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RESUMEN

En este estudio se evalud la supresion de la nodulacion del frijol bajo
condiciones de temporal en Guadalupe Victoria Durango, se llevo acabo en dos
sitios experimentales, uno en el municipio de Guadalupe Victoria Dgo., en donde
se seleccionaron ocho parcelas con la finalidad de valorar si existian diferencias
significativas entre las labores culturales efectuadas con maquinaria y animales
con un periodo comprendido de May-2001, Ene-2002, y un segundo sitio en el
invernadero de las instalaciones de la UAAAN-U:L en donde se sometieron a
estudio cinco variedades de frijol y tres tratamientos de suelo (por el método de
dilucién para inocular las semillas de frijol), con un periodo de duracion de Dic-
2001, Ene-2002.

En ambos objetos de estudio no se encontraron diferencias significativas.
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1.0. Introduccion
El cultivo de frijol (Phaseolus vulgans L.) es una fuente de proteina, elemento

esencial para la nutricion de las poblaciones de América latina y otros paises en
vias de desarrollo ya que como muchas leguminosas es capaz de establecer una
asociacién simbidtica las cual fija nitrogeno atmosférico (Martinez-Romero.,
Hernandez-Lucas. et al. 1998).

La fijacion de nitrégeno por la simbiosis entre leguminosas y bacterias provee
benéficos como el nitrébgeno a bajo costo para el insumo agricola, mejora los
rendimientos y la calidad de los cultivos. Ademas mejora la calidad de los forrajes,
protege al suelo de la erosién y a los mantos freaticos de contaminacién de
fertilizantes nitrogenados (Contreras., Thamason. et al. 1994).

El Rhizobium spp es una bacteria Gram. negativa que fija nitrégeno en cultivos
de frijol colonizando en las raices donde forma una estructura llamada nédulo en
donde el proceso de infeccién incurre un varios eventos como son, el encrespar el
pelo de la raiz seguido de una division cortical de la celular a la cual le procede la
formacion del corddn de infeccion por el cual la rhizobia penetrara al pelo radicular
y dara origen al noédulo. Para lograr el acontecimiento de la nodulaciéon debe de
existir una compatibilidad entre el rhizobium y el ordenador principal de la planta
(Stacey. 1995).

Ademas de la incompatibilidad entre los socios simbibticos existen otros
factores que limitan el proceso de nodulaciéon que incurren de manera negativa en
los procesos de produccion. Los factares que impiden la nodulacion se clasifican
en dos tipos los controlables y los no controlables:

Los factores controlables son; la disponibilidad de alimento, los sistemas de
cultivo (recurrir al monocultivo), etc.Los factores no controlables son; la
temperatura, la humedad, etc. (Garet 1998).




Existen una serie de sefales implicadas entre las leguminosas y las bacterias
que son la expresion de los genes:

Los flavonoides son sustancias que excreta la planta para lograr la atencion de
las bacterias por Jo tanto las plantas son las encargadas de activar la primer senal.

Una ves que los flavonoides logran la atencion de la bacteria estas emiten una
sefal hacia la planta llamada factor Nod (segunda sefial) activando asi el procesos
de nodulacién. (Irving, Boukli et al. 2000).

Sin embargo existe una diferencian entre los genes comunes de nodulacién
nodA, nodB, nodC y en genes nod que son los encargados de definir si el
hospedero es el comecto Ademas existe una regulacion de los genes que fijan
nitrogeno efectuado a base del gen nodD. El producto de este gen interactia con
las flavonoides caracteristicas producidas por la planta, y la que es responsable de
la especificidad de la simbiosis. Debido a la interaccion con los flavonoides de la
planta, la proteina NodD que es la que activa la transcripcion de genes por su
parte tiene una caja de nodulacion. Esta se encuentra en la regién promotora de
los genes regulados por nodD. La expresion de estos genes es especifica para la
simbiosis (Stacey. 1995).




1.01 Objetivo General
Determinar cuales son las principales causas que impiden una nodulacion

efectiva entre el Rhizobium spp vy el frijol de temporal en Guadalupe Victoria Dgo.

1.01.10bjetivo Particular

Determinar las condiciones que influyen en el proceso negativo de la

nodulacién e impiden una fijacién de nitrégeno efectiva en el suelo.

1.01.2 Hip6tesis

Existen efectos negativos por factores extemos controlables (manejo de
cultivos, contenidos nutricionales pobres, pH, etc) y factores no controlables (como
lo son la sequia)



2.0. Revision de Literatura.

2.01. Fijacion simbiética de nitrégeno

El frijol (Phaseolus vulgaris) es el segundo cultivo mas importante en México y
es la principal fuente proteica de la dieta de los (Hemandez 2001).

En el suelo se encuentran microorganismos que son de vital importancia para
una mejora fisica del suelo y de las cosechas. Generalmente se presentan
bacterias del género Rhizobium, la cual induce la formacién de nodulos y la
fijacion de nitrégeno en varias regiones de México y Sudamérica (Aguilar, Lépez et
al. 1998). El Rhizobium es una bacteria Gram.-negativa aerobia que dentro del
proceso de la simbiosis se encuentra en la raiz de la planta en estructuras
llamadas nddulos (Bauer. 2001)

Fig.1. Rhizobium en estado libre se encuentra
rodeada de una capsula compuesta por exopoli-
sacaridos que evita su desecacion.

La simbiosis entre el Rhizobium y las leguminosas es un proceso de
interaccion entre la planta y las bacterias en donde la bacteria invade la raiz e
induce a la formacion de estructuras llamadas nodulos en el cual se fija el
nitrégeno atmosférico y lo transforma a amonio como suministro para la planta.
Existen diferentes tipos de simbiosis fijadoras de nitrodgeno entre plantas y
bacterias pero la mas estudiada debido a sus importancias en términos de fijacion
global de nitrégeno es sin duda leguminosas-rhizobium (Young and Johnston
1989).




Los sistemas sostenibles de cultivo se han convertido en el futuro para los
paises en vias de desarrollo. Una rotacién de los cultivos en la que se incluyan la
legumbre y el microsimbionte que generalmente son las bacterias: Rhizobium,
bradyrhizobium, Azorhizobium, y Sinorhizobium, es una alternativa para dichos
sistemas. La fijacion simbidtica del nitrdgeno es una de las caracteristicas mas
importantes a considerar en la produccion de los paises del tercer mundo, se
puede realizar una comparacion de la capacidad simbidtica de las bacterias
relacionada con los fertilizantes comerciales en donde un ejemplo claro es el
cultivo de la alfalfa que después de una cosecha logra fijar de 400 a 500 kg/ha.
(Garet 1998).

Ademas de fijar nitrdgeno el, Rhizobium es capaz de inhibir el crecimiento de
algunos hongos patdgenos que infectan a la planta a través del sistema radicular
tanto en leguminosas como no leguminosas ya que, producen un antibidtico toxico
llamado rhizobiotdxina (composicion no especificada aun) (Woo, Park et al. 1999).

La fijacion simbidtica de nitrdgeno entre leguminosas y bacterias provee
beneficios como lo son: la obtencidon de nitrégeno a bajo costo, mejora la
productividad, la calidad y la digestibilidad de los productos para consumo humano
o para forrajes, protege al suelo de la erosién y de la contaminacion de aguas
subterraneas por fertilizantes de uso comercial nitrogenados (Contreras,
Thamason et al. 1994).

2.02. Genética de la fijacion simbiética de nitrégeno.

Una caracteristica general de la simbiosis es que ninguna cepa bacteriana
puede nodular a todas las leguminosas ya que cada cepa tiene un rango de
hospedero definido (Young and Johnston 1989).

Muchos de los géneros bacterianos que se encuentran dentro de la subdivision
de Proteobacteria que infectan las raices y los vastagos de las plantas
leguminosas son los responsables de la formacion de una nueva estructura
denominada noédulo. Dentro de los ndédulos las bacterias se distinguen por
convertirse en bacteroides, los cuales realizan la fijacion de nitrogeno y que




generalmente se alimentan del carbono como fuente de energia que les brinda el
hospedero. Las bacterias que fijan nitrégeno han estado disponibles para la
agricultura por méas de 1000 afios, sin embargo, existe una, amplia variacion en la
cantidad de nitrogeno que fijan, lo cual es atribuido a los fenotipos especificos y a
las caracteristicas simbidticas de poblaciones nativas, en las que se presentan
problemas de competitividad la momento de establecerse la formacion de nédulos
(Robleto, Kmiecik et al. 1998).

Existen varios procesos moleculares para la regulacion y asimilacién del
amonio y COz que se fija en la simbiosis de la leguminosa Rhizobium. El
intercambio metabdlico que se establece en la simbiosis entre el Carbono y el
nitrogeno es de suma importancia, ya que, la planta provee al bacteroide de
energia a través de esqueletos de carbono en los que se incluyen los acidos
dicarboxilicos y las sacarosas para la actividad de la nitrogenasa. En los nédulos
las enzimas fosfoenol piruvato carboxilasa (PEPc) y malato deshidrogenasa
cataliza, y la degradacion de sacarosa a oxaloacetato y malato a través de las
reacciones de carboxilacion, (reduccidn respectiva de la actividad de los PEPc gue
provee del 25 al 40% del carbono total a la simbiosis) en los nddulos, el nitrégeno
fijado por los bacteroides es donado a la planta en forma de amonio e incorporado
a moléculas organicas a traves de la calizacion de las enzimas glutamino sintetasa
(Gs) y glutamato sintasa (Hernandez 2001).

