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Resumen

En diversos ecosistemas, las leguminosas, en sumgegoria, forman simbiosis con
bacterias de diversos géneros, llamados colectivamente Rizobios las cuales tienen la
capacidad de fijar nitrégeno atmosférico patbo el establecimiento de leguminosas
eficientes en el uso de nitrogeno (N) es de vital ingpmit para la sostenibilidad y
estabilidad de las producciones agropecuarias a través del tieenpegion San Martin
cuenta con 112 958 hect8reas de pasturas (
mayoria con serios problemas de erosion; se susila & ausencia de cobertura arboérea,

el pisoteo constante del ganado (sobre pastoreo) y la erosién hidrica, esto afecta directamente
a |l a sostenibilidad de | a ganadeetat,2007).debi do
Las especied eucaena. lecocephalay Centrosema macrocarpurproducencambios
significativos en las propiedades fisicas del suelo principalmente en densidad aparente,
porosidad y resistencia a la penetrackEimpresente estudio fue ejecutado en el afio 2016 y
tuvo como objetivo el aislamiento, caracterizacion y evaluaciola @ficiencia simbiotica

de cepas de rizobios deeucaendeucocephalay Centrosema macrocarpymrocedentes

de suelos con pasturas degradadas del distrito de CufiumPagaello se utilizo el disefio
completo al azar con tres repeticiondegy/tratamentos fueron de 18 cepas inoculadas con
cepas de rizobios nativos, dos cepas corfRbizobium leucaenae y Bradyrhizobium
viridifuturi , 2 controles nitrogenados no inoculado (100 y 50 mpgyNun control no
inoculado y sin nitrégeno analizadosn nivel de significancia de p < 0,05. Los resultados

gue se obtuvieron demostraron el efecto beneficioso de la inoculacion con las cepas en las
2 especies evaluadhsucaendeucocephalay Centrosema macrocarpyrpara la altura de

planta deC. macrocarpm obtuvo 98,93 cm, en longitud de la raizledeucocephaldue

de 100,30 cm, peso fresco total por plantd.daucocephal®5616,7 mg, peso seenlL.
leucocephalal039,20 mg, peso fresco de la raiz con 2289,95 manén leucocephala,

numero de nédokcon 95,75 en. leucocephalala cantidad de nitrégeno total por planta

es mayor en la especie deucaenacon un promedio de 34,83 mg.

Palabras Clave:LeucaendeucocephalaCentrocema macrocarpum, Rhizobium,
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Abstract

In various ecosystems, legumes, for the most part, form symbiosis with bacteria of various
genera, collectively called rhizobia which have the ability to fix atmospheric nitrogen for
this purpose the establishmenit efficient legumes in the use of nitrogen (N) is vital
importance for the sustainability and stability of agricultural productions overTimeeSan
Martin region has 112 958 hectares of past
serious erosionrpblems; In addition, the absence of tree cover, the constant trampling of
livestock (over grazing) and water erosion, this directly affects the sustainability of livestock
"due to soil degradation (Roman et al., 200/¢ucaena species, leucocephala and
Centrosema macrocarpum produce significant changes in the physical properties of the soil
mainly in apparent density, porosity and resistance to penetratierfollowing study was
carried out in 2016 and aimed at the isolation, characterization and tewaloé the
symbiotic efficiency of rhizobia strains of Leucaena leucocephala and Centrosema
macrocarpum, from soils with degraded pastures of the Cufiumbuque dtstrittis, the
complete randomized design with three repetitions was used and the trisatveee 18
strains inoculated with native rhizobia strains, two control strains Rhizobium leucaenae and
Bradyrhizobium viridifuturi, 2 noanoculated nitrogen controls (100 and 50 mg N2) and
one control not inoculated and without nitrogen analyzed wgthifstance level of p <0.05.

The results obtained showed the beneficial effect of inoculation with the strains in the 2
species evaluated Leucaena leucocephala and Centrosema macrocarpum, for the plant height
of C. macrocarpum obtained 98.93 cm, in rooigté in L. leucocephala was 100.30 cm,
total fresh weight per plant in L. leucocephala 25616.7 mg, dry weight in L. leucocephala
1039.20 mg, fresh root weight with 2289.95 mg in L. leucocephala, number of nodules with
95.75 in L. leucocephala, the amountatal nitrogen per plant is higher in the Leucaena

species with an average of 34.83 mg.

