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I.- INTROQODUCCIOCN

Considerando que el valor a-ricola del suvuelo depende en —-
gran parte del contenido de nutrientes, asi como las condicie
nes fisieess en que se encuentra el suelo; un aspecto nue revis
te interés desde el punto de vista para el desarrollo de vege-—
tales, es el proceso de autofertilizacidn natural del suelo me
diante la fijacibén de nitrbdgeno atmosférico por las hacterias
radicicolas o rizobios, en simbiosis con las leguminosas.

Egsta situnacién presenta especiel interés cn los suelos de
zonag Aridas, en virtnd de gque los contenidos de este elemento
presentan niveles pobres y muy pobres, como consecuencia de la
reducida actividad bidtica en el suelo, dando como resultado
una disminucidén de los materiales orgénicos y por consiguiente
los constituyentes de la materia orgénica como nitrbégeno y car
bono se presentan en proporcidn muy reducida,

En el presente trabajo se estudia el proceso de fijacién -
de nitrdégeno atmosférico en suelos cultivados con frijol de sg
ya (Glicine max L. Merrill) y alfalfa (Medicego sativa L.), 1o
calizados en los Ejidos de Pozos y La Pila pertenecientes al -
municipio de la capital del Estado de San Luis Potosi.

Se trabajé con suelos superficiales y subsuelo asi como -
con semillas inoculadés con las bacterias mencionadas, &sto -
con el objeto de establecer antecedentes de tipo cuantitative
acerca de los incorporamientos de nitrogeno en el suelo por es

te proceso, los principales objetivos de esta investigacion -
estfn encauzados de tal manera a determinar cuando menos en -
parte los nlveles de fertilidad antes y después de los trata--
mientos, y por otra parte establecer 1las condiciones fisicas
Y quimicas actuales de,gstos suelos agricolas para probar el



grado de productividad, que es tan immortante conocer a ni-
vel narcelario en los terrenos de cultive de riego de nues--

tras zonas semifridas.



IT.- REVI~ION 3I3I JOGRLFICA

Los antecedentes bibliograficos que a continuscién se men
cionan y su relacién con la simbiosis rizobio - leguminosa,
sirven de referencia pera la uhicacibén de los objetivos del -
presente estudio. Estos trebajos consultedos incluyen aspectos
complementarios que se relacionan con: Suelos, Microbiologia
Agricola y Vegetacibn.

Las plantas necesitan nutrientes en cantided suficiente y
equilibrio adecuado para su crecimiento y desarrollo normal.
(7) '

Del aire y del agua, las plantas toman el carbono, oxigeno
e hidrégeno. El carbono lo abhsorben principalmente por medio
de las hojas en forma de biéxido de. carbono, y en pequeiias can
tidades de bicarbonato por las reices. La mitad del peso seco
de la planta es carbono, que forma parte esencial de los carhg
hidratos (azficares almidones y celulosa) y se ermplea en la ela
boracién de proteinas, grasas y otros compuestos orglnicos.

Del 70 - 90 % del peso de la planta antes de secarse es agua,
el 90 % de este peso es oxigeno, el cual a menudo representa
el 40 % o mhAs del peso seco de la planta. El oxigeno desenpeia
un papel 1mnortante en la composicidén de los carboh1dratos,
protefinas o grasas; .es necesario en Iosrprocesos vitales de la
planta para producir energia; y su presencia en las raices es
indispensable para ayudar a la absorcién de nutrientes.-.

-

>

Las plantas toman del éueld, relativemente grandes cantida
des de nitrégeno, f6sforo, potasio, azufre, calcio y magnesio.
Ciertos cultivos absorben grandes cantidades de sodio.

L
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¥1 nitrégeno que constituye del 2 al 4 % del neso seco
de la planta, es esencial pera la formacién de nuevas célu-
las y es una parte hésica de las protefnas y la clorofila.

Indirectamente las plantas también reciben nitrégeno del ai
. re mediante ciertos microorganismos, los mhs importantes de
los cuales crecen en las raices de las legupinosas.

También se mencionas que el &xito de la produccidn de -
cosechas depende en gran parte de la adicibén de nutrientes
-requeridos por la planta, que puede efectuarse de la siguien
te forma:

1.- Uso de fertilizantes comerciales, que comprende los
fertilizantes inorgénicos y orgénicos.

2.-~ Estiércol, residuos vegetales, desperdicios de ori-

. gen animal y excrementos humanos.

3. - Abonos verdes, que son plantas que se incorporan al
8!1810. ’ ’

Los nutrientes deben encontrarse disponibles en el suelo
en forma asimilable para ser ahsorbidos por éstas en un 50%
del requerimiento total durante el comienzo; y el resto a la
mitad del ciclo de crecimiento haste que la planta alcanza
su madurez fisiolodgica.

La materia orgénica del suelo es una fuente de nutrientes
para las plantas. Anorts alimentos para los microorganismos
del suelo y en el curso de su descomposicién ayuda a transfor
mar en solubles los compuestos minerales de la tierra y mejo
ra las propiedades fisicas de los suelos,

La incorvoracidn del nitrbégeno al suelo puede llevarse a
cabo por: Descargas eléctricas atmosféricas, fertilizantes y
por fijaciém biolégics de nitrigero atmosférico por medio de



los microorgenismos que llevan vida libre, y de los micro-
organismos que en simhiosis cor la planta toman de. ella su
alimentacidén hidrocarhonada, a camhio de los compuestos ni
trogenados que rroducen.

CLASIFIZACTIUN TAXCNCMICi. (10)

REINO VG ITAL

TIFG I F 2OTOFITAS

CL.SE - SQUIZOMICETUS O BACTERIAS
ORDEN FUSBACTERIALE :
FAMILIA RIZOBIACIAS

GENTRO R1I.0BIUM

ESPECIE R. japonicum ¥y ’

R. meliloti.

DESCRIFCION. GENERAL.

Género Rhizohium.- Son microorganismos aerobios estrictos
que producen nédulos en las raices de las leguminosas, es-
tahleciendo una relacibén de simbiosis con la planta hunésned

Son becilos Gram negativos de dimensiones 0.5 - 0.9 u de an
cho por 1.2 - 3.0 u de largo, generalmente moviles cuando ’
son jévenes teniendo flagelos peritricos y pasando a la for
ma bacteroide durante la simbiosis en los nbdulos, o en me-
dios artificiales que contengan alcaloides o glucésidos, y
en extrema scidez.

No forman esroras y las células viejas no se tiiien, tienen
granos altamente refractiles de butireto polimérico B hi--
droxi; los cusles dan una arariencia de handas de citorlas
ma tenidas.



Son hetevrdtrofes, su temrnerature Sptima e desarrollo es de
259 € - 302 C,

Crecen bien en medios que contengan aguas de levadura, manitol
extractos de plantas, malta y otros materiales.

El pH 6ptimo de crecimiento es de 5.5+ 7.0, dependiendo de la
naturaleza de la planta.

No licdan la gelatina o 1o hacen muy ligeramente, no utilizan
nitritos y reducen ligeramente los nitratos; utilizan el ni-
trdégeno en simbiosis con la planta leguminosa huésped.

CARACTERISTICAS DE 1A COlLONIA.

1os aislamientos de Rhizobhium que se ohtienmen de los nddu

los, son de acuerdo a su crecimiento en medios liquidos o sél1i
dos,

FORMA:-por Jo general son colonias discretas, redqndas, en
forme de cipula o a menudo cénicas en la superficie del agar,

COLOR Y TEXTURA:; Las colonias pueden ser blancas, opacas
o lechosas, hasta translficidas, pero pueden desarrollar cen-
tros ohscuros y mArgenes riheteados.

TASA DB CR=CIMIENTG: Se requieren dias pars que la colo-
nia llegue al méximo de su tamaiio sobre e] agar de crecimien
to, o en medio lfquido el tiemno varia de acuerdo a la tempe
ratura de incubacién Optima.

TAMANC: Cuando estén hien sepearadas en el agar, el tama-
no de las colonias pueden variar entre 1 mm para las de cre-
cimiento lento ¥ de 4 — 5 mm parsa las de crecimiento répido.
Algunes pueden llegar a confluir. (3)



EL 1 ROZES0 DT INFOCCION DE LAS LEGUMINOSAS POR CL RIT-03TUM.
(8) |

La infeccién en les raices de las leguminosas ocurre por
los pelillos radicales. Antes de que el proceso infectivo -
6curra, dehe haber colonizacién de la rizosfera por el rizohio
el crecimiento del microorganismo es estimulads por secrecio-
nes de la raiz.

Al mismo tiempo de la colonizacién de la raiz por el riﬁg
hio se presenta el fendmeno de la adsorcidn del rizobio a las
raices. En este fendmeno estén involucradas las lectinas que
se encuentran sobre la superficie de las rajces adventicias y
que son nroteinas o glicoproteines que tienen la capacidad de
unirse a cierteos azdcares en una forma muy especifica, segin
Dazzo, esta lectina seria bivalente y formarfia un puente entre
dos antigenos comunes ahsorbiendo la bacteria a la superficie
de la raiz. ‘

A medida que el rizobio crece en la rizosfera prdduce -
substancias que deforman los pelos radicales; existiendo va-
rias categorias. de deformacidn segin los estudios de Yao y Vin
cent en 1976, ¥ que son las siguientes,

1,- Deformacidn moderada que puede ser causada por rizg
bios heterdlogos. ' ’

2.,- La ramificacién de los pelos radicales producida por
un ﬁolipéptido pequefio, este tipo es méAs especifico que el --
primero, pero se observa en comhinsciones no homdlogas.