En la biologia de la fijacion de nitrdgeno del frijol y su microsimbionte R. et/
dado que en el suelo existen grupos muy heterogéneos, se han identificado dos
tipos de simbiontes: el simbionte uno, caracterizado por un limitado rango de
hospederos para lograr la nodulacidn, y el simbionte dos, que tiende a extender su
rango de hospederos en donde las caracteristicas genéticas de cada uno
intervienen negativamente en el establecimiento de la nodulacién (Moawad, Badr
et al. 1998).

La fijacion simbibtica del nitrdgeno en las leguminosas depende principalmente
de la compatibilidad y la eficacia de ambos socios simbidticos, los cuales son
resultados de una variacion de una leguminosa abundante en proteinas y una
prospera cosecha (Garet 1998).



Geneticamente existen relaciones especificas plantas-bacterias para la que
cada tipo de Rhizobium tengan un definido tipo de planta hospedadora con la que
es capaz de formar nodulos como por ejemplo: Bradyrhizobium japonicum forma
una simbiosis con Glycine max, Rhizobium leguminosarum bv. viciae con Pisum
sativa o Vicia faba, Rhizobium (Sinorhizobium) meliloti con Caulinodans y
Susbania rostrata, mientras que, Azorhizobium caulinodas es capaz de fijar
nitrogeno fuera de sus plantas hospederas (Bauer. 2001).

2.03. Nodulacion.

En cosechas de leguminosas pueden existir cepas inoculantes con el
Rhizobium y dar como respuesta en la planta la reaccion de la bacteria que se
traduce en la formacién de nodulos. La relaciéon que existe entre la formacion del
nodulo y la bacteria se basa principalmente en la interaccién del genotipo de
planta que se considera hospedero, en el caso especifico del frijol, debe ponerse
atencion en que para poder lograr una mejor y eficiente fijacion simbidtica es un
proceso largo y gradual. El sistema tiene que mostrar el potencial de las cepas al
multiplicarse y mayor eficacia que las que normalmente se encuentran en el suelo
(Kay, Coutinho et al. 1994).

Los pelos radiculares se localizan al final de la zona apical de las células
epidérmicas donde se extienden su crecimiento colonizando el suelo en el que se
forman asociaciones de microorganismos especialmente los fijadores de nitrégeno
que proveen carbohidratos, en el suelo se localizan bacterias a las que se les
nombran en conjunto rhizobia, la atraccion que hay entre los microsimbiontes y los
pelos radiculares es que estos secretan una variedad de sustancias entre las que
se incluyen los flavonoides. Una vez que se inicia la nodulacion en el interior del
nédulo se localizan proteinas involucradas en la nodulacion. Aungue no siempre
se producen en las plantas los factores nodulantes también las hormonas
provocan una deformacion en la sintesis radicuiar e inducen a la division celular en
el interior o exterior de la corteza celular de los pelos radiculares (Irving, Boukli et
al. 2000).




El proceso de invasion de las bacterias en las leguminosas se lleva acabo en
los pelos radiculares, al estar en contacto con la planta y a través de la produccion
de los factores nod las bacterias penetran a través de canales de infeccion por los
que se forman tuneles transcelulares durante el proceso de penetracién, en la
simbiosis, las bacterias no quedan alojadas en le citoplasma de la planta sino en

vesiculas rodeados por una membrana citoplasmatica de la célula vegetal (Bauer.
2001).

Fig.2. Los rhizobios estan agrupados en
la superficie de la raiz.

Las leguminosas pueden exudar a través de las raices o a través de las
semillas compuestos quimicos llamados flavonoides, los cuales entran en contacto
con las bacterias del suelo y son asimilados por las mismas logrando el
desencadenamiento de una serie de procesos que determinan la produccion de
proteinas diferentes encargadas del rizado del pelo radicular (si el ingreso es a
traves de la raiz) o dan ordenes a las bacterias para que penetren por heridas o
lenticelas radicales para producir el ndédulo (Bellone. 2001).

Una vez que existen los nddulos las bacterias son convertidas en bacteroides
(células mas grandes que el Rhizobium) llevando acabo la fijaciéon de nitrégeno a
través de la enzimas nitrogenasas la cual es la responsable de la conversion del
nitrogeno molecular a amonio y la planta lo utiliza para si misma, mientras que la
bacteria utiliza moléculas organicas que le proporciona la planta. Los nodulos de
color rojo presentan esa tonalidad a causa de una proteina llamada
leghemoglobina, después de la etapa de fijacién de nitrégeno se convierte en una
tonalidad que llega a ser verde debido la conversion de leghemoglobina en
biliverdina (Bauer. 2001).




Fig. 3. Estos rhizobios estan adheridos al pelo
de la raiz comenzando a invadir |la raiz, donde

formaran una asociacion simbiodtica.

La compatibilidad planta-bacteria refleja la naturaleza del desarrollo del nédulo
a través de las leguminosas, se han desarrollado estudios sobre los ndédulos
confinados a Viciae, Trifolieae, Loteae y Phaseoleae y Parasponia; en el caso
particular de Parasponia se observan seudonodulos (nédulos que no fijan
nitrogeno); a medida que faltan ciertas caracteristicas comunes como la infeccién
por pelos radiculares y desblogueo de los genes bacterianos relacionado con la
infeccion (Young and Johnston 1989).

Una parte importante entre la interaccion planta-Rhizobium son sin duda los
genes bacterianos como los responsables de llevar acabo dicha interaccion por lo
que se les llama genes bacterianos de nodulacidn (nod, nol. noe) (Stacey 1995).

En la rhizosfera, no hay una fuerza selectiva que mantenga la capacidad del
Rhizobium para formar nddulos vy fijar nitrogeno atmosférico con las leguminosas,
ya que cada nodulo es iniciado por una sola bacteria, por lo tanto si los nodulos
mantienen una viabilidad bacteriana la poblacion bacteriana seguira siendo viable
(Olivieri. and Frank 1994).




2.03.1. Seniales de intercambio entre el Rhizobium y la planta

huésped.

Dentro de la interaccion simbidtica bacteria-leguminosas, existe una serie de
sefales implicitas donde se expresan genes. Por parte de la planta se encuentran
las sustancias llamadas flavonoides y por parte de la bacteria los factores-Nod.

Las plantas extienden sus raices aumentando la materia organica en suelo que
es el soporte del desarrollo de los microorganismos (la rhizozsfera) los cuales uso
el CO; al 19% liberando materia organica en las raices combinada con flavonoides
en donde la relacion de sustancias fenolicas juegan un papel muy importante en
la simbiosis, ya que los flavonoides producen fenil-propanoles y forman
inducciones en los genes de la bacteria de nodulacion (nod). Existen diferencias
significativas en la composicion de los flavonoides de las semillas, raices y pelos
radiculares ya que muchos flavonoides almacenan y liberan conjuntos de
glucosidos en forma de agliconas que pueden también hidrolizar a las agliconas o
activando genes de induccion nod (Irving, Boukli et al. 2000).

En la simbiosis existe el intercambio de sefiales entre ambos socios (genes nod
por la rhizobia, y los flavonoides por la pilanta) dado que los flavonoides son
moléculas que estan presentes en el exudado de la raiz e induce a los genes nod
a que dirijan la sintesis de las moléculas de la sefal nod a los factores-Nod de
lipooligosacaridos que son los que intervienen en varios procesos que dan como
resultado final la formacion del nédulo. La capacidad de los flavonoides de activar
genes del factor-Nod es una adaptacion que permite que las bacterias expresen
sus genes de nodulacion solamente cuando hay perspectiva de una infeccién en la
planta (Young and Johnston 1989).

Ciertos genes de nodulacién codifican enzimas implicadas en la biosintesis de
lipo-quitina compuestos que sirven de medida especifica para que la planta reciba
la sefal y sobre todo son las responsable de iniciar el acontecimiento de la
nodulacion (Stacey 1995).

.En el caso particular de la soya, existen flavonoides compatibles los cuales

permiten la utilizacion de bacterias de Rhizobium que forman una simbiosis en
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alfalfa o en soya. Cualquier factor que intervenga en la produccion de flavonoides
impedira la nodulacién ya que los flavonoides comienzan a segregarse en el suelo
donde hay una microflora asociada a la rhizosfera que son los encargados de
degradar, estos compuestos quimicos, en esta microflora se incluye a los
Peudomonas y a los Bacillus haciendo que los flavonoides pierdan asi su
capacidad de entrar en contacto con la bacteria e introducirse.Una de la funcién
de los flavonoides es el estimular a la natacién de la bacteria en el suelo asi como
lograr el desarrolio de la cilios permitiendo el movimiento de las bacterias a la raiz
para poder lograr la infeccién (Bellone. 2001).

