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RESUMEN

El presente estudio se realizé durante el primer semestre del afo 2004, en
fincas ganaderas localizadas en el municipio de Tolu, perteneciente al
Departamento de Sucre, Colombia, establecidas con la leguminosa
Teramnus volubilis, con el objetivo de identificar los morfotipos de
bacterias fijadoras de nitrégeno pertenecientes al género Rhizobium nativos
asociados a esta especie.

Fueron evaluadas las caracteristicas de las nodulaciones, encontrandose
formas redondeadas con coloraciones internas (rojas, verde oscuro y blanco)
y extemnas (café claro y café oscuro), un N° de nodulos por raiz en niveles
de medio a alto al igual que el tamafio y una amplia distribucion en raices
secundarias. Ademas el conteo de la poblacion de Rhizobium en las
diferentes fincas ganaderas del municipio de Tolu arrojo un alto N° de
individuos (22*10% ufc/ml) en la zona de Pita Abajo y en contraste la zona
con menor poblacién (15*10° ufc/ml) fue Santa Lucia.

Se realizaron 28 aislamientos de los cuales 14 resultaron ser del género
Rhizobium, es decir, un 50% del total, en las diferentes zonas del municipio
de Tolu. Las que mas registraron aislamientos fueron la 1, 2,3 y 5 con 3
cada una; y con solo 2 aislamientos la zona 4 fue la de menor presencia de
Rhizobium.

Los resultados del Analisis de Correspondencias Multiples clasificaron los
aislamientos en 5 morfotipos nativos de Rhizobium, teniendo en cuenta
principalmente la Forma de la bacteria, el Largo y el Color de las colonias,
las cuales cubrian el 86.5% de la variabilidad. Adicionalmente el Analisis de
Componentes Principales clasificd los aislamientos en 4 grupos basandose
en las caracteristicas fisico-quimicas del suelo y de las nodulaciones:
P,N°de Noédulos y CIC, las cuales cubrian el 98% de la variabilidad
determinando asi que morfotipos de Rhizobium crecen en cada tipo de
suelo.



ABSTRACT

The present study was realized during first semester of 2004 in cattle’s farm
from Tolu, department Sucre, Colombia, the land was covered with the
leguminous Teramnus volubilis, with the proposal to identify types
morphological of nitrogen’s fixers bacteria belonging to Rhizobium genus,
associate to this specie native.

Characteristics of nodulations were tested founding rounded forms with
internal coloring (reds, green dark and white) and external (brown dark and
brown clear), levels middle to high of nodules by root, the same occur with the
size and distribution wide in secondary roots. Moreover, count of Rhizobium
population in cattle’s farm from of Tolu; show a number high of individual
(22x10® ufc/ml) in Pita Abajo zone, in contrast to Santa Lucia zone with
smaller population (18x108 ufc/ml).

Twenty-eight isolations were realized, 14 which belonging to Rh/izobium
genus, that is, 50% of total, in different zones from of Tolu. The more than
registered were 1, 2, 3 and 5 zones with 3 each one; and zone 4 was of
presence smaller of Rhizobium, with only 2 isolations.

Results of Correspondence Multiple Analysis classified isolation in & types
morphological of Rhizobium natives, taking into account principally form of
bacteria, long and color colony, which covering 86.5 % of variability.
Additionality, Components Principal Analysis classified isolations in four
groups put on a base in physical — chemistry characteristics of soil and
nodulations: P, number nodules and CIC, which covering 98% of variability,
determining the types morphological of Rhizobium that grow in each type of
soil.



INTRODUCCION

La principal actividad economica del Departamento de Sucre es la ganaderia
doble propdsito, en el cual el 84.9% de su territorio estda dedicado
exclusivamente al pastoreo de ganado donde la fuente exclusiva de alimento
animal la constituyen las leguminosas forrajeras nativas y las gramineas
(DANE, 1995). En el grupo de leguminosas forrajeras predominantes en el
Departamento de Sucre se destaca el bejuco de chivo (7eramnus volubilis
Sw); por crecer silvestre en las fincas y ser nativa, ademas vive en una
amplia gama de suelos y se establece con gran rapidez, es resistente a la
sequia, pisoteo y nematodos manteniéndose verde durante la época de
lluvias y es alternativa por constituirse en un buen forraje para el ganado
vacuno y caballar ya que contiene un 16.83% de proteina bruta (Bermudez,
1973). Ademas, puede contribuir también al manejo sostenible de la tierra ya
que ayudan a regenerar los suelos degradados, reducir la erosion y controlar

las plantas indeseables.

Los suelos de las fincas ganaderas del Departamento de Sucre, se
caracterizan por tener altos niveles de compactacion, erosion, bajos niveles
de fertilidad y uso indiscriminado de agroquimicos, dando como resultado
praderas degradadas, con baja produccion y oferta de forraje con bajos
contenidos nutricionales. Los suelos de Tolu tienen un relieve plano, sujetos
a inundaciones, niveles de fertilidad y saturacion de bases de mediana a alta,
y cantidades variables de sodio (Espitia y Martinez, 2003). Sin embargo, en
estos suelos existen unas bacterias simbidticas denominadas Rhizobium, las

cuales permiten la obtencion de nutrientes nitrogenados a las leguminosas,



contribuyendo asi con una parte considerable del nitrbgeno combinado en la
tierra, permitiendo a las plantas leguminosas crecer sin fertilizantes

nitrogenados y sin empobrecer los suelos (Martinez y Lopez, 2000).

Por tal motivo, las leguminosas forrajeras juegan un papel importante en la
produccion agropecuaria como fuente alternativa de alimento para el ganado.
Estas son consideradas en la agricultura sostenible como cultivo de gran
importancia en el sistema de rotacion y en la reduccion de la fertilizacion
nitrogenada debido a su capacidad de formar simbiosis con bacterias
diazotréficas del genero Rhizobium y fijar nitrogeno atmosférico, lo que les
confiere un efecto beneficioso en los cultivos (Peralta, 2002). En general se
ha estimado que la simbiosis leguminosa — Rhizobiurn tiene un potencial de
fijacion entre 52-320 Kg/N/ha dependiendo de la planta y de las condiciones
ambientales (CIAT, 1987).

Sin embargo no todos los suelos agricolas tienen las bacterias de Rhizobiurm
u otras simbidticas necesarias para promover un desarrollo adecuado en las
leguminosas y algunas requieren especies especificas de estas para
producir buenos resultados en cuanto a la fijacion del nitrogeno. Es asi, como
cada leguminosa necesita su propia cepa especifica de rhizobios para formar

eficientemente nodulos de nitrégeno en sus raices (Stoddard, 1975).

Las investigaciones actuales en microbiologia del suelo estan encaminadas a
descubrir el papel que juegan los microorganismos en los fendmenos
degradativos que ocurren en el seno del suelo y poner en evidencia la
especie o grupos de especies de microorganismos que participan en ellos ya
que estos pueden utilizar en el suelo, todas las materias organicas que se
hallen presentes (Keeney y Nelson, 1982). Estudios que se han realizado con
Rhzobium indican que las razas nativas de bacterias de leguminosas mas

efectivas pueden aumentar el contenido o el rendimiento de proteina en



estas hasta un 20% mas en cultivos de leguminosas tradicionales como
lentejas, chicharo, garbanzo, soya, frijol y leguminosas de pradera (Erdman,
1968).

Debido a los problemas planteados y al hecho que hasta la fecha no se han
reportado los tipos de Rhizobiurm nativos de los suelos del Departamento de
Sucre, este trabajo contribuird a determinar los morfotipos de Rhizobium
asociados a la especie Teramnus volubis Sw, y asi crear un punto de
partida de futuras investigaciones en el ambito genético, fisiologico,
ecoldgico, bioquimico y llegar finalmente a su uso adecuado como
biofertilizante en cultivos de importancia econdmica para la ganaderia,
mejorando asi el forraje consumido por el ganado incrementandose las
producciones, ya que en los sistemas de pastoreo las leguminosas son la
mayor y mas barata fuente de proteina para el ganado de carne y leche,

generando divisas a través de la produccion animal.

Dada la importancia de las leguminosas forrajeras en el sistema
agropecuario de la region, se plantea Determinar morfotipos de Rhizobium
asociados ala leguminosa 7eramnus voiubis Sw en fincas ganaderas de

Tolu, en el Departamento de Sucre, Colombia.



1. ESTADO DEL ARTE

1.1 LEGUMINOSAS

1.1.1 Clasificacion Taxondémica.

Segun Bermudez (1973), las leguminosas presentan la siguiente clasificacion

taxondmica:

Reino: Vegetal

Subreino: Embriophyta

Division (Phyllum): 7racheophyta
Subdivision (Subphyllum) : Pieropsida
Clase: Angiospermae

Subclase: Dicotyledoneae

Orden: Leguminosas (Leguminales)

1.1.2 Caracteristicas Morfolégicas Del Orden Leguminosae

Las leguminosas (Leguminoseae, fabaceae) son una numerosa familia
dentro de las cuales existen arboles, arbustos, hierbas y enredaderas que
pueden ser anuales o perennes. Existen aproximadamente 14000 especies
de leguminosas comprendidas en 7000 géneros de los cuales 4000, son
americanas (Bermudez, 1973; Coyne, 2000; Azcarraga y Arbiza, 2001; Allen
y Allen, 1981).

Segun Flores-Vindas (1999), dos caracteristicas son importantes en la

identificacion de las leguminosas: el fruto es una legumbre y presenta
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nodulos en las raices, formados por la asociacion con bacterias del genero
Rhizobium, capaces de fijar nitrogeno atmosférico y convertirlo en otros

compuestos nitrogenados disponibles para la planta.

Bermudez (op c¢.f) describe en forma general la morfologia de las especies
que la integran las cuales pueden presentar hojas bicompuestas o
compuestas y paripinadas o imparipinnadas. Foliolos bifaciales y anchos,
opuestas durante la germinacion y alternas cuando son adultas. Sus frutos
son alargados por lo que se les llama “legumbre” o “vaina”, y constituye la
caracteristica comun y mas sobresaliente del grupo y de ella deriva su
nombre. Es generalmente dehiscente por las dos suturas. El tallo es aéreo
herbaceo o lefioso pero siempre flexibles y con entrenudos alargados. Con
este tipo de tallo se pueden conseguir dos clases de plantas, a saber:
‘volubles” que se enroscan sobre soportes u otras plantas y “con tallo
endeble” que trepan por medio de zarcillos foliares o caulinares. Las flores
son hermafroditas, zigomorfas, hipoginas, pentamericas, y vistosas,
predominando los colores amarillo, rojo y violaceo. El caliz en la mayoria de
las especies esta compuesto de cinco sépalos que pueden ser libres o
soldados en la base, o sea, dialisépalo. Puede ser tubular, cuculiforme o
infundibuliforme. El ovario es unilocular y puede ser ovoide, cilindrico o
deprimido y sentado. Los oOvulos son parietales e insertados en una sola
hilera en la sutura ventral. Las semillas pueden ser reniformes, esféricas,
lenticulares, poliédricas o discoides y con superficie lisa, verrugosa, estriada.
El embrion puede ser recto o curvo y posee dos cotiledones opuestos,

gruesos o planos y mas o menos foliaceos.

1.1.3 Origen

En los afios de 1958, Norris empled la hipdtesis que las leguminosas son

originarias de los tropicos y desarrolld el principio que la especificidad
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hospedante dentro del género Rhizobiurm es una evolucion muy posterior
principalmente asociada a la leguminosa de clima templado, pues las
primitivas especies tropicales son inespecificas o “promiscuas” en relacion

con sus necesidades de Rhizobium.

De las tres familias de leguminosas — las Cesalpinaceas ,Mimosaceas y
Papilionaceas- estas ultimas son las que contienen las especies tropicales
pratences mas valiosas, y las tribus especializadas de clima templado —
lotos, vezas y tréboles -, que encierran la mayor parte de las leguminosas
forrajeras de clima templado comunmente utilizadas. Norris (1956) indica que
la leguminosa tropical primitiva fue un arbol, y que su evolucion ha sido:
arbol—arbusto—trepadora—lefiosa—hierba perenne— hierba anual. Estas
leguminosas anuales que alcanzaron gran importancia en la agricultura lo
mismo como los cultivos de legumbres que como especies pratenses se
hallan, pues, muy alejadas del primitivo arbol tipico y pueden entenderse, por

lo tanto, sus relaciones especializadas con Khizobium.

1.1.4 Adaptaciéon y Clima.

Este grupo de plantas es uno de los mas numerosos y esparcidos en el globo
terrestre. Tienen una amplisima distribucion y se encuentran en regiones
tropicales, subtropicales y templadas. Solo con excepcion de las zonas
glaciales, en donde no se ha comprobado su existencia, se las encuentra en
regiones de todo clima y condiciones ecolégicas, pero especialmente
aquellas comprendidas entre el nivel del mar y alturas hasta 3000 metros,
siendo abundantes en los tropicos, donde crecen la mayoria de las
leguminosas arboreas (Bermudez, 1973; Moore ef a/,1995; Allen y Allen,
1981).
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Muchas leguminosas son noduladas por los rizobios. Dado que la carencia
de nitrogeno suele darse en suelos desnudos y sin abonar, las leguminosas
noduladas ofrecen una ventaja selectiva en tales condiciones y pueden
crecer bien en zonas donde no lo harian otras plantas. Es por ello que las
leguminosas arbustivas y arboreas se emplean como plantas pioneras en la

reforestacion de zonas aridas y semiaridas (Allen y Allen, 1981).

1.1.5 Produccién e Importancia Econémica.

Las leguminosas son una fuente de alimento para las personas y los
animales;, ademas varias maderas tropicales valiosas pertenecen a esta
familia (Jones, 1972). A escala mundial, las leguminosas aportan, en
términos de nutricion humana 22% de proteinas, 32% de grasas y aceites y
7% de carbohidratos. En términos de nutricion animal aportan 38% de
proteinas, 16% de lipidos y 5% de carbohidratos (FAO, 1995). Es una familia
de gran importancia econdmica, ya que en ella encontramos especies
comestibles para el hombre asi como diversos forrajes que son utiles para el
ganado, debido a que sus semillas y algunas legumbres son ricas en
proteinas, carbohidratos y minerales, ademas, especies proveedoras de
maderas tanto para construccion como para ebanisteria, especies
productoras de colorantes, gomas o curtientes, y desde luego, especies de

uso ornamental (Azcarraga y Arbiza, 2001).

Segun Roberts (1977) de los componentes primordiales de las praderas
tropicales mixtas (gramineas y leguminosas) son las leguminosas las que
suministran proteina esencial para un alto nivel de desarrollo y reproduccion.
Lo mas probable es que se usen unas cien leguminosas para la agricultura,
pero no se han analizado todas para establecer su capacidad de fijar el
nitrogeno. Esto resulta particularmente cierto en el caso de las leguminosas

de los bosques tropicales. Los niveles de fijacion de nitrégeno varian
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enormemente. Asi, se sabe de cantidades de hasta 600 Kg de nitrogeno
fijado por hectarea y por ano en leguminosas de forraje. No obstante, en la
mayor parte de los casos, esta cifra es mucho menor. En general las
leguminosas en grano fijjan menos nitrégeno que las usadas para forraje,
puesto que son cultivadas durante periodos mas breves y tienen menos
raices en las que pueden formarse los nodulos. La fijacion del nitrogeno
proporciona practicamente todo el nitrogeno que estas plantas puedan

requerir (Coyne, 2000).