3.~ La deformacidn extrema consistente en el torcimiento
de 180 grados de la punta del pelo radical y se observa en

=



combinaciones homdlogas Rhizobium = leruminosa, y que es pro-
ducida por un factor unido a 12 suverficie de la bacteria.

El siguiente paso de la infeccidn es la formacidn del hi
lo infectivo; se ha demostrado la sintesis de &cido indol -
acético (JAA) por el rizobio segin (Kefford,et al, 1960) aun-
que el TaA puede tener un papel menor en el encurvamiento de
los pelos de la rafiz, se ha demostrado que estimula el creci-
miento del filamento de infeccién. En 1956 Nutman sugirid la
hipétesis de que la infeccién ocurre por invaesinacidén de la -
pared celular del pelo radical.

Estudios de Fahareus y Ljunggren en 1959 sugirieron que
la infeccibén se iniciaba por la produccidén de la enzima vege-
. tal poligalacturonasa, en presencia de un determinado polisa-
cérido producide mor los rizobios, con el consecuente ahlanda
miento de la pared celular y formacibn del hilo infectivo. En
trabajos recientes se han obtenido resultados positivos arovan
do la teoria de Fahraeus sobre la induccidn esnecifica de la
produccién de voligalacturonasas (Palomares, 1975; Olivares et
al, 1977; Verma et al, en preparacidn)

Recientemente Hubbell et al, 1978 demostraron que el rizo
bio creciendo en forma libre es capaz de producir enzimas pec-—
toliticas. Algunes trabajos de microscopfa electrdénica indi--
can que hay cierta destruccidn de la vared celular vegetal cer
cana a las bacterias invasoras. Ademés en el caso de la infec
cién de mani estvdiadas por Chandler en 1978, el rizobio pene-
tra la raiz intercelularmente y algo adentro de la corteza ra-—
dical es cuando viene a introducirse a l«s célulsas. Se ha suge
rido que no solo se prodnucen pectinasas durante el nroceso de
infeccidén sino también celulasas v hemicelulasas. Tambhién se
ha demostrado que el rizobio nroduce celulasas ¥y otra enzima -
que no ha sido carzcterizada pero se sospecha de una hemicelu-
lasa (Martinez Molina et al, en publicacidn)



DESARROLLO NODULAR SIGUIENTE A LA INFECCICN DE RAICES
NE LAS LEGUMINOSAS

Siguiendo 12 penetracidédn del rizobio en el vpelo de la raiz
un filamento de infeccidén crece en el interior de la célula -~
(Fahraeus, 1957), mientras el filamento gienetra en el pelo de -
la raiz el rizobio continda dividiéndose; el material en el que
la bacteria est& embebida en el filamento, es de una densidad -
uniforme,sin estructura visible y puede estar compuesto de muci
lago bacterial, ¥1 filamento infectivo se aproxima a las célu-
las de la corteza radical, mientras ciertas células corticales
se dividen, probablemente inducidas por productos secretados -
por el avance del filamento de infecciédn.

El filamento de infeccidén pasa a través de las células cor
ticales hasta que penetra a la corteza interior; las bacterias
son cedidas en las células corticales y cada rizobio se encierra
en una porcidén del plasmalemma (membrana peribacteroide). En al
gunas leguminosas se encuentran varios bacteroides en esta mem-
brana, probablemente resultado de varias divisiones de células
rizobiales antes de la diferenciacibén a bacteroides, (Kidby, -
Goodchild, 1965).

Al mismo tiempo que el filamento cede los rizobios, la cé-
lula huésped invadida y también varias capas de células vecinas
no invadidas sufren una ripida divisién celular y la disemina--
cién del rizobio se ve facilitada por esta divisidn mitética.
Este incremento celular proliferativo en_células infectadas'y -
adyacentes da por resultado la formacién de los nddulos caracte
risticos.

El nédulo puede dividirse en cuatro zonas distintas:

l.- La corteza nodular, compuesta de células parenquimato-~
sas indiferenciadas no infectadas,

2.- Regidn meristemitica que constituye el punto creciente
del ndédulo y del que se originan los tejidos especializados del
ndédulo.



3.~ Sistema vasculsar, que funciona como transporte de nu
trientes de la planta al nédulo y regresar substencias nitro-
genadas del rizobio a la planta huésped. Este tejido vascu
lar se continBia con el de la planta y contiene los componentes
encontrados normalmente en un sistema vascular radical.

4.- La porcidn central del nédulo que es la zona bacte-
roidal y el sitio de la fijacién de nitrdégeno, estl compuesta
de células infectadas en las que los rizobios sufren la trans
formacién a bacteroides que es el estado de madur:acidén de las

bacterias y crecen hasta cuarenta veces su tanafio.

Los cambios bioquimicos que ocurren en la transformacion
de rizobhios a bacteroides incluyen:

Sintesis de la enzima Nitrogenasa (Bergersen y Turner, -
1967). '

Formacién de nuevos pigmentos citocrdmicos y oxidasas -
(Appleby, 1969; a,b).

- Cambios en la planta que incluye la sintesis de Leghemo-

globina y enzimas para la asimilacién de amonio.

LEGHEMOGLOBINA

La leghemoglobina es un pigmento rojo de los ndédulos de
raices de las leguminosas, identificada como una hemoproteina
capaz de tomar y ceder oxigeno molecular. Existe una amplia
relacidn entre la fijacidén de Nitrégeno y presencia de leghe-
moglobina,

La proteina leghemoglobina mantiene un.alto flujo de oxi
geno a los bacteroides suficiente para la reaccidn oxidativa,
Pero no en exceso para inactiver la nitroemenasa. El1 grupo hem
es sintetizado por los bacteroides (Cutting y Schulm;n, 1972).
Segiin (Verma y Bal, 1976) localizando la proteina por medio -
de métodos inmunocitoquimicos, demostrsron que el sitio de 1la
sintesis de Apo-leghemoslobina es en polisomas libres en el ci
toplasma vegetal del huésred. (Coventry y Dilworth, 1976) tam

- 10 -



hién demestrsron que la s&no-lechemoglobina e¢s sintetizada en
rihosomas vegetales. Asi mismo estudios recientes de Verma y
Bal, en 1976 cocluyeron que la - leghemoglobina estf& localiza
da en la parte vegetal del nddulo, y no en el saco entre el
hacteroide y la membrana bacteroideal.

NITROGIENASA. (15)

Todos los organismos que fijan nitrdégeno contienen una
enzima que no veria su estructura de una especie a otra. Es
ta enzima es la nitrogenasa, que consta de dos proteinss -
llemadas Comnonente I y II.

Componente I.~ Su peso molecular es de 220 000, contie
ne 24 Atomos de hierro y dos Atomos de molibdeno, esté forma
do de cuatro subunidades, que son cada una de elles una cade
ne de eminoécidos.

Comronente II.- Tiene un peso molecular de 53 000, con-
siste en dos subunidades proteicas que incluyen cuatro &tomos
de hierro.

La funcién de los dos Atomos de molibdeno em la nitroge
nasa, parece ser el sitio activo de la enzima. El molibdeno
est& unido & un pequefio cofactor que contiene algo de los &a-
tomos de hierro asociados con el componentel,

El primer paso en la fijacién de nitrégeno, es la redugc
cién del componente II de la enzima, mediante otra enzima ex
-terna que es portadora de electrcnes, (las ferrodoxinas y fla
vodoxinas son los dnicos transportadores de electrones capa-
ces de transferirlos a la nitrogenasa.

El componente II reducido reasccionaréd con el ATP y des-
pués reduce al domponente I. Este componente reduce al ni--
trégeno molecular para dar finalmente amoniaco. No se han -~
descubierto substancias intermedias entre el nitrégeno y el
amoniaco, y tal parece que debhen permanecer unidos a la ni--
trogenasa

- 11 -



ASIMILACION Y DESTINO DE LOS PRODUCTOS DE FIJACION.

El amonfiaco que producen las bacterias se combina con los
conpuestos de carbono que forma la planta por fotosintesis, -
forméndose aminoAcidos que se incorporan a las proteinas vegeta
les,

La primer etapa en la asimilacidén de amonio es la sintesis
de glutamina por medio de la glutamino sintetasa vegetal.

AMONIO + GLUTAMATO + A T p  GLUTAMINO GLUTAMINA + ADP + Pi
CH, ci,
?ﬂa e,
CH - N, CH-NH,
co.o- COQO-

. Enseguida de la incorporacién de amonio en glutamina, en la
fraccién nodular, esta glutamina es desaminada en presencia de

alfa-ceto glutarato, y por medio de la enzima glutamato sinteta-
sa con la resultante formacién de glutamato.

GLUTAMINA + CETOGLUTARATO + NADPHY(Napr') Glutamato o & ypamaTo

Sintetasa
CO ~ NH, C0.0" | C0.0"
! ] |
C
?Hz ?Hz ' |q2
CHy (fﬂz CH,
CEH - an ?20 (:,H - NH2 |
Co. OH cC0.0"~ C0.0"
+NADP NAD

- 12 -



Parece probable que la Asparagina, que es el mayor pro-
ducto exportado de los bacteroides del nédulo hacia las hojas
de las leguminosas, pueda ser sintetizada por la fraccién ve-
getal del nédule, por una glutamina dependiente de la aspara-—
gina sintetasa (Rognes, 1970; Streeter, 1970; 1973).