Los genes bacterianos que son esenciales para la induccién de la respuesta
de la planta se llaman genes de nodulacion (nodnol,noe). En Bradyrhizobium
japonicum los genes esenciales para la simbiosis son los genes nod los cuales
son genes esenciales para la fijacién de nitrégeno (e.g nif, fix) ya que un ndmero
de genes de nodulacion codifican enzimas en la biosintesis en la sustitucién de la
molécula de lipo-quitina (Stacey 1995).

2.03.2. Control de genes de expresion nod.

El cromosoma es el portador de los genes de operaciones del genoma
bacteriano y esta constituido por el endogenoma (genes de la especie) y el
exogenoma. El genoma esta constituido generalmente de un cromosoma, con un
numero variable de plasmidos grandes que pueden llegar a constituir hasta un
40% en relacion con el genoma total. Los genes bacterianos requeridos para la
simbiosis generalmente estan presentes en plasmidos grandes llamados
plasmidos simbioticos (Sym) (Brom, Garcia de los Santos et al. 2000).

Los plasmidos desempefian un papel importante en la determinacion de la
capacidad del Rhizobium para inducir nédulos y fijar nitrégeno, los plasmidos son
grandes, con pesos moleculares mayores a 10° Dalton y han sido encontrados en
diversas especies de Rhizobium con la perdida de un plasmido en R.

leguminosarum puede estar asociada con la perdida de la capacidad nodulante
(Hirsch, Montagu et al. 1980).
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La regulacion del gen nod indica que el producto del gen nodD esta expresado
y es parte esencial para la expresion de otro operon nod de nodD y este es
miembro de una larga familia de proteinas reguladoras de la trascripcion del gen
nod que necesariamente requiere de presencia especifica de flavoniodes que son
los compuestos que exuda la raiz (Stacey 1995).

Se conoce un proceso de autoinduccion para la expresion diferenciada de
genes en muchas bacterias Gram-negativas en donde el factor dominante de este
sistema es la concentracién de moléculas difusibles de tamario pequefio llamados
autoinductores, en la actividad bioldgica. Un ejemplo de los autoinductores, es Al1
gue son las lactonas, n-acilicas de homoserine (AHLs) que se sintetiza por el
producto del gen homdlogo LUXI que puede atar a una proteina que pertenece a
la familia de LuxR del autoinductor-proteina que activa la expresion de genes o de
conjuntos definidos de genes. Por lo cual el autoinductor permite que las bacterias
vigilen su propia densidad demografica entre la alta y la baja densidad de la célula
o también se entiende como un sistema de sefiales independientes del gen que
codifica una sintesis del autoinductor en R.etli CNPAF512 de RhiR del rhizobium
(clasificada anteriormente como phaseoli CNPAF512 de R.leguminosarum bv.)
gue es capaz de formar noédulos y fijar nitrdgeno (Rosemeyer, Michiels et al.
1997).

2.03.3. Estructura de la sefnal nod y especificidad al huésped.

El factor de nodulacién nodD se regula en respuesta a sefiales de la planta, la
mayorias de las operaciones del factor-nod es que se franscribe en niveles bajos
por el gen regulador nodD que es constitutivo de la proteina NodD de secuencias
que proceden a otras sustancias del factor-nod que activan su trascripcion cuando
la rhizobia se expone a ciertos flavonoides EI fenotipo no-nodulacion
conmutaciones del nodD se puede corregir por los genes reproducidos del nodD
cepas de diversos hospederos y en los genes de R.meliloti y R.l. b.v . viciaea el
factor nod se puede inducir por el mismo flavonoide luteolin. Los genes nodg y
nodH de importancia para la nodulacion en R. meliloti parecen no tener ninguna
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contra parte en otra rhizobia segun datos de hibridacién del DNA en cepas de R.
leguminosarum nod A, B y C son suficientes para que los pelos radiculares formen
el encallado en R. meliloti, un gen adicional nodH necesario para la deformacion
de los pelos radiculares de la alfalfa, el producto del nodH se requiere para la
sintesis de compuestos que son necesarios para lograr el encallado en los pelos
radiculares (Young and Johnston 1989).

La expresidn de genes nod requiere la presencia de flavonoides por parte del
hospedero de la planta, obligando al sitio NodD5 del operon nod del frijol el cual
fue identificado en el DNA (de la bacteria) y se ha denominado la caja de
nodulacién Nod de la secuencia general conservada en el operon nod para todas
las especies de Rhizobium, Azorhizobium, y Bradyrhizobium analizadas (Stacey
1995).

Se han diferenciado genes de nodulacién nodA, nodB, y nodC en genes nod
que son parte fundamental para la especificidad, existe una regulacién en donde el
producto de este gen interactia con los flavonoides producidos por la planta
hospedadora siendo las responsables de la especificidad de la simbiosis debido a
la interaccion de flavonoides con la proteina NodD que activa la trascripcion de
genes en la region promotora de los genes regulados por NodD en donde la
expresion de estos genes son parte fundamental para la simbiosis.En el sistema
FixJ, NifA y RpoN en Sinorhizobium meliloti existe un sistema de regulacién de la
expresion de los genes en relacion con la concentracion de oxigeno. Las proteinas
Fixl y FixJ tienen un papel importante en la regulacién de los genes en donde el
FixL se autofosforiliza y es capaz de transferir el fosfato FixJ,. En el caso de una
baja concentracién de oxigeno este provoca el aumento de oxigeno aumentando
la concentracion del FixJ fosforiizado dentro de la célula la proteina FixJ
fosforilizada activa los genes nifA y otros genes NifA que es un regulador positivo
de los genes necesarios para le fijacién de nitrogeno en donde un factor sigma es
necesario para la trascripcion eficaz de muchos genes simbidticos es el RpoN
(Bauer. 2001).
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En América se conocen dos grupos de Rhizobium clasificados como tipo |y
tipo Il identificados de aislados de rhizobia en América. En el frijol en donde la
cepa |, tiene un rango reducido de hospedero a Phaseolus spp donde su DNA
posee copias del gen nifH que en comparacion con la cepa I, esta posee un
mayor rango de hospederos y es capaz de nodular en Leucauna spp en donde la
cepa también tiene copias del gen nifH dando como resultado final que no todos
los genes bacterianos responden a los flavonoides (Aguilar, Lopez et al. 1998).

Tabla .1. Induccion de Genes en Pelos Radiculares en la Simbiosis.

Gen Funcién/homologa | Sitio de expresion Especie
enodb Arabino-galactosa |Infectando células
son componentes |de la zona de Pisum
de la infeccion del  |invasion.
flamento, |
enodi2 Secrecion Pelos radiculares ,
hidroxiproline-ricos |células corticales
en glicoproteina. conteniendo la Pisum
infeccién en el pelo | Medicago sativa
Infeccion en la radicular . M.truculata
formacion del Filamentos
filamento preparados para la
infeccion
CHS Chalcone synthase | Pelos radiculares M. sativa
Vigna
LTP Transferencia de Pelos radiculares Vigna
lipo-proteinas

2.04.0. Percepcion y traduccion de la seial Nod.

Los factores-Nod son importantes en la simbiosis ya que provoca la reaccién
de muchas plantas, pero estas, son caracteristicas de la bacteria en donde los
pelos radiculares son los primeros conectores, pero también, la ligadura de los
flavonoides a las proteina Nod que son las responsable de activar a los genes
nod, logrando la unién de la secuencia de la regién promotora de muchos genes
nod en donde regularmente la NodD complica la transcripcion de los genes
involucrados en la sintesis de lipo-oligosacaridos llamados factores Nod. Algunos
factores Nod que se han identificado son el N-acilados oligameros de B, N-acetil,
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D-glucosamida con varios sustitutos en el azlcar, los factores Nod son sefiales
necesarias para provocar la entrada rhizobial a la raiz (Irving, Boukli et al. 2000).

Las proteinas Nod son las encargadas de rizar el pelo radicular o de dar la
orden a la bacteria para que penetre por las heridas o lenticelas para producir la
formacion del corddn de infeccion y comenzar con la formacion del nodulo
(Bellone. 2001).

Existe una comparacion entre R.tropici y R.etli ensu competitividad para formar
nodulos y por la produccion de factores Nod ya, que dicho factor es el que inicia el
proceso de nodulacion, de manera que los lipo-oligosacoridos con diferentes
sustitutos quimicos estan relacionados con la nodulacion (Martinez-Romero,
Hernandez-Lucas et al. 1998).

Las bacterias poseen dos componentes llamados sistemas reguladores de la
trasduccién la que consiste en una proteina sensora que esta junto a una proteina
reguladora (e.g CheA y NirB). Las proteinas sensoras tiene una region de
transmembrana y se piensa que son perfeccionadas de manera que en el
ambiente se perciban una porcién de nitrégeno, haciendo uso de este elemento
las proteinas sensoras terminales lo traducen a sefales para que los utilicen las
proteinas reguladoras. La proteina nov actda como una proteina censora mientras
que la proteina NodW actla como una proteina reguladora transcripcional (Stacey
1995).