Keyword: Leucaena leucocephala, Centrocema macrocarpum, Rhizobium.




Introduccion

El suelo es un recurso natural deucha importancia en la vida del hombre y
fundamental en la produdgi de alimentogorlo tantg se debe mirar como una comunidad
viviente mas queomo un cuerpo inerte (SullivaR007).

La region San Martin cuenta c@d2958hectareas de pasturas (DRASAM, gf)1os
gue se encuentran en su mayerigoroceso de degradacion por problemas seei@sosion
hidrica, malas practicas agrondmicas;sumaa ello la ausencia de cobertura arbérea, el
pisoteo constante dghnado, sofactores que aceleran este proceso de degradacion.

Por tal b incorporacion de especies lefiosas perennes en areas ganaderas es de vital
importancia, debido al impacto positivo en la proeldn de leche garne.En un estudio
realizado con sistemas silvopastoriles se encontré que la presehclawmcephalan los
potreros, permitié incrementar el contenido de nutrientes. Las concentraciones de nitrdgeno,
fésforo y carbono fueron superiores entre los3Man del suelo, a comparacion de aquellos
potreros donde la graminea fue un monocultivaliptha, 2009esto gracias a la capacidad
gue poseen las leguminosas de formar simbiosis con bacteaderdig de nitrégeno
atmosférico.

Por su parteCentrosemamacrocarpum produce cambios significativos en las
propiedades fisicas del suelo principalmente en densidad aparente, porosidaenciesis
la penetracion (Lozanet al., 2010.

En el trabajose tuvo como objetivo principal elaislamiento, caracterizacion y
evaluacion de la eficiencia simbidtica de cepas de rizobidssdeaenaeucocephalay
Centrosemanacrocarpumprocedetes de suelos con pasturas dstridto deCuiiumbuque,
esto se realizcon el propdsito demejorar la calidad de los suelos y por ende la
productividad de los pastos paealizar una ganaderia mas sostenible, esiliencia al
cambio climatico Los resultdos muestraigue la mayor cantidad de nitréges® encontré
en la especid.. leucocephalacon la cepa C198 con B8 mg por planta y par&.
macrocarpuntepa C142 con un Z& mg de nitrégeno pqianta
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1.1.Fundamento tedrico cientifico
1.1.1.El nitrbgeno y su importancia

El nitrégeno (N) es un elemento esencial pardedarrollo de los seres vivos
constituyendo compuestos como proteinas, acidos nucleicos, clorofila y otros
componentes celulares. Si bien es uno de los elementos mas abundantes de la
atmosfera terrestre, repesgando 78%, no es accesible para la mayoria de los
organismos ya que se encuentra en una forma muy estable de triple enlace (Tripathi,
2009).

El nitrégeno atmosférico ()l solamente se incorpora a los sistemas biolodgicos
cuando ha sido reducido por urugo demicroorganismos fijadorede nitrogeno,
denominados diazotrofos,de manera artificial, cuando sembinael N> con ciertos
elementos como el hidrégeno o el oxigémenando nitrato (Ng) o amonio (NH),
bajo mndiciones altamente energéticas, dteal proceso industriale Haber-Bosch
(Gallowayet al., 2004).

La fijacion global de nitrégeno en el suelo se estima en unos 300 millones de
toneladas (MT) kafio. Por causas naturalese@dargas eléctricas, erupciones
volcanicas yradiaciones ultravioletase fijan entre 3 y 10 MT. Mediante procesos de
fijacion industrial Haber Bosch (dependiente de combust
de hidrogeno y energia) se fijan 100 MT, que son destinados principalmente a la
produccion de feilizantes nitrogenadosSin embargo, entre 100 200 MT son
incorporados a través de la fijacion biologie Ne (Field, 2004).

1.1.2. Fijacion biologica de nitrogeno(FBN)

Consiste en la reduccion del giesitrogena(N2) hasta NH"y es un proceso exclusivo
de procariotagntreestasbacterias yarcheasijadoras de Mdenominaasdiazotrofag/ se
pueden encordren vida libre, asociadas o en simbiosis con plgBitomley y Myrold
2015).

