caracterizacién y autenticacion de rizobios

El proceso de aislamiento de rizobios de los nédulos incluye varios pasos para
separarlos de los contaminantes presentes. Ademads, 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 N, con las flequminosas en condiciones éptimas), aunque este Gltimo paso
no es un requisito para proceder con las evaluaciones agronémicas posterio-
res.

Aislamiento
AU damil C .

El aislamiento del rizobio se inicia esterilizando la superficie del nédulo;
aplastandolo y estridndolo sobre medio de cuitivo LMA (levadura-manitol-
agar) con un pH apropiado. Para purificar es necesario sembrarla varias
veces a partir de colonias individuales, estriando o rastrillando en la superficie
del agar (Figura 9).

Las colonias tipicas de rizobios se reconocen por su apariencia, tasa de
crecimiento vy produccién de alcalinidad o acidez. En el medio de cultivo se
puede incluir un indicador de pH; por ejemplo, en medio LMA con pH inicial
6.8, se incluye el azul de bromotimol, el cual torna el medio de color amarillo
con la produccién de acidez, y de color azul con la produccién de alcalinidad
(Figura 10, paginas centrales). En lugar de los indicadores de pH, al medio se
le puede incorporar como indicador rojo Congo, el cual puede ayudar a
diferenciar los rizobios de otras bacterias. En general, las colonias de rizobics
presentan tincién débil con este colorante, en tanto que las colonias de
muchas otras bacterias adquieren un color rojo més intenso; sin embargo,
ésta no es una caracteristica definitiva, ya que su expresién varia con la
concentracion de reactivo, la edad del cultivo y la exposicién 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 conta-
minantes crecen mas rapidamente que ellas (en 1 ¢ 2 dias) v pueden ser
eliminados,
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FIGURA 9. Métodos de estriado y rastrillado para la siembra de cultivos de rizobios.
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Cuando las muestras contienen muchos hongos, en el medio de cultivo se
pueden incluir fungicidas. Aunque ésto no inhibe completamente el creci-
miento 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 mayorfa de los rizobios no crecen bien en este
medio, pero una proporcién 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.

Autenticacién

Una vez se purifiquen los aislamientos y se describan las caracteristicas de las
colonias, su tasa de crecimiento y la produccién de alcalinidad o acidez,
existen otras pruebas que se realizan para autenticarlos:

a. Reaccién de Gram
b. Prueba de cetolactasa
c. Habilidad para nodular una leguminosa (infectividad)

Todos los cultivos tipicos deben examinarse al microscopio, directamente
por contraste de fase o por coloracién de Gram; los rizobios son bastones,
moéviles, y Gram negativos.

La prueba de cetolactasa se utiliza para distinguir entre Rhizobium y Agro-
bacterium. La presencia de cetolactasa confirma que el aislamiento es
Agrobacterium.

El tnico criterio definitivo para autenticar los rizobios, es su habilidad para
formar nédulos (infectividad), pues sélo los rizobios (y Agrobacterium tume-
faciens) son capaces de formar nédulos (tumores) en las raices de legumino-
sas.

La prueba de infectividad (habilidad para formar nédulos) se realiza mediante
la inoculacién de plantas sembradas en un medio estéril; se evalda la forma-
cién de nédulos, siempre haciendo comparaciones con un testigo no inocu-
lado. El sistema de crecimiento depende del tamafio de la planta escogida
para la prueba. Puede hacerse en tubos de ensayo, en bolsas de crecimiento o
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enjarras de Leonard (Figura 11). En estas pruebas no es necesario evaluar el
rendimiento de las plantas, sino solamente la presencia o ausencia de
nodulos. :

Efectividad potencial

Las pruebas de efectividad potencial se realizan para evaluar la habilidad que
tengan las cepas de rizobios para fijar nitrégeno con una determinada legumi-
nosa en condiciones éptimas de crecimiento. El objetivo es medir el potencial
genético de la simbiosis para fijar nitrégeno; por eso, es importante eliminar
todos los factores limitantes del crecimiento de la planta (excepto el nitré-
geno). Las jarras de Leonard fueron disefiadas con este propésito; sin
embargo, ain usando jarras de Leonard, es necesario optimizar la intensidad
de la luz, la disponibilidad de nutrientes, etc. Ademas, en esta prueba si es
necesario evaluar la produccién vegetal.

Las pruebas de efectividad potencial no son un requisito para realizar las
pruebas agrondémicas que se describen en el Capitulo 3, v no deben
emplearse como método de preseleccién de cepas, ya que es méas relevante la
evaluacién de las cepas en suelo que en medio estéril.

Preservacion y reconstituciéon de cepas

Después de que las cepas de rizobios hayan sido aisladas y autenticadas, es
necesario preservarias adecuadamente para conservar su viabilidad y estabi-
lidad genética. Las cepas se pueden preservar durante dos a tres meses en
tubos con LMA 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 cultivos repetidos de una cepa
pueden provocar cambios genéticos en los rizobios.

Si se desea almacenar cepas durante perfodos de seis meses o més, la mejor
manera de mantener los cultivos de rizobios en condiciones genéticamente
estables es mediante una desecacién adecuada.

Liofilizacién

Laliofilizacién o desecado en frio es un método ampliamente utilizado para la
preservacién de microorganismos. Consiste en un enfriamiento répido de las
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A - Tubo de ensayo
B - Jarra de Leonard
C - Bolsa de crecimiento

FIGURA 11. Dispositivos para evaluar la infectividad de las cepas de rizobios.
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cepas hasta temperaturas muy bajas, sequido por una deshidratacién rapida
mediante sublimacién por alto vacio. Se deben usar cultivos puros de bacte-
rias, y es conveniente obtenerlos de cajas Petri con medio de cultivo donde se
pueda distinguir f4cilmente si hay o no contaminacién. El medio cominmente
usado para suspender las cepas es peptona al 5% y sucrosa al 10%.

Las cepas liofilizadas se conservan al vacio en ampollas de vidrio. Para
reconstituirlas, se rompe la ampolla, se suspenden las células en el medio de
cultivo, v se resiembran en medio LMA; estos cultivos pueden demorarse
méas en crecer que los cultivos frescos. Los cultivos liofilizados pueden
permanecer viables durante varios afios.

Preservacién en fragmentos de porcelana

En esta técnica se utilizan perlas de porcelana no vitrificadas, del tipo utilizado
para los aisladores eléctricos. El cultivo que se desea preservar se hace crecer
en medio LM liquido v se le agrega maltosa al 10%. Las perlas de porcelana
esterilizadas se impregnan de este caldo y se guardan en un frasco esterili-
zado 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 agotado todas las
perlas. Las perlas se conservan mejor en el refrigerador y se deben renovar
cada tres afios.

Preservacidon 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, v luego cubrirlas con una capa de aceite mineral esterilizado para
favorecer la conservacién. Mediante esta técnica pueden preservarse hasta
seis meses a la temperatura de un refrigerador.

Preparacién v manejo de inoculantes
Funcién de los inoculantes

Sele llamainoculante a la mezcla de un cultivo de una cepa de rizobio con un
soporte. El soporte més utilizado es la turba (suelo con alto contenido de
material orgénico). La funcién del inoculante es permitir la supervivencia y la
facil manipulacién de los rizobios para asociarlos con la legquminosa deseada.
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Preparacién de los inoculantes

Multiplicacién 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
tamafios y disefios, los cuales se pueden utilizar para este propésito. Para
cantidades pequefias, se pueden multiplicar en una superficie de agar y luego
suspenderlas en el caldo. Esto tiene la ventaja de permitir que la pureza del
cultivo se pueda verificar facilmente en forma visual, en tanto que en un medio
liquido es necesario tomar 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, se pueden usar caldos o suspensiones de rizobios para inocular
directamente las pléntulas.