2.04.1 Percepcion de la seinal Nod.

Los factores Nod inducen la deformacién de los pelos radiculares cuando se
aplica al crecimiento en un cierto punto en la raiz en respuesta al factor Nod en
donde las raices dan lugar al crecimiento y redireccion de la extremidad en la zona
competente de nodulacion en la region de elongacion. Las sefales del factor Nod
son mecanismos moleculares subyacentes a cambios fisiologicos en los pelos de
la raiz en donde probablemente el factor Nod siga un proceso de transduccion por
receptores especificos en la raiz, una sefal receptora del factor Nod puede
responder a un factor Nod en una concentracion por abajo de un medio especifico
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capaz de transferir estas sefiales ligadas a otros componentes cromosomales
como es el caso de Medicago spp NFBSI (cepa bacteriana identificada).El NFBSI
es un pobre competidor porque el factor Nod se encuentra ligado a proteinas en
un sitio homologo en contraste con NFBS2 que fue aislado de una fraccién
enriquecida del plasma-membrana de células culturales en una suspensién de M
.varia que son requerimientos del factor NodR en donde el non-reduce el aztcar
por la actividad ligada a un grupo suifato en todas las actividades biol6gicas en
Medicago no estan discriminando NFBS2 siendo aparentemente un receptor
especifico el factor NodRm. El factor Nod induce a la alcalizacion citosolica o a la
despolarizacion de la membrana en la raiz en donde el factor NodRmlg en
M.sativa induce a la despolarizaciéon de la membrana a la rapida alcalinizacién
intracelular en la raiz en contraste con el factor Nod no-sulfatado que provoca
cambios intracelulares en ausencia de la despolarizacion de la membrana
indicandola la existencia de una baja afinidad de la sefal receptora que es
semejante a la deformacion de la raiz y una alta afinidad receptora necesaria para
acelerar la invasion rhizobial. (Irving, Boukli et al. 2000).

Existe un locus que induce a los isoflavonoides a la derecha del nodlA en B.
Japonicum que es el operon del cromosoma a la derecha del NodD+ y NodW
similar a los operones del nodD1 y el nodABC; sin embargo, este operon no
muestra la expresion del gen nod por lo tanto la regulacion del NodD; que
alteradamente es regulado por el NodW con un efecto negativo el cual puede
actuar para prevenir la induccion significativa del no/Y2 en ausencia de NodD o de
NodW, en donde muchos genes nod, codifican enzimas implicadas en la
regulacién del crecimiento de la planta que induce a encrespar el pelo de la raiz y
a la divisién cortical de la célula. El primer compuesto aislado (NodRm-1) de R.
meliloti  que se identifico como N-acyl tri N-acetilo B-14-Dglucosamine
tetrasacarido con el enlaces de un grupo sulfato en C-6 de la reduccion del azlcar

La disponibilidad de una molécula de la sefial Nod de la lipo-quitina hace que el
sistema de nodulacidon sea mas atractivo entre la célula de planta que marca el
proceso de nodulacién en donde la prioridad esencial es identificar un receptor(s)
de la sefial Nod (Stacey 1995).



Tabla. 2. Biologia y respuesta Molecular de los Pelos de la Raiz de las
Leguminosas Ante Factores Nod

. genes

Respuesta Factores Nod Concentraciones Plantas
Acumulacién de NodRII(Ac) Vicia
flavonoides NodNGR(Oh o Ac) 10°M

NodB;j Glycine
Incremento de NodNGR(Ac,S), 10°M Vigna
(Ca*"y. NodRmIV(S)
Dipolarisacién de | NodRm(s) 10°M Medicago
los pelos radicales
Calcio spiking en | NodRmIV(Ac,S) Medicago
pelos de la raiz
Medicago
Pelos radiculares | NodRmIV(S) 10° 10" M Melilotus
deformados
NodRIv,NodRm 10°-10" M Vicia
NodNGR(S) 107 -10™M Vigna
NodNGR(AC) 10°-10""M Macroptilium
NodNGR(s) 107 -10"M Medicago
Rizos en pelos NodNG12 Macroptilium
radiculares Vigna
Penetracién dela | NodNGR(s) 107 -10""M Calopogonium
bacteria Glycine, Vigna
Vicia
Induccién de pre- | NodRIv(Ac) Vicia
infeccion de los
filamentos
Induccion de NodRLvV(AC) Vicia
nodulos NodRm(S) Medicago
meristemos NodBe Glycine
Induccién de genes | NodRIv(Ac) 102 ~10"Mm Pisum
Nodulinas Medicago
Induccion de otros | NodGR(Ac,S) 10°-10"M Vigna
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2.04.2. El flujo de iones que Inducen al factor Nod

Una de las caracteristicas que destaca de las leguminosas es la capacidad de
fijar nitrogeno del suelo a través de la simbiosis del Rhizobium-leguminosas sin
embargo dicha asociacion se pueden ver afectada por el estade nutricional de la
planta asi como el nivel de los nutrientes del suelo. Los macroelementos N, P, K
poseen importantes funciones las cuales estan ligadas de manera directa o
indirecta en la nodulacion, el P es un componente que abastece de energia a la
simbiosis en la relacion raices-bacteria y el N constituye un factor esencial para las
proteinas y otros compuestos esenciales para la planta (Raz, Clavero et al. 1995).

El fésforo es un elemento esencial para el crecimiento y desarrollo del
Rhizobium spp puesto que son las concentraciones del fosforo en la mayoria de
los suelos es menor 1uM. El Rhizobiumque tienen una baja tolerancia a los
ambientes deficientes del fosforo y pueden presentar dificultades en la nodulacién
(Leung and Bottomley 1987).

La secuencia de los cambios observada en los pelos radicales responde a
factores Nod que estan presentes en el uso de un ion selectivo de microelectrones
en el factor Nod sensibles en M .sativa en la raiz a medida que el ion extracelular
en el que detecta un influencia del ca®* provocado por factores Nod entrando por
via Ca®* seguido por un clefflex de las raices y acompafado por una
despolarizacién de la membrana de los pelos radicales haciendo pensar que el Cl
ion efflux es disparado por la despolarizacién de la membrana en donde los
factores Nod inducen a la alcalinizacion intracelular en los pelos radicales (Irving,
Boukli et al. 2000).
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Fig.4. El esquema representa algunas de las sefales activadas del factores Nod
en los pelos de la raiz en una etapa temprana de la simbiosis. Este modelo esta
basado en sefales de transduccidén andlogas factores Nod (NF), ligadura del
plasma-membrana (PM), localizacion receptora (R) que activa una hetorometric
G-proteina (GaPy) esta cascada estimula los cambios del calcio y la enzima
fosfolipido C (PLC), una relacidn trisfosfato inositol (IP3).

Los pelos radicales son las células mas accesibles en la raiz para medir flujo
ionico, y esto nos permite analizar algunos eventos tempranos en la traduccion de
sefales Nod. Los pelos radicales responden a factores Nod con una rapida
despolarizacién de la membrana plasmatica transitoria con la entrada de Ca** y CI
y salida de K". El primer evento que ocurre en unos pocos segundos después de
la adicion de los factores Nod es la entrada de Ca*" y este es requerido para la
subsecuente salida de CI. La salida de CI despolariza la membrana, lo cual es
entonces balanceado por la salida de iones K. Las medidas de flujo de calcio por
diferentes métodos demuestran resultados ligeramente diferentes. Con un retardo
de 10 minutos, los pelos radicales de la alfalfa responden a los factores Nod, con
una adicién regular en la concentracion de calcio libre intracelular en el area que

rodea el nlcleo, medido por inyeccién de un indicador, el dextran verde de calcio.

19



Los cambios de Ca®" tienen un efecto profundo sobre el crecimiento en las puntas
de las raices y tubos del polen. Este proceso es acompanado por dinamicos
citoesqueletos. El Ca® induce la fragmentacién de filamentos de actina en los
tubos de polen. Igualmente, los filamentos de actina descomponen la infeccion de
Rhizobium y tratamiento con factor Nod. El calcio puede causar exocitosis para
depositar nuevo material de la pared celularenla  punta de la raiz. Los cambios
en el Ca* intracelular probablemente disparen una cascada de sefiales de
traduccion que terminara en la expresion de genes especificos en involucrados en
el programa simbidtico que llevara al desarrollo del nédulo. Diversos genes de
nodulinas tempranas son inducidos por los factores Nod; sin embargo, la relacién
entre la respuesta rapida y la expresion de genes espera ser elucidada. La
importancia del calcio fue demostrada por la consideracion de que la carga de
calcio esta ausente en los mutantes de alfalfa exhibiendo tanto deformacion del
pelo radical o formacion de nodulo en inoculacién con Rhizobium. (Schultze and
Kondorosi 1998).

2.04.3 Genes de la planta asociados con la nodulacion.

Los nddulos en las raices implican una expresion diferenciada de una serie de
genes nodulo-especifico de las plantas, los genes de la planta asociados a la
nodulacion son las llamadas nodulinas que se transcribe Unicamente en nédulos.
Estos genes se dividen en tempranos y ultimos, las nodulinas tempranas son
aquellas que se expresan en el lanzamiento del desarrollo del noédulo en la raiz
antes del inicio de la fijacion de nitrégeno las cuales estan implicadas en
organogenesis que es una especializacion fisiologica de los nddulosy las
nodulinas tardias que contribuyen en la asimilacion del nitrégeno a traves de las
plantas por la asimilacion de amonio por la Glutamina sintetasa (Gs) y el Glumato
sintetasa (GOGAT) a través de enzimas e isoenzimas Las nodulinas tiene
funciones relacionadas con la estructura y metabolismo las cuales son deducidas

principaimente de las moléculas como la sintetasa del nédulo especifico como lo
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son las hemoglobinas (Hbs) y las Leghemoglobinas (Lbs) (Ceccatto, Gomes. J. E.
et al. 1988).