1.2 Teramnus volubilis

1.2.1 Clasificacion Taxondmica.

Reino: Vegetal

Filum: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Leguminosae

Familia.  Fabaceae /pap

Género: Teramnus

Especie. volubilis (Bermidez, 1973)

1.2.2 Caracteristicas Morfoldgicas de la especie

Esta especie es muy semejante a algunas formas de 7. /abjalis, pero su
céliz en forma de violin o de cuatro cufas es su rasgo distintivo (Sherman ef
al, 1991). Es una planta pequena y rastrera, con tallo cilindrico, velloso;
hojas trifoliadas;  foliolos lanceados, lanceado — elipticos o acuminados;
flores axilares, violaceas o blanco violaceas; bracteas sagitadas; caliz

persistente; corola papilionada; legumbre lineal, aplanada, pubescente
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cuando joven, con bordes casi rectos; 8 — 10 semillas reniformes, pequefas y

de superficie y lisa ( Fig. 1) (Bermudez, 1973).

Figura 1. 7eramnus volubilis Sw.

1.2.3 Sinbnimos

Glycine oblongaBenth. (Sherman ef a/., 1991).

1.2.4 Nombres comunes

Frijolito (Brasil); Bejuco de chivo (Colombia); Rabo de ratén, Bejuquillo.
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1.2.5 Distribucién Geografica.

Es una planta vigorosa, que vive en una amplia gama de suelos; se combina
bien con las gramineas Axonopus y Paspalum. Se distribuye en zonas
tropicales y subtropicales entre las que se destacan América central,
Colombia (departamentos de Antioquia, Sucre, Cauca, Cordoba,
Santander,Valle), Venezuela, Jamaica, Paraguay, Brasil y Ecuador.
(Sherman et al., 1991; Bermudez, 1973; Instituto Gallach, 1993).

1.3 GENERO RHIZOBIUM

El género Rhizobium forma parte de la familia Rhizobiaceae. Esta deriva su

nombre del griego “rhiza”=raiz y “bios”= vida.

La caracteristica mas importante es su habilidad para producir nédulos en las
raices de las leguminosas, y vivir en asociacion simbiotica con estas plantas
mientras fijan nitrégeno libre, reduciéndolo a amonio e incorporandolo en
aminoacidos (Vargas, 1969; Bauer, 2001, Sherman ef a/, 1991, Atlas y
Bartha, 1993).

Los rizobios subsisten en el suelo, como heterotrofos y saprofitos o en el
medio de cultivo cuando no estan infectando a su huésped. Dependiendo de
la estacion, el historial de cultivos y las practicas de tratamiento agricola,
puede haber entre 10 y 10° Rhizobium por gramo de suelo. Si se han
plantado leguminosas en algun momento, lo mas probable es que el numero
de Rhizobium sea elevado (Coyné, 2000; Spaink, 2000; Kennedy y Smith,
1985).

Sin embargo, no todas las especies de leguminosas estan noduladas; ya que

el 65% de las Cesalpinaceas, por ejemplo, no estan noduladas (Allen y
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Baldwin, 1954), incluidas las especies de ramoneo Bauhina Tampoco son
leguminosas todas las plantas con nodulaciones en la raiz, que fijan
nitrogeno, como la asociacion entre Rhizobium y Faraspornia (Trema), un
arbusto no leguminosa que facilita la formacion de nodulos (Davey y cols;
1973). Ademas, Rhzobiurm no es el unico organismo beneficioso asociado
con las raices y los nddulos; también los actinomicetos del género Frankia,
forman nédulos fijadores de nitrdgeno en arboles y arbustos de climas
templados y Nosicc (una cianobacteria) forma nédulos en la dicotileddnea

herbacea Gunnera.

Cuando estan en la planta son capaces de cambiar a una forma bacteroidal
en los tejidos nodulares, lo cual también puede ocurrir en condiciones
adversas en medios de cultivo (Vargas, 1969). Estas células tienen forma de
X o Y llamadas bacteroides. Estas son las formas diferenciadas que fijan
nitrogeno. Normalmente los bacteroides ya no pueden volver a reproducirse.
Segun Jordan y Coulter (1965) todos los tipos de bacteroides del
R./feguminosarum, natural o artificialmente producidos, sufren un deterioro
en la sintesis de proteina y de la pared celular. La alteracion de las
capacidades de sintesis y la posible formacion de material limitado y anormal
en la pared celular, incapaz de conferir rigidez, pueden ser la causa tanto de

la morfologia externa anormal como de la inhibicion de la division celular.

Entre los diferentes sistemas biologicos capaces de fijar nitrégeno
atmosfeérico, la simbiosis RAzobium-leguminosa contribuye con la mayor
cantidad aportada al ecosistema y la produccion de alimentos (Burdman
et al, 1998). Aunque hay diversas asociaciones que contribuyen a la fijacion
biolégica del nitrégeno, en la mayoria de lugares agricolas la fuente primaria
(80%) del nitrégeno fijado biologicamente ocurre a través de dicha simbiosis

(Arrese ef al, 1999). Se calcula que puede alcanzar el 20% de la cantidad
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fijada anualmente sobre el planeta, constituyéndose en la asociacion mas

elaborada y eficiente entre plantas y microorganismos (Burdman, cp ci).

Por tal motivo estas bacterias representan un gran interés para la agricultura,
por lo que se han empleado como inoculantes (bio-fertilizantes) para los
cultivos y se han realizado investigaciones extensas sobre diversidad vy
taxonomia de lo rhizobios. RA.zobium fue la primera bacteria producida a
gran escala y se ha affadido como inoculante durante 105 afos a diversos

cultivos agricolas, con éxito en muchos casos (Spaink &f a/, 1998).

1.4 FUNCION DE LOS RHIZOBIUM EN LA FIJACION DE NITROGENO

De los elementos del suelo el nitrégeno es indispensable para la vida porque
es el elemento basico de las proteinas (Jiménez y Lamo, 1998), y ademas
es el mas necesario para el desarrollo y sobre vivencia de las plantas, este
es el que presenta mas transformaciones microbiologicas y por consiguiente
el que mas comunmente se encuentra deficiente en el suelo, contribuyendo a
la reduccion de los rendimientos agricolas en todo el mundo (Anonimo,
2001). Las principales formas de mantener suficiente nitrégeno en el suelo es
mediante la aplicacion de fertilizantes nitrogenados, ya que la mayoria de
estos presentan niveles bajos a medios de este elemento y las formas de
fijacion biologicas son escasas (Atlas y Bartha,1993); pero debido al alto
costo de los fertilizantes nitrogenados, la gran cantidad de energia requerida
para su produccion y las capacidades suboptimas para su transportacion se
limita su uso en paises subdesarrollados, especialmente en comunidades
agricolas pequenas (Anonimo, 2001; Hadri ef a/, 1998), ademas de que

contribuye a la contaminacion ambiental.

En el mundo desarrollado la agricultura depende en gran medida del uso de

fertilizantes quimicos y pesticidas para mantener sus altas producciones
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agricolas, sin tener en cuenta los terribles danos que estos pueden ocasionar
ya sea afectando el ciclo global del nitrogeno, contaminando las aguas
subterranea y superficiales, lagos y lagunas, incrementando los riesgos de
intoxicaciones quimicas y aumentando los niveles de o6xido nitroso (N2O)
atmosfeérico; el cual es un potente gas invernadero. El uso de nitrdgeno
sintético en los ultimos 40 afios ha aumentado de 3.5 millones a 80 millones
de toneladas, tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo,
incrementandose sus costos de produccion a mas de $20 billones USD
anualmente. Para el ailo 2050 la poblacion mundial se espera crezca el doble
de la cifra actual de habitantes, de esta proyeccion el 90% debe residir en las
regiones tropicales o subtropicales de los paises en desarrollo de Asia, Africa
y América Latina. Segun estos datos, es razonable esperar que la necesidad
de fijacion de N, para la produccion de alimentos agricolas para esta fecha

también duplique la cifra fijada actualmente (Anénimo, 2001).

Los procesos naturales de fijacion biolégica del N» (FBN) juegan un
importante rol en la activacion de los sistemas agricolas sustentables por su
beneficio ambiental. El incremento de su aplicacion puede mitigar la
necesidad del uso de fertilizantes nitrogenados sintéticos con su consiguiente
efecto benéfico al ciclo del nitrégeno, el calentamiento global y el
saneamiento de las aguas subterraneas y superficiales. Este proceso
depende basicamente de la accion de los microorganismos en conjunto con

las plantas (Arcocha y Ruiz, 1994).

Aungue el nitrogeno es muy abundante en la atmosfera (70-80%) las plantas
no pueden utilizarlo en su forma elemental y tienen que obtenerlo del suelo
principalmente en forma de nitratos o amonio que son formas asimilables
(Hadri ef al., 1998; CIAT, 1987; Jiménez y Lamo, 1998; Spaink, 2000).
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El Rhizobiurm es un microorganismo que posee la habilidad de convertir el
dinitrogeno atmosférico (N2) a amonio (NH4') mediante la accion de la
enzima nitrogenasa. De ésta forma, el nitrogeno molecular es incorporado a
la biosfera y utilizado directamente por las plantas a través de la fijacion
simbidtica. Estas especies son denominadas diazotrofos y requieren de
energia para realizar su metabolismo. Varias moléculas de ATP son
necesarias tanto, para la activacion de la enzima como para la provision de

electrolitos para la reduccion (Mayea ef a/, 1998; Jiménez y Lamo, 1998).

La eficiencia de ésta fijacion o el % de nitrégeno fijado esta determinado por
la bacteria, la planta leguminosa y las condiciones ambientales (adaptacion a
condiciones adversas, practicas culturales, genotipos de plantas y de la
bacteria) (Jiménez y Lamo, 1998; Sherman &f al., 1991). Especificamente
va a depender de: a) volumen de tejido de los rhizobios en el nodulo; b)
duracién de la vida del tejido; c¢) tamano de la planta; d) presencia de
hemoglobina en nodulos los cuales pasan de rojo a verde a medida que cesa

la fijacion de nitrégeno (Sherman &f al., 1991, Hirsch €f a/, 2001).

La necesidad de reducir el uso de fertilizantes quimicos ha dado vigencia a la
tematica de la inoculacion con los microorganismos benéficos, en este caso
Rhzobium. En efecto, la demanda, impuesta por la sostenibilidad agricola
esta conduciendo al uso de estrategias alternativas que mantenga una

produccion competitiva y la proteccion del medio ambiente.

Segun Gonzélez y Lluch (1992), con la aplicacion de Rh.zobium en suelos
con bajo contenido de nitrdgeno se puede aumentar los rendimientos de
plantas leguminosas. Sin embargo, los inoculantes para leguminosas no se
ha demostrado que sean efectivos en suelos con razas autoctonas, una

limitacion de este sistema es la competicion. Indculos preparados con razas
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muy efectivas en la fijacion de N, se ha visto que son incapaces de formar
una proporcion significativa de nddulos en situacion de campo por la

competicion con las cepas autoctonas.

Arcocha ef a/ (1994) sefalan que la respuesta del cultivo del frijol a la
inoculacion con cepas comerciales de Rhizobiurm ha sido inconsistente, por
lo cual se hace necesaria la evaluacion de nuevas cepas, ademas de evaluar
el efecto de la fertilizacion inorganica con fésforo (P) sobre estas. En estudios
realizados sobre la inoculacion de cepas de Rhzobiurm contra fertilizacion
quimica en frijol ejotero, demostraron que al evaluar 7 cepas experimentales
de biofertilizantes Mexicanos y una comercial (Nitrobiol) bajo una dosis
constante de P (40 Kg ha-1), incluyendo 3 tratamientos adicionales
resultantes de la combinacion de 60 Kg ha-1 de Ny 40 Kg ha-1 de P, mas un
testigo, obtuvieron una respuesta positiva con el uso de este biofertilizante.
Las variables medidas fueron: rendimiento de ejotes, peso de nodulos,
numero de nodulos, peso del follaje y peso de la raiz. Los rendimientos
obtenidos con la cepa mas sobresaliente (FM 110 + P) fueron similares a los
obtenidos con el tratamiento de fertilizante quimico (60-40-00). Sin embargo,
las utilidades fueron ligeramente mayores con las cepas de Rhizobium. El
efecto de las cepas analizadas se reflejo en un incremento de 2460 Kg. ha-1
de ejotes en relacion con los tratamientos de fertilizantes 00-40-00 y 00-00-
00, y un incremento de 4478 Kg. ha-1 de ejotes en relacion al tratamiento 60-
00-00.

Para lograr los beneficios de la fijacion de nitrégeno, se deben seleccionar
cepas de la bacteria que presenten caracteristicas optimas de infectividad,
efectividad, competitividad, persistencia y supervivencia que maximicen la

fijacion de nitrégeno (Jiménez y Lamo, 1998).
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La fijacidon biolégica de nitrdgeno es un proceso clave en la biosfera y
contribuye entre el 60-80% de la fijacion bioldgica de nitrogeno en el mundo,
y es la opcidon natural de fertilizacion quimica (Hadri ef a/, 1998). En los
proximos 50 afos sera necesario un incremento sin precedentes en la
produccion agricola para satisfacer los niveles de insumos caldricos y
proteicos para el abastecimiento a la gran poblacion mundial; pero también
es imperativo la busqueda de nuevos meétodos de produccion
agronodmicamente y ecoldgicamente sustentables para proteger el entorno

que soportara tal explosion demografica (Anénimo, 2001).

1.5 MORFOLOGIA DEL GENERO RHIZOBIUM

Las bacterias del género RhAizobiurn son bacilos que miden 0.5-1.0 x 1.2-3.0
um, Gram negativas por lo cual se observa rosado al microscopio. Son
aerobios y anaerobios facultativos. Se mueven por medio de 1-6 flagelos que
pueden ser peritricales o subpolares. Las colonias generalmente son blancas
o color beige, redondas, semitransiucidas u opacas y mucilaginosas;
generalmente miden de 2-4 mm de diametro a los 3-5 dias de incubacion en
medio agar —levadura manitol (Y.M.A) en el cual crecen muy bien. El
crecimiento en medio de carbohidratos generalmente esta acompaniado de
reaccion acida y abundante cantidad de gelatina polisacarida extracelular la
cual se ve aumentada por la naturaleza del medio. Son quimio-
organotroficas utilizando una gran variedad de carbohidratos y acidos
organicos. Las cepas de este genero son rhizobios de rapido crecimiento
productores de acido en Y.M.A (Tabla1) (Spaink, 2000; Mayea ef a/., 1998;
Martinez-Viera,1986; Vargas,1969; Coyne,2000). Algunas cepas requieren
glucosa, galactosa, fructosa, biotina, acido nicotinico, pantotenato o tiamina
como factores de crecimiento (Spaink, 2000; Mayea ef a/., 1998; Martinez-
Viera, 1986).
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Tabla 1. Caracteristicas diferenciales entre las especies de Rhizobium

1. R leguminosarunt, 2. R. etli; 3. R. galegae; 4. R. gallicum,; 5. R.
giardinii; 6. R. hainanense, 7. R. huautlense, 8. R. indigoferae; 9. R.
loessense; 10. R. mongolense, 11. R. sullae; 12. R. tropici; 13. R.
yanglingense.

Caracteristicas 1 2 3 4 5 6 7 8
Flagelos peritricos (Pe.), P 2-6 NR P.S.1-2 NR NR P.1 NR NR
polares (P) o subpolares
(S)

Requerimiento de factor + - + - - + + NR
de crecimiento
Biotina \) - NR - -
Pantotenato + + NR -
Tiamina \) - NR +
Rango de pH para crecer 5-9 5-9 5-9.5 55-9 | 45-95 | 5-10 5-9 5.5-10
Crecimiento a 40 °C - - - - -
Resistencia a 1% de - NR \) - \Y) + + +
NaCl
Resistencia a 2% de - NR - - - + - +
NaCl
Crecimiento en medio LB - - - - - + - NR
G+C mol% de ADN (Tm) 59-63 59-63 63 NR NR 59- 57-59 59-62
63
Cepa tipo ATCC ATCC ATCC R602 H152 166 S02 CCBAU
10004 51251 43677 sp. 71042

32



Caracteristicas 9 10 11 12 13

Flagelos peritricos (Pe.), polares (P) NR NR Pe. NR
o subpolares (S)
Requerimiento de factor de NR - + NR
crecimiento

Biotina NR

Pantotenato NR

Tiamina NR
Rango de pH para crecer 5.5-10 5-9 59 59
Crecimiento a 40 °C NR NR + NR
Resistencia a 1% de NaCl + - - +
Resistencia a 2% de NaCl + - - +
Crecimiento en medio LB - - + V
G+C mol% de ADN (Tm) 5960 NR 60-62 5963
Cepa tipo CCBAU USDA 1S123 CIAT 899 CCBAU

7190B 1844 71623

* Cuatro lefras se usan en cada especie para preseniar los patfrones ael gen de 16S rRNA
obfenao en FCR y a.geridos por ias enzimas de restiiccion Mspl, Hinfl, Hhal y Sau3Al,
respectivamente. Para cada enzima, diferenies letras indican paliones aistintos.