Preparacién, empaque, maduracién y almacenamiento del inoculante
Para preparar un inoculante con base en turba, se mezcla directamente el
caldo o la suspensién de células con la turba. Factores como el pH y la
humedad final de la turba afectan la sobrevivencia de los rizobios. Si se esté
utilizando turba esterilizada, se puede inyectar el caldo directamente a las
bolsas plésticas previamente empacadas, tomando las precauciones necesa-
rias para evitar la contaminacién (Figura 12, paginas centrales). Para preparar
inoculantes con base en turba no estéril, 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 células con la turba, se incuban los inoculan-
tes frescos a temperaturas de 25-30°C durante una semana, para permitir la
multiplicacién de los rizobios. Este proceso se llama “maduracién” del
inoculante.

El inéculo es un producto biolégico y, por lo tanto, no puede almacenarse y
manipularse de la misma forma que un fertilizante inerte, sino que es necesa-
rio tomar precauciones para su preservacion y uso adecuados. Cuando el
inéculo estad preparado con base en turba estéril, se puede almacenar a
temperatura ambiente durante seis meses, siempre y cuando ésta no sea
superior a 30°C. La conservacion del inéculo preparado con base en turba no
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estéril generalmente es mejor a temperaturas bajas, con lo cual se inhibe el
crecimiento de contaminantes. Algunas cepas tropicales no toleran tempera-
turas bajas (por ejemplo TAL 182 y TAL 1000; NifTAL, 1984) v no deben
almacenarse en refrigerador, lo cual reduce el tiempo de almacenamiento.

Evaluacién de la calidad de los inoculantes

Aunque un inoculante supuestamente contiene cepas efectivas de rizobios,
existe la posibilidad de que el medio de cultivo esté contaminado o que haya
ocurrido una alta mortalidad de células de rizobio; por esta razén, se reco-
mienda realizar recuentos de rizobios tanto en el inoculante como en las
semillas inoculadas. Cuando se presenta una falta de respuesta a la inocula-
cién en el campo, ésto ayuda a definir sus causas.

Se considera que 2 x 107 rizobios/g de inoculante ¢ 300 rizobios/semilla son
las cantidades minimas de rizobios requeridas para obtener una nodulacién
adecuada. Sin embargo, son aconsejables niveles mayores (10¢-106 rizobios/
semilla), especialmente cuando existe competencia con cepas nativas.

Para hacer recuentos de rizobios en los inoculantes o en las semillas inocula-
das, en general existen dos métodos: el recuento de colonias de rizobios en
cajas Petri y un recuento basado en la formacién de nédulos en plantas de
leguminosas. Debido al amplio rango que puede existir en las muestras en lo
que respecta al nimero de rizobios (entre 0 y 101%/g), es necesario hacer
previamente una serie de diluciones para efectuar los recuentos.

Recuentos en cajas Petri

Los recuentos en cajas Petri sélo se pueden realizar sila muestra esté libre de
contaminantes, porque si crecen muchos contaminantes, es muy dificil reco-
nocer 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
Petri, v se hace un recuento en la dilucién en la cual las colonias crezcan bien
separadas (30 a 300 por caja).

Recuento en plantas (nimero méas probable, NMP)

El método del nimero més probable (NMP) permite estimar la poblacién de
un microorganismo sin hacer un recuento real de células o colonias. En el
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FIGURA 5. Los nbdulos fijadores de nitrégeno FIGURA 6. El color interno de los nddulos efec
tienen formas y tamanos variados. tives es rojo o rosado.

(8. ep |

R phaseoli

FIGURA 10. Colonias de Bradyrhizobium y Rhizobium phaseoli. Nétese la
diferencia enlatasa de crecimiento y el pH del medio, indicado por
los cambios en su coloracién.




FIGURA 12. Mezcla de la suspensién de rizo- FIGURA 14. Semillasinoculadas recubiertas con
bios con la turba estéril. roca fosférica.

FIGURA 17. Etapal. Tratamientos paraevaluar FIGURA 20. Etapall, caso A. No es necesario
las cepas nativas. inocular.

- A ¥
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FIGURA 21. Etapa ll, caso B. La cepa eva- FIGURA 22. Etapa ll, caso C. Es necesario
luada es efectiva. seleccionar cepas.
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caso de rizobios, la técnica del NMP se basa en la formacién de nddulos en
plantas inoculadas con alicuotas de las diluciones sucesivas de la muestra. En
las condiciones establecidas para este método, se debe formar un nédulo en
la planta hospedante si una célula de rizobio estd presente en [a alicuota.

El método del NMP para plantas se puede realizar en tubos de ensayc o en
bolsas de crecimiento (growth pouches), dependiendo del tamafio de la
planta hospedante. La leguminosa que se usa con més frecuencia para los
recuentos del grupo .de rizobios que nodula con leguminosas forrajeras
tropicales es Macroptilium atropurpureum cv. “Siratro”. Esto se debe a su
habilidad para nodular con un rango amplic de cepas de rizobios de creci-
miento lento y a que es mas facil hacerla crecer en tubos de ensayo por ser
una planta de porte pequefio. Cuando se trabaja con frijol o leguminosas de
grano que tienen semillas de mayor tamano, se deben utilizar bolsas de
crecimiento.

Para realizar cada recuento, se inoculan cuatro tubos o bolsas de creci-
miento, con cada una de seis o més diluciones de la muestra; después de tres a
cuatro semanas de crecimiento, se hace la evaluacién de la nodulacion
(presencia o ausencia de nédulos en cada tubo o bolsa). Con base enlateoria
de la probabilidad, y utilizando las tablas de conversién desarrolladas para
este propésito (véase “Simbiosis Leguminosa-Rizobio. Manual de Métodos
de Evaluacidn, Seleccidén yv Manejo”), es posible calcular el niimero més
probable de rizobios en la muestra a partir del nimero de plantas con o sin
nédulos que reciben cierta cantidad del inéculo.

Inoculaciéon

En casi todos los suelos se encuentran poblaciones nativas de rizobios. Sin
embargo, estas poblaciones varian en cantidad, especificidad y efectividad
(Figura 13).

Objetivo de la Inoculacién

El objetivo de la inoculacién es modificar la poblacién de rizobios en et suelo,
mediante la introduccién de cepas efectivas. Es més probable que una legu-
minosa especifica responda a lainoculacién en el campo que unaleguminosa
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SEMI-EFECTIVA

FIGURA 13. Las cepas no infectivas no forman nédulos con laleguminosa hospedante. Las
cepas infectivas pueden establecer una simbiosis inefectiva, semiefectiva o
efectiva con la lequminosa hospedante.

promiscua, debido a la escasez de cepas nativas en el suelo que nodulen con
las leguminosas especificas.

Sin embargo, atn en el caso de que una leguminosa promiscua forme nédulos
abundantes con las cepas nativas, varios factores afectan la efectividad de la
simbiosis en el campo: 1) la mezcla de cepas nativas en el suelo puede incluir
pocas cepas efectivas; 2) las cepas inefectivas pueden ser més competitivas e
inhibir la nodulacién por las cepas efectivas; 3) las condiciones de estrés
pueden bajar la efectividad de la simbiosis. En consecuencia, es comiin
observar que las leguminosas promiscuas presenten nodulacién “semiefec-
tiva” con las cepas en el campo (nodulan, pero fijan una cantidad reducida de
N; que no les permite alcanzar su potencial de rendimiento). Como resultado,
aln una leguminosa clasificada como promiscua puede requerir inoculacién
en condiciones de campo, al igual que una legquminosa 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 nodulacién. Por
otra parte, una posible falla del inoculante no tiene consecuencias muy graves
puesto que las cepas nativas fijan algiin nitrégeno, aunque no sea una canti-
dad muy alta. Cuando se inoculan leguminosas especificas que no nodulan
con las cepas nativas en el suelo, no hay problema de competencia entre las
cepas nativas y las inoculadas. Pero si el inoculante falla por algtin motivo, la
planta sufrirfa deficiencia aguda de N.