Las hemoglobinas (Hbs) son hemo proteinas que unen reversiblemente al
oxigeno y a otras moléculas gaseosas. En las plantas existen dos clases de Hbs;
las Hbs simbidticas y las no simbiéticas. Las Hbs o leghemoglobinas (Ibs) aisladas
de especies leguminosas se sintetizan exclusivamente en los nédulos durante la
fjacién de nitrégeno y su funcién es facilita la difusion de oxigeno a los
bacteroides, en donde tentativamente se cree que el oxigeno es un factor que
regula la expresion de genes involucrados en la fijacion simbidtica (Hemandez
2001).

Las Hbs no simbidticas son las proteinas ubicas detectados en diferentes
organos de las plantas mono y dicotiledoneas creciendo en condiciones normales
o bajo estrés, aun se desconoce su funcion.

Las leghemoglobinas son proteinas que contienen una porcién hemo formada
por las plantas y una subunidad hemina formada por las bacterias en donde la
leghemoglobina es la responsable del color rojo de los nddulos activos limitando la
concentracion del oxigeno dentro del nddulo de esta forma los bacteroides reciben
suficiente oxigeno para sobrevivir y se evita que la nitrogenasa pueda ser
inactivada por el oxigeno (Bauer. 2001).

El nitrogeno es vital el cual se introduce y se asimila por aminoacidos como la
son el glutamino, glutamato, asparragina y aspartato portadores importantes del
nitrogeno a las plantas, en donde la sintesis de estos componentes es efectuada
por isoenzimas multiples para cada una de las enzimas que son codificadas por
una familia de genes por parte de la planta en donde los miembros individuales
codifican isoenzimas diferentes que son reguladas por el ambiente, por el control
metabdlico, por desarrollo y por la especificidad del tejido/tipo celular.

Las asimilacidon de nitrégeno sobre los esqueletos de carbono han marcado
efectos sobre la productividad de la cosecha y la biomasa, la deficiencia del
nitrdgeno en las plantas se ha mostrado en la disminucion de los niveles
estructurales fotosintéticos como la carboxilasa del bifosfato de la clorofila y del

rbulose (rubisco) con reducciones en la eficacia de la capacidad de la
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carboxilacion Las enzimas en las asimilacién de la forma organica del nitrégeno en

plantas son cruciales para el crecimiento vegetal (Lam, Coschigano K.T. et al.
1996).

2.05.0. Control del desarrollo del nédulo

En los nodulos del frijol, se reconocen dos tipos de tejidos; el tejido periférico y
el tejido central.

El tejido periférico consiste en células corticales grandes vacualadas (corteza
externa) una capa de pequerias células de esclexuquina (endodermis del nédulo)
y varias capas de pequefias células vacualadas densamente empaquetadas
(corteza externa) conteniendo los haces vasculares del nddulo. La endodemmis
esta localizada alrededor de un tejido central con excepcion de una ventana
generada por la penetracion del cordon de infeccion.El tejido central consiste de
grandes ceélulas invadidas, células sin invadir vacuoladas donde se observa un
gradiente progresivo de celulas de tamario reducido de células que proceden del
sitio de penetracién del cordon de infeccion de la periferia. Para el caso especifico
del frijol se observa la deposicion del almidén exclusivamente en células sin
invadir del tejido central en al menos 10 capas de células en la parte préxima de
los nddulos. En nddulos maduros se observa omiloplastos, y las células sin invadir
se encuentran distribuidas entre algunas invadidas y se observan unas capas de
células alrededor de la mayoria de las células invadidas periféricamente.

En nodulos maduros el patron de acumulacion de almidon puede
correlacionarse con las etapas del desarrollo y la actividad de fijar nitrégeno de
los bacteroides (Tate, Patriarca et al. 1994).

Un gen cromosomico es requerido para el desarrollo del nodulo en Phaseolus
vulgans el cual fue caracterizado en una cepa de R. etli TALI85 en la cepa
MLC640 que es un mutante con una insercion de Tn5 que presenta una
disminucion de la movilidad en TY blando y defectuoso en el momento del
desarrollo del nédulo. El sitio de la insercion de Tn5 en el mapeo de un fragmento
cromosomico de 3.6 kb con EcoRI en. donde el fragmento 3.6 kb fue subclonado
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de el cosmico pUHRB80 en el cual complementa a MLC640 en donde posteriores
subclonaciones y mutaciones del sitio dirigido localizo el gen para lograr el
desarrollo del nédulo en una regién de 1.7 kb en el fragmento de 3.6 kb de EcoRI
la hibridacion con el fragmento de EcoRi 3.6 kb del DNA geondmico de varias
especies de Rhizobium spp indicaron que este gen es conservado en diferentes
rhizobias (Pooyan, M. L. C. G. et al. 1994).

Inducdn de Nodulira

(Rrt-a4)

j~ ”
g B
{
:

Figura 5. Las etapas del desarrollo del nédulo
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2.05.1. Aprovechamientos genéticos

Las leguminosas que se inoculan rutinariamente con rhizobias en donde los
blancos principales para lograr una buena nodulacion son las capacidades
nodulantes de las bacterias para fijar nitrégeno en las plantas y la capacidad
competitiva de las bacterias con las bacterias nativas del suelo. Para lograr
mejores cepas es necesario conocer el grado de divergencia de las secuencias del
rRNA que refleja la historia evolutiva de los organismos por medio de la
comparacion de moléculas filogeneticas de las bacterias por medio de las
etiguetas de plastico del gen 16s que permite la identificacion rapida de
oligonucleotidos sintetizados. La tecnologia basada en rRNA permite la deteccion
de acidos nucledtidos de organismos microbianos, la identificacion de células
especificas individuales permiten la hibridacion por DNA-DNA (Ludwing, Amann et
al. 1998).

Para lograr una rapida identificacion de las cepas se han utilizado las etiquetas
de plastico entre los aislantes que han venido beneficiar asi como también otros
meétodos como lo es la huella dactilar del DNA basados en el DNA poliformico
amplificado al azar por PCR (RAPD PCR) de la reaccion en cadena de la
polimerasa de genomas bacterianos usando genes u operones ribosomales,
desafortunadamente el alto grado de conservacion molecular de los genes
ribosamales son mas utilizados o mas apropiados a la filogenia o los estudios
moleculares de la evolucion bacteriana (Perret and Broughton 1998).

Las bacterias requieren de métodos especificos para marcar cepas y sus
componentes y asi poder determinar cuales cepas son mas eficaces para la
fijacion de nitrdgeno para el caso de Bradyrhizobium se ha utilizado el sistema
GUS que es una etiqueta de plastico en la cual se determina la competicidn
bacteriana. Para este caso el gus A es un gen que codifica enzimas
glocoronidase-glucoronidase (GUS) que se inserta en el interior del genoma
receptor de la cepa de Rhizobium utilizando un trasposon, sistema que ha
exaltado grandemente su aplicabilidad en la evolucion de la fijacion de nitrdgeno
bajo diversas condiciones ambientales (Anyango, Wilson et al. 1998).



Los aprovechamientos genéticos son de suma importancia ya que el caso
especifico de Argentina y Uruguay las zonas arables se acidificado
progresivamente durante 10 a 20 afios en donde la produccién de alfalfa
(Medicago sativa) es de suma importancia para lo cual se ha establecido multiples
estudios para lograr cepas con alta resistencia a la acidez y se han logrado
grandes avances (Del Papa, Balagué et al. 1999).

Ruthenica de Medicago (L Ledebour) que es una planta forrajera con un alto
potencial y een una fuente de genes expletables para la mejora genética de la
alfalfa (Medicago sativa) que crece en Siberia y Mongolia en laderas abiertas y se
ha adaptado a condiciones secas con inviemos frios donde su nodulacion es
limitada comparada con (Medicago L sativa). Para lo cual se elaboraron estudios
sobre los simbiontes que fijan nitrégeno encontrando bacterias genético diversas,
cinco géneros de la rhizobia sumados a 18 diversas especies caracterizadas para
los simbiontes de (Medicago sativa) que son;, meliloti de Sinorhizobium
geneticamente diversas en donde se sugiere que Medicago de Sinorhizobium
puede establecer simbiosis con el genero Medicago de manera que los
aprovechamientos genéticos son una herramienta indispensable para la
agricultura (Berkum, Beyene et al. 1998).

2.05.2. Control fisiolégico de la nodulacion y la funcion de los

reguladores de crecimiento

La demanda continua en términos de elevar la productividad de la legumbre, la
inoculacion presenta problemas relacionados con la inhabilidad de formar nédulos
en la raiz, asi como lograr establecerse en el suelo que ya esta ocupado por la
rhizobia nativa, asi como también debe de ser tolerante a varios ambientes y al
factor genético de la planta (Tas, Leinonen et al. 1995).