1-ASPARTATO + 1~-GLUTAMINA + aTp ASPARAGINA , 1-ASPARAGINA +

SINTETASA
Co.0 |
éH ?o - N32 go.OH
5 CH CH - NH
I ;2 ce T T2
CH
CH-NE, CH, CH,
C0.0" éH-NH :
| 5 - CO.NH,,
CO . OH

+ 1-GLUTAMATO + AMP +PPi
F0.0-
e
e
?H-Nﬂa
C0.0”



INFLUENCIA DEL MIEDIO #N L3 FIJACICN DT NITROGENO

La cantidad de nitrdgeno atmosférico fijado ror las legu
minosas varia de acuerdo al tipo de las mismas (Erdman,1953)
y con el de la cepa bscteriana en simbiosis.

De acuerdo con los estudios de Nutman, 1946 - 1956, Wilson
1939, Hughtrk, 1948; el namero de nbédulos formados, la presen-
cia o ausencia de los mismos, la velocidad con la cual aparecen
y los factores que influven sobre la efectividad y el desarro-
110 de los nddulos son regulados genéticamente por la nlanta.

Los factores del medio ambiente gue modifican la fijacidn
de nitrbdgeno son: fisicos, nutricionales y bioldgicos.

FACTORES FISICOS3

Aire.- El1 libre acceso de aire tiene efecto benéfico so--
bre la reproduccidn de las bacterias, una buena estructura del
suelo es favorable para el establecimiento del rizobio. Cuando
existe carencia de oxigeno no hay formacidén de leghemoglobina.

(Engle y Munding, 1954) encontraron un pobre crecimiento
de leguminosas y un bajo contenido de leghemoglobina en los nd
dulos cuando los suelos eram de textura fina.

Humedad del suelo.- El rizobio es muy sensible a la sequia
8610 unas cuantas logran sobrevivir cuando la mezcla de suelo
contiene aire seco. Un exceso de agua puede limitar la airea-
cién, la mezcla més favorable depende del tino de suelo.

Luz.~ Es necesario que exists un éptimo en 12 intensidad
de luz para tener una ~lxima nodulacidn y nor lo tanto, fija--—
cidén de nitréceno (Fred y Wilson, 1934) (Fred y colaboradores,
1938, Bayus 1936, 1939).

Un exceso de luz induce una formacidn excesiva de carbohi
dratos que trae como consecuencia una disminucidén en la fija--—
cidén de nitrdgeno.

Temperatura.— Fred vy colaboradores notaron que el rizobio
€S resistente a ﬁ?jas temperaturas pero muy sensibles a las al
trs.

= A =



Reaccidn del suelo.- Es de grsn imnortancia, pues no solo
afecta el desarrollo de los rizobios y la produccidén de nddulos
sino también el crecimiento y la captacidén de nitrdégeno por las
plantas.

Los suelos Acidos generalmente causan deficiencias de ele-
mentos basicos «como calcio, magnesio, vpotasio y frecuentemente
fosforo y nitrégeno.

Pueden originar liberacidn de elementos tdxicos como alumi
nio y manganeso, y aumentar la concentracidén de iones hidrdigeno.

FACTORES NUTRICIONALES

Nitrégeno.— Existe un efecto depresor de los compuestos
de nitrbégeno sobre la produccidén, tamafio y funcidén de los nddu—
los y varia también dependiendo del tipo de vegetal, Posible--
mente este efecto sea debido a una baja relacidén de carbohidra-
tos ~ nitréogeno en la planta, como consecuencia de que ésta no
suministra suficiente cantidad de carbohidratos a la raiz (All&
son y Ludwing, 1935; Kamata, 1957; Wilson, 1935).

En contraste con lo antes mencionado, se ha encontrado que
a veces se favorece la infeccidn agregando pequeiias cantidadcs
de nitrdgenoc combinado (Diener, 1950; Ludwing y Allison, 1935).

Potasio.- Robert y Okon, 1942 encontraron que no habia es-
timulacidén en la fijacidén de nitrdgeno por el fésforo si no exis
tia en el suelo adecunada cantidad de potasio. El niimero de nddu
los aumenta por accidén del potasio.

Fésforo.- La leguminosa requiere un alto contenido de fés-
foro debido a que este elemento es un constituyente de las pro-
teirias. La densidad de los nddulos existentes en la raiz es --—
fuertemente estimulada por el fdésforo asi como el tamafio de los
mismos. Estimula el desarrollo de las rafices y aumenta la fija-
cidén de nitrégeno. -

Calcio.~ Este elemento tiene influencia en la reaccidén -
pues las leguminosas no nodulan bien en suelos Aacidos, de ahi -
su importancia en el desarrollo de la nlanta y supervivencia de
los rizobios.
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Magnesio.- Estimula la produccidén de nddulos.

Hierro.~ El efecto mis caracteristico de su deficiencia lo
constituve la clorosis.

Azufre.- Es un constituyente de las proteinas. Los efectos
que causa su deficiencia son similares a los producidos por de-
ficiencia de nitrégeno.

Manganeso.- Cuando se encuentra en altas concentraciones -
en forma soluble (suelos Acidos), este elemento se vuelve toéxi-
co para las leguminosas,

Boro.- Es necesario para el buen desarrollo de las plantas
y en forma especifica para las raices. Cuando existe deficien--
cia de boro el tejido vascular de los ndédulos se desarrolla en
forma anormal afectando el aspecto bacteroide; otro efecto es -
acumulacidén anormal de carbohidratos en las plantas.

Cobre.- La planta necesita pequenas cantidades para su de-
sarrollo y cuando existe deficiencia, el metabolismo de carbohi
dratos se altera. Erkoma ha demostrado que cuando hay deficien-
cia de cobre se forma una menor cantidad de leghemoglobina, asi
como una pobre sintesis de proteinas.

Zinc.- Los requerimientos de zinc difieren con los diversos
tipos de leguminosas.

Molibdeno.~ Este elemento posee doble funcidn, en peguefias
cantidades se requiere par reduccidén de nitratos a amoniaco ¥
relativamente en grandes cantidades para la fijacidon de nitroge
no por las leguminosas ya que forma parte del componente I de -
la enzima nitrogenasa.

Cloro.- Es también esencial para las leguminosas.

Cobalto.- Con relacidon a este elemento no ha sido posible
esclarecer la cantidad minima requerida por las leguminosas nero
el hecho de gue se encuentre en los ndédulos, hace penéar que €S
‘un elemento escncial.,

FACTORES BIOLOGICOS

Microorganismos.- Varios microorgonismos patdrenos como -

hongos v virus pueden camnsar una considerahle rednccidn en la -
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fijacidén de nitrégeno.

También existe competencia entre los rizobios natives, ¥y
entre 'os efectivos e inefectivos. AdemAs los rizobios pueden
ser eliminados por la accidédn de bacteridfagos.

Muchos organismos pueden ejercer una accidén antagdnica pa
ra los rizobios lo cual trae como consecuencia una disminucidn
en la fijacidén de nitrdégeno (Allen y Allen, 1950).

Plantas superiores.- La nodulacién puede ser afectada por
secreciones de la raiz de la leguminosa o de otras especies ve
getales (Nutman, 1953).

Insectos.- Estos causan un:efecto negativo en la fijacidn

de nitrdgeno, el Sinotema linealus ocupa un lugar especial pues
sus larvas destruyen los nddulos de varias leguminosas.




LA IMPORTANZIA DE LAS YEGUMINOSAS EN MEXICO.

Se ha utilizado para el beneficio de la civilizacidén la sim-
biosis entre las bacterias fijadoras de nitrégeno y las legu
minosas, atin antes que se conociera el fendomeno de la fija-
cién; pues desde hace muchisimo tiempo se habfa observado que
al establecer cultivos de leguminosas en suelos con escaso -
contenido de nitrdégeno, se mejoraba su condicidn con resnecto
a dicho elemento. Incluso al sembrar leguminosas y asegurar
su presencia, se emplean rizobios a nivel comercial.

Los sigunientes datos nos da una idea de su gran imvortancia:

3 millones de Hectércas. de leguminosas

FRIJOL 1'941,000
ALFALFA 433,303
SOYA 299,120
GARBANZO 187,350
HABA 53,697
CACAHUATE 51,744
CHICHARO 18,521
FRIJOL EJOTERO 9,041
LENTEJA 8,323
ARVEJON 5,068
TOTAL 3'007,217

Fuente.- programas nacionales agricolas SARH, 1978.
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JIT .- MATERIALTR ¥ MRTODOS DS “GmUBIO;

El nroceso de muestreo y las determinaciones analiticas se
efecturaron de acuerdo a los métodos que se llevan a cabo en el
Denartamento de Suelos del Instituto de Investigacidén de Zonas
Desérticas de la Universidad autdonoma de San Luis Potosi.

Las muestras de suelo en las cuales se verificd el estudio
comnarativo del desarrollo vegetativo en suelos inoculados con
bacterias fijadoras de nitrégeno, corresvonden a la reeidén de -
Villa de Pozos y La Pila, ambos ejidos pertenecientes al munici
pio de la capital del estado de S~»n luis Totosi.

La ntilizacidédn de estos suelos corresnonden a cultivos de

alfalfa y frijol,
TECNICA 9FE MUESTREO DE SUELOS.

Para la obtencidn de las muestras se utilizd una barrena —
tipo holandesa de 1.5m de longitud, graduada a intervalos de -
10 cm para medir la profundidad de las muestras obtenidss. Las
muestras se colocaron en bolsas de polietileno, con sus datos
corresnondientes.

Se obtuvieron en total 5 sitios de muestreo que corresnon-
den a 8 muestras representativas de suelo individual, lo que -
constituye el material de trabajo investigado.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA ANALISIS.

Secado de las muestras.- Se colocan sobre panel y se dejan
secar a temperatura ambiente en el laboratorio. Una vez Seco se
romnen los grumos. con un pisdn.