La FBN conforma el 63.6% deltal de nitrégeno fijado anualmeniBonde & migna
se descompone en 70 MT debaldiazotrofosen vida libre y 80 MT por asociaciones
simbidticas, predominando el aporte de los cultivos de leguminosas herbaceas (como soja,
tréboles y alfalfa) y de legunosas arbéregDe Felipe2009.

La FBN es catalizada por el complejo enzimatico nitrogenasa que lleva a cabo el
proceso de reduccion de.Ma enzima consta de dos metaloproteinas, una hierroproteina
(Fe- proteina) y una hierranolibdenoproteina (MoFe proteina). Quecontiene el sitio



activo para la reduccion del sustratoy seorganiz o mo un hetdeunpeset r 8§ me
molecular de 240 kDa. Consistezn met al ocl ust er s: eld7S]P c | Yst
y el cofactor FeMo (M: 7Fe 9 I®mocitratd a nivel del cual ocurre la reduccion del N
laFe-prok2 na es un h o kiadue ooetiene unsdlo cldster 4648 y

dos sitos de unién para MgATP y media el acoplamiento de la hidrdlisis del ATP a la
transferenciaelelectrones que seran donados al componente Ndadteina para producir

la redeccion del N (Dixon y Kahn 2004, La reaccion estequiomeétrica general que lleva a

cabo esta enzima es la siguiente:

N2+ 8 H"+ 8 &+ 16 Mg-ATP — 2NHs + Hy + 16Mg-ADP + 16F

La FBN requiere un aporte considerable de ATP (al menos 16 moles de ATP por cada
mol de N fijado) que debe ser generado por fosforilacion oxidativa, exigiendo una gran
demanda de oxigeno. A pesar de esto, el complejo nitrogenasa resulta inactivo en presencia
de oxigeno, por lo que ldgazotrofoshan adquirido una variedad de estrategiaddgicas
y morfologicas para proteger a la iema del Q (Sotoy Bace, 2001).

Los sistemas fijadores de>Non diversos y pueden alcanzar un alto grado de
complejidad. Existenliazotrofosde vida libre y asociados en forma no simbidtica o en
simbiosis corplantas. Dentro de las asociaciones no simbidticas encontiganosofos
interactuando en la rizésfera o en el interior de la raiz, tallo y hojas de las plantas (endofitos).
Estos microorganismos se ven favorecidos por un microambiente con baja peesion d
oxigeno y alta disponibilidad de nutrientes carbonados, brindando a cambio nitrégeno fijado
como NH rapidamente asimiladmor la planta. Por otro lado, lasocia®nes simbidticas
incluyen: 1. Ganobacterias que ocupan lugares estratégicos de hepg@leabos, cicadas
y dicotiledoneas; 2. actinobactetiasmoFrankia, que forma nédulos con muchos géneros
de plantas no leguminosas; y drizobiosque forman nédulos en leguminosas. Estas
ltimas son consideradas las mas eficientes en cuanto a la fijacioyalgué aportan la
mayor proporcion del nitrégeno fijadda plantal(lorety Martinez 2005) y se la denomina
fijacién simbidtica de nitrégno (FSN).

La disponibilidad directa delNijado a la planta hace a la FSN un importante aporte
de nitrdgeno a los suelos agricolas, contribuyendo de manera fundamental a la produccion
de alimentos para el hombre y animales y a la economia de fddfizsttogenados.
También mejora la fertilidad del suelo y su ecologia, minimizando las pérdidas por
volatilizacion, desnitrificacion y lixiviacion (Grahai2000).