Inoculacion de las semillas

La semilla se puede inocular mediante la simple mezcla del inoculante turboso
con agua, y agregandolo a la semilla. Sin embargo, el nimero de rizobios por
semilla y su supervivencia es mucho mayor si el inoculante se pega ala semilla
con un adhesivo y si la semilla inoculada se cubre con un material protector
como roca fosférica o cal (Figura 14, paginas centrales). Los pegantes mas
frecuentemente utilizados son la goma arabiga, la metilcelulosa, la leche y el
azicar. Los resultados publicados generalmente muestran que la goma ara-
biga 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 células, lo cual causa sumuerte. Por estarazén, no debe
haber demora entre la inoculacién y la siembra. Para los ensayos de campo,
es aconsejable hacer lainoculacién en las primeras horas de la mafiana, con el
fin de poder hacer los recuentos y la siembra en el transcurso del mismo dia.

Inoculacién del suelo

El suelo se inocula cuando las semillas han sido tratadas con elementos
téxicos para los rizobios o cuando se requiere un mayor nimeto de rizobios
que no se le puede aplicar a las semillas. En situaciones en las que hay mucha
competencia con las cepas nativas, este método de inoculacién aumenta la
probabilidad de que las cepas inoculadas formen una alta proporcién de
nédulos,

Se aplica hasta un gramo de inoculante por metro de surco, lo cual equivale a
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10-20 kg de inoculante/ha. Estas grandes cantidades de inoculante general-
mente no son recomendables para ser usadas por agricultores, pero son
ttiles en ensayos preliminares en los que se pretende eliminar la competencia
con cepas nativas o en los que se considera factible que los agricultores usen
este tipo de inoculante, como por ejemplo, en pequefias areas en las que
cultivan productos de alto valor.
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Preguntas de estudio

Enuncie brevemente el propésito de cada uno de los siguientes procedimientas:

1.

Recoleccién de nédulos:

Aislamiento de los rizobios de ios nédulos:

Autenticacién de los rizobios:

Evaluacién de la efectividad potencial de los rizobios:

Preservacién de cepas de rzobios:

| T

Inoculacién:

Maduracién de inoculantes:

Evaluacién de la calidad de los inoculantes:

En las siguientes preguntas, complete los enunciados llenando los espacios en blanco:

9.
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Tres de los principales pardmetros para reconocer las colonias tipicas de rizobios son:

1.

2.

3.




10. Existen varias pruebas que permiten autenticar los rizobios. Las principales son:

L.

2.

3.

¢Cuél es la més concluyente?

11. Existen varios métodos para preservar las cepas de rizobios. Tres de ellos son:

L

2.
3.

¢Cudl es el més eficaz?

12.  Explique brevemente el procedimiento que seguirfa para aislar rizobios, sila planta que a
usted le interesa no presenta nédulos en el momento de la recoleccién.

Frente a cada uno de los enunciados que siguen a continuacion, cologue una {(C) si considera
que la afirmacién 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 nunca requieren inoculacién en el campo. ()

15. Paraqueuninoculante se considere de buena calidad debe contener por lo menos
300 células de rizobio/g. ()

16. Los tubos que se preparan para preservar los nédulos colectados en el campo
deben contener un desecante. ()

17.  Lamejor época para colectar nédulos activos es durante la fase reproductiva de
las leguminosas. ()

18. La prueba de cetolactasa se emplea para diferenciar los rizobios de Agrobacte-
rium tumefaciens. ()

19. Laexcesivademoraensembrar las semillas inoculadas puede causar lamuerte de
los rizobios debida a desecacién ()



20.

21.

22.

24,
25,

La esterilizacién superficial asegura la eliminacién de los contaminantes de las
cepas aisladas de los nddulos.

En lainoculacién de semillas, la inclusién de un adherente contribuye a la supervi-
vencia de los rizobios.

Para la evaluacién de los inoculantes preparados con base en turba estéril, se
recomienda el método del nimero méas probable (NMP).

Para que la inoculacién de una leguminosa promiscua tenga éxito, las cepas
utilizadas deben ser competitivas.

En el medio peptona-glucosa se observa buen crecimiento de rizobios.

Se recomienda la inoculacién del suelo cuando las semillas estén tratadas con
fungicidas.

(

(

(

(
(

(



Evaluaciéon
agronOmica de la simbiosis
leguminosa-rizobio

El proceso de fijacién de nitrégeno y su eficiencia son el resultado de una
compleja interaccién, genéticamente controlada, entre los dos organismos
involucrados (planta v rizobios} y el ambiente.

Esimportante decidir en qué momento y de qué manera incluir la evaluacién y
el mejoramiento de la fijacién simbi6tica de nitrégeno en el proceso de
seleccién de leguminosas, segin las necesidades del programa. Las evalua-
ciones de fijacién de nitrégeno deben complementar las evaluaciones de otras
caracteristicas deseables, para poder seleccionar las leguminosas con la
mejor combinacién de todas las caracteristicas.

Objetivos, tratamientos y parametros para la evalua-
cién agronémica

La evaluacién agronémica de la simbiosis leguminosa-rizobio tiene como
objetivo seleccionar germoplasma de leguminosas que tenga un elevado
potencial para fijar nitrégeno atmosférico en condiciones locales determina-
das.

Para alcanzar este abjetivo, no siempre seré necesario inocular las legumino-
sas seleccionadas, ya que, en algunos casos, éstas establecen una simbiosis
efectiva con las cepas nativas de rizobios. Cuando las cepas nativas no son
efectivas, es necesario seleccionar tanto las lequminosas como las cepas de
rizobios para lograr una adecuada combinacién de los dos simbiontes.

Para caracterizar las leguminosas segun la efectividad de la simbiosis que
establecen con las cepas nativas o inoculadas, es necesario seleccionar los
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tratamientos apropiados; dichos tratamientos dependen de la etapa de selec-
cién en la cual se encuentran las leguminosas. Existen tres tratamientos
principales, de los cuales se usan combinaciones para evaluar la fijacién de
nitrégeno. Estos tratamientos son los siguientes:

Bajo nivel de disponibilidad de nitrégeno, sin inocular (= sin inocular).
Bajo nivel de disponibilidad de nitrégeno, con inoculacién (= inoculado).
Alto nivel de disponibilidad de nitrégeno, sin inocular (= alto N).

La aplicacién de estos tratamientos o de sus combinaciones permite caracte-
rizar agrondmicamente la simbiosis en suelos representativos, en relacién
con los siguientes aspectos: 1) efectividad relativa de las cepas nativas; 2)
rendimiento potencial de las lequminosas cuando no tienen limitacion en el
suministro de nitrégeno; 3) efecto de los inoculantes en el rendimiento y 4)
necesidad de realizar mejoramiento genético, en el caso de que existan
limitaciones en la capacidad de la planta para fijar nitrégeno.

Es necesario establecer condiciones de baja disponibilidad de nitrégeno
mineral para poder observar el potencial de rendimiento de la planta cuando
el suministro de nitrégeno depende casi totalmente de la fijacién simbidtica.
Esto se debe al hecho de que el nitrégeno mineral inhibe tanto la nodulacién
como la actividad de los nédulos, ya que es absorbido preferentemente por la
planta y enmascara la efectividad de la simbiosis. Cuando se quiere determi-
nar el rendimiento potencial de la planta que crece sin limitacién en el
suministro de nitrégeno, se utilizan altos niveles de mtrégeno disponible.