Posteriormente se pasa por un tamiz de dos milimetros de -
abertura, que es el limite snperior para las arenas, se procede
al cuarteo de la muestra para reucirla & un kilogramo aproxima
damente, se coloca en un frasco de vidrio con tapa de rosca. Se
registran en el laboratorio y se les asigna un nuimero gue va co
locado en una tarjeta.de identificacidén dentro del frasco, en
la parte exterior del frasco se coloca una tela ndhesiva con el
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mismo nfimero, lo cual nermite una identificacidn répida de la
muestra.

Unicamente para la determinacién de materia orglnica es ne
cesario efectuar un segundo tamizsdo por la malla nim, 100 de
0.149 mm de abertura,

DETERMINACIONES

DET!: RMINACION DE TEXTURA.- Se siguidé el método de Bouyucos,
1928, que estl basado en la densidad de una suspensibén acuosa de
suelo, que varfa de acuerdo con la cantidad de particulas en sus
pensién, y con el tiempo dicha cantidad disminuye, debido a que
las partfculas se van sedimentando segin su densidad. El tamafio
de las partficulas se clasifica de la siguiente manera: (U.S.D.A.

1960)
FRACCION DYAMETRO EN MM.
Arenas 2.0 - 0,05
Arcillas menos de 0.002

Debido a la sedimentacién de las particulas se puede obte-
ner el norcentaje de arena, limo y arcilla, para la clasifica--
cién de textura se obtiene directamente del diagrama triangular
de texturas.

POR CIENTO D S:TURACION.- E=a la interfase suelo solucidn
preparada con una cantidad de agua que se anade a la muestra de
suelo, hasta alcanzar el punto de saturacidén, en el gue la pas—
ta deberi presentar las siguientes condiciones: deberé ser lus-
trosa, que se deslice libre y fluidomente, en las denresiones -

de la superficie no deber& colectarse agua.

CONDUCTIVIDAD ELECTRICA.- Esta determinacidén se emplea Da
ra obtener indirectamente las concentraciones aproximadas de sa
les en el extracto de saturacidén de suelo, el extracto se obtie
ne de la pasta de suelo satursnda con asgua y efectuando la fil--
tracién al vacio.
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En un nuente de Yheatstone Solu-bridre, tester RD-26 con -
celd:~ de pipeta, se determina la conductividad eléctrica del ex
tracto de suelo saturado, renortando las lecturas en milimhos/cm
a 25¢C,

POR CIENTO D 3ATES “N EIL EXTRICTO.- Se multinlica una cons
tante de 0.064 por la conductividad eléctrica.

POR CIENTO DE S'LES EN EL SUWILC, Es izual al norciento de
saturacidn vor el porciento de sales en el extrieto de suelo sa-
turado sobre 100 (Grande, L.R., 1974)

DETERMINACION DE pH. Se siguid el método electrométrico -
trabajando con unsa suspensién acuosa del suelo en relacidn 1:2.5
las lecturas se efectuaron en un potencidmetro Beckman Zeromatic
SS - 31. (Grende L,R., 1974).

DETERMINACION DE MATERIA ORGANICA.

Se efectud por el método indirecto de combustidén hiimeda de
Walkley y Black modificado (Jackson, 1964), en el cual sSe cuantea
el carbono orgénico que es un constituyente constante en la mate
ria orghnica.

Por este método la muestra de suelo es tratada con un oxidan
te (dicromato de potasio), utilizando el calor de dilucidén del -
fcido sulfirico concentrado para que se lleve a cabo la reaccidn
de oxidacidén. El1 exceso de dicromato de potasio se deterwiina nor
titulacién con sulfato ferroso, utilizando como indicador el sul
fato ferroso de ortofenantrolina.

DETERMINACION DE FOSFORO.

Por el método Olsen, et al., U.S.D.A. circ 939, 1954; para -
suelos alcalinos en los cuales se verificd la extracciénlcon sSo—
lucion de bicarbonato de sodio. El resultado se reporta en kilo-
gramos por hectérea. . '

PETERMINACION DE POTASIO.

Por el método de emisidn espectroflamométrica, utilizando el
anarato Evans Electrolux. La extraccidn se verificd con solucidn
buffer de Acido acético y acetato de a2monio de pH 7, las leciuras
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se efectuaron a una lougitud de onda de 7670 (Grsnde, L.R.,
1974).

DETERMINACION DE NITRCGENG TORAL EN SUZLCS Y FLANTAS.

El nitrdégeno total en los suelos, varia de 0.01 % a va-
rias unidades en %, sin embargo la gama habitual en suelos no
turbosos, ni abonados con estiércol va de 0.05 a 0.30 % de ni
trégeno. '

El nitrégeno en las plantas ird cominmente de 0.2 a 4% -
dependiendo de las especies, la parte de la planta y su edad.
(Homer D., Parker F,, 1976).

Para esta determinacién se empleé:

METODO KJELDAHL MODIFICADO PARA INCLUIR &M LOS NITRATCS.

MATERIAL Y EQUIFC

Equipo digestor y destilador Kijeldahl

Matraces Kjeldahl de 800 ml

Matraces Erlenmeyer de 500 ml

Microbureta de 5 ml

Probeta de 50 ml

Papel filtro Whatman No. 2 de 11 cm de diémetro.

REACTIVOS

ACIDC SULFURICO - ACIDO SALICILICC.- A 30 ml de ac. sulfurico
concentrado se le afiade 1g de &c. salicilico.

MEZCLA DE DIGESTION.- Se mezclan 10 g de sulfato de potasio,
1g de sulfato ferroso y 0.5g de sulfato de cobre. Se muele la
mezcla. S

HIDROXIDC D SCZIG AL 40 % .- Disolyer 3 000 g de hidréxido -
en 4 500 ml de apua destilada, esgitardo constanterente para -
que no se forme una masa s6lida en el fondo del recipiente.
ACIDG BCRIC(: AL 2%.- Disolver 20g de acido hérico en agua des
tilada y aforar a 1000 nl.

ACIDC SULFURICG C.1 N .- Preparese diluvendo 3ml de ac. Sulfd
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rico concentrado en agua destilada, y aforar a 1000 ml. Deter
minar la concentracidén exacta por titulacidén con solucién es-
tdndar de hidrdéxido de sodio 0.1 N, utilizando fenolftaleina,
como indicador.
INDICADOR VERDE DE BRGMOCRESOL Y ROJO DE METILO.- Preparese -
verde de bromocresol al 0.1 % en alcohol etilico, agregando 2
ml de hidrbéxido de sodio 0.1 N por cada 0.1 g de indicador;
preparar roio de metilo al 0.1 % en alcohol etilico al 95 %,
afiadiendo 3 ml de hidréxido de sodio 0.1 N por cada 0.1 g del
indicador.

Mézclese 37.5 ml de indicador verde de bromocfesol con

12.5 ml de indicador rojo de metilo. Diltivase a 10C m} con al
cohol etilico.

TIOSULFATC DE S0DIO, polvo seco.
GR:NALLA DS ZINC. '

FROGCEDIMIENTO,

Fesar la muestra (5g para material de suelo y o0.5g de te
jido de planta) y colocarla en el papel filtro, Envolverla -
convenientemente y pasarla al matraz Kjeldahl. Se agrega 50 ml
de la mezcla de Ac. sulffirico - &c. salicilico y revuélvase de
tal modo que se ponga en contacto intimo la muestra seca con
el reactivo. Déjese en reposo hasta el dia siguiente. AfiAdanse
5¢ de tiosulfato de sedio y caliéntese suavemente durante S5 mi
nutos, evitando la formacidén de espuma. Enfriese, se aprega
10 g de la mezcla digestora, y en el aparato Kjeldahl digiéra-
se a pleno calor. Con materiales de suelos, plantas y semillas
se prosigue la digestidn por umna hora después gue la solucién
se haya aclarado.

Cuando se‘completa la digestidén, se enfria y se anaden 300
ml de agua destilada y 100 ml de hidréxido de sodio concentrado
un pedazo grande de zinc, y dos cucharadas de cuentas de vidrio.
Conéctese a la cabeza de destilaciédn, agitese y destfilese 150 ml
én solucién de Ac. bérico al 2 %. Al destilado se le afladen 10
gotas del indicador y se titula con el a&c. sulfurico 0.1 N hasta
la aparicién de un color rosa palido.

El mismo procedimiento se sigue a un blanco.
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CALCULOS.

% de
T= Voltimen de
B= Volumen de
N= Normalidad
S= Peso de la

NITRCGENO = ( T - B ) 1.4 N/S

Acido empleado: en la titulacidén de la muestra.
Acido empleado en la titulacién del blanco.
del 4cido valorado.

muestrs en gramos.
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RECCLECCION DE KNODU: 0S DE LAS RAICES DE ALFALFA
Y &0va.

La recoleccidén de los rddulos para el aislamiento de los
rizobios, deberd coincidir con la época del crecimiento vege-
tativo y con la adecuada humedad del suelo, (Halliday J.; Date
R.A., 1979).

Deber& evitarse hacer la recoleccidén al borde de carrete
ras y otros sitios donde se haya disturbado el suelo, y en es
pecial en los sitios donde las condiciones del suelo, de la -
planta y de la nodulacidén no secan tipicas de la regidn. Se de
ben buscar leguminosas que pertenezcan a ecosistemas natura--
les estables.

Parc obtcner los nddulos de las plantas leguminosas, es
necesario excavar alrededor de la planta, hacer una raspadura
alrededor de la corona de la raiz y en raices adventicias. Es
posible examinar el sistema radical, fragmentando el suelo -
con las manos.