1.1.3.Fijacion simbidtica de nitrégeno: leguminosa rizobio

El proceso magmportante de fijacion de Nen la agricultura es la asociacion
simbidtica entre leguminosas y bacterias del suelo. Se estima que esta asociacion fija
en el orden de 20 a Zdneladasle N cada afo (Herridgs al., 2008).
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También Samasegaray Hoben 1994) menciona que los rizobios son bacterias
gue forman nodulos en la raiz, son de tamafidanedde forma abastonada, d&i0,
0,9 um de ancho y de2; 3,0 um de longitudno forman endosporas, son Gram
negativos y maoviles por un simple flaggdolar o por dos o seis flagelos peritricos.
Ademas,se diferencian en la velocidad de crecimiento diferenciandoles entre cepas
de rapidoRhizobium, Ensifer, Neorhizobiynmtermedio Mesorhizobiumy lento
crecimientoBradyrhizobium La taxonomia de rizobios actualmente es muy diversa
(98 especies en 13 géneros), smbargo,es posible diferenciar de acuerdo a su
relacion filogenética entre ald@zobios Rhizobium, Mesorhizobium, Ensifer,
Bradyrhizobium, Phyllobacterium, Microvirga Azorhizobium, Ochrobactrum,
Methylobacterium, Devosia, ShineNabetarizobios Burkholderia y Cupriaviduys
(Peixet d., 2015).

La mayoria de las especies de la fanidiguminosae forman esta asociacion, y
es especialmente frecuente en sabfamilias Papilionaceag13800 especiesy
Mimosoideag(3270 especies) escasa en Cesalpinoide@250 especieql.egume
Phylogeny Working Group2013) Esta familia comprende 751 géneros y ®5
especies, algunas de ellas de gnamortancia por el aporte de proteinas en sus granos
para el consumo humano, forraje para el ganado y como especies agroforestales. Las
leguminosas de grano y forrajeras representan el 27% de la produccion mundial de
cultivos. Asimismo, se ha estimado das leguminosas de grano constituyen éb33
del nitrdgenancorporado a la dieta humana (Grahgiance,2003).

1.1.4.El proceso de nodulacion

El proceso deeconocimiento,infeccion y desarrollae nédulos radicales entre
rizobios y leguminosa involucra varias etapas: 1. Eeconocimiento de la
combinacion adecuada plarddacteria; 2. Aherencia de ldacteria a los pelos
radicales3. Curvatura e invasion de los pelos radicate$-ormaciénde un canal de
infeccién y desplazamiento de lascteias hacia la raiz principa; Proliferacion
celular y formacién del noédulo maduyré. Diferenciacibnde las bacterias en
bacteroides, formando la estructura llamatabiosoma y su funcionasmnto datro
del nédulo(Espinozay Malpica, 2007.

1. Alinicio de la simbiosis el rizobio debe reconocer y responder a la presencia de las
raices de la planta hospedera. El rizobio sdtipliva en la rizosfera y capta
compuestos exudados de la planta como los flavonoydesponde induciendo
genes involucrados en la nodulacién, denominados Factoregadtes(Masson,
et al, 2009).

2.Estudios sobre la adherencia de los rizobios a los pelos radioglesen que ocurre
en dos etapas. En la primera ocurre una unién débil dependiente de caltio (Ca
mediado por una proteina especifica de adherencia, ldesiad, que se piensa
estd presente en la mayoria de los rizobios. La hésada actla captando
complejos de calcio en la superficie de los pelos radicales. En una segunda etapa se
da una union estrecha mediada por la sintesis bacteriana de fibrillas de celulosa,



requeridas padr. leguminosarurpara formar biofilms en los pelos radiesiGage,
2009.

3. Una union exitosa provoca cambios morfologicos visibles en la planta, producidos
por la accion de los factores Nod (FNs). Los FNs inician varios de los cambios de
desarrollo vistos en la planta hospedera en etapas tempranas del proceso de
nodulacién, incluyendo deformacién del pelo radical, despolarizacion de la
membrana de las células epidérmicas, oscilaciones de calcio intracelular y la
iniciacion de la division celular en el cortex radical, que forma eristema y un
primordio nodular.

4. El ingreso de los rizobios a los pelos radicales inducen la formacién por parte de la
planta de un tubo de composicién similar a su pared celular conocido como canal
de infecciodn, el cual crece hacia el interior del pelo. Los rizobios dentro del canal
crecen y se dividen, por lo que éste queda lleno de bacterias. El canal se ramifica a
medida que crece hacia el interior del nédulo en desarrollo. Una vez que el canal
de infeccidn penetra la pared de las células epidérmicas, las bacterias se vierten al
especio intracelular (SchultzeKondorosi, 1998).

5. Ademas del efecto directo de los NFs en los pelos radicales, éstos también inducen
la reactivacion del ciclo celular en la corteza y el periciclo de las raices de la
leguminosala activacion del ciclaelular se extiende a través del corteelind
hasta formar el meristenmodulary el nédulo maduro. Las bacterias se liberan
desde el canal de infeccion por endocitosis al citoplasma de las células vegetales
en division (Gage, 2004).