Los pardmetros que se utilizan para evaluar la simbiosis dependen de los
tratamientos aplicados. En los tratamientos que se establecen con baja dis-
ponibilidad de nitrégeno mineral, con o sin la aplicacién de inoculantes, se
evallian la nodulacién (ya que se necesita evaluar la infectividad y efectividad
de las cepas nativas o inoculadas) y el rendimiento de nitrégeno de la planta
para estimar la cantidad de nitrégeno fijado.

En Jos tratamientos que se establecen con alta disponibilidad de nitrégeno
mineral (fertilizado con N), sélo se evaltia el rendimiento de nitrégeno, ya que
en este caso la nodulacién 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 nitrégeno.
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Estas evaluaciones no dan una medida exacta de la fijacién de nitr6geno, pero
son adecuadas para obtener estimaciones relativas, y se pueden emplear
cuando se trabaja con grandes cantidades de accesiones.

La informacién obtenida permite realizar selecciones de germoplasma con
alto potencial de fijacién de nitrégeno. Es importante resaltar el hecho de que,
aunque no se establezcan tratamientos definidos en cuanto a los niveles de
nitrégeno disponible y al uso de inoculantes durante un programa de selec-
cién de lequminosas, las condiciones que se utilicen necesariamente afecta-
ran el rendimiento relativo de las plantas. Como consecuencia, el usar el
rendimiento como criterio de seleccién puede llevar a seleccionar legumino-
sas con bajo potencial de fijacién de nitrégeno, o por el contrario, a descartar
material potencialmente valioso por su capacidad simbiética.

Etapas de la evaluacién

Los programas de seleccién normalmente se realizan por etapas sucesivas.
Las tres etapas generales del proceso de evaluacién y seleccién de combina-
ciones leguminosa-rizobio se resumen en la Figura 15.

La Etapa IR corresponde a los trabajos preliminares con rizobios que se
describieron en el Capitulo 2. En la Etapa [ se evalia un alto ndmero de
accesiones de leguminosas en ensayos denominados “necesidad de inocu-
lar”, los cuales permiten identificar las leguminosas que nodulan efectiva-
mente con las cepas nativas y las que necesitan inoculacién o mejoramiento
genético. En esta etapa no se requiere el uso de inoculantes.

Las leguminosas que han sido identificadas por establecer una simbiosis
inefectiva con las cepas nativas pasan a la Etapa I, en la cual se realizan los
ensayos denominados “necesidad de seleccionar cepas”, en los cuales se
evallian junto con las cepas recomendadas disponibles; si estas cepas no
demuestran ser efectivas con el germoplasma evaluado, es necesario un paso
posterior de seleccién de cepas efectivas, hasta lograr identificar las mejores
combinaciones leguminosa-suelo-cepa. En ambas etapas (I y II) pueden
detectarse leguminosas que tienen una capacidad de fijacién de nitrégeno
deficiente; en estos casos, si es necesario se debe realizar mejoramiento
genético con base en estas caracteristicas.
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Seleccién anterior
de las leguminosas

l

ETAPA 11 ETAPA 1R
* Necesidad de inocular Trabajos preliminares
¢ Mejoramiento genético con rizobios
de leguminosas (Laboratorio)
Leguminosas Leguminosas
que no necesitan que necesitan Inoculantes
inoculacién inoculacién /
ETAPA 2

* Necesidad de seleccionar cepas
* Seleccién de cepas

* Mejoramiento genético
de leguminosas

Y A

ETAPA 3

Factores de manejo
agrondémico

A
L_, Seleccién posterior de las leguminosas;
liberacién con los inoculantes apropiados,

-

o sin ellos, y recomendaciones para el
manejo agronémico.

FIGURA 15. Diagrama de flujo del germoplasma por las distintas etapas de investigacién
para aumentar la fijacién de nitrégeno mediante el manejo de la simbiosis
leguminosa-rizobia.



En la Etapa Il se evaliian los efectos de las préacticas de manejo agronémico
sobre las combinaciones legquminosa-rizobio (nativo o inoculado) selecciona-
dosenlas Etapas|y II. El propé6sito de esta evaluacién es establecer las pautas
de manejo que permitan optimizar la fijacién de N,.

En la siguiente parte de este capitulo se describe en detalle cada uno de los
ensayos requeridos en las diferentes etapas de evaluacién. La parte final se
ocupa de las recomendaciones sobre el montaje y manejo de los ensayos.

Evaluacion de la efectividad de las cepas nativas (Etapa If)

En este tipo de evaluacién se compara un amplio nimero de leguminosas, o
genotipos de una leguminosa, con el fin de caracterizarlas segtn su habilidad
para establecer una simbiosis efectiva con las cepas nativas; esto ayuda a
identificar las leguminosas que requieren inoculacién y evitar que sean elimi-
nadas en las selecciones preliminares por falta de vigor.

Es necesario establecer dos tratamientos: sin inoculacién (con baja disponibi-
lidad de N mineral) y fertilizado con nitrégeno, considerados como el trata-
miento “no inoculado”, v el testigo con fertilizacién nitrogenada respectiva-
mente. Este ensayo se denomina “evaluacién de la necesidad de inocular”.

El rendimiento de N en los dos tratamientos, junto con la evaluacién de la
nodulacién en el tratamiento de baja disponibilidad de N, permite evaluar la
efectividad de la simbiosis con las cepas nativas (Figura 16, y Figura 17,
paginas centrales). 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 fertilizacién con N; estas
leguminosas no requieren inoculacién, en el suelo en el cual se estdn eva-
luando. Sin embargo, es necesario pasar a la Etapa Il para evaluar el efecto de
los factores de manejo agronémico en la necesidad de inocular.

En el caso de laleguminosa B de la Figura 16, las plantas del tratamiento bajo
en N presentan nédulos, rendimiento moderado o bajoy respuesta al N. Esta
respuesta indica una simbiosis semiefectiva o inefectiva con las cepas nativas.
En el caso de la leguminosa C, las plantas que crecen con bajo nivel de N
pueden tener nédulos o no y exhiben una fuerte respuesta al N, lo cual indica
que no se establece una simbiosis efectiva con las cepas nativas. Las plantas
que se comportan como en los casos B y C requieren inoculacién y se
seleccionan para la Etapa I
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FIGURA 16. Efectividad de la simbiosis de diferentes especies o lineas de leguminosas con
las cepas nativas en una localidad (dos tratamientos).

Por tltimo, hay leguminosas mal adaptadas a las condiciones locales o que no
tienen capacidad de respuesta a la fertilizacién nitrogenada (leguminosas D),
como lo demuestra el bajo rendimiento en ambos tratamientos. Estas plantas
se descartan de la seleccién, pero si se duda sobre su capacidad para
absorber N mineral, se podrian continuar evaluando en las etapas siguientes,
en las cuales se incluyen tratamientos inoculados.

Sise presenta el caso de unaregién en la que es imposible utilizar la tecnologia
de inoculantes y el germoplasma no establece simbiosis efectiva con las cepas
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nativas, se deber4 recurrir al mejoramiento genético para aumentar la habili-
dad para nodular con las cepas nativas.

Este tipo de ensayo demuestra que, cuando se usan dos tratamientos en las
etapas preliminares de la seleccién en lugar de uno solo, se obtiene suficiente
informacién para incluir en el préximo paso de seleccién, un rango de germo-
plasma més amplio en cuanto a su potencial de rendimiento. Es necesario
tener en cuenta que, debido a que las cepas de rizobios varian en cantidad y
calidad de un sitio a otro, la seleccién puede ser muy especifica para cada
localidad. Por esta razén, se recomienda evaluar las leguminosas en diferen-
tes sitios representativos (Figura 18). Esto es muy importante, especialmente
en 4reas donde existen diferencias grandes en el suelo, en distancias peque-
fias; por ejemplo, los suelos erosionados de laderas posiblemente muestren

caracteristicas microbioldgicas muy pobres comparadas con los suelos de los
valles.