NR. No reporio; + Mas de 95% de las cepas son positivas; - Mas de 95% de las cepas son
negativas. Vvariable, 5-95% de las cepas son pos.tivas.

Se ha reportado que los rhizobios tienen tres diferentes estados de vida: uno
dentro de los nodulos de las leguminosas, otro en el suelo y otro dentro de
plantas no leguminosas como endofitos (Spaink &f a/, 1998). Harris (1957)
de acuerdo con los resultados de sus estudios reconoce como el ciclo de
vida mas simple de este organismo el que tiene una secuencia de cocoides
(formas muy pequeias y moéviles de las bacterias), bacilos y bacteroides,
pero estos Uultimos no son capaces de crecimiento y reproduccion

posteriores.

En relacion con las formas bacteroidales, Jordan (1962) adopta la definicion
dada por Fred, Baldwin y McCoy (1932). Bacteroides son las formas
alargadas, frecuentemente con contornos de clava o ramificados, vacuolados
0 con listas transversales, que se presentan en los bacterios de los nddulos

radicales ya sea que se produzcan en estos o en el medio de cultivo. Jordan
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definid como “artificialmente producidos” aquellos bacteroides formados in

vifro.

La formacion de los bacteroides artificialmente producidos depende del
medio en el cual crecen las células. Cabezas de Herrera (1956) observd que
las cepas de Rhizobium de diferentes leguminosas cuando crecen a pH 4
se modifican pasando a formas bacteroidales, cocoides de figuras en forma
de eles (L).

Pueden distinguirse dos tipos principales de desarrollo de los rhizobios que
van a convertirse en bacteroides dentro del nédulo. En uno, las células
bacterianas se expanden muy poco durante el desarrollo del nddulo,
reteniendo su forma bacilar, con un area central nuclear compacta. Varios
bacteroides quedan encerrados dentro de cada membrana, se expanden
enormemente y pierden su estructura bacilar, cada bacterio esta
generalmente encerrado dentro de una sola cubierta membranosa (Dart y
Mercer, 1966).

Morfoloégicamente hablando los bacteriodes pueden ser esferoidales,
ramificados o en forma de bacilo con numerosos tipos intermedios
(Bergersen, 1957). Este autor hace hincapié en el hecho que el término
“‘bacteroide” debe ser usado para todas las formas de Rhizobiurm que se
encuentran dentro de la célula hospedante infectada, independientemente de

su morfologia, puesto que todas ellas tienen la misma funcion en el nédulo.

Segun Bisset y Hale (1951), los bacteroides estan desprovistos de flagelos;
frecuentemente contienen granulos y barras que se tifien positivamente por
la tincibn de Gram, aunque los bacteroides se describen como Gram
negativos. Aunque los tipos de bacteroides ramificados tienen septos

transversales, generalmente son unicelulares (Bisset, 1952).
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1.6 CULTIVOY AISLAMIENTO DE LOS RHIZOBIUM

En cultivos in vitro, los Rhizobium, por lo general pueden ser faciimente
sustentados en medios suplementados con levaduras y una fuente de
carbohidratos como el manitol (Harris, 1957), ademas de compuestos

nitrogenados y cantidades menores de magnesio (Allen y Allen, 1958).

Aungue no existe un medio completamente satisfactorio para el aislamiento
del Rhizobium del suelo, el mas ampliamente usado es el Agar con extracto
de levadura y manitol, que contiene fosfato dipotasico, sulfato de magnesio,
cloruro de sodio, carbonato de calcio, extracto de levadura y manitol (Allen,
1959). El extracto de levadura proporciona a los organismos los productos
de degradacion de las proteinas, sustratos para la respiracion, vitaminas y
ciertos elementos en trazas (Allen y Allen, 1950). Para este autor la maxima
velocidad de crecimiento de la mayoria de los rhizobios ocurre entre 29 y
31°C, con algunas excepciones lo cual concuerda con lo expuesto por Mayea
et al (1998).

En el medio YMA las colonias rhizobianas se presentan elevadas, brillantes,
de opacas a semitranslucidas y mucoides, de aspecto graso a mucilaginoso
(Clark, 1965); pero es dificil de esta manera contar el numero de colonias,
porque el medio no es suficientemente selectivo para impedir el crecimiento
de otros microorganismos; sin embargo, Bryan (1938) utilizd una solucion
acuosa de rojo congo en el medio y pudo distinguir entre las colonias de A.

tumefaciens rojas, Azofobacterrosadas y las de Rhizobium blancas.
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1.7 TAXONOMIA DE RHIZOBIUM

Segun lo descrito por Spaink ef a/ (1998), Bejjerinck en 1888 obtuvo el primer
cultivo bacteriano puro de un nédulo de raiz de leguminosay lo llamé Bacilus
raaicicola. Posteriormente, Frank propuso el nombre Rhizobium para estos
aislados. Basada en la especificidad de los huéspedes para 1929 ya se
habian reconocido seis especies: R. /leguminosarum, R. trifolii, R. phaseoli R.
meliloti R. japonicum y R. lupini En esta clasificacion, cada especie se
componia de cepas que compartian un grupo de leguminosas huésped.
Trabajos posteriores desafiaron esta designacion de especies basada en la
especificidad del huésped. En 1944 Wilson reportd un gran numero de
nodulaciones que cruzaban las fronteras de las diferentes especies. En 1964
Graham y en 1968 Moffet y Colwell sugirieron revisar la taxonomia
basandose en resultados de la taxonomia numérica. Mas tarde, en 1974,
Jordan y Allen dividieron estas especies en dos grupos de acuerdo con sus
tasas de crecimiento, flagelos y reacciones acido / alcalinas en medio YMA.
Ademas de estas seis especies, se incluyd un grupo miscelaneo designado

Rhizobium spp.

La taxonomia actual de los rhizobios se basa en un enfoque polifasico que
incluye morfologia, bioquimica, fisiologia, genética y filogenia. El uso del
enfoque polifasico ha conferido a la taxonomia una base mas natural y mas

confiable.

El género Rhizobium esta compuesto de dos subramas: (1) las especies R.
galegae y R. huautlense junto con Allorhizobium y tres especies de
Agrobacterium forman la primera subrama; (2) el resto de las especies,
incluyendo la especie tipo R. /eguminosarum, y Agrobactenum rhizogenes

forman la otra subrama (Spaink, 2000).
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En la descripcion del fenotipo de las bacterias se reporta morfologia,
bioguimicas, fisiologias, los patrones de utilizacion de fuentes de carbono y
nitrogeno, los patrones de resistencia a antibidticos, las caracteristicas y
otras. El cumulo de estos datos se evalua normalmente por un analisis de
agrupamiento, la llamada taxonomia numérica. Las caracteristicas
fenotipicas pueden ofrecer una vision detallada de la variacion de las
bacterias dentro de una especie o entre diferentes especies. También
permite reconocer rasgos caracteristicos de cada especies (Yang ef al,
1999). Hasta la fecha se han descrito 30 especies en 6 géneros. Todas ellas

son bastones aerdbicos Gram-negativos.

1.8 EL NODULO

1.8.1 Infeccion y formacion de nédulos

Se conocen bien las etapas de la infeccion y desarrollo de nodulos radicales;
estas incluyen segun Dixon (1969);, Coyné (2000) Gonzaléz y Lluch (1992);
Pérez y Torralba (1997); Hadri ef a/(1998) y Sherman ef a/(1991):

1. Reconocimiento de combinacion adecuada de organismos, tanto por parte
de la planta como de la bacteria, y adherencia de las bacterias a los suelos
radicales.

2. Invasion del pelo radical y formacion de un canal (o hilo) de infeccion.

3. Desplazamiento de las bacterias hacia la raiz principal a través del canal

de infeccion.
4. Diferenciacion de las bacterias en un nuevo tipo al que se llama bacteroide

dentro de las células de la planta y desarrollo del estado de fijacion de

nitrégeno.
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5. Division de las células bacterianas y vegetales y formacion del nodulo

radical maduro (Fig. 1).

A continuacion se describen éstas etapas en mas detalle:

El primer paso en la formacion de nodulos se da cuando los rhizobios del
suelo reconocen la presencia de un huésped adecuado. Las plantas
leguminosas  secretan compuestos especificos (flavones) que atraen,
estimulan o envian sefiales a los rhizobios. Estos flavones son especificos de
rhizobios y en respuesta a ellos estos activan una serie de genes implicados
en la nodulacion. El siguiente paso consiste en la fijacion de los rhizobios a
la zona pilifera de la raiz (Fig.2). En la superficie del rhizobio se localiza una
proteina especifica de la adherencia, la ricadesina. Es una proteina que se
une al calcio y puede actuar captando complejos de estos en la superficie de
los pelos radicales. Otras sustancias, como las lectinas que son proteinas
que contienen carbohidratos, también cumplen una funcion en la adherencia
planta — bacteria. Las lectinas han sido identificadas en los extremos de
pelos radicales y en la superficie de las células del rhizobio. La adhesion
inicial a esta zona es irreversible. A continuacion los rhizobios se multiplican
en la rizosfera. Durante este periodo, los pelos radicales se enroscan debido
a la accidon de una sustancia especifica secretada por la bacteria, que se
conocen como factores ANod. Algunos pelos radicales se enroscan hasta
360° formando una estructura a la que se le llama “cayado”. A medida que el
cayado se forma los rhizobios inician el proceso de infeccion de la célula de
la raiz de la planta, conduciendo la formacion por parte de ésta, de un tubo
de composicion similar a la pared celular, conocido como corddn o canal de
infeccion que avanza por el pelo radical. Este canal es un tubo vacio en el
que se multiplican los rhizobios, quedando embebidos formando de esta

manera la matriz zoogleal (Nutman, 1958). Las bacterias estan por tanto
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encerradas en una microcapsula (Sahlman y Fahraeus, 1963). Por lo
general, solo una cepa de rhizobios esta presente en un cordon infeccioso.
Hughes y Vincent (1942) observaron que generalmente, cada nddulo esta
asociado con una infeccion original y simple y solamente en casos raros un
nodulo contiene mas de una cepa de bacterios; pero la raiz de las
leguminosas puede llevar ndédulos formado por distintas cepas (Russell,
1961) (Fig. 2).
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Figura 2. Pasos de la formacion de nédulos Rhizobium en las raices.

Después, la infeccion alcanza las células de la raiz adyacente a los pelos

radicales y los factores ANod estimulan la division de las células vegetales
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corticales, produciendo finalmente el nédulo. Los rhizobios son liberados en
las células corticales, por un mecanismo similar al de endocitosis y rodeados
por una membrana producida por la planta, llamada membrana
Peribacteroidal (MPB) por la cual los rhizobios quedan separados del
citoplasma. Al cesar la division las bacterias cambian de forma en unas
estructuras ramificadas hinchadas y deformes, llamadas bacteroides
(rhizobios pleomorficos). Estos quedan rodeados individualmente o en
pequenos grupos por la MPB. A la estructura que contiene estos grupos de
bacteroides rodeados por la MPB se les llama simbiosomas. Los bacteroides
pueden llegar a ser hasta cuarenta veces mas grandes que los bacilos a
partir de los que se desarrollan y puede haber hasta 10.000 bacteroides por
célula radical. La fijacion de nitrégeno no se inicia hasta que se han formando
las bacteroides. El sistema vascular de la planta se extiende dentro del
nodulo y transporta nutrientes hacia y desde el ndédulo. Cuando el nédulo se
deteriora, las bacterias pasan al suelo. En algunos casos, las formas
bacteroidales no tienen capacidad de division, pero los nodulos contienen
siempre algunos rhizobios en estado de latencia. Estas formas proliferan en
el suelo, utilizando como nutrientes algunos de los productos del nédulo
destruido y las bacterias pueden iniciar la infeccidn en otra raiz o mantenerse

en estado libre en el suelo.

1.8.2 Morfologiay tipos de nédulos

Caba ef a/ (2001) sefalan que los nédulos radicales de las leguminosas son
estructuras complejas. Segun Coyne (2000), la morfologia de los nédulos es
caracteristica de las plantas huésped. Pero en general, la forma de los
nodulos depende de la forma y tamafio del meristema y de la tendencia a la
bifurcacion (Nutman, 1956). Los nodulos se pueden dividir en dos tipos
(Fig.3): 1) nédulos indeterminados, que contienen un meristemo persistente

resultando en formas cilindricas y a menudo ramificadas y 2) nddulos
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determinados que carecen de un meristemo persistente y tienen forma
redondeada ( Hadri €f a/., 1998).

Figura 3. Tipos de ndédulos: A. nédulos de alfalfa (indeterminados);
B. nédulo de frijol (determinado).

Segun Allen y Allen (1958) y Bond (1948) se reconocen dos tipos de nddulos
con relacion a su origen: el exdégeno, el cual surge de una infeccidn que se
limita a las células parenquimaticas. El cilindro central de la raiz participa solo
por enlaces vasculares. El tipo endégeno proviene de tejidos que se han

diferenciado totalmente de la proliferacion en el periciclo.

El exterior del ndédulo puede ser liso, esculpido, estriado o costroso. Algunas
veces tiene el color de la raiz vecina o esta brillantemente coloreado con
pigmentos verdes o pardos, enmascarando el color de la hemoglobina del
interior (Nutman, 1956).
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La estructura del nddulo maduro (cuando todos los tejidos esenciales para su
formacion estan estructuralmente definidos) es similar en todas las
leguminosas (Allen y Allen, 1958). El nodulo esta compuesto por cuatro
clases definidas de tejidos, que han sido descritas por Stewart (1966) como

sigue:

a) La Corteza: esta es una region externa del parénquima sin diferenciar que
tiene un grosor de cuatro a diez capas de células. En los nddulos perennes

las células periféricas pueden contener suberina y llegar a engrosarse.

b) La Zona Meristematica: esta region constituye el punto de crecimiento del
nodulo. El proceso de formacion de tejidos es continuo mientras el ndédulo
esta funcionando. Todos los tejidos especializados situados dentro del

nodulo se originan en la diferenciacion celular ocurrida en el meristema.

La forma y en alguna extension, el tamafio del nddulo, esta determinada por
la posicion de esta region. Segun Coyne (2000) algunos pueden tener un
tamano similar a una pelota de béisbol. No obstante, la mayor parte de ellos
son mas pequefios (con un diametro o longitud de menos de 0.5 cm). Los
grandes nodulos son casi siempre escasos y los pequefios generalmente
abundantes y mas ampliamente dispersos sobre el sistema radical (Sherman
et al, 1991, Alexander, 1961). Los nddulos mas pequefios fijjan menos
nitrogeno. Los nodulos efectivos (fijadores de N2) son mas grandes que los

no efectivos (no fijadores de N2) (Coyne ¢p ¢, Jensen, 1942).
Con respecto a la localizacién en el nédulo, el meristema puede ser:

-Hemisférico, cuando la rata de crecimiento que es a través del area

periférica, produce un desarrollo redondeado.
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-Apical, cuando produce los nodulos alargados de forma irregular.