Si la raiz muestrecada estid abundantemente nodulada, la -
seccidn de algunos néduloé—se presentan pigmentados de color
hlanco, rosado o verde. Segiin Virtanen, 1945 a,b, 1247, la --
pigmentacidén roja es debida a la presencia de leghemoglobina
en el nddulo; el pigmento rojo se vuelve verde cuandoc cesa la
fijacion de nitrégeno en plantas anuales, al final del desarro
1llo vegetativo o cuando se colocan las plantas en la obscuri-
dad por varios dias. En este caso los bacteroides de los nédg
los desaparecen y solo se encuentran bastoncillos en ellos.
Los ndédulos blancos son formados por rizobios no eficaces, o
sca que no fijan activamente el nitrégeno.atmosféripo.

La forma de los nédulos es diferente en cada tipo de le-
ruminosa, los ndédulos del frijol de soya son grandes y redon-
dos, los ndédules de la alfalfa son de forma dactilar.



AISLAMINTC DE RHIZGBIUM A {ALTIER UEL NGDULO.

R. japonicum ¥y
R. meliloti.

MATERIALES.

Finzas, portaobjetos, asa, mechero,

Cajas de Petri para lavado y esterilizacidén de los nédulos.
Alcohol al 95 %

Solucién de cloruro merciirico 1 : 1 000

Solucién de fuscina fenicada 1 : 10

Tubos con medio 79 de Fred y Vaskman.

PROCEDIMIENTO :
Lavar perfectamente las raices noduladas con agua corrien
te, separar un nbédulo v colocarlo en alcohol de 95 % durante -

-

30 segundos y sumergirlo en solucidén de cloruro merctirico por

3 minutos, lavar cuidadosamente por lo menos seis veces con
agua destilada estéril para eliminar el exceso de cloruro mer-
cirico.

Triturar el nédulo asépticamente sobre un portaobieto, uti
lizando las pinzas flarmeadas., Agrerar una o dos gotas de agua
destiladaestéril al rédulo triturado y emulsionar con el asa., -
Hacer diluciones transportando una gota de la emulsién nocular
a una nueva gota de agua destilada estéril.

Utilizando una o dos gotas de las diferentes diluciones se
transportan a tubos cue contengan medio 79 previamente licuado
a 459C, Ensepuida se vacian a las cajas de Petri y se dejia soli
dificar el medio, incubar a temperatura de 262C de 5 a 10 dies,.

Observar la caracteristica de la colonia, separando una ti
rica para volver a estriar en placas con medio 79 de Fred ¥y w.
Identificar al rizobio directamente por sus caracteristicas cul
turales y su morfologia, aunque la identificacidén del rizobio -
va a depender -de la infeccidén en la planta huésped adecuada.

Hacer un frotis de la emulsién nodular uvtilizada para las
diluciones y tefiir con fuscina fenicada diluida 1 : 10, asimis-

- 26 -



mo se vrepara un frotis a nartir de una colonia tinica del ri
zohio, nor el método de la Fucsina fenicada (nac,32 ). Obser
var la morfologia de los microorganismos obtenidos de los cul

tivos, con l1los obtenilos de los nédulos.
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PREPARACION DEL MEDIO PARA AISLAMIENTO DR RHIZOBIUM.

Medio 79 de Fred y Waksman.

CARBONATC DE CAICIO 3.0 =

CLORURO DE <ODIO 0.2 &

SUT FATO DFE MAGNSSIO HEPTAHIDRATADO 0.3 =

FOSFATO ACIDO DIPOTASICO 0.5 &

SULFATO D CALCIOC DIHIDRATADO 0.1 ¢

MANITOL 10.0 g

AGAR 20.0 ¢

AGUA DE LEVADURA 100.0 ml
AGUA DESTILADA 900.0 ml
PREPARACION:

"Se mezclan los reactivos secos y se disuelven en

agua destilada restante.

Colocar anroximadamente 15 ml del medio en tubhos
de ensaye de 15 X 25 se tapa la boca del tubo con torundas de
almoddén; Se somete a esterilizacidn a 15 libras de pnresién du

rante 20 minutos.

NOTA.- El1 a=zua de levadura se nrepara acrevando 100z de leva-
dura fresca a 1000 ml. de azua destilada, calentande a bafio Ms
ria tres horas v esterilizando a 15 Libras de nresidén durante
20 minutos.
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PROCESO DE NODULACION EN LEGUNINOSAS.

Glicine max L. Merrill

Medicamo sativa L.

MATERIALES:

Semillas de alfalfa y soya.

Alcohol 1e 95 %
Solucién de bicloruro de mercurio dilucidén 1:1 000

Azua destilada estéril.
Cajas de Petri sembradas con R. japonicum y R. meliloti

Macetas con muestras de suelo.

METODNO GENERAL STANDAR:,

Esterilivacidén de las semillas.- Lavar con azua destilada
las semillas de alfalfa y soya, esterilizar con alcohol de 95%
y dejar reposar de 3 a 5 minutos, se elimina el alcohol y agi-
tar vicorosamente con biclorure de mercurio y dejar en reposo
3 a 5 min. Enseruida lavar con acua destilada estéril por lo -

menos 6 veces.
l.as semillas estériles se siembran como sizue:

Sobre la muestra de suelo colocada en macetas plantar 10
semillas utilizando el asa estéril para colocarlas en el subs-
trato, al tiemmo de plantar, inocular con el microorganismo -
adecuado de la manera sicuiente:

1.~ En condiciones asépnticas preparar una susmensién de -
los rizobios cultivados en medio 79 durante 5 dias para R. meli
loti, y 10 dias de incubacidn para R. javonicum a temperatura

ambiente.
%,- Usar 1 ml de esta susvensién para la inoculacidén de las

semillas, 5
3.—- Las macetas =se regaron Avurante la primer semana con 1o}
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lucidn de Crone ( naz. 34 ). Durante el tiemno siwuiente se
rezaron con arua destilada nara la conservacidn hameda del -
suelo.

4.~ Cabe hacer notar que nor cada muestra de suelo se co
locaron dos macetas con semillas inoculadas y dos macetas con
semillas sin inoculacién, naue actuaron como controles.

Después de 10 semanas de crecimiento de las lezuminosas,
se lavaron las raices para observar si hubo nodulacién.

Notar las diferencias de altura, color, entre las vplantas
inoculadas y las testigos.

El hecho de efectividad mAs importante nos la demostraré
la determinacidén de nitrbegeno total; la relacidn del rendi--
miento y el porcentaje de nitrdéweno variaré si las plantas re
cibieron Nitroceno fijado simhidticamente.

Hacer nreparaciones con los ndodulos y tenir con carbol -
eritrosina y colorante de Barlow,
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PREPARACION DE LA SOLUCION DE CRONE
(MODIFICACION DE ROVIRA & SOIL 1956 ).

REACTIVOS:

FOSFATO ACIDO DIPOTASICO 1.0 g
CLORURO DE POTASIO 7.0 g
SUT *ATO DF. CALCIO 2.5 o
SULFATO DE MAGNESIO HFEPTAHNIDRATADO 2.5 ¢
'FOSFATO DE CALCIO 0.5 &
FOSFATO DE FTERRO 0.5 ¢
NITRATO DE POTASIO 2.0 o

PROCEDIMIENTO:

Se mezclan todos los reactivos y se muelen. Tomar de esta
mezcla 1.5 g y disolverla en 1 000 ml de agua destilada, y se
somete a esterilizacidén durante 2N minutos a 15 libras de pre-
sidén.

Esta mezela sirve para mantener el suelo hfimedo durante -
la primera semana de crecimiento de las leguminosas.
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COLORAQCION DE UN WPOTIS DE RHIZORIUM CNHN
FUCSINA FENICADA

MATERTALES:

PORTAOBJETOS.
ASA DE PLATINO.
MECHERO

COLORANTE DE FUCSINA FWENICADA:

Fucsina bésica lg
Alcohol etfilico 10 ml
Solucibdn de fenol al 5 % 100 ml

PREPARACION:~ Se disuvelve la fucsina bésica en el alcohol ¥y
se mezcla con la solucidn de fenol al 5 %, '

PROCEDIMIENTO:
De un cultivo de Rhizohium tomar con el asa una nequefia

porcidén, y colocarla en un nortaobjeto flameado y enfriado que
contenza una gota de azua destilada estéril y extenderla ver-

fectamente.

Dejarla secar a) aire y enserunida pasarla sobre la flama
una vez, esperar a que s¢ enfrie cubrir el frotis con el colo
rante durante 20 segundos.

Enseguida se procede a lavar la prevaracidon en el chnrro

de azua y se deja secar, examinar en el microsconio con el ob
jetivo de inmersidn.
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COTLORACION CON C\REBOL ERITROSINA
(Sanchez Marroqiafin, 1964)

MATRIALES:

Portaobietos,
asa de platino.

Colorante Carbol eritrosina:

ERITROSINA 2.0 g
FENOL. 0.5 g
AGUA 100.0 ml

PREPARACION.~ Se disuelve el fenol en el azua destilada, se
anade la eritrosina. '

PROCEDIMIENTO:

Triturar un nbédulo asépticamente sobre un portaobjetos
utilizando las ninzas flameardas, agregar una gota de agua -
destilada estéril al ndédulo triturado, y emulsionar con el
asa, hacer diluciones transportando una =<ota de la emulgibn
nodulear a un portaobjeto que contenca una gota de agué desti
lada estéril, mezclarla y extenderla perfectamente.