Evaluacién de la efectividad de la simbiosis incluyendo el usode
inoculantes (Etapa II)

En esta etapa se estudian las combinaciones leguminosa-suelo identificadas
en la etapa anterior (casos B y C), con el fin de optimizar la efectividad de la
simbiosis leguminosa-rizobio mediante inoculacién. Esto se puede hacer en
dos pasos: con ensayos preliminares sobre necesidad de seleccién de cepasy,
posteriormente, con ensayos de seleccién de cepas, en aquellos casos en los
que sea necesario. Ademas, en los casos en los que las combinaciones de
leguminosa-rizobio evaluadas no alcancen niveles adecuados de fijacién de
nitrégeno, se puede obtener un rango mayor de lineas (mediante cruzamien-
tos) para evaluar su variabilidad genética en cuanto a su capacidad para fijar
nitrégeno, con el propésito de seleccionar aquellos materiales que establecen
una simbiosis més efectiva con las cepas inoculadas. Las leguminosas identifi-
cadas en la Etapa I que no requieren inoculacién no necesitan pasar por la
Etapa II.

En la Etapa Il se busca optimizar el uso de inoculantes durante el proceso de
seleccién, con el fin de evitar la eliminacién de aquellas lequminosas con
caracteristicas deseables debido a la falta de cepas apropiadas. Es decir la
inclusién de inoculantes en las evaluaciones amplia el rango de germoplasma
que se puede considerar como adaptado a las condiciones locales. Como
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Efectiva Semiefectiva Inefectiva Leguminosa
No necesita Necesitan inoculacién mal adaptada
inoculacién en este sitio
TRATAMIENTOS:
Abundante (+) Sin inocular
NODULACION: D
Escasa (-) 1 Alto N

FIGURA 18. Efectividad de la simbiosis de una misma accesién de lequminosa con cepas
nativas en suelos diferentes.

testigos se utilizan los mismos dos tratamientos recomendados en la etapa
anterior (sin inocular y alto N) vy se incluyen tratamientos adicionales, inocu-
lando la lequminosa en estudio con la cepa més promisoria disponible o con
un rango de cepas promisorias. En algunos casos se realizan ensayos de la
Etapa lI, sin haber realizado la Etapa I[_.

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 evaltian con
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inoculantes, utilizando cepas que han mostrado efectividad con las mismas
leguminosas en otros sitios 0 que se consideran probablemente efectivas.

Para el efecto se emplean tres tratamientos:

1. 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 19. En el caso
A, laleguminosa nodula efectivamente tanto con las cepas nativas, como con
la cepa inoculada, haciendo innecesaria la inoculacién (Figura 20, péaginas
centrales). El caso B muestra que la cepa utilizada nodula efectivamente, lo
cual indica que se ha alcanzado el objetivo de seleccionar la cepa apropiada
(Figura 21, péginas centrales). En el caso C, la cepa utilizada no es efectiva,
razén por la cual el material debe pasar a un ensayo posterior, seleccién de
cepas (Figura 22, paginas centrales). El caso D muestra mala adaptacién dela
leguminosa, ya que rinde pobremente aln en el tratamiento fertilizado o
carece de habilidad para absorber N mineral.

El criterio general es que, si se obtiene una mayor respuesta al N que a la
inoculacién, 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 mas adaptadas. Sélo se seleccionan cepas para estas leguminosas ya
que las demas no necesitan inoculacién o la cepa recomendada es efectiva en
las condiciones locales. El objetivo de este tipo de ensayo es reducir al minimo
el trabajo de seleccién de cepas en condiciones locales; es decir, sélo se

estudian con mas detalle las lequminosas que realmente lo necesitan (Date,
1977).

Si existen diferentes suelos representativos de la regién, es necesario confir-
mar los resultados de los ensayos en varios suelos, para determinar si la
efectividad de la simbiosis con cada leguminosa varia de un sitio a otro.

Seleccién de cepas efectivas

Si hay necesidad de seleccionar cepas para combinaciones de leguminosa-
suelo, primero es preciso obtener un rango de cepas “probablemente” efecti-
vas y luego llevar a cabo el ensayo de seleccién.
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A. No necesita inoculacién B. No necesita seleccionar cepas

Alto

Medio

Bajo

C. Necesita seleccionar cepas D. Leguminosa mal adaptada

TRATAMIENTOS:

D Sin inccular Inoculado

FIGURA 19. Determinacién de la necesidad de seleccionar cepas para una leguminosa,
basada en la respuesta a 3 tratamientos (sin inocular, inoculade y alto N).

Alto N mineral
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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 condicio-
nes locales durante varios afios, sean efectivas debido a un proceso lento de
seleccién natural en las condiciones naturales de estrés. Sin embargo, es
dificil pronosticar cudles cepas serén efectivas, ya que una misma planta
puede tener nédulos 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. Sino hay un invernadero disponible, las cepas se pueden comparar en el
campo en condiciones de baja disponibilidad de N (véase més adelante la
seccién 3.3 sobre Montaje y Manejo de los 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 seleccién se emplea el aumento en
rendimiento debido a la inoculacién, en comparacién con el testigo sin inocu-
lar (Figura 23). Se ha encontrado que, en la seleccién de cepas para especies
de leguminosas forrajeras tropicales (por ejemplo, usando cepas aisladas del
mismo género), en casi todos los casos, por lo menos una de cada 40 cepas es
efectiva (CIAT, 1986a). Si se evaltian cepas seleccionadas por ser efectivas en
otros laboratorios, la probabilidad de encontrar una respuesta positiva es
mucho mayor.

Se recomienda realizar la seleccién de cepas en suelo y no en arena estéril con
solucién nutritiva (jarras de Leonard), porque en la mayoria de los suelos
tropicales, existen condiciones de estrés que son dificiles 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
producirdn aumentos en rendimiento en comparacién con el testigo sin
inocular.

Antes de hacer la seleccién 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
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FIGURA 23. Resultados de un ensayo de evaluacion de cepas con un ecotipo de Centro-
sema macrocarpum, que muestra los incrementos en el rendimiento de N
debidos al efecto de cada cepa; el nlimero sobre las barras indica el ndimero de
nédulos por cilindro de suelo.

para fijar N,. Por otra parte, es importante seleccionar cepas con un amplio
rango de especificidad; por esta razdn, es conveniente probar las mejores
cepas con diferentes lequminosas para poder seleccionar la cepa con el
espectro més amplio.

En resumen, los criterios importantes para seleccionar las cepas son los
siguientes:
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* que presenten tolerancia a las condiciones locales;
* que tengan un amplio espectro de efectividad; v
* que tengan estabilidad genética.

Mejoramiento genético de leguminosas

Es posible que después de haber trabajado intensamente en la seleccién de
cepas, se encuentre que exista una deficiencia genética de la planta que afecta
su capacidad para fijar nitrégeno, pese a que se inocule con cepas con alta
capacidad simbiética. Si se trata de germoplasma valioso, 1o indicado es
incorporar un programa de cruzamiento y seleccién de genotipos para
aumentar la capacidad genética de la planta en cuanto a su potencial para fijar
nitrégeno. Siguiendo esta estrategia, se seleccionan los materiales con mayor
capacidad de rendimiento v nodulacién con cepas inoculadas, en un suelo
con baja disponibilidad de nitrégeno mineral.

En este tipo de programa, generalmente se evalia un nimero muy alto de
materiales, lo cual dificulta el uso de varios tratamientos. Por este motivo, lo
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 nitrégeno, para asf evaluar el rendi-
miento potencial de los nuevos materiales.