-Bilateral, cuando produce un crecimiento horizontal en direcciones opuestas.

c) El Sistema Vascular: Esta en el interior de la corteza. Se inicia al principio
del desarrollo del ndédulo y se comunica con el sistema vascular de la raiz.
Sirve para transportar los nutrientes al ndédulo y, a su vez, para llevar las
sustancias nitrogenadas y otros productos metabdlicos de los rhizobios a la

planta.

Cada haz vascular esta rodeado por una sola endodermis y algunas veces
por una segunda endodermis (endodermis nodular). La endodermis nodular
sirve como una capa de difusion, que separa las regiones de diferente
presion osmotica. También sirve para restringir el intercambio de gases y
nutrientes dentro de la regidn bacteroidal. El desarrollo de los haces
vasculares, en las asociaciones efectivas, progresa con el crecimiento del

nodulo.

d) La Zona Bacteroidal: ésta es la zona central infectada conocida como
“tejido bacterial”’, en la cual los rhizobios son, a menudo, pleomorfos. La
extension de la infeccion depende en gran parte de las especies de plantas y

de la efectividad de la cepa rhizobiana.

La misma formacion nodular puede impedir la nueva formacion de nodulos y
el tamano de estos influye en su efecto inhibitorio. La vida de un nddulo en
las especies herbaceas es corta, siendo funcidon de la estirpe de Rhizobium y
de la planta hospedante, la longevidad. El volumen total de nodulos es
constante, sea cual fuera la virulencia del RhAzobium, pero difiere segun las
distintas estirpes o lineas (Sherman €fa/, 1991; Jensen, 1942; Somasegaran
y Hobes, 1985).
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Para la fijacion de nitrdgeno se necesita la presencia de hemoglobina en los
nodulos de la raiz. ElI pigmento rojo de la hemoglobina esta presente en los
nodulos efectivos, el cual pasa gradualmente a verde a medida que los
tejidos bacterianos envejecen y cesa la fijacion de nitrégeno (Sherman cp cif,
Olivares y Barea, 1995, Bond, 1948).

1.8.3 Regulacioén y factores que afectan la nodulacion.

Caba et al (2001) sefialan que principalmente la planta, controla el numero
de ndédulos mediante un mecanismo endodgeno de retroinhibicion o inhibicion
"feedback” y que se ha llamado de autorregulacion. Basicamente consiste en
que, iniciado un numero critico de primordios nodulares se bloquea la division
celular en el cortex radical inhibiéndose el desarrollo de nuevos nodulos. La
nodulacion también esta controlada por factores externos entre los que el
nitrato del suelo resulta de especial significacion. La inhibicion de la
nodulacion por el nitrato, no es un efecto nutricional como se pensaba, sino
mas complejo, implicandose estadios tempranos en la ontogenia del nédulo
de forma similar a la respuesta de autorregulacion pero al contrario que ésta,
se trata de un efecto localizado y no sistémico. Recientes revisiones sobre
nodulacion dan esquemas e hipoétesis para conectar las fitohormonas con la
morfogénesis de los nddulos. Los rhizobios producen auxinas, citoquininas y
giberelinas. Suministradas exégenamente, las fitohormonas pueden inhibir la
formacion de los nodulos, por lo que un posible papel inhibidor para estos

reguladores podria estar en la autorregulacion de la nodulacion.

Luque ef a/ (1999) plantean que la nodulaciéon de las leguminosas es un
proceso regulado por factores internos (autorregulacion) y externos
(fundamentalmente nitratos) y se ha sugerido la existencia de algun

componente comun compartido por ambos tipos de regulacidon de la
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nodulacion. Experimentos realizados por estos autores, apoyan al etileno
enddgeno como posible candidato mediador en el control de la formacion de
nodulos y en la inhibicion por nitratos. Caba ef a/ (2001), senalan que el
etileno exdgeno es un potente inhibidor de la nodulacion pero la raiz
inoculada y sobre todo los nédulos, producen significativamente mas etileno
que la raiz no inoculada, siendo ese etileno de origen vegetal. El nitrato del
suelo, por un mecanismo aun desconocido, es un efectivo inhibidor de la

nodulacion de las leguminosas.

Montes (1999) sefiala que los fallos en la nodulacién de cultivos de frijol
(Fhaseolus vuigarns) se deben con cierta frecuencia al alto nivel de nitrégeno
residual procedente de cultivos anteriores, lo que actua inhibiendo la
formacién de los nddulos. Sin embargo, los efectos resultantes de la
absorcion de nitratos sobre la disponibilidad de otros nutrientes no han sido

valorados.

No es posible separar los factores que afectan especificamente a la
nodulacion, de aquellos que son necesarios para el desarrollo de la planta,
salvo para el suministro de nitrogeno. En términos generales puede
anticiparse una buena nodulacion bajo condiciones favorables para el

crecimiento de la planta.

FOSFORO Y POTASIO.

Las leguminosas requieren una mayor cantidad de fosforo que las otras
plantas (Schreven, 1958). El peso seco del nédulo aumenta al elevarse los
niveles de fosforo a 250 Kg/ ha por lo menos. El numero y la densidad de los
nodulos se ven considerablemente estimulados por el fésforo, y también la
proporcion de fijacion de nitrégeno se incrementa afadiendo fosforo

(Sherman ef al, 1991). Bajo condiciones adecuadas de foésforo, el potasio
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estimula la infeccion y fijacion del nitrdgeno (Lynch y Sears, 1951; Sherman
et al, 1991). El requerimiento de fésforo debe tenerse en cuenta para la
demostracion del efecto del potasio, por cuanto este actua beneficiosamente
solo si existen niveles suficientes de fosforo (Sherman ef a/ 1991; Pérez y
Torralba, 1997).

NITROGENO.

Las pequeias adiciones de nitrobgeno al suelo aumentan la nodulacion de
las leguminosas. Las grandes adiciones parecen disminuir la fijacion de
nitrégeno (Sherman ef a/, 1991; Nutman, 1956). Gates (1970), demostré que
equilibrando debidamente el nitrogeno y el fésforo, se puede mejorar el

crecimiento sin detrimento de la nodulacién.

ACIDEZ, CALCIO, MAGNESIO, MOLIBDENO Y MANGANESO.

El crecimiento y la nodulacion son satisfactorios en pH 5.4 a 7.0. Estos
resultados estan de acuerdo con informes citados por Fletcher (1958)
(Virtanen and Von Hausen, 1935; Jensen y Betty, 1943). Andrew y Norris
(1961) comprobaron que el proceso de la formacion nodular depende del
calcio tanto en las leguminosas de clima templado como en las tropicales. La
nodulacion de las leguminosas tropicales en suelos muy pobres es explicada

por la mayor habilidad de estas plantas para extraer calcio del suelo.
Norris (1959) descubridé que la principal necesidad de RhAizobium era el
magnesio, antes que el calcio. La escasez de cationes divalentes (Ca y MQ)

conduce a pérdidas marcadas de viabilidad (Mayea ef a/., 1998).

Varios investigadores demostraron que el molibdeno es indispensable para la

fijacion de nitrégeno por las leguminosas. Segun Mayea (op cff), cuando falta
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molibdeno (Mo) se forman mas nodulos, pero son menos eficientes y su
estructura se asemeja a la de los nddulos inactivos, la dificultad para la
asimilacion de Mo parece ser una de las principales limitaciones en la fijacion
de nitrégeno en plantas de frijol, principalmente en suelos acidos que tienen
deficiencia en Mo. En plantas de frijol cuando se les suministra Mo y Ca,
estas son capaces de obtener todo el nitrogeno necesario para producir 3000

Kg ha-1 de grano.

Los altos niveles de manganeso causan un descenso en el numero y el
volumen de los noédulos. El calcio, sin embargo, reduce los efectos adversos
del manganeso, y los altos niveles de fosforo tienden a incrementar la

absorcion de manganeso (Sherman ef a/, 1991).

HUMEDAD.

El crecimiento maximo y la maxima nodulacion de las leguminosas se
producen por lo general en suelos con un contenido de agua del 75 al 85 por
ciento de su capacidad de retencion de agua (Sherman ef a/, 1991). La
irrigacion prolonga la vida del nédulo y aumenta el numero y el peso de estos
(Masefield, 1958). La nodulacion mas abundante, en condiciones tropicales,

parece encontrarse en los suelos mas humedos.

LUZY CARBOHIDRATOS.

La luz afecta la nodulacién a través de la fotosintesis, controlado la cantidad
de carbohidratos para el desarrollo y funcionamiento del nodulo (Pérez y
Torralba, 1997). Bond (1948) plantea que la mala nodulacion esta asociada
con la baja intensidad de luz y los dias cortos del invierno debido a que estos
factores retardan la fotosintesis, reduciendo la fraccién de carbohidratos en la

planta. Sin embargo, las ratas excesivamente altas o bajas de carbohidratos
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soluble con relacibn a los compuestos nitrogenados solubles, son

perjudiciales para la nodulacion de las leguminosas (Schreven, 1959).

TEMPERATURA

Con menos de 7°C la nodulacion se hace muy poco probable. En el caso
extremo de alta temperaturas, se reduce el numero de raices laterales y
pelos radicales, haciendo que la probabilidad de nodulaciéon sea menor. A
temperaturas extremas tiene lugar una degradacion de los nodulos (Pérez y
Torralba, 1997)

Masefield (1958) anoté que en algunas areas tropicales, cubiertas de pastos
y con altas temperaturas, en muchas leguminosas tropicales, es posible la

formacion de nodulos situados profundamente.

1.8.4 Fisiologia del nédulo y fijaciéon de nitrégeno.

La fijacion simbidtica de nitrégeno en Rhizobium se lleva a cabo en los
bacteriodes que se encuentran en el citoplasma de las células del nédulo

(Fig.4). La enzima nitrogenasa cataliza la reaccion:

N, + 8H* + 8¢ + 16 Mg-ATP ——> 2NHs + H, + 16 Mg-ADP + 16Pi (Paul y
Kucey, 1981).

La nitrogenasa es una proteina de gran tamano que consta de dos
componentes, la proteina homodimérica que contiene Fe y es codificada por
nifH, y la proteina tetramérica que contiene Fe y molibdeno (Mo), codificada
por los genes nifDy nifK. La nitrogenasa de los nodulos radiculares posee
caracteristicas similares a la enzima de las bacterias fijadoras de nitrogeno
en vida libre, incluyendo la sensibilidad al O, y la capacidad de reducir

acetileno y N». La nitrogenasa esta localizada en el interior de los bacteroides
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y no es liberada al citosol de la célula vegetal (Madigan ef a/,1999). La
formacion de H, es parte del mecanismo de la nitrogenasa, pero representa
una pérdida significativa de energia. En algunas especies de rhizobio existe
una hidrogenasa (codificada por los genes Aup) que es capaz de reciclar el
H, formado por la nitrogenasa, que resulta en un uso mas eficiente de la
energia. Es por ello, que se ha impulsado la transferencia de los genes Aup a
todas las cepas de rhizobio para la inoculacion en el campo (Havelka &f al.,
1998).

Los bacteroides dependen totalmente de la planta para obtener la energia
necesaria para la fijacion de nitrégeno, la cual suministra C y regula el O2. La
fijacion de nitrogeno absorbe gran cantidad de energia y suele estar por un
mol de nitrégeno fijado, de manera que una parte sustancial de la produccion
fotosintética de la planta (7-12%) esta destinada en gran medida a los

nodulos (Paul y Kucey, op ci).

o, .
L i
( Corboxilacion . - \
Leghemablebina co,
: 7 : Cadena -
: | Bacteroide tna transporte :
Utilizaciin e i
! sustrate carb. 4
S Al ﬁubmn;s - ATP Mg ADP Mg
Milema | |(fotorintetizade) -
T I i - o M, -
. —_—
+ : Flavadexina NH, ]
: Hidregenaza &ﬁ
[Gmrrn S SRt L
{ ]
L

\ Citosol /ll

Figura 4. Esquema del funcionamiento del noédulo: intercambio de
metabolitos entre la bacteria y la planta.
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Los principales compuestos organicos transportados al interior de los
bacteroides a través de la membrana peribacteroidal son los intermediarios
del ciclo del acido citrico, en particular los acidos de cuatro carbonos,
succinato, malato y fumarato. Estos acidos son utilizados como donadores de
electrones para la produccion de ATP y, tras su conversion en piruvato, como
ultima fuente de electrones para la reduccion del N.. El primer producto
estable que se obtiene de la fijacion de Nz es el amonio, y varias pruebas
indican que la asimilacion del amonio para formar compuestos de nitrogeno
organico en los nodulos radicales lo lleva principalmente la planta. El amonio
también se puede asimilar en los bacteroides y puede ser transferido a la
planta en forma de alanina y glutamina. Ademas, otros compuestos de
nitrogeno, especialmente v otros aminoacidos y amidas, como la asparragina
y la 4-metilglutamina, y los ureidos alantoina y acido alantoico, son
sintetizados por la planta y transportados luego a los tejidos vegetales
(Madigan ef a/, 1999; Coyne, 2000).

Durante el proceso de simbiosis la planta también expresa proteinas
especificas del nodulo a las que se llama nodulinas. Entre ellas, la
leghemoglobina tiene la funcidén de aportar O, a los bacteroides y de
controlar los niveles O, ya que presenta una elevada afinidad con el Oy y
disminuye su concentracion en los ndédulos lo suficiente como para permitir
que la respiracion y la fijacion de N se realicen simultaneamente. La
leghemoglobina se localiza en el citosol de las células de la planta infectada
por bacteroides y es la que confiere el tipico color rojo o rosado de los
nodulos funcionales (Hadri ef a/,1982). Esta funciona como un “tampon de
oxigeno”, que va de la forma oxidada del hierro ( Fe3™) a la reducida ( Fe2")
para mantener la concentracion de O en el interior del nédulo baja, pero
constante. En el interior de el nédulo, la relacion entre el O, ligado a la
leghemoglobina y el O libre es del orden de 10000 a 1(Fig.4) (Madigan &f
al,1999).
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1.9. INTERACCION RHIZOBIUM-LEGUMINOSA (PREINFECCION):
BASES MOLECULARES.

La primera sefal implicada en la interaccion la provee la planta. Los rhizobios
son capaces de notar la presencia de la raiz de la leguminosa por medio de
moléculas de bajo peso molecular (flavonoides, isoflavonoides y betainas)
secretadas por la raiz. Este proceso tiene especificidad hasta cierto punto ya
que las leguminosas secretan flavonoides especificos para atraer a rhizobios
especificos (Fig.5). En respuesta a la sefal de la planta los rhizobios
responden sintetizando otras sefiales especificas, los factores Nod, dirigidos
hacia la planta hospedadora, que inducen el rizado de los pelos radicales y
desencadenan la division de la célula cortical de la planta, lo que determina
la formacion del nédulo (Madigan ef a/, 1999). Los genes de la bacteria
implicados en la sintesis de los factores Mod son los genes nod (nodulacion).
Estos genes, a excepcion de noaD, no se expresan si no se encuentra la
sefial inductora adecuada de la planta. El gen noaD se expresa
constitutivamente y la proteina NodD tiene la capacidad de reconocer los

flavonoides especificos secretados por la planta.
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Figura 5. Intercambio de sefiales en las etapas iniciales de la nodulacion
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Los operones de los genes riod estan precedidos por un promotor que
contiene una secuencia consenso. A esta secuencia consenso se le llama
caja de nodulacidon (o caja noa) y es reconocida por la proteina NoaD. Una
vez activada por los flavonoides, la proteina NoaD a su vez va a activar la
trascripcion de los genes de la nodulacion mediante su union a las cajas nod
plegando el DNA en esa region. (Denarie ef al, 1996; Spaink ef a/, 1998;
Madigan ef a/,1999).