- Sfecar al aire. ' :

-~ Fijar con alcohol etflieo durante 30 sesundos.
- Tefiir wun minuto con carbol eritrosina

-~ Lavar con acua, secar y

~ Observar a inmersién.
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COLORACION JE UN FROTIS DT RULZOBIUM
METODO DE BARLOW

MATERIALRES:

Portaobijetos,
asa de platino

Colorante de Barlow:

GLUCOSA
GLICEROL
AGUA DESTILADA 50 ml
VIOTETA DE GENCIANA 3 ¢

50g
50ml

PREPARACION:

Se disuelve la glucosa en la solucidn acunosa de <licerol
por calentamiento, acre=ar el violeta de <senciana. Se lleva la
mezcla a ebullicibn y enfriar, colocar en un frasco zotero.

PROCEDIMIENT O:

Triturar un nédulo asépticamente sobre un vortaobjeto, uti
lizando las pninzas flameadas, a~resar una cota de azua destilada

estéril al nbédulo y emulsionar con el asa, hncer diluciones trans
portando

contenga
~-Dejarla

Cubrir

una zota de la emulsidn nodular a un nortaobjeto que -
una mota rle azua, mezclarla vy extenderla bien,
secar al aire.

el frotis con el colorante durante 30 seg a 1 minuto.

Lavar con arua corriente.

Nuitar

el exceso de azua con nanel filtro.

Secar por calentamiento limero y nor tGltimo

FEx~minar en el microsconio usando el obietivo de inmersidn.



THBLA .|

RELAGON O OATOS Y ANALIIS PARA LOS SUELOS ESTUDIADOS  CORRESPONDIENTES
A L% EIIDOS DE VILLA DE POZ0S Y LA PILA.

S | | IR *
LT vy VAR RTC RN ol ok Y
— | . CALCULADO TENN
ek |
MESTA,. - ESHALELIY : ' |
HENS Lm LIS i | ™ g TR g™ o nﬁ?ﬁ e WWP& g /H.m yhn

'mnaﬂnﬂ&nﬂwuu o P 00 08| oo oot o uenlm ot s Lo Dl sl

mnwwé%“wmwuuMmewmu atst Tonnl 0.0 WEls oo Inl e om0 sl Jonob
anl oot | e s el 1 mﬁmmuuyn DANY o0s6] 80 JERONIN 0.0 (o] 0.8 0.8 [Maksroonm
™
A/ =80 | ALPALER (53508000 17,84 %$WNH5NN 00004 |0.0060 [ 0.0 (AF[IS600P | 0.007 [P 0.078 0,078 100N 1300 MR
| T o
| e alnsl e | s D) o3 bl s {ooeoe [oomnt) na Lo owl? o o oaso Lo ot laala
0 |y 400 00 | B 0080 (0,164 (R a0
MisION .
N8 020 | ALFRLER [38.561200) 2144 ﬁg%l's% NENOL .40 S| 3000068 [0.0086] 8.6 (heligwl P L0044 P 00T 10,118 |ROMR IS0 NR
' HIGAJON ‘
N e | L )0 DONE G LYl 0 0.0 {14 i
| T | T
wnmwammummmom%wmmmmzzpw:wmnanmwmmmmawwmmmn.
(e bONCUMDD  IVERECON WO
W WSO F R TR
Ko HEWTRO MO, 0, P K HOMEN
By

TR




TABLA No.2

RELACION DE DATOS Y ANALISIS PARA LOS SUELOS ESTUDIADOS CORRESPONDIENTES
A LOS EJIDOS DE VILLA DE POZOS Y LA PILA,

o CLLTNO . PLANTA PTr?yrfEND(io RORELD EX|PRINEDD EN| NTROBEID 1

WUESTRAS | ESTABLECIOO |COSECHADAS ey oy | VERDE EN o |SECO EN g, | KIELDHAL EN’h
T, WOOLAOA |FRUOL OESOA| 10| 1T.4T | 167 | 0.500 | 3.36
T TESTIGO [FRMOLDESON| 10 | 1635 | 171 | 0.460 | 3.2
”579 wocwon| oL oe sl 1 | 3000 | eo2 | 1356 | 3.9
”579 TESTIGO |FRUOLOESOVA| | | 17.00 | 2.30 |0.428 | 2.88
::-'2/79 NOCULADA| ALFALFA | 15 | 1026 | 0.39 [0.060 | 3.92
:—:12/797557160 AFALFA | 13 | 588 | o6 0,032 | 3.03
%/79 NOCULADY ALFALEA | 20 | 8.90 | 0.31 | 0.050 | 3.7
:-'l-g/?s TESTIGO | ALALFA | 17| T6| 023 [0.040 | 3.6
%'2/79 NOCULADA| ALFALFA | 18 | 5.05| 0.21 [0.033 365
:2—-’5/79nzsneo AEALFA | 20 | 5.3 | 0.6 |o0.026 | 3.5
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TABLA No.3
CARACTERISTICAS DEL RHIZ0BIUM
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FIG. 1 y 2.- COLONYAS TITICAS DE RUIZOBIUM MELILOTI EN

st

; MEDTC DR CULTIVO DE FRED Y WAKSMAN, SEMBRA
1 DS POP DILUCION

FIG.: 1




EN MEDIO DE PRED Y WAKSMAN, SEMBRADAS POR BESTH

IG.3 ASPEOTO DE LAS COLONTAR D& Rhizobium neliloti
rsap

TG, 4 OTRO ASPECTO DE LAS CCLONIAS DONDE SE OBSERVA OUE
TLEGAN A CONFLUTIR.
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VI,- "ISCUSICN & IMTEPERYTACT M DE LCS 2:-TULTADOS.

Las tahles del 1 al 2 corresnronden » las determinaciones - .
analiticas practicadas en los suelos estudiados, asi cormo los
materiales vegetales cgue se obtuvieron como plantas cosechadas.
Por otra parte la trbla nim. 3 corresponde a las propiedades ob
servadas en las bacterias v sus caracteristicas.

-~

Como primera parte de esta Aiscusidn e interpretacidén de -
resultados, se procede a la caracterizacidén de los suelos mrues-—
treados, éstos fueron obtenidos en los Ejidos de Villa de Pozos
y La Pila gue administrativamente pertenecen al Municipio de 1la
Capital; las profundidades correspondientes se ubican en la rar
te superficial o suelo y la capa adyacente o subsuelo, ¥y varian
para el suelo de O a 20 cm y O a 25 cm, para el subsuelc de -~
20 a 40 y 25 a 50 c¢cm.,

Interesa caracterizar las condiciones del suelo para tener
un punto de partida que nos permita ubicar los posibles fendme-
nos e hipdtesis de campo que se pudieran presentar, y ésto en -
foncidn principalmente de las propiedades fisicas v quimicas.

De las propiedades fisicas la de mayor significacibn corres
ponde a la composicién granulométrica del suelo, que también se
conoce como textura, los valores para los separados del suelo -
que son: arenas, limo y arcillas presentan una variacidén cons--
tante, ya que para la fraccidn de las arenas es de 20.40 a 56.56
por ciento, la fraccién limosa varia de 20 a 32.72% y las arci
llas o sea las proporciones més finas y que deciden en gran par
te el valor apgricola del suelo estén dentro del rango de 17.44
a 46,88 %, :

'

La interpretacidén de la clasificacidn texturesl para estos
suelos va desde la clase arcillosa a la de miraién arcnoso, con
wna clase intermedia de migzajén arcillo arenoso; esta siturcidn
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refleja 1la naturalecza alvvial de los suelos cue correspenden a
parte del Valle fde Sen Luis Potosi, dorde las fascs Ae acarrco
estdn representadas por la frraccién arenosa, ¥ les rartes dn a
cumuleeibén por 1la fraccidr arcillosa. No existe constencie de
finida en el asnecto de acumulacién va sue lns arcillas pue‘en
rresentarse en el horizonte surerficial de 0 a 25, o tomhién -
nueden acumularse en la parte inferior de 25 a 50, en términcos
generales estos swelos rrescentan condiciecnes ~decnadns pare el
desarrollo de la mavor parte de los cultivos principalmente de

leguminosas.

Respecto & la Conductividad Eléctrica, esta feterminccidn
nos indica en forma indirecta el grado de salinidad dcl srelo,
existiendo una constantia entre la textura y la corductividad
eléctrica; ya que en ningiin caso se presentd salinidad, obhser-
vando la table ntim 1, en la oue todos los suelos corresronden
a niveles no salinos, dehido a la naturaleza arenosa delxsuclo
y como la fraccidén arcillosa no sc encuentra en forma definida
es de esperar que todas las sales se desplacen ¢ percolen ha--
cia el interior del perfil. '

Otro factor de tipo edéfico que tienc importancia al esta
blecer cultivos en ¢l sunelo, es el For Ciento de Sales on la -
fase liquida que es el extracto del suelc. Asi terbién el Por
Ciento de Sales en =21 volimen total de la fase sdlida del svelo,
éstas dos determinaciones concuerdan con la corductividad eleg
trica ya que en los mAximos r miriros rava cendu~tivided se co
rresronrden para los mnorcentajes Ap sales or e} svelo v er ) -
extracto, se confirma irvalmente la crrRicidr Ade rue estos -
snelos se éncuentron libres de srsles,

Se adiunts ura eolvmna para ¢l Por Ciente de Spinr-ciér,
nue nos indica 12 cantidad “de amua~ ruc ruedn »oterner o) enelo

en un térpirno 4o 24 o 42 horss desruéds de wp norioﬂo dAn ricro
o lluvia, éfsto cusnde el snclo s~ considera ceon drennie rorral

1'1

¢l rorzeicnto de ssturacidér se considera ds scncordo a l» rranu

lometria de los suelos, o eun Ya tovivrs creillosrs fonde rroa-



dominan las frcecicnes fines, tiene un porcentaje cuc va de acner
do con su naturnleza fisice. ' _

Para los suelos de naturaleza arcillosa ccerresrordern lns ra-
yoreg porcerntajies de satursacién, la cantidad de cgva rune retiene
el suelo tiene importancia tanto para el desarrollo del e¢ultivo,
como para la bhiota del.mismo, ¥ya gue para les microorganismos es
necesario que las condiciones entre la fase 1ligquida y reseoss es
tén en prororciones adecuadas.