Un caso de inhibicion total de la nodulacién del frijol fue observada cuando el
inoculo de R.etli de FCN42/pcAcMla fue utilizado, se dio una simbiosis eficaz con
una cepa de FCN2012/pcAcMIia mientras que una inhibicién total de la induccién
del gen nodA fue observada en el exudado de la raiz del frijol en la cepa
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FCN42/pcAcMila donde el amonio en la cepa FCN2012/pcAcMlia mostré una
induccion optima del gen nodA para la produccion del factor nod y la nodulacion se
observo en R.etfi habiendo de por medio una regulaciéon de la expresion del gen
nod y de la nodulacién cuando el nitrégeno interno es acumulado por un GDH
funcional y que el NtrC esta implicado en tal regulaciéon. Una inestabilidad del
plasmido de la bacteria que abriga al gen gdhA fue observada durante la simbiosis
indicando una seleccion fuerte contra las células que contenian un plasmido
(Mendoza, Leija et al. 1995).

No todas la cepas de Rhizobium son capaces de producir una fijacion
simbidtica efectiva en todas las leguminosas ya que puede haber diferentes
habilidades para nodular cuando son inoculadas, entonces mientras mayor sea la
produccion de nodulos a través de esta simbiosis efectiva se hara un mayor uso
del nitrogeno atmosférico presente en el suelo (Sanchez and Urdaneta 1997).

2.05.3. Evitando los mecanismos de defensa de la planta.

El Phaseolus vulgaris L. es una fuente principal de proteinas en donde sus
cultivos varian debido a factores que entorpecen la nodulaciéon algunos son
controlables pero otros no, asi como también se involucran factores producidos
por la planta algunos de los factores extemos que son controlables son el pH, la
disponibilidad de alimentos, los mismos sistemas de cultivo, y entre los que no son
controlables se encuentran las temperaturas, la humedad etc. (Garet 1998). Otro
factor que inhibe la simbiosis se presenta cuando la disponibilidad o exceso de
nitrato o amonio existe en el suelo y no es necesario recurrir a la simbiosis (Bauer.
2001).

El etileno también juega diferentes roles contradictorios en la nodulacién ya
puede inicia la deformacion del pelo radicular, mientras que por otra parte puede
inhabilita la nodulacion. Un ejemplo es la incapacidad de un mutante
exopolisacarido de R.leguminosarum bv vicia en donde el ndédulo puede ser un
anfitrion a menos que el etileno este suprimiendo el desarrollo de la raiz en la

planta. En una mutacion del etileno en Medicago trunculata un porcentaje muy
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amplio de infeccion se produce en la corteza e inicia un nimero superior de
nodulos primordiales en el interior de la corteza de algunas plantas silvestres. La
acumulacion de reproducciones de 1-aminociclopropano (ACC) oxidante ( por lo
tanto una posible produccién de etileno) hacen que el ndédulo primordial,
predomine en los polos opuestos al proto-xilema en donde normalmente guiara a
la division de la célula del nddulo primordial que normalmente es negativo por la
produccion del etileno (Irving, Boukli et al. 2000).
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3.0. Materiales y Métodos

3.0.1. Sitios de muestreo.

Guadalupe victoria es una zona con un alto potencial en sembradios de frijol,
para lo cual fue dirigido nuestro estudio de donde se seleccionaron siete parcelas
experimentales tomando en cuenta que en esos sitios se estableciera el
monocultivo en la mayoria de ellos, que por lo general nunca su hubieran
fertilizado, cinco muestras se obtuvieron en donde las labores culturales se
efectuaban con tractor y dos empleando animales quedando de las siguiente
manera la distribucion: 1con tractor (Micaela Herrera Triana,), 2 con tractor (familia
Cumplido Méndez,), 3 con tractor (Manuel Cumplido Méndez, fertilizada un ciclo
anterior al establecimiento del cultivo), 4 con tractor (Isabel Amaya Hernandez ,), 5
con animales (Juan Garcia Ataide, ), 6 con animales (Antonio Castafieda) 7 con
tractor (propietario no registrado).

3.0.2. Analisis de suelos.

Se tomaron muestras de suelo a una profundidad de 30 cm de a las cuales se
les realizaron los analisis siguientes:

Determinacion de textura por el método del hidrébmetro de bojyoucos,
extraccion de Fe, Cu, Zn y Mn basado en el método de la solucion extractora de
acido dietilentriaminopentacético (DTPA), nitrégeno total por el método de kjeldahl,
determinacién de materia organica por el método de walkley y black modificado,
densidad aparente (parafina), capacidad de intercambio cationico (CIC), pH, C.E,
Ca, Mg y Na por el método del exiracto de pasta; de acuerdo con las normas y
especificaciones de los manuales de procedimientos de Laboratorio de suelos de
la UAAAN-Unidad Laguna.
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..... 3.01.0. Obtencion de muestras de plantas.

Una vez establecido el cultivo se regreso a cada uno de las parcelas para toma
10 plantas como muestra representativa en un transecto de 50 m de manera
perpendicular al surcado, tomando una planta cada 3 0 5 m al azar .

3.01.1. Peso fresco.

A cada una de los muestras se les estimo el peso en fresco a los dos dias de
la extraccion de las muestra, para que no perdieran la humedad se les conservo
en el refrigerador a una temperatura estable de 4°C.

3.01.2. Conteo de nédulos por planta.
Una vez obtenido el peso fresco se procedidé a contabilizar y a extraer los
nddulos de las plantas de cada tratamiento. Una vez extraidos los nédulos se

colocaron en un tubo de ensaye con un desecante cual el evita su degradacién y
conservar el nédulo en buen estado para posteriormente ser estudiados

3.01.3. Peso seco.

A cada una de las plantas se les coloco en una bolsa de papel canela con

orificios para posteriormente colocarse en una estufa a una temperatura estable
de 68 °C, por tres dias.

3.02.0. Ensayo en Invernadero.

Para evaluar la capacidad nodulante se prepararon tres inéculos de las
muestras de suelos obtenidas estableciendose un ensayo en el invemadero de las
instalaciones de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro Unidad Laguna
en las fechas comprendidas del 30 de noviembre del 2001 al de 19 de enero del
2002, empleando cinco variedades de frijol que normalmente son las que se
establecen en Guadalupe victoria Dgo, como, cultivos trampa, utilizando macetas,
de unicel de 4 L y arena, se sembraron cuatro semillas por maceta pero una vez
germinadas se seleccionaron las dos mejores plantas. Los tratamientos fueron:



T1 = corresponde al sitio de muestreo numero 6 (labor cultural efectuada con
Animales, monocultivo), 50 macetas.

T2 = corresponde al sitio de muestreo numero 2 (labor cultural efectuada con
Tractor, monocultivo), 50 macetas.

T3 = corresponde al sitio de muestreo numero 4 (labor cultural efectuada con
Tractor, se siembra frijol y maiz), 50 macetas .

TE = corresponde al testigo sin inocular,10 macetas.

3.02.1.Dilucién del suelo para la obtencién de inéculos.

Se prepararon dos matraces con 270 mililitros de agua destilada al 0.85% de
NaCl agregandoles 30 gramos de suelo a cada uno(para el tratamiento 1y 2 les
comrespondieron a las muestras de suelo 7 y 2) obteniendo una mezcla para
inocular 50 macetas cada una con diez repeticiones de cada variedad de semillas.
Dos dias después se prepar6 otro matraz con 250 mililitros de agua destilada al
0.85% al NaCl con 20 gramos de suelo para formar el tratamiento numero tres

(corresponde a la muestra experimental numero 4) para inocular otras 50 macetas.

3.02.2.Métodos de esterilizacion de las semillas y establecimiento
de macetas al azar en el invernadero.

Para el caso del tratamiento uno y dos para lograr la esterilizacion de la semilla
se trato con una solucién de cloro (NaCl)al 10% por espacio de tres minutos,
posteriormente con alcohol (CHsOH) al 70% por especio de tres minutos
sembrando directamente en la arena.

Para el tratamiento tres la semilla se trato con cloro al 1% y alcohol al 70%, por
el mismo espacio de tiempo pero se enjuag6é con agua destilada estéril, con este
mismo método fueron tratadas las semillas que se utilizarén como testigos.

La distribucién al azar de las macetas fue hecha en dos pequefios bloques, y
dado que siembra no realizo el mismo dia, no se inocuo al mismo tiempo, las
semillas fueron esterilizadas bajo dos tratamientos distintos por lo tanto se tomo la
decision de separarlo en dos quedando la distribucion de la siguiente manera:
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Tabla 3. Resultado de la muestra de la primera distribuido al azar de las
macetas en el invemnadero

T111 T121 |T131 |[T141 [T151 [T211 [T221 [T231 [T241 [T251 [TE11
TE12 T112 |T122 |T132 [T142 |T152 [T212 [T222 [T232 |T242 [T252
T253 |TE21 |T113 [T123 |[T133 [T143 [T153 |T213 [T223 [T233 |T243
T244 [T254 |TE22 |T114 [T124 [T134 |T144 [T153 |[T214 |T224 |T1234
T235 1T245 |T255 |TE31 |T115 [T125 [T135 |[T145 |T155 | 1215 |T1225
T226 T236 |T246 [T256 |TE52 |T116 |T126 |T136 |T146 |T156 |[T216
T217 | T227 |T237 |T247 |T257 |TE41 |T117 |T127 |T137 |T147 |T157
T158 [ T218 |[T228 [T238 |T248 |T258 |TE42 |T118 |T128 [T138 |T148
T149 [T159 [T219 [T229 [T239 |T249 |T259 [TES51 [T119 [T129 [T139
T1310/T1410|T1510/T2110|T2210{T2310|T2410|T2510|TE52 | T1110|T1210

T1= tratamiento 30/11/01 = fecha de siembra

TE = testigo sin inocular 03/12/01 = fecha de inoculacién
1,2,3,4,5 = numero de variedad
1 al 10 = numero de repeticion

Tabla 4. Resultado de la muestra de la segunda distribucidn al azar de las

_macetas en el invernadero

T311 T321 T331 T341 T351
T352 T312 T322 T332 T342 |
T343 T353 T313 T323 T333
T334 T344 T354 T314 T324
T325 T335 T345 T355 T315
T316 T326 T336 T346 T356
T357 T317 T327 T327 T347 |
T348 T358 T318 T328 T338 |
T339 T349 T359 T319 T329
T3210 T3310 T3410 T3510 T3110

05/12/01 = fecha de siembra
05/12/01 = fecha de inoculacion.