Segun Putnoky ef a/ (1990), la estructura del factor Aod mayoritario de
Rhizobium melioti se determindé en 1990 y desde entonces las estructuras
de los factores Nod de muchos otros rizobios se han determinado. La
informacion detallada de la estructura de los factores Nod'y su biosintesis se
encuentra en varias revisiones. Todos los factores de nodulacion
caracterizados tienen una estructura basica comun que consiste en un
oligobmero de A~acetil-D-glucosamina unidos por enlace B 1 —> 4 que lleva
unido un acido graso al nitrégeno del extremo no reductor. Debido a la
semejanza estructural del oligosacarido a quitina, polimero B 1 —> 4 de
glucosamina tipico de hongos y del exoesqueleto de insectos, a los factores

Nod también se les llama LCOs (del inglés: lipo-chitin oligosaccharides).

Las estructuras de los factores ANod producidos por los diferentes rizobios
varian en: 1) la presencia de grupos adicionales mayormente en los extremos
del oligosacarido de quitina, 2) en el tipo de acido graso presente en el
extremo no reductor, y 3) en la longitud del esqueleto de oligosacarido. Estas
variaciones son los determinantes mayores de la especificidad de
hospedador. Un ejemplo bien estudiado de modificacidn que determina el
rango de hospedador es el grupo sulfato de los factores de nodulacion de A.

melilofi Las cepas mutantes de R. meliloti que producen factores Nod sin el
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grupo sulfato ya no son capaces de nodular en alfalfa (Lopez-Lara ef al,
1995).

Los genes de la nodulacion se definen como aquellos genes de rhizobio que
son necesarios para la nodulacion o que se expresan coordinadamente con
estos. Aunque los llamamos de modo general como genes ricd, comprenden
a genes designados como riod, nol y noe. Estos genes estan generalmente
agrupados bien en plasmidos o en una region del cromosoma. Los plasmidos
qgue llevan los genes rnod'se llaman simbidticos o pSym y pueden llegar a ser
tan grandes como un tercio del total del cromosoma como en R. meliol. En
cepas de Rhizobium el tamano del pSym es menor (200-600 kb) y cuando
estas cepas se curan del plasmido simbidtico ya no son capaces de nodular
mientras que la reintroduccion de un pSym homologo o heterdlogo restaura
la nodulacion. Recientemente se ha determinado la secuencia total del
plasmido simbidtico de Rhzobium sp. NGR234. En M. /ct/los genes nod se
localizan en el cromosoma, pero se ha demostrado que la region del
cromosoma donde se localizan junto a otros genes necesarios para la
simbiosis, puede transferirse de unas cepas a otras en la rizosfera y es por
ello que a esta region de aprox. 500 kb se le llama isla simbiodtica
(Downie,1998).

La biosintesis del esqueleto de los factores ANod es catalizada por los
productos de los genes roaA, noabB, y noaC comunes a todas las especies
de Rhizobium. La capacidad de un determinado rhizobio de producir factores
Nod con estructuras diferentes se ha relacionado con la amplitud en el rango
de hospedador. Por tanto, ademas de las proteinas NocABC, comunes a
todas las especies, hay unas proteinas propias de cada especie que aportan
variaciones quimicas sobre el esqueleto basico del factor ANod (Madigan
et al ,1999).

53



Los factores Nod purificados son capaces de inducir la division en células ya
diferenciadas del cortex de la planta. Es por ello que a los factores Aod' se les
llama morfégenos y se ha sugerido que su estructura pueda imitar a sefales

u hormonas de la propia planta, aun no identificadas (Roche efa/, 1991).

1.10. POLISACARIDOS Y COMPONENTES DE SUPERFICIE: OTROS
COMPONENTES DE LA BACTERIA REQUERIDOS PARA UNA
SIMBIOSIS EFECTIVA

Segun Becker y Puhler (1998), los factores Nod tienen un papel clave en la
induccidn de las etapas iniciales de nodulacion. Sin embargo, otros
requerimientos son necesarios para la formacion de noédulos simbidticamente
efectivos. De hecho, en estados mas tardios del proceso de infeccion tales
como la formacion y elongacion del canal de infeccion, asi como la liberacion
de bacterias en el citoplasma de las células infectadas se requieren
constituyentes de superficie de los rhizobios. Los polisacaridos que han sido
estudiados con relacidon a su funcion en simbiosis son: exopolisacaridos
(EPSs), lipopolisacaridos (LPSs), antigenos de tipo K (KPSs) y glucanos
ciclicos En muchos casos los mutantes presentan diferentes fenotipos
simbidticos dependiendo de la pareja planta-rhizobio o un mismo mutante

presenta diferentes fenotipos dependiendo de la planta.

Las cepas silvestres de rhizobio suelen producir grandes cantidades de
exopolisacaridos (EPSs) y forman colonias muy mucosas en los medios de
laboratorio. Se han elucidado las estructuras de los EPSs producidos por
mas de 20 cepas de rhizobios. En R. melilofi 1021 se han identificado dos
tipos de EPS Illamados como EPS | (succinoglucano) y EPS I
(galactoglucano). En ambos casos, se distingue una fraccion de alto peso
molecular y otra de bajo peso molecular. Tanto los genes para la biosintesis

de EPS | (exo y exs) como para EPS |l (epx) estan localizados en el
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megaplasmido b, por lo que también se le llama pExo (Gonzales y
Reuhs,1996).

Mutantes de R. melicti deficientes en la produccion de EPS | no llegan a
infectar las plantas de alfalfa. Sin embargo, la funciéon de EPS | puede ser
reemplazada por EPS Il, que es normalmente criptico. En otra cepa de R.
meunicti, en ausencia de EPS | y de EPS Il se produce un polisacarido
capsular (KPS) que permite una simbiosis normal. Un descubrimiento
importante sobre la funcion del EPS ha sido que la adicion de fracciones de
bajo peso molecular puede complementar el defecto fenotipico de mutantes
en EPSs. Se sugiere que los EPSs estan implicados en suprimir la reaccion
de defensa de la planta y parecen ser requeridos para la formacion del canal
de infeccion (Battisti y Leigh, 1992; Putnoky &f a/, 1990).

Como otras bacterias Gram-negativas, los rizobios producen una monocapa
de lipopolisacarido que se proyecta hacia el exterior. La estructura del LPS
se divide en tres partes: lipido A, nucleo oligosacaridico y antigeno O. El
lipido A consiste en un oligosacarido al que se unen acidos grasos y es la
parte hidrofébica que ancla toda la molécula en la membrana externa. El
antigeno O es una cadena polisacaridica de gran peso molecular, que es
altamente variable de cepa a cepa y le confiere propiedades antigénicas. Hay
muchos ejemplos de mutantes de rhizobio que carecen de antigeno O y son
defectivos en el proceso de infeccion. En general, los EPSs se requieren
para nodular plantas que forman nodulos indeterminados (egj. alfalfa) y los
LPSs para nodular plantas que forman nodulos indeterminados (ej. frijol).
Como en el caso de EPS y KPS, se ha propuesto que el LPS funcione como
sefial o bien sea necesario para evadir la repuesta de defensa de la planta
(Spaink, 2000).
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Los beta-glucanos ciclicos son moléculas ciclicas de glucosa. En los géneros
de Sinorhizobiurm'y Rhizobiurm las glucosas estan unidas exclusivamente por
enlaces B-(1—>2) y en las especies de Bracyrhizobium por enlaces -(1>3) y
B-(1—>6). Los beta-glucanos estan presentes en el periplasma y también se
secretan al medio. Su produccion aumenta a baja osmolaridad y parece ser
esencial para una osmoadaptacion adecuada. Los mutantes de rhizobio que
no producen glucanos ciclicos presentan un fenotipo pleotropico y no son
capaces de llevar a cabo una simbiosis efectiva. Aun no se conoce la funcion
de los beta-glucanos en la simbiosis, como si la de otros polisacaridos de
superficie que posiblemente funcionan como supresores de la respuesta de
defensa de la planta. También se ha propuesto que pueden funcionar en el
transporte de ciertas moléculas, bien sean moléculas sefial o para retirar

sustancias toxicas (Djordjevic ef al, 1987).

56



2. METODOLOGIA

2.1 SITIO DE ESTUDIO

El presente trabajo se realizd durante el primer semestre del afio 2004, en
fincas ganaderas localizadas en el municipio de Tolu, perteneciente al
Departamento de Sucre. El municipio de Tolu se encuentra localizado en el
noroccidente del Departamento de Sucre en la denominada llanura costera
aluvial del Golfo del Morrosquillo, a 9° 31’ latitud norte y 75° 35’ longitud
oeste a tres metros de altura sobre el nivel del mar, con temperatura
promedio de 28° C y una precipitacion pluvial anual de 500-1200 mm. La
estacion lluviosa va desde finales de abril hasta finales de noviembre, con
algunas disminuciones sustanciales entre junio y agosto, denominado
veranillo de San Juan; la época seca tiene duracion aproximada de 5 meses
(Diciembre-Abril). La formacion vegetal corresponde al bosque seco tropical,
se encuentra en clima calido seco, los materiales que conforman los suelos
estan constituidos por sedimentos aluviales, marinos o combinaciones de los
dos. En algunos sectores hay sedimentos organicos (Instituto Geografico
Agustin Codazzi, 1998). (Anexo A).

2.2 AREA DE MUESTREO

El muestreo se llevd a cabo durante los meses de Abril a Junio de 2004 en
fincas ganaderas de Tolu establecidas con la leguminosa 7eramnus volubilis
ubicadas segun el plan de Ordenamiento Territorial y el Instituto Geografico

Agustin Codazzi, en cinco zonas (Tabla 2).
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Tabla 2. Zonas y Fincas Ganaderas del municipio de Toll establecidas
con 7eramnus volubilis.

ZONA CORREGIMIENTO N° Fincas con 7eramnus
volubilis
1 Nueva Era 7
2 Cabecera Municipal 8
3 Pita Abajo 6
4 Santa Lucia 5
5 Puerto Viejo 7
TOTAL 33

2.3 DETERMINACION DEL NUMERO DE FINCAS GANADERAS
ESTABLECIDAS CON LA LEGUMINOSA Teramnus volubilis EN EL
MUNICIPIO DE TOLU.

Para este propésito se realizaron visitas a las diferentes zonas que
conforman el Municipio de Tolu, Departamento de Sucre y con la
colaboracion de la Federacidn Nacional de Ganaderos, ICA, UMATA,

ganaderos y vacunadores, se determino el numero de fincas en el Municipio.

2.4 TAMANO DE LA MUESTRA.

La estimacion del tamafio (n) dentro de la poblacion total de fincas ganaderas
establecidas con la leguminosa 7erarnnus volubilis en el Municipio de Tolu se

calculo utilizando la siguiente formula:

p(1-p)
(SE/Z)* + [p(1-p)IN]

n=
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Donde:

n = # de fincas muestreadas.

N = Tamafio de la poblacion (30 fincas).

p = Proporcion maxima (0.5%).

SE = Error experimental (10%).

Z = Nivel de confianza al 90% (1.64). (Espitia y Martinez, 2003).

Numero Total de Fincas Ganaderas establecidas con la leguminosa
Teramnus volubiis = 33
Numero Total de Fincas Ganaderas con la Leguminosa 7Teramnus volubiis a

Muestrear=22

2.5 METODO DE MUESTREO.

En las fincas ganaderas seleccionadas en el municipio de Tolu se realizé un
muestreo representativo tomando entre 15 — 20 submuestras en forma
aleatoria siguiendo un patron en W o zig-zag a una profundidad de 5 — 20
cm, tomando al tiempo suelo y raices para evitar desecamiento de los
nodulos. Posteriormente se llevaron las submuestras a bolsas plasticas
individuales y se rotularon con el numero de la muestra, ubicacion y fecha de
recoleccion (Espitia y Martinez, 2003). Una parte de la muestra de suelo se
utilizé para la realizacion del analisis fisico-quimico de suelos, caracterizacion
y salinidad en el Laboratorio de Aguas y Suelos de la Universidad de Sucre,

utilizando los siguientes métodos como SE observa en la tabla 3:
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Tabla 3. Métodos para Analisis Fisico quimicos de los suelos.

DETERMINACION ANALITICA METODO UNIDADES
3 Diagrama
O | TEXTURA Bouyoucos Triangular del
7] USDA (%).
TR
REACCION O pH Potenpiémetrq, en Acid(_az_ o]
relacion suelo:agua alcalinidad
1.1, PIV.
CAPACIDAD DE INTERCAMBIO | Acetato de amonio 1N. | me/100 g de
CATIONICO (CIC) Desplazamiento por suelo
aireacion y titulacion
» Por Complexometria me/100 g de
Q | CALCIOY MAGNESIO con verseno suelo
(EJ INTERCAMBIABLES directamente en el
5 extracto de acetato de
(e} amonio
POTASIO Y SODIO Espectrofotometria de | me/100 g de
INTERCAMBIABLES llama suelo
CARBON ORGANICO Walkley Black % C.0O.
FOSFORO DISPONIBLE Bray Il modificado deliy

A cada finca muestreada se le diligencié un formato encuesta (ANEXO B).

2.6 ETAPAS DE LA INVESTIGACION.

2.6.1 Etapa de Laboratorio.

El analisis microbioldgico de llevo a cabo en el Laboratorio de Microbiologia

de la Universidad de Sucre de la ciudad de Sincelejo, en el cual se realizaron

las siguientes actividades: Analisis de Nodulos Radicales, Aislamiento de

morfotipos de Rhizobiurn, Identificacion de géneros de Rhizobium, Recuento

de Colonias de Rhizobium a partir de ndédulos, Conservacion de morfotipos
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de Rhizobiurm, toma de fotografias para la identificacion de morfotipos a nivel

de género.

4 Analisis de Nodulaciones Radicales.

Las muestras de leguminosas con suelo provenientes de las diferentes fincas
seleccionadas fueron colocadas en un balde con agua para la disolucion de
la tierra por un lapso de 3-5 dias. Posteriormente se retiraron las raices y se
lavaron. Se analiz6 cada raiz por separado con ayuda de un estereoscopio
describiendo claramente las caracteristicas de las nodulaciones como son:
tamarno de los nodulos y distancia entre ellos; el color tanto interno como
externo; el numero de nodulaciones y su distribucion en la raiz. Al finalizar se

retiraron los nédulos de la raiz (Ramirez,1992).

* Aislamiento de Morfotipos de Rhizobium.

Una vez preparado el medio segun lo propuesto por Weaver y Graham
(1994). (ANEXO C), se procedié a la obtencion de los diferentes morfotipos
de Rhizobium utilizando la técnica propuesta por CIAT (op.cit). Se lavaron los
nodulos previamente separados de la raiz, y se sumergieron en una solucion
de hipoclorito de sodio (NaClOs 4%) dejandolos alli entre 4-5 minutos.
Posteriormente se colocaron los nédulos en agua estéril dejandolos por 1-2
minutos y se repitio la operacidon por lo menos siete veces para asegurar una
total limpieza del hipoclorito de sodio de la superficie de los nodulos.
Después se depositaron en un mortero estéril y se maceraron para obtener la
liberacion de los bacteroides. Con ayuda de una micropipeta se agregaron
200ul de la solucion de macerado en las cajas de petri (tres replicas) con el
medio A.L.M y se esparcieron con un rastrillo. Se incubaron las cajas a 37°C
por un periodo de 2-9 dias y luego se realizaron nuevos aislamientos a partir

del cultivo inicial hasta obtener un cultivo puro de Rhizobium (Ramirez,1992).
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& Identificacion de Géneros de Rhizobium.

Pruebas de identificacién.

Para la identificacion del género Rhizobiurm se utilizo la técnica de tincion de
Gram (ANEXO D) propuesta para tal fin por la cual permitid observar la
caracteristica de Gram — y las diferentes morfologias presentadas por las

bacterias.

También se realizd la prueba de confirmacion tomando una muestra del
cultivo en un portaobjeto y se le agregd una gota de azul de bromotimol, si se
observa un cambio a amarillo se comprueba que es Rhizobium de lo

contrario es Bracyrhizobiurm (Ramirez, 1992).