Otra de las determinaciones que influye sobre los cultivos,
es la reaccidn del suelo, que nos indica el grado de acidez o al
calinidad del mismo. Para estos suelos el rango no presents va~
riaciones significativas dentro de la escala de alcalinidad, ya
que varfan de 7.3 a 8.88, este rango de alcalinidad es favorable
para cultives como la alfalfa que se considera tolerante para'las
condiciones de salinidad y alcalinidad. El aspecto gue pudicra -
presentar'algﬁn riesgo es en el perfil 2 donde se observan cifras
de 8,7 y B.87 es decir .condiciones de alcalinidad que caen dentro
del miﬁimo de sodicidad, encontréndose una correspondencia entre
el valor del. pH y el por ciento de arcillas que es de 17.44, en--
tonces los fenbémenos hidroliticos del sodio intercambiable del —--~
complejo coloidal nuedan comrersados en parte por la baja propor-
eién de arcillas ya que éstas también tienen cargas eléctricas ne
gativas. o , R

Fn peneral los valores de pH son adecvados nara el tipo de -
cultivos de leguminosas.

En Materia Orgénica se tienen dos condiciones, una que presen
ta ana marcada deficiencis con niveles pobres y muy rohres; otra
en que los hiveles se consideran medianamente adecuados y clasifi
cados como medios, las proporciones varian de 0.7R0 a 2.540 %. En
realidad es de esperarse este situacidn, ya que los suelos contie
nen una baja cantidad de materia orgénica, como consecuencia de -
la reducida actividad bibdtica. FEl objeto de establecer cultivos
de leznmincesas es de inducir euando menos en parte los procesos de
autofertilizacién del suelo por medio de las bacterias fijadoras -
de nitrégrenc, con las aue se trabaid er el presente estudio.
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En lo que respecta al contenido de Nitrégeno Total calculado
a partir de los datos de materia orgénica (M.0.) que es el siste-
ma que se sigue desde el punto de vista agricola, los niveles més
bajos en M.0O, corresponden a loa datos de nitrdgeno que también -~
son deficientes, y los de contenido medio concuerdan para M.0. co
mo para nitrégeno. Otra constancia en las observaciones de estos
datos es que las mejores proporciones para la M.0. coinciden con
los mayores datos para nitrégeno en las capas superficiales o sue
lo, y el minimo correspondiente a la capa inferior o subsuelo. Es
to se justifica teniendo en cuenta que en la parte superficial es
mayor la actividad biética y como consecuencia los materiales de
procedencia orghnica tienden & acumularse.

En la misma tabla nGm. 1 se presentan dos columnas referentes
a la determinacién de nitrégeno total por el método Kjeldahl, una
indica la cantidad de nitrégeno existente en el suelo antes de la
inoculacién con los rizobios, y puede compararse con la columna de
nitrégeno total calculado, notAndose una concordancia de valores
en los datos obtenidos entre uno y otro método.

La columna de nitrdgeno total obtenido por el método Kjeldahl
nos muestra los valores existentes posteriores al establecimiento
de las bacterias fijadoras de nitrodogeno rezativas a este estudio,
Yy puede obsérvarse un ligero aumento en los valores de nitrégeno

total, comparando con la columna anterior, correspondiente a los -
datos de nitrdégeno total antes de la inoculaciébn.

El nitrdgeno se reporta en por ciento debido a que se encuen
tra en cantidades més bajas en el suelo, en cambio el potasio y el
féaforo se reportan en Kg/Ha porque se presentan en mayor propor-
cibn. '

En lo que respecta al fésforo se tienen los niveles pobre, -
medio y muy rico, lo que llama la atencién es la muestra nium., 112
qQue corresponde al perfil 2, tiene un nivel de muy rico en una -
proporcidn de 102 Kg/Ha en comparacidn con el minimo que se pre--
senta en dos horizontes en suelos arcillosos con 7.8 Kg/Ha, &sto
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se debe en parte por la naturaleza nlcalina del suelo ya que el -
tésforo tiende a precipitar en condiciones de alcalinidad como -~
fosfato de calcio, este compuesto representa una de las fuentes
potenciales desde el punto de vista de fertilidad. Nétese también
que el mayor contenido de f6sforo corresponde a un pH de 8.8, és-
to justifica la hipdétesis de que parte de los fosfatos se encuen-
tra precipitado como fosfato de calcio y al establecerse 108 cul-
tivos las condiciones de acidez tienden a liberar el fosfato aprg
vechable por las plantas.

Como es de esperar para el potasio Ginicamente se encontraron
dos niveles muy pobres, todos los demés se encusntran bien abaste
cidos de este nutrimento, la mayorfa de los niveles localizados -
corresponden a muy rico, y uno rico, ésto de acuerdo a la ubica--
cién de 1los suelos en el ambiente ecoldgico en que se encuentran,
es decir en una zona semidesértica ya que las pérdidas de potasio
gse favorecen principalmente por las lluvias. El potasioc como uno
de los elementos mAs solubles tiende a perderse por los lavados,
en las zonas desérticas y semidesérticas la cantidad de agua de -
lluvia es poca y no es suficiente como para que se pierda por li-
xiviacién. '

Los niveles més pobres,muestras ntm.77 y 78 con 128 Kg/Ha, se
atribuyen -a fenbémenos de fijacibén en la fraccidén arcillosa ya que
el potasio en solucibén se encuentra como catién monovalente, y las
arcillas que tienen cargas negativas tienden a fijarlo en parte.

Lo anterior representa uwna caracterizacidn de la forma fisica
Y quimica de suelo, que puede servir como base de acuerdo con los
distintos usos que se les dé, En el presente estudio estuvo encau
zado al establecimiento de cultivos de leguminosas e inoculacién -
de bacterias fijadoras de nitrdgeno al suelo.

En la tabla nim 2 el caso correspondiente al néimero de plantas
cosechadas, tenemos dos cultivos: uno de frijol de soya y otro de
alfalfa establecidas sobre muestras de suelo colocadas en macetas,
Llama la atencién el hecho de que el numero de plantas cosechadas
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de frijol de soya presenta una diferencia entre el nim.7?7/78 don
de se obtuvieron un total de diez plantas, y la nim. 115 sdlo se
coseché una, ésto puede deberse al indice de germinacibn, y a las
condiciones especificas del suelo, la muestra nim. 77 es clasifi
cada como arcillosa y en consecuencia retiene mis nutrientes, y
la muestra nim. 115 con textura de tipo migajén arcillo arenoso
en donde la porcidn de separados finos baja a 22.44 %.

En el tamaino promedio de las plantas ubicado en cm. la mues
tra nGm.115 se encuentra la mayvor cifra en tamafio promedio, ésto
puede explicarse por lo siguiente: hubo menor indice de germina-
¢ién entonces los sistemas radiculares en el suelo tuvieron un -
mayor volimen y en consecuencia, es factible que obtuvieran una
ﬁayor cantidad de nutrientes para su desarrollo. Es decir cuan-
do hubo menor nimero de plantas de frijol de soya, se obtuvo un
tamafio promedio de 17.87 cm. en cambio cuando germind sole una -
la altura fué de 30 cm,

El peso en seco y en verde nos da una idea del desarrollo ¥y
vigor de las plantas, como es de suponer el peso verde correspon
den a cifras mucho ms altas, en cambio el peso seco promedio es
menor debido a la pérdida de agua.

El contenido de nitrdégeno si presenta un aspecto més defini
do y constituye uno de los objetivos del estudio, el promedio del
Peso en seco de las plantas inoculadas tiene mayor contenido de
nitrégeno en comparacidn con los valores del peso en seco de las
plantas no inoculadas.

En lo que respecta a la alfalfa se encuentra una situacidn
mAhs uniforme ya que de las plantas cosechadas sicmpre hubo mayor
indice de poblacidn, el méximo de plantas cosechadas fue de 20 y
el minimo de 13, &sto se debe en narte al tipo de cultivo, ya que
la alfalfa es uno de los cultivos que se adapta & las condiciones
de ..alcalinidad de estos suelos, y por otra parte las propiedades
fisicas como la textura v quimicos como el pH y los contenidos de
fésforo vy potasio que favorecen mis al cultivo de alfalfa, por ser

tolerante a esas condicionese.
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El tamafio promedio si presenta variaciones ya que en un ca
0 se obtiene una altura de 10 y un minimo de 5.05; a ésto hay -
que atribuir al tipo de sistema foliar del cultivo ya que la al=-
falfa presenta un foliolo mlAs vigoroso aunque mis pequeiio en ta-
rafio de hoja.

En la tabla nim.3 correspondiente a las caracteristicas -
ue presentan las bacterias del género Rhizobium, los datos qgue
s¢ obtuviero respecto al desarrollo de las bacterias en el medio
mtritivo agar levadura manitol fueron: para R, meliloti .- El
crecimiento de las colonias fue mAs rapido (5 dias) en relacién
con R, japonicum ya que el periodo de incubacidn de éste fue -—-
aproximadamente 10 dias. Ambas a Temperatura de 2590.

En los dos casos las colonias se presentan en forma redon-
leada y de color blanco.