6. En el interior elular los rizobios quedan separados del citoplasma por una
membrana derivada de la planta hospedadora, la membrana peribacteroidal. Estos
guedan rodeados individualmente o en pequefios grupos por la membrana
peribacteroidal que engloba a uno o mas bacespconstuyendo el simbiosoma
En esta etapa los rizobios se transforman en los bacteroides que adquieren la
capacidad de fijar nitrégeno. Los bacteroides en varias leguminosas hospedadoras
(ej. Arveja) se dividen dentro del simbiosoma y la membrana peribacteroidal se
divide concomitatemente. En otras leguminosas Rfjaseolus vulagrig Glycine
may), los bacteroides se acumulan en grupos de 8 a 12 dentro del simbiosoma como
resultado de la fusion de simbiosomas y de la continua division de los bacteroides
(Brewin, 2004).

Dependiendade la leguminosa se pueden digtiir dos tipos de nédulos:
Determinadose indeterminados. Los nodulos indeterminados mantienen un
meristemo persistente y contindan creciendo durante todo su ciclo de vida,
resultando en un gradiente de estados: una zemi#ferenciacion de bacteroides,
una zona madura de fijacion de YNuna zona de senescendiate tipode nédulo
presenta forma alargada y dependiendo de la legumineskepser bifurcados o
no. Por ¢ro lado, los nodulos determinados no mantienemearistemoactivo,
tienen forma esférica y una etapa de senescelefiaida Krishnany Bennett,
2006).



1.1.5.Resultados de investigaciones

Sanchez (2010), reporté el aislamiento, identificacion y seleccion de cepas de
rizobios enLeucaena leucocephal&das cepas de rizobios fueron aisladas de suelos
con pH neutro (&7 6,8), de baja fertilidad procedentes de los departamentos del
Cesar yla Guajira- Colombia. Se obtuvieron 52 cepas de las cuales fueron
seleccionados 12 morfotipos. Los aislamientos obtenidos presentaron las siguientes
caracteristicas: Formacion de taaolitos &cidos y alcalinostapido a lento
crecimiento, colonias de caldlanca a transparente, convexas, de forma redonda a
irregular, de borde liso con formacién de moco. La eficiencia simbiotica de las cepas
se midié a través de la técnica del ARA (Assay Reduction of Acetilen), donde se
seleccionaron las cepas RG02 y RB&as cepas fueron caracterizadas a través del
gen 16S rRNA com®&hizobium

Tang (1994)evalud el efecto de laoculacionde Leucaena leucocephata. CNIA-
250 concuatro cepade rizobiogIH-016, IH1000, IH1020 e IH1024) provenientes de
Cuba, Nigeriay Brasil. Se determinaron los parametros agrondmicos: Rendimiento de
materia seca (&), contenido de nitrdgeno en la parte foliar y nodulacgmpleando
cilindros de PVC con suelo no digbado y un disefio de bloques al azar con cinco réplicas.
Las cepas 1H016 e IH1020 produjeron rendimientos de MS (24,0 y 20,9 g/cilindro
respectivamente) superiores a los del control sin inocular (14,7 g/cilindro) y presentaron
abundante nodulacion, pardinante en la raiz principal y de coloracion interna roja. Las
cepas IH1000 e IH1024 mostraron bajos rendimientos, con incrementos de 8 y 10%
respectivamente en el contenido total de N de la parte foliar en relacion con el control no
inoculado. Se obsed disminucién déa nodulacioren el control nitrogenado

Hernandeet al.,(2012) reporaronel aislamiento de cepas nativasitézobium spp
a partir de nédulos desucaena leucocephalken cultivos establecides el valle del Cesar,
Colombia. Los nodulos obtenidégeron desinfectados y enjuagados camaagestilada
estéril. Se aislaron 11 cepas nativaRbizobium sppa las cuales se realizaron pruebas de
identificacion fisiol6gica en YMA + Azul de Bromotimh(AB) presentando la gran mayoria
de cepas una reaccion acida en el medio. Las colonias observadas fueron convexas con
bordes regulares, de color lechoso y consistencia gelatinosa, algunas de ellas con abundante
goma. Asi mismo se observo mediante leidimde Gram, bacilos Gram negativos, finos
no esporulados. Se observo en general, crecimiento lento, encontrando crecimiento a los 3
dias de incubacion con colonias de menosrden2ie didmetro.