& Recuento de Colonias de Rhizobium a Partir de Nédulos.
Recuento de cajas de petri.

Para determinar la poblacion de Rhizobium presente en las muestras de las
diferentes fincas se realizaron diluciones seriadas de los nodulos. Se
tomaron 0.2ml de macerado y se depositaron en tubos con caldo Triptofano
enriguecido con extracto de levadura y glucosa propuesto por Alami ef a/
(2000).

Se llevaron a incubacion por un lapso de 3-5 dias a una temperatura de
30°C. Una vez aparecio crecimiento se agitd la muestra en un vortex y con la
ayuda de una micropipeta se tomo6 1ml de la muestra y se adicion6 a un tubo
con 9ml de KCL al 0.85% segun la metodologia propuesta por Alami ef a/
(2000). Se agité durante 1 minuto en un vortex. Luego se tomd 1ml de este
tubo y se anadié en otro tubo con 9ml de KCL al 0.85% y se agité en el

vortex, esta es la dilucion -1.Se repite la operacion para 9 tubos mas hasta
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completar la dilucion -10.A partir de la dilucion -6 y por duplicado se
sembraron alicuotas de 1ml en cajas de petri con medio Y.M.AA vy se
esparcid con un rastrillo. Finalmente se incubaron las cajas a una

temperatura de 30°C por un lapso de 2-5 dias.

Posteriormente se realizaron las lecturas de las cajas de petri con aquellas
que permitian leer entre 30 y 300 colonias. Luego se calculd el numero de
células o Rhzobium por ml utilizando la técnica de Recuento Estandar y
Recuento Estandar Estimado propuesto por Valenzuela y Silvestre (1991)
(ANEXOS E y F).

2.7 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizaron los Analisis de Correspondencias Multiples y Componentes
Principales utilizando el programa SAS 6.1.2 (Statistical Analysis System).
Con el primer analisis se relacionaron las variables cualitativas mas
importantes, siendo estas las caracteristicas microscopicas y macroscopicas
de los aislamientos realizados y seleccionados como Rhizobium.
Seguidamente, con los resultados del Analisis de Correspondencia, se aplicod
un Analisis de Clasificacion (CLUSTER) para establecer los grupos de
caracteristicas compatibles, y obtener finalmente los morfotipos de

Rhizobium.

El Analisis de Componentes Principales se aplico a las variables cuantitativas
que incluyen las caracteristicas fisico-quimicas del suelo y las caracteristicas
de las nodulaciones, con el fin de evaluar cual o cuales de estos parametros
son mas importantes en el establecimiento de RhAizobium , su nodulacion y la
relacion con los morfotipos encontrados. Para este fin se utilizaron tres
componentes. Posteriormente se aplicd un nuevo analisis de clasificacion

(CLUSTER), el cual permitidé agrupar los morfotipos y las muestras con
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caracteristicas compatibles u homogéneas de acuerdo con los tres
parametros clasificatorios y establecer asi la relacion entre la clase de

morfotipo, las caracteristicas fisico-quimicas, y de las nodulaciones.
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3. RESULTADOS

3.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LA ZONA DE ESTUDIO.

En el municipio de Santiago de Tolu, se muestrearon 22 fincas ganaderas
establecidas con la leguminosa T7eramnus volubilis. De acuerdo a los
resultados de los analisis fisicoquimicos de los suelos del municipio de
Santiago de Tolu, se encontré que presentan un rango de pH de
moderadamente acido a moderadamente alcalino. El contenido de materia
organica de media a alta (2.8-5.8%). El porcentaje de P es de alto a muy
excesivo, la cantidad de K de medio a alto, el de Mg de alto a muy alto, el Na
de medio a alto al igual que el Ca, la textura es de franco arenosa en su

mayoria a franco y franco arcillosa (ANEXO H ).

Segun los resultados de las encuestas en las fincas muestreadas, estas
presentan en general un relieve plano, algunas con suelos agrietados y
tendencia a encharcarse durante el periodo de lluvias. La leguminosa
Teramnus volubilis se encontro en estado de fructificacion principalmente en
los meses de Febrero a Marzo vy, al finalizar el mes de Junio se encontraba
en estado vegetativo, sin semillas ni flores. Ademas, se asocia al pasto
enredandose en él. El mas ampliamente presente fue el pasto tipo Angleton,

ocupando mas del 50% de las fincas.

En la mayoria estas se aplicaron fertilizantes y agroquimicos, recientemente
a la fecha de muestreo. Entre estos estan Urea, herbicidas, Mina 780, Round

up y Galope en aspersion.
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3.2 ANALISIS DE LAS NODULACIONES.

Los nodulos encontrados presentaron una forma redondeada y su coloracion
externa era parecida a la de la raiz vecina (Fig.6), variando de café claro a
café oscuro, con una superficie costrosa (Fig.7). Su coloracion interna varid
de un color rojo ladrillo (Fig.10) pasando por verde oscuro (Fig.9) y blanco
(Fig.8), los cuales se presentaron en gran cantidad. En cuanto al numero de
nodulos, en general registrd valores de medio a alto en un rango minimo
promedio de 3 a 37 nodulos por raiz. El tamafio de las nodulaciones fue
también de un promedio medio alto con un rango minimo de 0.76mm a
1.16mm de diametro. Estos se distribuyeron mas en las raices secundarias

que en las primarias en proporcion de 5:1, para la gran mayoria.

FIGURA 6. Macrofotografia (2.0x10) de los Nédulos de 7eramnus volubilis en
raiz primaria. Adviértase la coloracién externa de estos (café claro) parecida a
la de la raiz vecina.
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FIGURA 7. Macrofotografia (2.5x10) de los nédulos de 7Teramnus volubilis en la
raiz secundaria. Se denota su forma redondeada y su superficie costrosa.

FIGURA 8. Macrofotografia (6x10) de un corte transversal de un nédulo. La
coloraciéon interna en este caso es blanca, y no contiene leghemoglobina. Es
un nédulo inefectivo.
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FIGURA 9. Macrofotografia (3.5x10) de un corte transversal de un nddulo. Se
aprecia su coloracion interna verde oscuro por el cambio de color de la
leghemoglobina, debido al envejecimiento de los tejidos bacterianos. En estos
nédulos cesa la fijacion de nitrégeno.

FIGURA 10. Macrofotografia de un corte transversal de un nddulo. Su
coloracién interna es rojiza debido a la presencia de leghemoglobina, lo cual
indica que es un nédulo efectivo para la fijacion de nitrégeno.
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3.3 DETERMINACION DE LOS MORFOTIPOS DE RHIZOBIUM.

Para determinar los morfotipos de Rhizobium con el Analisis de
Correspondencias Multiples se relacionaron las caracteristicas mas
relevantes de los diferentes aislamientos obtenidos e identificados como

Rhizobium, en este caso, son forma, color, ancho, largo y diametro.

Los resultados mostraron, que tomando dos dimensiones se explica el 86.5%

de la variabilidad de las variables elegidas.

La Tabla 4 de los C6senos Cuadrados muestra que, en la primera dimension,
la variable mas importante, es decir, la que mas clasifica es la Forma de la
bacteria y en la segunda dimensiéon son el Color de las colonias y el Largo

de la bacteria.

Tabla 4. Cosenos cuadrados resultantes del Analisis de
Correspondencia Mdltiple.

CARACTERISTICAS DIMENSION 1 DIMENSION 2
FORMA 0.982996 0.16171
COLOR 0.201359 0.787789
ANCHO 0.190938 0.123478
LARGO 0.097600 0.711902

DIAMETRO 0.383348 0.201632
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Gréfica 1. Agrupamiento de los aislamientos de Rhizobium obtenidos
de las muestras a partir de la relacion de estos con las variables
analizadas.

Como se observa en la grafica 1, la forma es la variable que mas clasifica por
encontrarse mas cercana al valor de 1, y al mismo tiempo se observa el
agrupamiento que hace con los aislamientos M001, M002 y MO0O6a como un
morfotipo, el color y el largo son las segunda y la tercera variable que mas
clasifican en la segunda dimension agrupando los aislamientos M004, MOO7,
y M011 como otro morfotipo; MO09 y MOO8 un tercer morfotipo; MO03,M010,
M012, M013a, MO13b un cuarto morfotipo y M0O0O6b como otro morfotipo

independiente.

70

¢ 0,38
0,43
*-0,17
+ 0,03
+ 0,38
¢ 0,16
+ 0,03
*-0,31
*-0,31
*-0,14
+02

¢ -0,04
+-0,14
¢-02

402

¢-0,37
€012
¢0,09
¢0,19




Utilizando estas dos dimensiones como variables de entrada se realizo el
analisis de clasificacion (CLUSTER) para determinar los grupos
homogéneos. La grafica 2 muestra que se formaron grupos utilizando el
meétodo del Centroide, y con una confiabilidad del 60% se establecieron 5
grupos o morfotipos cuyas caracteristicas se presentan en la tabla 4. Este

agrupamiento también se observa en la grafica 1.
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Grafica 2. Dendograma del Analisis de CLUSTER para determinar los
morfotipos obtenidos de los aislamientos

En la grafica 2 se observa el agrupamiento de los diferentes aislamientos
obtenidos de Rhizobium estableciéendose 5 morfotipos que presentan

caracteristicas comunes en cuanto a la forma, color y largo, principalmente.
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Tabla 5. Descripciéon de las caracteristicas de los morfotipos de

Rhizobium establecidos mediante el método estadistico del Centroide

MACROSCOPICAS MICROSCOPICAS
MORFOTIPO | MUESTRA |DIAMETRO |COLOR |LARGO |ANCHO |FORMA
MOO1 1 3 2 1 1
1 MO002 2 3 2 1 1
MO0Ga
_
M004
2 M007
MO11a
_
, M008
M009
_
M003 1 2 3 3 1
MO10 1 1 3 3 1
4 MO12 2 1 3 1 3
MO13a 1 1 3 1 3
MO13b 1 1 2 1 3
5 MOOBb 2 1 3 2 2

DIAMETRO: 1= menor o igual a 2
2= mayores a 2

LARGO: 1=menores a 1.5
2=entre1.5y?2

COLOR: 1= Blanco
2= Transllcida
3= Beige

FORMA: 1= Elipsoidales
2= Irregulares

3= Alargadas

5= Esferoidales
3= mayores a 2

ANCHO: 1= menor o igual a 1

2= mayor a 1

En la tabla 5 se muestra que el morfotipo 1 se caracteriza por presentar

células de formas elipsoidales, medianas (entre1.5um-2.0um de largo) y que

forman colonias de diametros medianos y color beige. El morfotipo 2 son

células de formas bacilares alargadas con colonias de gran diametro (>2mm)

y color translucido. El morfotipo 3 esta integrado por células de formas

esferoidales pequenas (largo <1.5um y ancho 1um), al igual que sus colonias

cuyos diametros son <2mm y presentan un color beige. El morfotipo 4 esta
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integrado por células de formas bacilares alargadas de gran longitud, la cual
supera las 2um, con colonias de diametro pequefio (<2mm) y color blanco.
Finalmente el morfotipo 5 esta integrado por un unico aislamiento el cual
presenta células de formas ramificadas o irregulares (x o y), grandes >2um y

ancho > 1um, con colonias de diametro grande (>2mm) y coloracion blanca.

3.4 CLASIFICACION DE LOS MORFOTIPOS OBTENIDOS DE LAS
DIFERENTES MUESTRAS A PARTIR DE LAS CARACTERISTICAS
TANTO FISICO-QUIMICAS DE EL SUELO COMO DE LAS
NODULACIONES.

Para clasificar los morfotipos segun las caracteristicas fisico-quimicas del
suelo y las de las nodulaciones de las diferentes muestras, se realizd un
Analisis de Componentes Principales con las siguientes caracteristicas: N°
de nddulos, tamano, distancia, pH, MO, P, CIC, Ca, Mg, Ky Na.

El analisis mostré que tomando las tres primeras componentes se cubria el

98% de la variabilidad de las variables evaluadas.

Tabla 6. Vectores propios resultantes del Andlisis de Componentes Principales

CARACTERISTICAS PRIN 1 PRIN 2 PRIN 3
P 0.973861 -0.40551 -0.172844
N° NODULOS -0.040393 0.914289 -0.161061
CiC 0.143675 0.102640 0.837878
TAMANO -0.002205 -0.001191 -0.020626
DISTANCIA 0.072047 0.089207 0.330330
PH -0.009635 -0.007049 -0.003137
MO 0.023672 0.013764 0.099475
Ca 0.054704 0.0737718 0.343663
‘Mg 0.139666 0.370580 -0.010793
K 0.007630 -0.002178 -0.012727
Na -0.030253 0.030486 0.065679
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Se muestra en la tabla 6 que las variables mas importantes, es decir, las que
mas clasifican son en la primera componente el Fosforo, en la segunda el
Numero de nodulos y en la tercera el CIC. Las demas variables no son

clasificatorias.

Los resultados del Analisis de Componentes Principales fueron utilizados

para el analisis de clasificacion (CLUSTER).

04

03

02

0.1

0.0 ‘ ‘

1

Grafica 2. Dendograma del Analisis de Cluster para determinar el
agrupamiento de los morfotipos en relacion con las caracteristicas
fisico-quimicas y de las nodulaciones de las diferentes muestras.

En la gréfica 3 se observa el dendograma donde se formaron 4 grupos de

caracteristicas homogéneas con una confiabilidad del 88%.
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Tabla 7. Descripcidon de las caracteristicas homogéneas de los grupos
obtenidos de el Analisis de Clasificacion arrojados a partir de los
resultados del Andlisis de Componentes Principales

GRUPO |MUESTRA | N° NODULOS P CIC MORFOTIPO
MOO6a 9 83.46 16.5 1
1 MOO06b 9 83.46 16.5 5
MOQ7 6.67 72.91 19.28 2
MO08 22.5 72.91 19.25 3
MOO1 7.67 112.31 27.5 1
MO04 6.5 117.82 | 26.68 2
2 M0012 13 112.31 27.5 4
MO013a 19.33 12193 | 26.95 4
MO013b 19.33 121.93 | 26.95 4
M0O02 4.67 92.74 25.8 1
3 MO03 8.33 90.96 28.88 4
MO10 4.67 93.55 17.93 4
MO11 21.67 96.2 23.65 2
4 MOQ09 22 43.53 19.25 3

En la tabla 7 se observan las caracteristicas de cada grupo, y en la grafica 4
se observa los agrupamientos de acuerdo a las caracteristicas escogidas. El
grupo 1 es el mas variable ya que presenta casi todos los morfotipos
obtenidos. Se caracteriza por presentar niveles muy altos de P, con un
numero de nodulos medio y también una media capacidad de intercambio
catidnico (CIC). El grupo 2 es el mas homogéneo con morfotipos
principalmente del grupo 4 que son células de forma bastante alargadas, las
cuales estan asociadas con niveles de P excesivamente altos y bajo N° de
nodulos, con una alta CIC. El grupo 3 es muy parecido a el grupo 2 con
morfotipos del tipo 4 (células bastante alargadas) y del tipo 1y 2 elipsoidales
y medianamente alargadas. Estan asociados a niveles de P muy altos y un

N° de nddulos bajo y una CIC alta. Y finalmente el grupo 4 quedod integrado
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por un unico tipo de morfotipo que son células esferoidales, con un alto N2

de noddulos, niveles de P altos y una CIC media.

cCiC

S ———

37 7

23
NRONODUL 13 5 34

Grupo1
Grupo 2
Grupo 3

Jf 00

Grupo 4

Grafica 4. Agrupamiento de los morfotipos en relacion con las tres
componentes clasificatorias (P, N° nodulos y CIC ).