En el mismo cuadro se puede apreciar que existié una mayor
produccidén de goma del R. meliloti que en la de R. japonicum. E}
tamafio de la colonia fue 5 mm. y 2 mnm, respectivamente.

Por medio del colorante de Barlow se logra observar las go-—
mas que son producidas por las bacterias. Las tinciones comn las
tolorantes Fucsina fenicada y Carbol eritrosina permiten compro-
bar las diversas formas que existen de los bacteroides que pueden
ser desde bastones delgados y algunos vacuolados para R, japonicum
Yyen forma de X y Y para R. meliloti.

Por Gltimo la infectividad de las leguminosas fue positiva -
debido a la formacidén de utpddules eficaces, es decir fijadores de
nitrégeno, en las raices de las plantas leguminosas de alfalfa y
frijol de soya inoculados con los microorganismes correspondientes,
los nédulos de alfalfa son dactilares y pequefios, de color rosado,
Y los del frijol de soya son esaférices y de gran tamaiio.
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VII.- CONCLUSYONES Y RECOMENDACIONES

Como conclusiones definitivas de este estudio, se puede es
tablecer que al inocular los suelos con bacterias fijadoras de
nitrégeno del género Rhizobium y al establecerse una simbiosis
entre estos microorganismos y las plantas leguminosas, contribu
yen a elevar las proporciones de nitrégeno total en el suelo au
mentando el nivel de fertilidad en 1o'que respecta a este nutrien
te, asf como la cantidad de nitrdgeno fijado por las plantas.

La cantidad de nitrdgeno atmosférico fijado por las legumi
nosas del tipo de frijol de soya y alfalfa, fue superior en las
muestras inoculadas en comparacioén con las no inoculadas o con=
troles. Respecto al método seguido para la determinacibén de Ni
trégeno total fué el de Kjeldahl modificado, asimismo se calcu-
16 el por ciento de nitrdgeno a partir de la Materia Orgénica y
puede ser confiable puesto que los datos obtenidos se asemejan
a los resultados a partir del método de Kjeldahl.

De las condiciones adecvadas del suelo va a depender la su
pervivencia de los microorganismos, tales como la humedad del -
suelo, asi como el pH del suelo en las muestras utilizadas que
en este estudio varfan de 7.3 a 8.8 , y de una cantidad sufi--
ciente del fésforo y potasio, asi como los demAs nutrientes.

Es recomnendable cuando los suelos son relativamente pobres
en materia orginica y por consiguiente en nitrodgeno total, hecer
inoculaciones a nivel parcelario con los microorganismos en cues
tidén, incluso ya existe la venta de inoculantes a nivel comer——-
cial para los diferentes tipos de leguminosas,

Tambiés es aconsejable practicar la inoculacidén en los sue-
los localizados en las zonas desérticas y semidesérticas para in
crementar 10s procesos bidticos de los mismos y estimular la in-
corporacibén de nitrézeno atmosférico,
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VIII.- R E S UM
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En el rresente trabajo se determind la proporcidn de Nitrd
zeno atmosférico que se fija al suelo por medio de la simbiosis
entre bacterias fijadoras de nitrégeno y leguminosas.

La secuencia del estudio se inicibé con una revisidén biblio
grifica, para establecer el punto de partida de las actividades,
asimismo se ilentificaron las condiciones fisicas y quimicas
que presentaron los suelos en estudio. Se pretendid hacer com-
paraciones entre los suelos en su condicidén actual y potencial
al ser inoculados para inferir en forma cuantitativa al estado
de autofertilizacién del suelo por medio de los microorganismos.

Para aumentar la proporcidn de Nitrdégeno en el suelo, se
inocularon las semillas de las leguminosas en cuestidn, con una
suspensién de rizobios (bacterias fijadoras de nitrbgeno del gé
nero Rhizobium), que se desarrollan en las células de la rafz

leguminosa, originando nédulos. Estas bacterias utilizan el Ni
trégeno atmosférico y sintetizan compuestos nitrogenados que u-
tiliza 1la planta.

1a seleccidén de los mieroorganismos dependid de la capaci-
dad para producir nédules activos que fijaran el nitrégeno de
la atmbésfera, efectuéndose ensayos de laboratorio.

Los materiales y métodos de estudio asi, como la obtencibn
de datos, incluyen actividades de campo (muestreo de suelos) en
las localidades de Pozos y La Pila, S.L.P. y ademés los Anflisis
de laboratorio: Fisico, Quimico y Bacterioldégico en suelos y te
jidos vezetales; tales como: AnAlisis mecéhnico del suelo, Con--
ductividad eléctrica, Por ciento de saturacidn, Por ciento de -
Sales en el extracto acuoso, Por ciento de sales en el suelo en
lo que se refiere a An8lisis fisico del suelo.

En lo que respecta a Anflisis Quimico: Determinacidn de Ni



trbgeno (en suelos y tejidos vewetales), Materia Orgénica, Fés
foro y Potasio.

Bacterioldczico: comenzando con el aislamiento de los micro
organismos, incubacidén en el medio nutritivo adecuado, y obser-
vacibén en el desarrollo de los mismos.

Después se efectud la inoculacidén a las semillas de legu-
minosas para asegurar el establecimiento de los rizobios en el
suelo. Posteriormente se determind la comparacién entre los
suelos antes y después de la inoculacidn.

Durante los ensayos de laboratorio se utilizaron testigos.

A partir de la pagina 35 a 37 se encuentran los cuadros de
resultados y en el capitulo VI la discusidn e interpretacidn
de los mismos, las conclusiones y recomendaciones en el capitu
lo VII, para conclufir con los datos sobre la bibliograffia con
sultada.

- 47 -



/
IX.« BIBLIOGRHMYH®FTA
1.~ BARRY SCOTT, D. " Recent developments in the biochemistry of

nitrocen fixation in the lecume-Rhizobium symbiosis" Rio de -
Janeiro, 1977. (mimeozrafiado) 10nm.

".~ CHAPMAN, D.H., PAPKER, F.P. "Métodos de an&lisis para suelos,
nlantas y azua. Trad. Contin, A.; 1la. ed. México, Trillas, -
1976. 195 p.

.- DATRE, R.A., HALLINAY, J. " Coleccihdn, aislamiento, caracteri-
zacibn y counservacidn de razas de Rhizobium". Trad. Gémez Enci
go, C.; Curso rénido de tecnologia de Rhizohium UFRGS. Porto -
Alezre, Brasil, 1979 (mimeosrafiadgd 30.p

4.~ GIRARD H., ROUGIFUX R. " Técnicas de Microbioloria Asgricola "
Trad, Moll, Marco. Zaracoza, Espana. ed. Acribia, 1964. 267 p.

3.~ GRANDE, L.R. "Métodos para anflisis fisicos y quimicos en sue-
los agzricolas” Universidad Autdénoma de San Luis Potosi, IIZD,
1974. (mimeosrafiado) 74 p.

6.- GRAY GENEVIEVE, "Witton's Microbiolozia". Trad. Colchero F. 1a.
ed. México, Continental, 1977. 774 p

7.—= IGNATIEFF, V. "El uso eficaz de los fertilizantes" Boletin de
la FAQ

R.— MORALES, V.M. y HUBELL, D.H. ™ Avances recientes en el estudio
del proceso de infeccidn de las le~uminosas por el Rhizobium "
IX Reunidén Latinoamericana de Rhizobium. Cocoyoc, México, 1978.

8 p.
?-' RICHARNS, B.N. T"Introduction to the soil ecosystem"” Grain Bri
tain, Longman, 1974.

- 48 -



1.-SALLE, A.J. "Bacteriolozfa"™ Versién Garcia Isnacio, 4a. ed.
Barcelona, Gustavo Gili, 1957. 846p.

11.-SANCHEZ MARROQUIN, A. "Microbiologia Agricola” Chapingo, Dpto.
de Promocidén y Divulgacidén de la Esc. Nacional de Agricultura,
1964. 393 p.

12.,-SAUMELL, HUGO. "Soja, informacidén técnica para su mejor cono-
cimiento y cultivo” Buenos Aires, Hemisferio Sur, 1977. '

12, ~-TRUJILLO GONZALEZ, G. (comunicacién personal)

14.-VINCENT, J.M., " Manual PrActico de Rizobiologfa”, 1a. ed. Bue
nos Aires, Hemisferio sur, 1975. 200 p.

15.-WINSTON, J. BRILL. "Fijaci6én biolégica del nitrégeno atmosfé-
‘rico™ Ciencia y Desarrollo, nim. 17, México, 1977. 10 p.



IMPRESO EN:




Sl W e

e % PL N
A e Y WL ! i3

Pl Ao e

; [y
AR T e b

Ve ey
N ety e

e A L gl
M o gy

A ba e

eep g e AT e
e 7, et

VA
N i

e S

,:.f....& ¥

TS (N b e L 1 S

et
K,

S L e i 8

o e

Y S 3ot i

- o e L.....Wu.
e L O L 17 &
S bey rg. :....Tl.ﬂ.d._.cm.-

s,

o M # 4 P LA A Baniph F
AR WA Y Bl AVS e

- AT

AW A Aot 1 S T i 8 e B4 i

T e R a8 B BTt A A ey T B a2
o R et s e e B S B NN i ey SRS

W P g A BT - 3 s %
L P T S e

N ] B i PP o
A AT T oy e A en NN o g
B s o, S ARAN XA o
FERTRONT g S B

..\f.._}ru.?..tﬁ?.‘l
I A e mu? 3

T GRS s A
i P

AR o i IR RIS v\
ol b A i ki
ol

AL

T