Bequeret al, (2013, reportéel aislamiento y evaluacion de la eficiencia simbidtica de
cepas de rizobios eBentrosema molle, Centrosema plumeria.ywi@jinianum Los
aislamientos se realizaron a partir de nédulos radicales de las leguminosas antes
mencionadas procedentes del degpaento de Santi Spiritu€uba. Se evalud la eficiencia
simbidtica de 41 cepale rizobios teniendo en cuelats siguientes parametros: peso seco
de la parte aérea de la planta (PSPAP), Peso seco deg(RSR)jzindice denodulacion
(IN). Las cepas<B (C. virginianum, HG1(C. plumerig y SP20 C. molle presentaron alto



indice de eficiencia simbidtica. Se concluye que la eficiencia simbidtica de las cepas de la
zona centro de Sancti Spiritus fue alta 0 moderada cuamuacs&ron en plantade la
misma zona; mientras que las de la zona sur fueron ineficig@pesnt 2001)afirmo que
los microsimbiontes con igual origen geografico que sus macrosimbiontes pueden presentar
mayor eficiencia simbidtica, debido probablemente @oe@olucion leguminosaizobio.

Tang,et al, (1992), estuidronla respuesta deéentrosema pubesceG$AT- 438 a la
inoculacion con diferentes cepasBtadyrhizobiumen condiciones de campo en un suelo
Pardo Grisaceo, con un pH neutr@{6Se determiné el rendimientordateriaSeca (MS)
el contenido de N de la parte foliar y la nodulacion donde se obtuvieron de 50 a 100 nédulos
por planta, de tamafios pequefios a grandes y todos en la raiz pi@Ceipalsema
pubescenmostré buena resiesta a la inoculacion con tres cepas de rizobio e increment6
de 38 a 91% el rendimiento de MS y de 50 a 94% el contenido de N con relacion al control
sin N y sin inocular. Su nodulacion aument6 con la inoculacion y fue abundante en las tres
cepas, entrias que se destaco la cepallbil9 que mostré los mejores resultados.

Tang, Tamayy Marquez(1982),reportaroria accion de siete cepas Rbizobium
sobre cuatro leguminoséSentrosema pubesceag. CNIA-08, Stylosanthes guianensis
cv. CIAT-184,Teramnus labialisv. Semilla Oscura {ieucaena leucocephata. Perden
jarrasde Leonard.En general, la aparicion del primeddulo ocurrié entre 192 dias.
Centrosema pubescena CNIA-08 rodularon cuatro de la®pas probadas, de las cuales
la IH-002 tuvo un rendimiento mayor (435,2 mg MS/planta) que el control sin N (111,3 mg
MS/planta). La cepa H902 presenté ademas una nodulacion mas temprana (19 dias), con
un peso mayor en sus nédulos y en el contenid@rdgeno (3,89%), en cambio la cepa
IH-005 a pesar de poseer un buert@danjede N en la planta y peso de los nédulos (2,59
y 68,6 mg MS/planta, respectivamente) no presentd un buen rendimiento de MS (229,6
mg/planta) Segun los autore§entrosemas onsideradaina leguminosa que nodula un
amplio rango de cepas, pero a menudo no de forma efectiva.

Leucaena leucocephata. Peru. La mayor cantidad de cepas nodularon en esta planta
(5 de 7), pero al determinar el potencial de fijacion de N el rendimiento alcanzado por estas
fue similar al control sin N y menor que el control con N. Esta especie presenta alta
especificidagen sus requerimientos deobios

1.2. Definicién de términos basicos

Diazétrofos: Sonbacteriagjue haceffijacion de nitrégenatmosférico en urfarma mas
disponible como es amonio (Postgate, 19p& ndiazotrofo es un organismo que es capaz
de crecer sin fuentes externashitidgeno fijadoEjemplos de oganismos que hacen esto
son losBradyrhizobia Frankia (ensimbiosis) yAzospirillum(en vida libre).