4.01.0. Conteo de nodulos por planta obtenidos del ensayo de

invernadero.

Las dos mejores plantas se seleccionaron y al brotar el primer trifolio de cada
planta fueron extraidas de las macetas para llevar acabo el conteo de nédulos por
plantas y determina que los testigos no estuvieran nodulados porque eran el
indicativo de que la arena no contenia ninguna cepa rhizobiana en este caso
especifico la bacteria del genero Rhizobium spp.
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4.01.1.0Obtencién de aislados de Rhizobium spp

Una vez obtenidos los nddulos procedentes del ensayo del invemadero se
procedio a determinar si el causante de ese nodulo en realidad era Rhizobium spp
para lo cualse procedié a esterilizar superficialmente al nédulo bajo el siguiente
tratamiento se lava con tween 20 al 2% por espacio de 1 minuto, pasado este
tiempo se someti6 otro minuto mas con alcohol al 70% y por ultimo se enjuagd con
agua destilada esteril. Una vez limpia la superficie del exterior del nodulo se
procedio a “tronar” el nddulo y sembrar en el medio de cultivo PY, se incubaron y
después se hicieron frotis bajo el método de tincién Gram. para la determinar si
efectivamente se trataba de Rhizobium spp bacilo Gram. negativo.

5.0. Resultados y Discusion

5.01. Analisis de suelo.

Los resultados muestran claramente baja capacidad nutricional de las parcelas
experimentales, como se muestra en el cuadro 5 que expresa varios resultados
como es; N total que oscila en un rango de muy bajo a medio, materia organica de
baja a media asi como los microelementos para el caso del cobre sus rangos
estan de 0.6 a 0.78, el hierro de 4.12 a 11.06, cinc de 2.36 a 2.76, y manganeso
de 6.1 a 11.36 partes por millon (ppm), contenidos muy pobres, el pH esta en los
rangos de 6.0 a 7.5 promedios adecuados para que la bacteria Rhizobuim puede
crecer satisfactoriamente.
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Tabla 5. Caracteristicas fisicoquimicas de los suelos analizados en la localidad de

Guadalupe Victoria Dgo.

Parcela Analisis
experimental |[C.I.C| N(%) | pH | C.E. | Materia (Ca Mg Na| Textura
m?/cm | Organica (ppm)
%
1 12.0 | 0.007 |{6.79]| 0.350 2.68 |[1.48|0.56|0.48 | Francoarenosa
2 6.0 | 0.049 [7.52| 0.666 267 |4.14|1.64|0.48|Franco arenosa
3 5.0 | 0.059 |7.37| 0.944 1.80 |6.59|4.02|0.90 |Franco arenosa
5 6.0 | 0.063 |6.67| 0.398 0.73 |1.48]0.82|0.76 | Franco arenosa
7 5.0 | 0.110 |7.16| 0.646 1.08 |4.10|1.14|0.76 | Franco arenosa
8 2.5 | 0.078 |7.28| 0.559 1.26 [3.54| 0.9 |0.56 | Franco arenosa
10 12.5 | 0.074 [6.00| 0.485 1.47 |2.44|1.54|0.90 | Franco arenosa

5.02. Peso fresco y seco

En cuanto a peso fresco y seco se refiere la parcela tres presento un mayor

contenido de materia vegetal en cuanto al promedio que se observa en la figura 6

en comparacion con la parcela | nimero diez, esto también se puede deber al tipo

de variedad que cultiva, sin duda, el contenido de follaje es importante en términos

de incorporacion de materia organica al suelo.

gramos/planta

peso fresco y seco

parcelas

H peso fresco
B peso seco

Figura 6. Resultados del peso fresco y seco de muestra de frijol tomadas

en la localidad de Guadalupe Victoria Durango en ciclo P-V 2001
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5.03. Nodulacion de plantas en campo.

En Guadalupe Victoria Durango, se ha observado el fendmeno de supresion de
nodulacion, fenomeno que se ha mantenido y persiste de acuerdo con los estudios
de los ultimos afnos. Al comparar siete sitios de cultivo en los que evaluaron si
existen diferencias significativas entre parcela que lleva acabo sus practicas
culturales tecnificadas (con el uso de maquinaria) y el empleo de animales (yunta),
se pudo observar en la figura 7 que no existen diferencia entre uno y otro
tratamiento de acuerdo con los analisis de varianza en donde el valor de mi F
calculada fue 2.08 y el valor de F.05 =2.25 y basandose en la regla que dicen que
si el valor de F calculada es menor que el valor de F.05, entonces no existe
diferencia significativa entre los tratamientos y se acepta la hipdtesis de que estos
son iguales, por lo tanto, la supresion de la nodulacion no se debe a la practica
cultural que se esta llevando acabo en estos sitios. Asi mismo se destaca que el
coeficiente de variacion fue alto (203.69%), indicando una alta variabilidad en el
campo, resultado que no es de sorprendernos, dado que en la naturaleza,
encontramos una variabilidad manifiesta.

. El Phaseoulus vulgaris L es una fuente importante de proteina en la dieta del
mexicano y por lo general sus cultivos varian en rendimiento, debido a las causa
climaticas como la sequia y la alta temperatura, las cuales influyen en la fijacion
simbidtica del nitrégeno, dado que la asimilacion y el rendimiento es negativo, en
donde del frijol solamente deriva un 30% de N: fijado (Popescu. 1998) los
parametros de nodulacion oscilan entre 120-140 bajo condiciones de invemadero,
mientras que en el campo van de 96 a 251 nddulos por planta (Vazquez Arroyo
1996). Para este estudio, el mayor nimero de nédulos obtenidos por planta fue de
50 nodulos que representa un valor aproximado de 52 a 20 % de nodulacién en
comparacioén con los valores ya establecido, las condiciones climaticas no fueron
desfavorables para que la supresién para que se provocara el fenémeno de la
supresion de nodulaciéon, ademas las temperaturas en el estado de Durango no
son un problema no son un problema significativo.

El pH del suelo y la disponibilidad de aguas controlan muchas de las
respuestas a la nodulacion. Altos niveles de fertilizacion puede inhibir
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completamente este proceso (Weiser, Grefton et al. 1985). Por nuestro resultados
y las condiciones de los cultivos, dichos fendmenos no se presentan y sin
embargo, la nodulacién se observa con un bajo nimero de nédulos.

Los nodulos en las raices implica la expresion diferenciada de una serie de
genes del nddulo que son especificos a las plantas y lograr asi la fijacion de
nitrogeno (Ceccatto., Gomes. et al. 1988), la bacteria Rhizobium en relacién con
la interaccién de la raiz de la leguminosa, conduce al desarrollo de la actividad
simbidtica de fijar nitrégeno en la raiz del frijol (Phaseolus vulgaris) sin embargo,
en contraste con otras leguminosas el frijol es considerado como un pobre fijador
de nitrdgeno y el proceso de nodulacion es relativamente lento en cultivares de
frijol con un ciclo corto de crecimiento y por lo tanto la fijacion bioldgica de
nitrdgeno no contribuye significativamente a la nutricién de la planta (Burdman.,
Volpin. et al. 1996), quizas este fendmeno sea una de las causas de los niveles
pobres de nitrégeno en el suelo, ya que sino es capaz de contribuir el Rhizobium
con los contenidos nutricionales de la planta, los contenidos de nitrégeno en el
suelo no se mejor (Bauer. 2001). Por resultados de los analisis de suelo, su puede
constatar que el nitrogeno es pobre para lo cual las condiciones son adecuadas
para que la bacteria pudiera efectuar sus interaccioén con la planta.