Evaluacién de la interaccién entre la simbiosis y los factores de
manejo agronémico (Etapa III)

Las evaluaciones descritas anteriormente se realizan en condiciones agro-
némicas consideradas como éptimas para la fijacién de nitrégeno (en el
invernadero o el campo). Esta tiltima etapa tiene el propésito de evaluar los
factores de manejo que podrian limitar la efectividad de la simbiosis, con el fin
de adaptar las combinaciones leguminosa- rizobio seleccionadas para su
utilizacidn por los agricultores.

El manejo agronémico a nivel de campo puede cambiar las condiciones que se
utilizaron en los ensayos v, por consiguiente, también puede afectar la nece-
sidad de inocular y, posiblemente, la efectividad de la cepa seleccionada. Para
evaluar esta interaccién, se pueden establecer tratamientos con o sin inocu-
lacién y con o sin fertilizacién nitrogenada, en combinacién con las diferentes
practicas de manejo que utilizan los agricultores, con el fin de ajustar las
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recomendaciones de inoculacién para los pasos posteriores de seleccién;
estos ensayos se deben realizar en forma paralela a las tdltimas etapas de
evaluacién.

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

Algunos factores de manejo agronémico pueden afectar la mineralizacién del
nitrégeno, lo cual dificulta la interpretacién de los resultados de los ensayos
que estudian las interacciones entre los factores de manejo y las respuestas a
la inoculacién, Sin embargo, si se mide la mineralizacién del nitrégeno en los
diferentes tratamientos, es posible determinar silas mayores tasas de minera-
lizacién de nitrégeno coinciden con las menores respuestas a la inoculacién.
En los ensayos en los cuales se espera que los factores en estudio afecten los
niveles de nitrégeno mineral, se sugiere incluir siempre un testigo en el cual se
minimice la tasa de mineralizacidn de nitrégeno, con y sin inoculacién.

Técnicas de inoculacién

Las diferentes técnicas de inoculacién quizas no afecten los niveles de nitré-
geno mineral en el suelo. En los ensayos sobre técnicas de inoculacién, se
utilizan testigos sin inocular y fertilizados con nitrégeno, y tratamientos con la
misma cepa vy diferentes técnicas de inoculacién. Por ejemplo:

o Inoculacidn al suelo vs. inoculacién a la semilla
» Tipos de inoculantes:

- Convencional, con diferentes soportes (carbédn, suelo, cdscara de arroz

o algodén)

- Liofilizado
» Efecto de fundgicidas en la respuesta a la inoculacién
Al momento de la siembra, es necesario determinar el nimero de rizobios
inoculados en cada tratamiento, para poder interpretar correctamente los
resultados.

Sistemas de labranza; monocultivo vs. cultivos asociados

Los sistemas de labranza y de siembra probablemente afectan la disponibili-
dad y la tasa de mineralizacién del nitrégeno y, por lo tanto, las respuestas ala
inoculacién observadas.
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Se sugiere realizar ensayos con cepas que hayan demostrado ser efectivas en
condiciones de minima disponibilidad de nitr6geno mineral, utilizadas en las
Etapas 1 yIl. En estos ensayos se comparan los diferentes sistemas de siembra
utilizados por los agricultores de la regién. Los sistemas de siembra se
establecen en las parcelas, v los tratamientos con y sin inoculacién, en las
subparcelas. Sylvester-Bradley y Mosquera (1985) describen un ensayo de
este tipo, que muestra que la respuesta a la inoculacién fue mayor cuando se
utilizé la labranza minima para el establecimiento de las lequminosas.

Niveles de fertilidad

La investigacién ha demostrado que los niveles de fertilidad de los suelos
tropicales, especialmente de f6sforo y molibdeno, como también los niveles
de pH, afectan la fijacién de nitr6geno por las lequminosas. Los niveles de
fertilizacién que aplican los agricultores muchas veces son bajos. Por ello, es
importante conocer también la interaccién entre la respuesta a la inoculacién
vy los niveles de fertilizacién comunmente usados por los agricultores.

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

Para detectar los factores nutricionales que limitan especificamente la fijacién
de nitrégeno, se pueden comparar los efectos de varios niveles del factor en
estudio, en plantas que crecen con baja disponibilidad de nitrégeno e inocula-
das, y plantas fertilizadas con N (sin inocular y alto N) (Figura 24). Aunque no
se hacen determinaciones cuantitativas del nitrégeno fijado, se obtienen
valores relativos muy Utiles para evaluar la simbiosis.

Selecciones posteriores y liberacion 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
mas adaptadas a la regién. Es importante especificar las practicas de manejo
que no limiten la efectividad de la simbiosis con base en los resultados de la
Etapa Ill {(evaluacién del manejo agronémico).

Cuando en una regién ya se hayan seleccionado y comercializado legumino-
sas sin tener en cuenta la simbiosis, se recomienda realizar por lo menos un
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FIGURA 24, Efecto de un factor nutricional en la fijacién de nitrégeno.

ensayo del tipo “necesidad de seleccionar cepas”, en suelos representativos,
para determinar sila inoculacién podria contribuir a aumentar el rendimiento
de la leguminosa seleccionada.

De |la misma manera, si en la regién no existe un mecanismo de produccién
comercial de inoculantes, esta etapa debe incluir los pasos necesarios para
mejorar la disponibilidad de inoculantes para los agricultores.

Montaje vy manejo de los ensayos

Con el fin de establecer los tratamientos necesarios para realizar las evalua-
ciones agrondémicas de la fijacién de nitrégeno, vy para tomar los datos
requeridos, se necesita de ciertas técnicas y precauciones especiales. Aqui se
presentan ejemplos de montaje y manejo de ensayos disefiados para evaluar
la simbiosis en frijol y leguminosas forrajeras tropicales.
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Seleccién del sitio

Se deben escoger suelos representativos de la variabilidad existente en
la regién (arenosos, arcillosos, erosionados, aluviales, etc.).

Invernadero vs. campo

Los ensayos se pueden establecer en el invernadero o en el campo; la eleccién
depende del nimero de leguminosas por evaluar, el nimero de sitios, los
tratamientos en estudio y la disponibilidad de invernadero. Con base en los
resultados que se obtengan en el invernadero, se pueden eliminar ciertos
tratamientos para reducir el volumen de trabajo de campo. No obstante,
posteriormente es necesario reconfirmar los resultados en condiciones de
campo con algunos tratamientos representativos. '

Control de la disponibilidad de nitr6geno mineral

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

Factores que afectan la disponibilidad de nitrégeno mineral

La mayor parte del nitrégeno presente en la capa arable del suelo se encuen-
tra en forma orgénica, pero la mayoria de las plantas no tienen la habilidad
para absorberla, con excepcién de pequefias cantidades de amino4cidos. El
nitrégeno orgénico se convierte en nitrégeno mineral mediante los procesos
de mineralizacién. La tasa de mineralizacién depende de la relacién C:Nenel
suelo; cuando esta relacién es alta (generalmente se citan relaciones mayores
que 20:1), da por resultado la inmovilizacién del nitrégeno en vez de la
mineralizacién. La mineralizacién del nitrégeno también es estimulada por la
labranza y por los cambios en humedad y temperatura del suelo (Barthole-
mew, 1965; Birch, 1964).

En suelos 4cidos, la tasa de mineralizacién es menor que en suelos de pH
neutro, debido a la reducida actividad de las bacterias nitrificantes en medio
4cido, pese a que la poblacién de éstas pueda ser apreciable. Adicionalmente,
algunas gramineas (en suelos de sabanas tropicales) inhiben a los microorga-
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nismos nitrificantes, posiblemente debido a la habilidad de estas gramineas
para absorber el nitrégeno en forma amoniacal.