Nitrato : En la naturaleza, las plantat#izan nitrato como elemento nutritivo esencial. En

el comercio, la mayor parte del nitrato se usa en abonos inorganicos. Nitrato y nitrito
también se usan en la preservacion de alimentos, en algunos medicaPentitrsdo de

nitrito se producaitrato (NQ).



Amonio: Radical quimico cuya formula molecular esMNBe forma en @atabolismo
de las proteinazuyos compuestos se parecen a los de los metales alcglicosl
esta disponible para que lo capturen las raices de las plantas

Procariotas: Son células pequefias y muy simples, entre las que se encuentran los
organismos unicelulares conocidos como bacterias. Los procariotas fueron los
primeros seres vivos sobra Tierra en el curso de la evolucion: la edad de los
hallazgos fésiles de estas células se estima en mas de tres mil millones dasfios.
células procariotas estructuralmente son las mas simples y pequefias. Como toda
célula, estan delimitadas por um@miranaplasmaticajue contiene pliegues hacia el
interior (invaginaciones) algunos de los cuales son denomiteadosllasy otro es
denominadaenesosomyg esta relacionado con la division de la célula (Bruce, 2006).

Filogenéticos Un arbol filogenéticoes un diagrama que representa las relaciones
evolutivas entre organismos. Los arboles filogenéticos son hip6tesis, no hechos
definitivos.

Nitrogenasa Es la enzima responsable de la fijaciéon de nitrogénmenudo, el
crecimiento ddas plantas esta limitado por la cantidad de nitrégeno disponible en el
suelo. Pequefas cantidades de nitrégeno utilizables se forman por los rayos y la luz
ultravioleta del sol. Se suministran cantidades significativas de nitrdgeno a las plantas
en formade fertilizantes industriales. Pero la mayor parte del nitrégeno utilizable es
creado por bacterias, usando la enzima nitrogenasa

Metaloproteinas Las bacterias fijadoras de nitrégeno estan equipadas con un
complejo enzimatico denominaddrogenasa. La nitrogenasa es un enzima proteico,
formado por dos metaloproteinas: la ferroprotgina molibdoferroproteina. Esta
enzima produce la catalisis de la reaccion primordial de la fijacién del nitrégeno, es
decir, la transformacion en amoniasel nitrdgeno presente en la atmosi@tavarro

y Navarro, 2013).



CAPITULO Il
MATERIAL Y METODOS

2.1. Sistema de hipétesis

Ho: El proceso de seleccion natural ante un estrés, como la degradacion densuelos,
permite la adaptacidn de cepas de rizobios nativas superiores en la simbiosis fijadora
de nitrégeno con leguminosas, por lo goexisten cepas de rizobios eficientesan |
fijacion biolégica de nitrdgeno corlLeucaena leucocephalay Centrosema
macrocarpumprovenientes dsuelos de pasturas degradadas.

Ha: El proceso de seleccién natural ante un estrés, como la degradacion de suelos,
permite la adaptacion de cepas de rizobios nativas superiores en la simbiosis fijadora
de nitrégeno con leguminosas, por lo que existen cepas de rizobios eficientes en la
fijacibn biologica de nitrdgeno coreucaena leucocephalay Centrosema
macrocarpumprovenientes de suelos de pasturas degradadas.

2.2. Sstema de variables

Variable independiente (X):
Bacteria del géner&nsifer spy Bradyrhizobium

Variables dependientes (Y):

Altura de plantal-ongitud de raiz, Peso fresco total, Peso seco total, Peso fresco de la
raiz, Peso fresco de nodulos, Peso seco de néchilmgro de nédulospimero de
nddulos en raiz principal, y Cantidad de nitrégeno total por planta

Operacionalizacion de variables

Operacionalizacion de Variables
Altura de planta, Longitud de raiz, Peso fresco tc
Variables Peso seco total, Peso fresco de la raiz, Peso fres
dependientes nédulos, Peso seco de noédulos, Numeronddulos,
Numeao de nédulos en raiz principgl Cantidad de
nitrdgeno total por planta.

Semillas dd_eucaena leucocephalaCentrosema
Variables macrocarpum.

independientes Cepas d@radyrhizobiurny Ensifer

Fuente:Elaboraciorpropia