Muchos factores externos pueden afectar la eficacia de la fijacion de nitrogeno
algunos de ellos son controlables es decir el pH, la disponibilidad de nutrimentos,
los sistemas de cultivo etc., y otros como son la T°, la humedad etc., (Garet 1998),
los factores tienen gran participacion en la supresién de nodulacién ya que el
nitrégeno fijado por el frijol sera utilizado para una cosecha posterior por lo tanto
el monocultivo posee una serie de inconvenientes en cuanto a la diversificacion
de condiciones del suelo y empobrecimiento de los mismos para la ineficiente
participacion de la fijacién simbidtica de nitrégeno.
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B Nédulos

Nodulos/Planta

Parcelas

Figura 7. Promedio de nodulacién por planta de ocho parcelas estudiadas en el
ciclo P-V 2001

5.04. Nodulacion del ensayo en invernadero.

Bajo condiciones de invernadero se establecié un ensayo experimental, con el
propésito de evaluar la nodulacion de cinco cultivares de frijol y conocer si la
nodulacion respondia de manera diferente en presencia de dichas variedades ya
que como sefalan diversos autores que en el proceso de Fijacién Biolégica de
Nitrégeno en las leguminosas depende de la compatibilidad y la eficacia de ambas
partes simbidticos y son los que marcan la diferencia en los resultados entre una
de una leguminosa abundante en proteinas y una prospera cosecha (Garet 1998).
La nodulacion es un fendmeno comuin entre los miembros de las leguminosas; sin
embargo, este evento no se lleva acabo en todos los miembros de la familia,
demostrandose que la nodulacion y la fijacién de nitrégeno es un factor frecuente,
pero no obligatorio (Obaton. M. 1983). Sin embargo el frijol comin (P. Vulgaris L.)
es muy promiscuo para nodular a tal modo que se observa en los resultados

reportados por Perret, Staehelin et al. (2000).




Por los resultados obtenidos, la nodulacién no presento diferencias
significativas estadisticas entre los tratamientos (variedad y tipo de suelo), (véase
analisis de varianza en el apéndice), en donde persiste una marcada supresion de
la nodulacion en Phaseolus vulgaris L., resultados que se comparan con
resultados reportados por Vazquez Arroyo (1996) bajo condiciones de invernadero
(120-410 nddulos/planta).

Los resultados encontrados nos conducen a suponer que la incapacidad para
nodular se debe a que las cepas de Rhizobium etli que existen en el suelo; se ha
perdido el plasmido sym y como se demuestra por los resultados reportados por
Segobia, Pifiero et al.(1991), quienes trabajaron con cepas no simbidticas y que al
incorporarse a estas el plasmido, forman colonias que son indistinguibles a las que
no tienen en plasmido. Esto se puede constatar por los resultados del invemadero,
donde las condiciones ambientales adversas se controlaron, principalmente lo que
es humedad y temperatura

La demanda continua en términos de elevar la productividad de la legumbre, la
nodulacién presenta problemas relacionados con la incapacidad de formar nédulos
en la raiz, debe ser tolerante a varios ambientes y al factor genético de la planta.
(Tas., Leinonen. et al. 1995) por lo que se deduce de nuestros resultados, el frijol
posee una baja capacidad para formar nédulos ya que las variedades evaluadas
no presentaron diferencias significativas, por lo tanto importancia de una buena
eleccion de tipo (variedad) la legumbres sera en el futuro, un primer indicador que

se debera de evaluar, para asegurar la simbiosis frijol-Rhizobium.
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Figura 8. Comportamiento de nodulacion de los tres tratamientos en el

Invernadero

El comportamiento de supresién de la nodulacién bajo condiciones de
invernadero, indico que no existe una diferencia significativa entre tratamientos y
las variedades de frijol utilizadas, dicho fenémeno pudiera atribuirse a los
condiciones ambientales que prevalecieron, en periodo en que duro el
experimento ( Dic-2001, Ene-2002) donde los registros de temperaturas fueron
muy inestable y pudieron producir efectos negativos en la nodulacién, como se
muestra en cuadro seis de temperaturas minimas y maximas que prevalecieron en
esos meses datos obtenidos del Observatorio Meteorologico y Estacion de Radio y
Sondeo Torredn de la Comisiéon Nacional del Agua.

Sera importante que para posteriores experimentos en esta area, se descarte
que la supresion de nodulacion no fue debida a los efectos de las temperaturas, ya
que en estudios similares, las plantas de frijol de la regidon lagunera no nodulan
bajo condiciones de campo, pero en ensayos de invernadero se demostro una
nodulacion significativa al inocularse con cepas de Rhizobium etli y Rhizobium
tropici (Escaobar-Arreola 1992) y (Hernandez-Mijarez 1992).
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Tabla 6. Temperatura minimas y maxima de Dic-01-Ene-02

Diciembre 2001 Enero 2002
Dia| Maximas Minimas Maximas Minimas
1 23.5 8.3 226 50
2 240 11.8 3.5 3.0
3 28.0 10.0 17.7 1.5
4 29.0 14.0 26.5 0.5
5 27.6 13.2 17.5 7.5
6 26.0 14 .4 20.0 0.4
7 26.4 13.8 21.0 2.0
8 21.0 7.2 232 3.0
9 9.6 6.0 273 3.5
10 17.0 7.9 22.9 9.0
11 21.0 13.2 18.8 8.6
12 21.0 17.0 14.5 8.7
13 17.0 10.6 20.0 7.9
14 18.2 3.0 226 4.2
15 27.8 11.0 27.0 6.0
16 276 14.5 26.5 8.5
17 17.5 8.2 28.5 9.0
18 22.0 4.5 32.0 8.6
19 20.8 9.0 29.0 11.0
20 235 7.0 33.0 10.7
21 28.5 8.0 294 1.2
22 26.0 9.4 30.0 10.8
23 21.8 10.8 31.0 19.0
24 240 7.0 30.0 12.0
25 14.3 4.4 17.5 6.4
26 16.6 0.5 225 10.2
27 23.4 1.0 29.0 8.0
28 2810 a0 31.6 11.0
29 250 4.3 35.0 12.0
30 245 4.8 325 16.1
31 236 8.0 30.0 13.8

Finalmente, de acuerdo con los resultados encontrados, abre la posibilidad de
estudios posteriores enfocados a considerar la presencia de poblaciones no
nodulantes, asi como el comprobar, las que se han considerado como de amplio
rango de hospederos, como seria R. tropici (Moawad., Badr. et al. 1998), si tiene
la capacidad para nodular los genotipos regionales de Guadalupe Victoria. Asi
mismo, se tendrd que trabajar para probar nuevas variedades potenciales para
incrementar la produccién de frijol, pero considerando la rotacion de cultivos.
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6.0. Conclusiones.

1. Las comparaciones efectuadas entre las parcelas implicadas en el estudio
nos permiten tener una visidn de que el proceso de labores culturales
levado a cabo en la region de Guadalupe Victoria Dgo., no esta
provocando la inhibicion de la nodulacion

2. El rango de hospederos de la planta es el responsable de inducir al juego
de sefales implicados en factor de nodulacién por lo tanto una buena
eleccion de la legumbre se traduce en una mayor nodulacion ya que el frijol
posee un bajo potencial de nodulacion.

3. Los factores externos también pueden estar implicados en la supresion de

nodulacién como lo son la sequia, un mal manejo de los cultivos y el
empobrecimiento del suelo.

4. El proceso de nodulacién se puede ver interrumpido por varios factores
pero en este estudio no se pudo constatar que la baja capacidad de
nodulacién se deba a un solo factor ya que en este proceso incurren varios

aspectos que pueden estar suprimiendo la nodulacion en esta zona.
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7.0. Recomendaciones.

Sin duda las principales fuentes en las que se debe tomar accién son los
factores externos que se pueden controlar.

Los sistemas de agricultura sustentable es una buena opcién para regular los
bajos contenidos nutricionales de estos sitios experimentales para lo cual se
deben implementar rotaciones efectivas de cultivos ya sean entre los cultivos
plantados de un ano a otro como medio de conservacion del suelo. Es necesaria
para evitar el empobrecimiento del suelo que produce el monocultivo. Existen
algunas normas basicas para realizarla, como es la tuma de cereales con
leguminosas y plantas de raices superficiales con plantas de raices profundas;
también es importante que los cultivos de un afio requieran nutrientes diferentes
que los del anterior. La rotacion evita la persistencia de los parasitos asociados a
una determinada especie vegetal ya que en estas zonas las condiciones son de
temporal por lo tanto no existe una adicidon de nutriente como pueden ser
compostas para lo cual es de suma importancia la nodulacién para fijar nitrégeno
al suelo. |

Los sistemas de agricultura tradicionales son muy utilizados en los paises
subdesarrollados y en vias de desarrollo, en gran medida debido a problemas
econdmicos y a la falta de productos quimicos. No obstante, cada vez son mas
ampliamente aceptados en los paises desarrollados como reaccion a los sistemas
de explotacidn intensiva o industrial.
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9.0. Apéndice.

Tabla. 7. Andlisis de varianza de las muestras de campo con un disefio

Completamente al azar.

F.v G.L S.C C.M F P>F
Tratamientos 6 7,444 .62 1,240.77 2.09 0.06
Error 62 36,739.92 992.57
Total 68 44,184.54
C:V=69.92%

Tabla. 8 Analisis de varianza de las muestras del ensayo del invermnadero con un
disefio Bifactorial Completamente al azar

F.v G.L S.C C.m F P>F
Factor A 2 65.43 32 0.45 0.64
Factor B 4 1,301.30 325.32 4.48 0.00 |

Interaccion 8 660.29 82.53 1.13 0.34
Error 135 9,787.09 72.49
Total 149 11,814.13
C:V= 203.69%
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