Métodos para disminuir o inmovilizar el nitr6geno mineral

En una evaluacién de la simbiosis leguminosa-rizobio, se debe asegurar que
los niveles de nitrégeno en el suelo sean suficientemente bajos para minimizar
la absorcién de nitr6geno mineral por las plantas. Hay que tener en cuenta
que cuando se escoge un area que no ha sido labrada ni cultivada continua-
mente, se puede presentar abundante mineralizacién de nitrégeno al labrar el
suelo.

Para asegurar un bajo nivel de nitrégeno en el suelo, puede ser necesario
tomar una de las siguientes medidas: 1) Antes de establecer el ensayo,
sembrar un cultivo como maiz, para que absorba un alto nivel de nitrégeno, y
luego cosecharlo. 2) Sembrar las lequminosas en asociacién con una grami-
nea o un cereal. 3) Establecer el cultivo con labranza minima, dejando vivo el
cespedoén. 4) Incorporar un sustrato con alto contenido de carbono (por
ejemplo, bagazo de cafa, harina de yuca, aserrin o paja de arroz). Esta altima
préactica puede cambiar mucho las caracteristicas y la microflora del suelo,
por lo cual se debe tener cuidado al extrapolar los resultados.

En el invernadero también es necesario asegurar que los niveles de nitrégeno
mineral sean bajos. Al remover, desecar y humedecer el suelo, se estimula la
mineralizacién del nitrégeno, y como en los potes ocurre poca lixiviacién, los
niveles de nitrégeno mineral pueden ser més 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 et al, 1983). Estos se
obtienen introduciendo secciones de tubos de PVC en un area de pasto que
no haya sido cultivada reciéntemente y trayéndolos al invernadero sin pertur-
bar el suelo. En caso de que sea necesario encalar y usar suelo disturbado, se
puede sembrar una graminea en el mismo pote para que compita con la
leguminosa por el nitrégeno mineral, o incorporar sustratos con alto conte-
nido de carbono; los potes de suelo también pueden lavarse con abundante
agua para lixiviar el nitrégeno. '

En general, los ensayos en potes requieren tasas de fertilizacién de otros
nutrientes mas altas que en el campo, en razén de que es necesario asegurar
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la correccidn de probables deficiencias de otros nutrimentos causadas por la
restriccién de crecimiento radical y la competencia de la graminea o por la
lixiviacién de otros nutrientes junto con el nitrégeno.

Precauciones para evitar contaminacién

Precauciones con las semillas inoculadas y no inoculadas

Durante el proceso de inoculacién, es obvia la necesidad de evitar la contami-
nacién entre las semillas de los tratamientos inoculados y no inoculados.
También es importante evitar la contaminacién por hongos y otros microor-
ganismos del ambiente que pueden interferir con los recuentos en las cajas de
Petri. Para el efecto, es preferible inocular las semillas en el laboratorio u otra
area relativamente limpia, antes de llevarlas al campo para efectuar la siem-
bra. Sin embargo, si el viaje hacia el campo es largo, seria preferible hacer la
inoculacién a la llegada (por ejemplo, es posible hacerlo dentro del vehiculo).
En este caso, habria 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 correc-
tamente las cantidades de semilla para cada parcela, tomando en cuenta el
tamarfio de la muestra que se remueve antes de la siembra para efectuar los
recuentos (que no se realizan con las semillas no inoculadas), v que las
semillas inoculadas tienen peso y volumen mayores que los de las semillas no
inoculadas.

Precauciones para evitar la contaminacién entre tratamientos

En el invernadero es muy 1itil cubrir la superficie del suelo en las macetas o
cilindros con arena parafinada u otro material repelente al agua, dejando sin
arena el drea donde va colocado el tubo de irrigacién. Asi se evita que caigan
los rizobios del ambiente sobre la superficie del suelo y que penetren al suelo
con el agua de riego. Ademas, ésto ayuda a mantener la humedad del suelo.

En el campo, la contaminacién entre las parcelas se logra evitar al entrar en
ellas con los pies cubiertos con bolsas plésticas, y al lavar v desinfectar los
implementos con alcohol u otro producto cuando se pasa de un tratamiento a
otro. Se deben hacer zanjas entre las parcelas y dejar calles anchas, las cuales
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se pueden dejar con pasto o sembrar con otro cultivo. Ain tomando todas
estas precauciones, es dificil evitar la contaminacién a largo plazo.

Muestreos para evaluar nodulacién y rendimiento de nitrégeno
Evaluacién de la nodulacion

En los ensayos realizados en invernadero (en potes o en cilindros de suelo) es
relativamente facil recuperar todos los nédulos. El método que se recomienda
consite en extraer las raices de los cilindros o potes y colocarlas sobre un
tamiz, para luego lavarlas cuidadosamente con agua corriente; luego se hace
el recuento de todos los nddulos. Si el recuento no se puede hacer inmedia-
tamente, las raices con los nédulos se deben guardar en bolsas plasticas
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 mayor preci-
sion, incluyendo el niimero vy, si son suficientemente grandes, peso exacto de
los nédulos, para cuantificar su abundancia. En ensayos grandes en el campo,
cuando hay un nimero alto de plantas para evaluar, se recomienda la evalua-
cién de la nodulacién con base en categorias de pardmetros discontinuos,
como por ejemplo, abundancia, calificada en categorfas tales como abun-
dante, regular, escasa y ausente.

Para extraer los nédulos, se cava cuidadosamente alrededor de la planta con
una navaja, pala u otro instrumento adecuado, teniendo la precaucién de no
causar dafios al sistema radical; es importante examinar bien el suelo para
recuperar los nédulos que se hayan desprendido. Al extraer los nédulos,
también es necesario tener en cuenta que puede haber nédulos en las raices
secundarias, a veces muy alejadas de la raiz principal. Cuando las plantas
tienen un estado de crecimiento avanzado, recuperar todo el sistema radical
puede ser una labor dispendiosa que requiere mucha paciencia y cuidado.

Los pardmetros que se evalian generalmente son los siguientes: nimero de
nédulos, tamafio relativo, distribucién y color interno predominante. En este
Gltimo caso es necesario evaluar el color inmediatamente, ya que este sufre
un rapido deterioro después de que se extraen los nédulos.
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Es necesario seleccionar las épocas méas adecuadas y definir los parametros y
categorias apropiadas para describir las diferencias existentes entre los tra-
tamientos. La experiencia con cada cultivo permite desarrollar categorfas y
seleccionar las épocas ideales para evaluar la nodulacién.

Evaluacién del rendimiento de nitr6geno

Para evaluar el rendimiento de nitrégeno, se corta la planta o se cosechan los
granos, y se determina el peso verde y el peso seco de una submuestra. Una
vez se obtenga el porcentaje de peso secoy el rendimiento de peso fresco por
unidad de &rea o por planta, se puede calcular el rendimiento con base en
peso seco. Este valor se multiplica por la concentracién de nitrégeno en el
tejido (%) para obtener el valor del rendimiento de nitrégeno.

El método méas comun para determinar la concentracién de nitrégeno en el
tejido vegetal es el de micro-Kjeldhal, el cual es méas conveniente porque solo
utiliza 0.1 g de muestra, en tanto que el método de macro-Kjeldhal requiere de
1.0-3.0 g; ésto significa un ahorro de reactivos y de tiempo. Para este analisis,
Jas muestras deben ser secadas, molidas y homogenizadas previamente. Las
muestras se digieren en H,SO, con catalizador durante una hora a 400°C.
Luego se libera el amonio por destilacién y se determina su cantidad, bien sea
por titulacién o colorimetria.

Para este método, es de suma importancia tomar una muestra representa-
tiva, ya que constituye uno de los eslabones més débiles del diagnéstico foliar.