3.5 CONTEO DE LA POBLACION DE RHIZOBIUM.

En la tabla 8 se observa que el N° de Rh/zobium por muestra varido de 11x
10° para el aislamiento M012 de la zona 5 a 3.0x10° para el aislamiento
MOO4 de la zona 2. En promedio, la zona con mayor poblacion fue la zona 3,
perteneciente a Pita Abajo y en contraste la zona con menor poblacion

(15*108 ufc/ml) fue Santa Lucia.
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Tabla 8. Conteo de la poblacién de Rhizobium en ufc/ml a partir de cada
aislamiento obtenido.

ZONA AISLAMIENTO C(SF"é'[rﬁ)O Pl(?&hg/Emtl))IO

MOO1 19*10°

1 MOO2 25*10°® 18*102
MOOQO3 10*10°
MOO4 30*10°

2 MOO8 20*10°® 21*108
MOO9 14*10°
MOO6 a 24%108

3 MOO6 b 30*10° 22*108
MOO7 12*10°
MO13 a 15*10°

4 MO13 b 16*10° 15108
MO10 20*10°

5 MO11 18*10° 16*10®
MO12 11*10°

3.6. MORFOTIPOS ENCONTRADOS

De acuerdo al aislamiento de los nddulos realizado en muestras de suelo en
fincas ganaderas establecidas con la leguminosa 7eramnus volubilis para el
municipio de  Tolu, se identificaron 5 morfotipos con caracteristicas

microscopicas y macroscopicas similares al genero Rhizobium:
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3.6.1 Morfotipos hallados en el municipio de Tolu en la especie de
leguminosa (7eramnus volubilis, Sw)

NGmero: Morfotipo 1. |

OBJ 100 X OC 10X

DESCRIPCION DEL MORFOTIPO:

CARACTERISTICAS DE LAS
COLONIAS

Diametro (mm): 2
Color: Beige

Caracteristicas complementarias:

Forma: Redonda

Borde: Liso

Elevacion:

Consistencia: Mucilaginosa

CARCTERISTICAS DE LAS
BACTERIAS

Forma: Células elipsoidales
Largo: 1.5um-2.0pm
Ancho: 0.9um-1.0um

Determinacion taxondmica:
Género: Rhizobium

Observaciones adicionales: Tiempo de incubacién menor a 5 dias




Numero: Morfotipo 2. | OBJ 100 X OC 10X

DESCRIPCION DEL MORFOTIPO:

CARACTERISTICAS DE LAS
COLONIAS

Diametro (mm): 2-25
Color: Transltcidas brillantes

Caracteristicas complementarias:
Forma: Redonda

Borde: Liso

Elevacion: Pulvinada
Consistencia: Mucilaginosa

CARCTERISTICAS DE LAS
BACTERIAS

Forma: Células bacilares
alargadas

Largo: 2.0 um-2.5 pm
Ancho: 1.0 um

Determinacién taxonémica:
Género: Rhizobium

Observaciones adicionales: Células que presentan septos transversales tefiidos positivamente
con la tincién de Gram. Tiempo de incubacién de 5 a 7 dias.




Numero: Morfotipo 3. | OBJ 100 X OC 10X

DESCRIPCION DEL MORFOTIPO:

CARACTERISTICAS DE LAS
COLONIAS

Diametro (mm): 1.8 -2.0
Color: Beige

Caracteristicas complementarias:
Forma: Redonda

Borde: Liso

Elevacion: Pulvinada
Consistencia: Suave

CARCTERISTICAS DE LAS
BACTERIAS

Forma: Células esferoidales
Largo: 0.9 pm-1.0 pm
Ancho: 0.9 pm-1.0 pm

Determinacion taxonémica:
Género: Rhizobium

Observaciones adicionales: Tiempo de incubaciéon mayor a 6 dias.




NGmero: Morfotipo 4. |

OBJ 100 X OC 10X

DESCRIPCION DEL MORFOTIPO:

CARACTERISTICAS DE LAS
COLONIAS

Diametro (mm): 1.0 -2.0
Color: Blanca

Caracteristicas complementarias:
Forma: Redonda

Borde: Liso

Elevacion: Elevada

Consistencia: Suave

CARCTERISTICAS DE LAS
BACTERIAS

Forma: Células bacilares alargadas
Largo: 2.25 pum-3.8 um
Ancho: 0.9 pm-1.0 pm

Determinacion taxonémica:
Género: Rhizobium

Observaciones adicionales: Tiempo de incubacién de 4 a 7 dias.




Nuamero: Morfotipo 5. |

OBJ 100 X OC 10X

DESCRIPCION DEL MORFOTIPO:

CARACTERISTICAS DE LAS
COLONIAS

Diametro (mm): 3.6
Color: Beige

Caracteristicas complementarias:

Forma: Redonda
Borde: Irregular
Elevacion: Convexa
Consistencia: Suave

CARCTERISTICAS DE LAS
BACTERIAS

Forma: Células ramificadas o
irregulares (Xy Y).

Largo: 2.5 um

Ancho: 1.4 pm

Determinacion taxonémica:
Género: Rhizobium

Observaciones adicionales: Bacteroides pleomérficos de gran tamafio. Tiempo de incubacion

de 2 dias.




Del total de muestras analizadas se obtuvieron 28 aislamientos de los cuales
14 resultaron ser Rhizobium, es decir, un 50% del total. Los demas se
descartaron debido a que la prueba con el azul de bromotimol dio negativo
(azul) para el género Rhizobium y la demas caracteristicas analizadas,
inherentes a este género no presentaban similitudes segun el formulario guia
tomado (ANEXO G). Ademas, con la tincidn de Gram realizada se observo la
coloracion rosada que toman las bacterias comprobando que son Gram
negativas (Fig 11). También se presentaron claras contaminaciones con
otras bacterias que tomaban la coloracidn rojiza debido a la solucion de Rojo
Congo que contenia el medio Y.M.A; y ademas hongos de todo tipo (Fig 12).
Los aislamientos se distribuyeron en las diferentes zonas de Tolu como lo
muestra la tabla. Las que mas registraron aislamientos fueron las zonas 1,2,3
y 5 con 3 cada una; y con solo 2 aislamientos la zona 4 fue la de menor

presencia de Rh.zobium.

Figura 11. Tincion de Gram de las bacterias de ~Rhizobium. Se aprecia la
coloraciéon rosada tipica de estas.
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Segun el analisis estadistico estos se agruparon en 5 morfotipos de
Rhizobium, aislados en el municipio de Tolu asociados a la especie de
leguminosa Teramnus voldbihs. El morfotipo 1 se encontrdé en un 21.4% al
igual que el morfotipo 2. El 14.2% corresponde al morfotipo 3; el 35.7%
corresponde a el morfotipo 4 siendo éste el de mayor frecuencia de
aparicion. Por ultimo el morfotipo 5 es el de menos predominancia con un
escaso 7.1%. Para este municipio, de acuerdo a los resultados, los
morfotipos que mas predominaron en la especie de leguminosa para la zona
1 fueron: Morfotipos 1y 4; para la zona 2 los morfotipos 2 y 3; para la 3
fueron 1,2 y 5; en la zona 4 esta unicamente el morfotipo 4 y para la zona 5

los morfotipos 2 y 4. (Tabla 9).

Figura 12 (A y B). Bacterias y hongos contaminantes que se
presentaron durante lo cultivos de Rhizobium. Se pueden distinguir
debido a que absorben el Rojo Congo del medio a diferencia de
Rhizobium que no lo hace. Ademas, sus caracteristicas culturales

(colonias) son distintas a las del género en estudio.
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MORFOTIPOS ENCONTRADOS

Gréafica 5. Distribucion de los porcentajes en que se encontraron los 5
morfotipos de Rhizobium asociados a 7. vol/ubilis en el municipio de

Told.

Tabla 9. Zonas del municipio de Tolid donde se obtuvieron los

aislamientos de Rhizobium.

MORFOTIPOS

AISLAMIENTOS DE
RHIZOBIUM

ZONAS
MUESTREADAS

MOO1

M002

MO03

MO04

N = —

MOO6 a

MOO6 b

MOQ7

MO08

MOQ09

MO10

MO11

M0O12

ANNB W N2 A=

MO13 ayb

B NINW W
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4. DISCUSION

Los suelos de las fincas ganaderas del Municipio de Santiago de Tolu, estan
constituidos por sedimentos aluviales, marinos o combinaciones de los dos.
En algunos sectores hay sedimentos organicos. La actividad ganadera esta
concentrada en un relieve de llanura fluviomarina, caracterizada por ser
extensiones planas con desniveles minusculos, pendientes suaves menores
de 3 % y relieve de pequefios valles que corresponden a areas estrechas y
alargadas en los cuales se depositan los materiales por aporte lateral o
longitudinal (Instituto Geografico Agustin Codazzi, 1998). La especie de
leguminosa Teramnus volubilis es muy abundante y se caracteriza por
permanecer verde durante la época de lluvias, en suelos con buena retencion
de humedad, resiste la sequia de 3 a 4 meses inclusive el pisoteo, tiene una
alta produccion de semillas, sobre todo entre los meses de febrero a Marzo.
La especie de pasto con gran presencia es Angleton (Dichanthium aristatum)
, ala cual Teramnus volubilis se asocia muy bien. La predominancia de esta
leguminosa se explica principalmente por el alto contenido de fésforo (P) de
estos suelos, ya que su capacidad competitiva se ve mejorada por este en

relacion con las gramineas asociadas (Sherman ef a/., 1991).

Estos suelos presentan niveles de acidez moderada lo que permite el
desarrollo de Rhizobium, ya que los suelos demasiados acidos pueden
originar problemas de nutricion mineral, tanto en Rhizobiurm como en la
leguminosa hospedante por ejemplo, deficiencias de Ca, Mg y K (Sherman
et al, 1991, Mayea ef a/,1998; Jiménez y Lamo, 1998; Pérez — Galdona y

Kahn, 1994). Es frecuente que haya deficiencia de P y N, lo cual causa una
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reduccion en la fijacion de N, por efectos especificos en la iniciacion vy
crecimiento del nodulo y la actividad de la nitrogenasa (Montes, 1999).
Ademas pueden encontrarse hidrogeno. Uno de los motivos del escaso
crecimiento de ciertas leguminosas en los suelos acidos puede ser la
reducida absorcion de Molibdeno (Mo) (Mayea &f a/., 1998; Jiménez y Lamo,
1998; Frey y Blum, 1994). Sin embargo el crecimiento de la leguminosa y la
nodulacion son satisfactorios en PH 54 a 7.0 (Flechter, 1958). Esto
concuerda con lo encontrado en nuestro trabajo, ya que en promedio el N° de
nodulos fue significativamente alto, asociado también a un tamafio mediano

de estos.

La gran abundancia de nddulos con una coloracion interna blanca y asociada
con raices bien noduladas, se explica principalmente por la falta de
Molibdeno (Mo) segun lo expuesto por Mayea et al (1998) y Martinez — Viera
(1986), ya que este es escaso, se forman nddulos, pero menos eficientes y
su estructura se asemeja a la de los nddulos inactivos, esto es debido a que
en suelos acidos es dificil la absorcion de este nutriente. Sin embargo, la
presencia de nddulos con coloracion intema roja, se explica por la
abundancia de cationes divalentes (Ca y Mg), los cuales se encuentran en
niveles altos y no permiten una mala viabilidad nodular (Mayea ef a/., 1998).
Es por esta razén que la CIC (Capacidad de Intercambio Catidnico) es una
de las caracteristicas fisico-quimicas del suelo que clasifican o agrupan los
morfotipos obtenidos, dilucidando una importante relacion entre esta y el N°

de nodulos, sobre todo por que estos suelos tienen una CIC alta.

Aunqgue recientes estudios realizados por Caba ef a/ (2001) sefialan que la
planta es la que controla principalmente el numero de noédulos, mediante un
mecanismos de autorregulacion, este también es controlado por factores
externos como los nitratos. Las raices de leguminosas pobremente

noduladas o con pocos noédulos pueden deberse a una abundancia de
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Nitrbgeno combinado en el suelo, el cual inhibe la nodulacion (Nutman,
1956). Por su parte Coyne (2000) afirma que el N° de nddulos depende de la
fertilidad de el suelo, es decir, de la cantidad de nutrimentos minerales (P, K,

Mg, Ca) presentes en él.

Esto concuerda con nuestro trabajo donde se reporta que el mayor N° de
nodulos se asocia a un alto contenido de P principalmente y también a altos
niveles de Mg, K y CIC. Ademas los grandes nodulos son casi siempre
escasos y los pequenos generalmente abundantes y mas ampliamente
dispersos en la raiz. (Alexander, 1961; Sherman ef a/., 1991; Coyne 2000).
Segun Nutman (1958), la infeccion por parte de Rhzobium se produce en
unas cuantas zonas bien separadas de la raiz y no al azar, y el numero de
pelos infectados varia segun la especie de leguminosas y su capacidad de

desarrollo de raices laterales, lo cual depende del genotipo de cada planta.

Adicionalmente, los altos niveles de P tienden a incrementar la absorcién de
Mn, el cual causa un descenso en el numero y el volumen de los nodulos,
pero este efecto se ve contrarrestado por la presencia de calcio (Sherman
etal, 1991, Pérez y Torralba, 1997). Esto se refleja en aguellos aislamientos
asociados a suelos con altos contenidos de P pero un N° de nddulos no tan
alto. Sin embargo, el P aumenta el peso seco del nodulo al elevarse sus
niveles en el suelo y estimula ademas el aumento del N° de nodulos vy el
porcentaje de fijacidon de nitrogeno. Ademas, la moderada presencia de este
elemento en los suelos de las fincas ganaderas, favorece la actividad del K,

el cual aumenta el numero y tamafo de los nédulos (Lynch y Sears, 1951).

Debido al papel decisivo que juega el P en el establecimiento y desarrollo de
Rhzobium y la leguminosa, es la principal caracteristica clasificatoria de los
morfotipos en cuanto a la relacidon que estos presentan con las propiedades

fisico-quimicas del suelo y de las nodulaciones. Los agrupamientos que se
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formaron teniendo en cuenta estas caracteristicas, muestran una gran
variabilidad sobre todo el primer grupo que presenta casi todos los
morfotipos. Esto sugiere que la morfologia de la bacteria, es decir el
morfotipo es independiente de las caracteristicas fisico-quimicas del suelo y
mas bien depende del genotipo de la bacteria de Rh.zobium propio de cada
cepa. Segun Jordan y Coulter (1965) los bacteroides natural o artificialmente
producidos sufren un deterioro en la sintesis de proteina y de la pared
celular. La alteracion de las capacidades de sintesis y la posible formacion de
material anormal en la pared celular, incapaz de conferir rigidez, pueden ser
la causa de la morfologia externa. Las propiedades fisico-quimicas estan
mas relacionadas con la capacidad de nodulacion de la leguminosa, el

desarrollo del nédulo y la fijacion de nitrégeno.