Analisis de los resultados

Los datos obtenidos en los ensayos agronémicos se deben analizar estadisti-
camente para poder evaluar su significado. Se han desarrollado métodos
especiales de andlisis estadistico para evaluar los ensayos que se utilizan enla
evaluacién agronémica de la fijacién de nitrégeno. Estos métodos, ilustrados
con ejemplos, se encuentran en el Manual de Métodos citado.
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En esta Unidad Audiotutorial se han tratade de una manera general, los
conceptos y criterios mas importantes relacionades con la simbiosis legumi-
nosa-nzobio, su evaluacién y su manejo.

A quienes estén interesados en adquirir conocimientos detallados sobre los
meétodos especificos que se utilizan para llevar a cabo las diferentes evalua-
ciones tratadas en esta Guia de Estudio, se les recomienda consultar el texto
“Simbiosis Leguminosa-rizobio. Manual de Métodos de Evaluacién, Selec-
cién y Manejo”, que se puede solicitar a:

CIAT

Distribucién y mercadeo
AA. 6713

Cali - Colombia
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Preguntas de estudio

1.  Enuncie el objetivo general de la evaluacién agronémica de la simbiosis leguminosa-
rizobio:

_

2. Enlaevaluacién agrondémica 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:

1. Bajo N, sin inocular:

2. Bajo N, inoculado:

3. Fertilizado con N:

3. Complete el siguiente cuadro-resumen sobre la evaluacién agronémica de la simbiosis:

Objetivo de la Nombre de los Tratamientos
Etapa etapa ensayos utilizados
I
11
11

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 seleccién de cepas:

1.

2.

3.

Frente a cada uno de los enunciados que siguen a continuacién, coloque una (C) si considera
cierta la afirmacién o una (F) en caso contrario.

67




10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19

20.
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Las evaluaciones de la Etapa || deben realizarse en varios sitios representati-
vos, va que los rizobios nativos varian en cantidad v calidad de un sitio a otro.

El tratamiento -N, - permite evaluar el rendimiento potencial de las legumino-
sas.

Los inoculantes se emplean en todas las etapas de evaluacién de la simbiosis.

En los ensayos en invernadero (cilindros o potes) por lo general se requieren
mayores niveles de fertilizaciéon que en el campo.

Laevaluacién de cepas en medio estéril puede conducir ala seleccién de cepas
no competitivas.

Los sistemas de labranza tienen poco efecto sobre la tasa de mineralizacién del
nitrégeno.

La inclusién de inoculantes en la seleccion agronémica amplia el rango de
germoplasma adaptado a las condiciones locales.

Se debe recurrir al mejoramiento genético para aumentar la capacidad de la
planta para nodular efectivamente con las cepas nativas.

La seleccién de cepas se hace mas 4agil si se utilizan cepas recomendadas por
otras instituciones, para las lequminosas con que se estd trabajando.

La arena parafinada, en los potes y cilindros se utiliza principalmente para
conservar la humedad del suelo.

Latasa de mineralizacién del N es mayor en los suelos &cidos que en los suelos
de pH neutro.

Los niveles de fosforo y molibdeno en el suelo tienen un importante efectoenla
fijacidn de nitrdgeno.

El color interno de los nédulos se puede evaluar en el laboratorio, silos nédulos
han sido preservados adecuadamente.

El maximo potencial de fijacién de nitrégeno de la simbiosis se expresa en
condiciones de baja disponibilidad de N mineral.

La falta de respuesta a la inoculacién en los ensayos de seleccién indica que
existe una deficiencia genética de la planta que afecta su capacidad para fijar
nitrégeno.

(



Respuestas a las preguntas de estudio

Capitulo 1

1. Nitrogenasa

2.  Género Reaccién T. crecimiento Ejemplo
Rhizobium acida rapida frijol
Bradyrhizobium alcalina lenta leg. forr. tropic.

3. 1.Vidalibre y multiplicacién en el suelo; 2. Infeccién de las raices v formacién de nédulos;
3. Funcién de los nédulos; 4. Muerte de los nédulos y liberacién de los rizobios al suelo.

4. 1. Abundancia; 2. Tamafio; 3. Color interno; 4. Distribucién

5.  Suministrar oxigeno a los organismos fijadores de nitrégeno (ya que se requiere mante-
ner el O, libre en niveles minimos para proteger a la enzima nitrogenasa).

6. 1.Inhibicién de laactividad de la nitrogenasa; 2. Inhibicién de la sintesis de nitrogenasa; 3.
Inhibicién de la formacién de nddulos.

7. Infectividad: capacidad de una cepa de rizobios para infectar las raices de las legumino-
sas y promover la formacién de nédulos. Efectividad: capacidad de una cepa de rizobio
para fijar nitrégeno atmosférico.

8. Debido a la alta estabilidad del triple enlace de la molécula de N,.

9. (O 10. (F) 11. (F) 12. (C) 13. (F) 14. (C)

15. d 16. b 17. b 18. a 19. ¢ 20. b
Capitulo 2

1. Disponer de variabilidad genética de rizobios para evaluar vy seleccionar cepas.

2.  Obtener cultivos puros de las cepas de rizobios presentes en los nédulos colectados.

3. Confirmar que los microorganismos aislados de los nédulos son en realidad rizobios.

4. Conocer la capacidad de las cepas aisladas para fijar nitrégeno.

5. Conservar la viabilidad de las células de rizobios de las cepas aisladas.

6. Introducir una alta poblacién de rizobios efectivos y especificos al ambiente radical.

7.  Permitir que los rizobios se multipliquen en el soporte (turba).
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8. Medir el nivel de rizobios presentes en el inoculante con el fin de ayudar a interpretar los
resultados de los ensayos agronémicos.
9. 1. Apariencia; 2. Tasa de crecimiento; 3. Produccién de acidez o alcalinidad.
10. 1. Reaccién de Gram; 2. Prueba de Cetolactasa; 3. Pruebas de infectividad
11. 1. Liofilizacién; 2. En fragmentos de porcelana; 3. Bajo aceite mineral
12.  Colectar una muestra de suelo alrededor de la raiz e inocular con ella una planta que se
desarrolla en un medio estéril, para inducir nodulacién; luego se aislan los rizobios de los
nédulos.
13.  (C) 14. (F) 15. (F) 16. (C) 17. (F) 18. (C)
19. (C) 20. (C) 21. (C) 22. (E) 23. (C) 24. (F)
25. (F)
Capitulo 3
1. Seleccionar germoplasma de lequminosas con alto potencial para fijar nitrégeno atmos-
férico (simbidtico).
2. 1. Efectividad de las cepas nativas; 2). Efectividad de los inoculantes; 3. Rendimiento
potencial de las leguminosas.
3.
Objetivo de Tipos de Tratamientos
Etapa la etapa ensayo utilizados
I - Ev. simbiosis con - Necesidad de A1, +N
cepas nativas inocular
I - Ev. simbiosis con uso - Nec. selec. cepas 4,1, +N
uso inoculantes - Sel. de cepas €, L, L. AN
1l - Ev. efecto factores - Ev. précticas de Niveles
manejo manejo factores
4. En invernadero: 1. Usar cilindros con suelo no disturbado; 2. Agregar al suelo un
sustrato con alto contenido de carbono. En el campo: 1. Asociar la lequminosa con una
graminea; 2. Utilizar practicas de labranza minima.
5. 1. Tolerancia a las condiciones locales; 2. Amplio espectro de efectividad; 3. Estabilidad
genética.
6. (C) 7. (F) 8. (F) 9. (C) 10. (C) 11. (F)
12. (C) 13. (C) 14. (C) 15. (F) 16. (F) 17. (C)
18. (F) 19. (C) 20. (F)
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