En cuanto a la clasificacion de los aislamientos de Ahzobium en 5
morfotipos, se determino que la forma de la bacteria es la caracteristica mas
relevante y por tanto mas clasificatoria, debido a la gran variabilidad de la
misma, ya que segun los estudios de Dart y Mercer (1966) algunas ceélulas
bacterianas de Rhizobium se expanden muy poco a medida que se
desarrolla el nédulo y retienen su forma bacilar, pero otras se expanden
enormemente y pierden dicha estructura. De estos dos tipos diferentes de
desarrollo de las células se derivan, morfologicamente hablando, varios tipos
de bacteroides o células bacterianas de RhAzobium. esferoides, elipsoidales,
ramificadas o irregulares (Formas curvas, x, y) o en forma de bacilo con
numerosos tipos intermedios (alargados, medianos) (Bergensen 1957,
Spaink 2000), sin embargo, independientemente de su morfologia los

bacteroides tienen todos la misma funcion dentro de el ndédulo.
El largo o longitud de la bacteria ayuda a definir también la morfologia de la

misma, ya que dependiendo de este la bacteria puede ser esferoidal si su

longitud es pequena, incluso igualando su ancho, si su largo es mediano
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puede ser elipsoidal y si su longitud es bastante grande (> 2.8 ym) pueden
ser iregulares o pleomorficos ya que segun Coyne (2000) estas formas
pueden llegar a ser hasta 40 veces mas grandes que los bacilos a partir de
los que se desarrollan. El color es la caracteristica microscopicas o de las
colonias mas importantes segun nuestro analisis ya que es la que mas
variabilidad presenta, encontrandose, traslucidas, semitranslucidas, beiges y
blancas. Las traslucidas y semitraslucidas se observan asi debido a la
monocapa de liposacaridos (lipido A, nucleo sacaridos y antigeno O) que
produce el Rhizobium, la cual se proyecta al exterior y le da una coloracion
transparente y una consistencia mucosa o mucilaginosa (Spaink ef a/, 1998).
Esto se produce mas abundantemente si el medio contiene manitol el cual
estimula su produccion (Vargas, 1969). Algunos de nuestros aislamientos
producen menos cantidad de lipopolisacaridos dando una coloracion que

vario de beige a blanca.

Las caracteristicas de nuestros aislamientos, concuerdan con los resultados
de investigaciones como Dart y Mercer (1996), Spaink (2000) y Coyne
(2000), ya que estos presentaban consistencia mucosa por los
lipopolisacaridos y las formas de las bacterias obtenidas variaron desde
esferoidales a bacilares alargados, incluyendo irregulares. El resto de
caracteristicas tomadas se consideraron como complementarias ya que el
analisis estadistico considero que su variabilidad no era mayor que la de las
anteriores, estas eran mas bien uniformes para la mayoria de los
aislamientos y no se trataron como relevantes para obtener la clasificacion o

agrupamiento de los morfotipos.

90



CONCLUSIONES

Se realizaron 28 aislamientos de los cuales 14 resultaron ser del género
Rhizobium, es decir, un 50% del total, obtenidos de fincas ganaderas
establecidas con la especie de leguminosa 7eramnus volubilis en las
diferentes zonas del municipio de Tolu. Las zonas que mas registraron
aislamientos fueron la 1,2,3 y 5 con 3 cada una; y con solo 2 aislamientos la
zona 4 fue la de menor presencia de Rhizobium. Se obtuvieron 5 morfotipos
a partir de estos. ElI morfotipo 4 con el 35.7% fue el de mayor frecuencia de
aparicion presentandose en las zonas 1,4 y 5, mientras que el morfotipo 5 es
el de menos predominancia con un escaso 7.1% encontrandose solo en la
zona 3. Este estudio contribuye de manera significativa al conocimiento de la
diversidad biolégica de microorganismos del suelo bajo las condiciones

edafoclimaticas de este municipio.

El conteo de Rhizobium reportado para el municipio de Tolu mostré que la
zona con mayor poblacion, fue la 3, perteneciente a Pita Abajo; y en la cual
se obtuvieron los morfotipos 1(M006a) y 5(MO06b).

Los ndédulos de la leguminosa Teramnus volubilis presentaron coloracion
interna que varid de rojo pasando por verde oscuro a blanco y una coloracion
externa en un rango de café claro a café oscuro; con una superficie costrosa,
redondeados y un N° por raiz de medio a alto. Se distribuyeron mas

abundantemente en raices secundarias.
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Las metodologias estadisticas de Analisis de Correspondencias Multiples y
Analisis de Componentes Principales permitieron hacer por primera vez una
clasificacion morfotipica de las bacterias del género Rh.zobiurm, presentes en

la leguminosa Teramnus voiubiis.

El Analisis de Correspondencias Multiples permitié clasificar los aislamientos
para obtener los morfotipos de Rhzobiurm deseados, basandose
principalmente en la Forma de la bacteria, el Largo y el Color de las colonias.
Adicionalmente el Analisis de Componentes Principales clasifico los
aislamientos en 4 grupos teniendo en cuenta las caracteristicas fisico-

quimicas del suelo y de las nodulaciones: P,N° de Nodulos y CIC.
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RECOMENDACIONES

Considerando los morfotipos aislados e Identificados como pertenecientes al
geénero Rhizobiurm asociados a la especie de leguminosa 7Teramnus volubilis
en el municipio de Tolu, se plantean las siguientes recomendaciones para las

zonas de estudio:

1. Adelantar estudios exploratorios de bacterias fijjadoras de nitrogeno del
género Rhizobium asociadas a esta misma especie de leguminosa en

otras regiones de la Costa Atlantica.

2. Realizar estudios sobre bacterias fijadoras de nitrégeno del género

Rhizobium en épocas de lluvia y sequia y distintos sistemas de pastoreo.

3. Multiplicar en invernadero los distintos morfotipos de Rhizobium
identificados en este estudio para crear un banco de cepas vy utilizarlas

en pruebas de eficiencia.

4. Realizar pruebas de eficiencia de Rhizobium con parametros productivos
(Biofertilizantes) para la especie de leguminosa 7eramnus volubilis en el

municipio de Tolu.

5. Capacitar a asesores técnicos de empresas ganaderas sobre el beneficio,
produccion, uso y conservacion de las bacterias fijadoras de nitrdgeno
pertenecientes a el genero Rhizobium como alternativa biolégica para

mejorar las condiciones fisico -quimicas de los suelos.
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ANEXO A. MAPA DEL DEPARTAMENTO DE SUCRE, MUNICIPIO DE TOLU
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ANEXO B. FORMULARIO ENCUESTA PARA APLICAR A FINCAS
GANADERAS DEL MUNICIPIO DE TOLU, DEPARTAMENTO DE SUCRE.

FECHA MUESTRA N°

Municipio Vereda Corregimiento

Finca N°deHas Propietario

Dedicacién: Agricola[ | Ganaderia[ ] Otras

Topografia: Plana[ ] Ondulada [ ] Quebrada [ | Erosionada[ |

Drenaje: Encharcada [ | Inundada[ |  bien drenada[ |

Pasto: Areas en pasto  Especies sembradas

Estado vegetativo de la leguminosa:
Animal que consume la leguminosa:

_ _Estado del pasto

Nombre vulgar:
Distribucion de la leguminosa en la finca:

Otras leguminosas presentes:

Altura sobre el nivel del mar:

PROBLEMAS SANITARIOS
Insectos plagas

Enfermedades

Malezas predominantes

Fecha de aplicacion

AGROQUIMICOS UTILIZADOS
Nombre Dosis
FERTILIZANTES APLICADOS

Nombre Dosis

Fecha de aplicacion
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ANEXO C. Preparacion del medio especifico Y.M.A (Levadura manitol-
agar).

1. Agregar todos los componentes del medio en un erlenmeyer de

acuerdo a la cantidad que se desea preparar.

2. Esterilizar junto las cajas de petri previamente envueltas en papel
periodico. Esta es llevada a cabo por 20 minutos a 120°C y 15 libras
de presion.

3. Ajustar pH a 5.5 para leguminosas forrajeras tropicales.

4. Verter de 20-25ml de medio en cada caja y dejar solidificar a

temperatura ambiente.

5. Guardar en refrigeracion las cajas invertidas y envueltas en papel

aluminio.
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ANEXO D. Procedimiento paralatincion de GRAM.

1. Con un asa estéril se toma una pequefia muestra de un cultivo puro de
Rhizobium y se esparce con un rastrillo suavemente sobre una lamina
porta objeto de forma tal que quede cubierta un area de 1-2 cm de
diametro. Para esparcir se utiliza suero fisiologico.

2. Se fija la muestra rapidamente sobre el mechero (unas tres veces) sin
permitir que la preparacion se caliente en exceso.

3. Se cubre la preparacion con solucion de Cristal Violeta y se deja por 1
minuto. Lave con abundante agua.

4. Se cubre la preparacion con solucion de yodo y se deja por 1 minuto.
Lave con abundante agua.

5. Se decolorisa con alcohol (95%) por 10-30 segundos.

6. Teflir con Safranina por 1 minuto y lavar con abundante agua.

Observar la coloracion de las bacterias al microscopio. Si es Rhizobium debe

tomar coloracion rosada.
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ANEXO E. Procedimiento para el recuento estandar.

1. Escoger aquellas cajas de petri correspondientes a las diluciones cuyo
numero de colonias este entre 30 y 300, contar todas las colonias.

2. Realizar el promedio aritmético del numero de cada una de las
diluciones

3. Luego se procede a hacer los calculos utilizando la formula.

Promedio aritmético
de colonias contadas
= --- X inverso de dilucion

mililitro (u.f.c/g oml).

Unidades formadoras
de colonias por gramo




ANEXO F. Procedimiento para el recuento estandar estimado.

1. Escoger las dos cajas de aquella dilucion mas elevada y dividirlas en

secciones de 2.4 u 8 y contar todas las colonias.

2. Hacer los calculos de colonias totales en cada caja multiplicado por el

valor correspondiente.

3 .Promediar los valores de las dos placas y multiplicar por el valor de

dilucién correspondiente.
4. En aquellos casos en donde los cuales las siembras de la diluciones

mas concentradas no presentan colonias, el recuento se expresa como

inferior a 1(<1) multiplicado por el factor de dilucion.
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ANEXO G. FORMATO GUIA PARA LA IDENTIFICACION DE LOS

MORFOTIPOS DEL GENERO Rhizobium.

Elaborado por Alexander Pérez, 2003.

Finca: Fecha Zona

agrologica
OBSERVACIONES MACROSCOPICAS.

A. Forma de la colonia.

[ ] Redonda L] [rregular
Diametro de la colonia Tiempo
incubacion
B. Color de la colonia
C. Consistencia.
[J Mucilaginosa (] Suave [J Gomosa ] Firme
D. Borde.
[] Liso (] Irregular.
E. Elevacion.
[0 Elevada 0 Plana [0 Convexa 0 Pulvinada
F. Reaccion con azul de bromotimol.
L1 Amarillo (] Azul.
OBSERVACIONES MICROSCOPICAS.
Diametro: ancho: largo:
A. Forma de la bacteria.
[] Células esferoidales [] Células alargadas
[] Células elipsoidales. [] Células irregulares
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ANEXO H. ANALISIS FISICO-QUIMICO DE SUELOS POR ZONAS DEL

INTERPRETACION
Ligeram. Alcalino
M
M.A
A
M.A
M.A

A
M
Moderadam. Acido

M.A
M.A

=
§)>->)>)>

Moderadam. Acido

= =

Moderadam. Acido
A

M.A
A
M
A

M.A
B

MUNICIPIO DE TOLU
ZONA 1
FINCA DETERMINACION VALOR
pH (1:1) 7,45
% M.O 2,08
P (ppm) 65,14
1 C.lC 23,65
Ca 10,94
Mg 5,73
K 0,47
Na 0,48
Textura F.Ar
]
pH (1:1) 5,8
% M.O 47
P (ppm) 92,74
2 C.lC 258
Ca 8,06
Mg 6
K 0,58
Na 0,7
Textura F.Ar
]
pH (1:1) 5,21
% M.O 4,88
P (ppm) 90,96
3 C.lcC 28.88
Ca 8,06
Mg 5,38
K 0,57
Na 0,67
Textura F.Ar
]
pH (1:1) 5,58
% M.O 4,11
P (ppm) 117,82
4 C.lcC 26,68
Ca 5
Mg 3,24
K 0,84
Na 0,33
Textura F.Ar
]
ZONA 2
pH (1:1) 5,26
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% M.O
P (ppm)
5 C.IC
Ca
Mg
K
Na
Textura

pH (1:1)
% M.O
P (ppm)
6 C.lcC
Ca
Mg
K
Na
Textura

pH (1:1)
% M.O
P (ppm)
7 C.lcC
Ca
Mg
K
Na
Textura

pH (1:1)
% M.O
P (ppm)
8 C.lcC
Ca
Mg
K
Na
Textura

pH (1:1)
% M.O
P (ppm)
9 C.lcC
Ca
Mg
K
Na
Textura

2,98 M
101,64 E
43,84 M.A
19,78 M.A
22,02 M.E
0,393 M
0,588 M
F.A
5,45 Muy Acido
2,82 M
83,46 M.A
16,5 M
4,53 B
3,03 A
0,81 M.A
0,44 B
F.A
79 Alcalino
1,49 B
72,91 M.A
19,98 M
5,95 M
2,52 M
0,15 B
1,63 M.E
F.A
6,03 Moderad. Acido
2,92 M
72,91 M.A
19,25 M
6,89 M
515 M.A
0,28 M
1,1 M.A
F.A
ZONA 3
5,4 Muy acido
2,49 M
43,53 A
19,25 M
4,06 B
3,02 A
0,26 M
3,77 M.E

Franco
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pH (1:1) 5,34 Muy Acido
% M.O 2,86 M
P (ppm) 93,55 M.A
10 C.lC 17,93 M
Ca 4,78 B
Mg 2,63 M
K 0,55 A
Na 0,57 M
Textura F.A
]
pH (1:1) 6,1 Ligeram. Acido
% M.O 3,98 M
P (ppm) 96,2 M.A
11 C.lC 23,65 A
Ca 10,25 M.A
Mg 7,67 A
K 0,86 M.A
Na 0,24 B
Textura F
- 0000
ZONA 4
pH (1:1) 5,16 Muy Acido
% M.O 3,29 M
P (ppm) 112,31 M.E
12 C.lC 27,5 A
Ca 11,43 M.A
Mg 8,81 M.A
K 0,82 M.A
Na 0,65 M
Textura F.Ar
- __0000_________00__]
pH (1:1) 5,51 Muy Acido
% M.O 4,06 M.E
P (ppm) 121,93 M.E
13 C.lC 26,95 A
Ca 7,14 A
Mg 16,07 M.E
K 0,74 M.A
Na 0,43 B
Textura F.Ar
- 0000}
pH (1:1) 5,51 Muy Acido
% M.O 4.8 E
P (ppm) 108,11 A
14 C.lC 26,95 A
Ca 4 B
Mg 3 A
K 0,11 B
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Na 0,35 B

Textura F.Ar
|
pH (1:1) 5,6 Moderad. Acido
% M.O 4.1 A
P (ppm) 110,82 E
15 C.1C 19,25 M
Ca 6,4 M
Mg 9,43 M.A
K 0,21 M
Na 0,25 B
Textura F.Ar
|
pH (1:1) 56 Moderad. Acido
% M.O 3,67 M
P (ppm) 98,35 M.A
16 C.lC 19,25 M
Ca 14,86 M.A
Mg 2,28 M
K 0,33 M
Na 0,39 B
Textura F.Ar
]
pH (1:1) 5,72 Moderad. Acido
% M.O 3,92 M
P (ppm) 116,27 E
17 C.lC 16,5 M
Ca 8,56 A
Mg 3,48 A
K 0,81 M.A
Na 0,33 B
Textura F.A
ZONA 5
pH (1:1) 53 Muy Acido
% M.O 59 A
P (ppm) 38,15 A
18 C.lC 17,36 M
Ca 7,16 A
Mg 7,19 A
K 0,45 A
Na 0,79 M
Textura Franco
]
pH (1:1) 5,4 Muy Acido
% M.O 575 A
P (ppm) 36,2 A

19 C.lC 15,18 M
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Ca
Mg
K
Na
Textura

pH (1:1)
% M.O
P (ppm)
C.lcC
Ca
Mg
K
Na
Textura

pH (1:1)
% M.O
P (ppm)
C.lcC
Ca
Mg
K
Na
Textura

pH (1:1)
% M.O
P (ppm)
C.lcC
Ca
Mg
K
Na
Textura

7,22

7,24

0,9

0,5
Franco

5,35

5,8

38,15
18,3

7,3

7,17
0,42

0,75

Franco

4,86
4,08
33,66
23,65
8,06

10

0,81
1,51

F.Ar

5,56
3,36
85,91
18,7
8
1,17
0,29
0,4
F
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