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RESUMEN

         La dinámica de la colonización de la espermosfera- rizosfera de tres variedades de fríjol (Phaseolus vulgaris L.): Negro Jamada, Canario y Flor de Mayo, por dos cepas nativas de Rhizobium  etli, se analizó en suelo no estéril en sistema de jarras de Leonard.
         Los resultados no mostraron diferencias estadísticas en la dinámica de colonización entre los aislados, ni entre las variedades de fríjol, lo que sugirió un efecto espermósfera-rizósfera positivo sobre los aislados y un intercambio de señales químicas de reconocimiento entre Rhizobium y la leguminosa. Lo cual coincidió con el elevado porcentaje de ocupaciones de los nódulos encontrados en las variedades.
         La ssuperviviencia de las dos aislados de R.etli en el suelo fue semejante, limitada principalmente por la ausencia del sistema radical de la planta, lo que sugiere una dependencia de la bacteria por los exudados de la espermósfera-rizósfera del fríjol para supervivir y crecer.
Palabra clave: Colonización, Exudados, Espermosfera-rizosfera, Fríjol, Nódulos, Rhizobium, Sobrevivencia.

SUMMARY

         The colonization dynamics of spermosphere-rizosphere of three common bean varieties: Negro Jamapa, Canario, and Flor de Mayo by two indigenous strains of Rhizobium etli  was analized under non sterile soil condition in the Leonard´s jar system.
         Results suggest that not statistical difference was observed between the two indigenous isolates of  R. etli on its colonization dynamics on the three common beans varieties or neither among these, which indicated a positive effect spermosphere-rizosphere on the isolates, also an exchange chemicals recognition signals in coincidence with its high occupancy per cent in the nodules on the varieties.
           The  R etlis´s survival of the  isolates was similar in soil. Limited mostly by the absence of the root system of the plant, suggesting that R etli depends on the spermosphere-rizosphere exudates of common bean its survival and growth.
Index words: Colonization, Exudates, Spermosphere-rizosphere, Common bean, Nodules, Rhizobium, Survival. 

INTRODUCCIÓN Y ANTECEDENTES

         La inoculación de leguminosas con especies de Rhizobium es una alternativa agrícola para reducir elevadas dosis de fertilización nitrogenada e incrementar su rendimiento (Somasegaran y Hoben, 1985; Vincent, 1970). Sin embargo, en ocasiones la planta no muestra los beneficios esperados, en parte por la incapacidad de competencia de las cepas de Rhizobium usadas en su inoculación; primero en el ambiente del suelo, luego en la espermósfera o zona de influencia de la semilla en germinación, la cual produce las primeras señales químicas de intercambio planta-Rhizobium (Brewin, 1991; Dazzo y Gardiol, 1984; Dénarie et al., 1992) para iniciar la colonización de la raíz, la cual se continuará y estimulará por los productos liberados en la interfase suelo-rizosfera o sistema radical durante la floración cuando la planta alcanza una intensa actividad biológica. 
Este proceso dinámico no concluirá, sino hasta la muerte de la planta en la senectud (Araujo et al., 1994, Curl y Truelove, 1986; Kloepper et al., 1991). 
Por lo tanto es comprensible que por razones naturales el reconocimiento de estas señales químicas para la población de Rhizobium autóctona del suelo, le confiera ventajas sobre las que se introducen (Meade et al., 1985; Singleton y Tavares, 1986).
         Una solución que ha sido planteada (Woomer et al., 1988ª, 1988b), pero no estudiada lo suficiente (Dughri y Bottomley, 1984; Moawad et al., 1984), es la de seleccionar cepas autóctonas con alta  con alta capacidad de competencia, en lugar de introducir cepas que, aunque competitivas, provienen de nódulos o suelos ajenos al sitio en cuestión, debido a la determinante influencia de la población de Rhizobium autóctono del suelo sobre la respuesta de la leguminosa a la inoculación con cepas introducidas (Thies et al., 1991ª 1991b).
         En esta investigación se emplearon dos aislados autóctonos de R. etli del municipio de Zaragoza, Coah. Estas cepas se evaluaron en campo y causaron una respuesta positiva en fríjol, en términos de peso seco y rendimiento, comparada con diferentes niveles de fertilización nitrogenada y con un inoculante comercial. El objetivo de este trabajo fue analizar la dinámica de colonización de la espermósfera-rizósfera de tres variedades de fríjol (Negro Jamada, Canario y Flor de mayo) por dos aislados autóctonos de R. etli.
Materiales y métodos
         Características fisicoquímicas del suelo usado.

        Se usó un suelo agrícola del municipio de Apodaca, N.L., México con propiedades fisicoquímicas muy semejantes a las de suelos de Zaragoza, Coah.; N total 0.07% (Kjeldahi), materia orgánica 1.28% (Walkley-Black), textura arcillosa (hidrómetro de Baouyoucos), pH 70 (potenciómetro) y humedad 30% de acuerdo con SCS-USDA (1984).

Aislados nativos de R.etli
         Los aislados de R. etli (previamente llamado Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli ), denominadas como G-2 y Z-9, con diferente marca genética: G-2 resistente a estreptomicina (S) (Lakeside) 1000 µg/mL y Z-9, resistente a 1000µg/mL diazinón (D) (Diazitox 25-E. 0,0-Dietilo-2 Isopropil-4-Metil-Pirimidil-6-fósforotioato. Química del Golfo). 
Estas sustancias se usaron para su recuperación y diferenciación adicionada al agar extracto levadura manitol con rojo congo (AELMRC) g/L: manitol 10.0., K2HPO4 0.5., MgSO4. 7H2O 0.2., NaCl 0.1., extracto de levadura 1.0., rojo congo 10.0 mL (solución 1:400), pH 7.0, agar 18.0.
Preparación de las jarras de Leonard y variedades de fríjol.

         El experimento se realizó en condiciones de invernadero en jarras de Leonard con 3.5 kg del suelo de Apodaca, Nuevo León, México Las tres variedades de fríjol probadas  fueron: Negro Jamapa, Canario y Flor de May.  Las plantas se alimentaron con la solución de White: KH2PO4 1 M-1 ml., CaCl2 2H2O 1 M-1 mL, FeSO4 trazas; solución de elementos menores: H3BO4-2 68 g; ZnSO4 7H2O-0 22 g; KCl-0 09 g, NAMoO4- trazas, agua destilada 100 ml, pH 7.0), 1 mL agua destilada 100mL, pH 7.0, 1 ml de agua destilada-1000 ml, con la adición de NH4NO3 1M, 5 mL/1, para el frijl usado como control  con N.
Análisis estadístico del diseño experimental.

         Se empleó un diseño estadístico de bloques al azar, con cuatro repeticiones por intervalo de muestreo y seis tratamientos: T-1 = variedad (var.) Canario inoculada (inoc) con G-2; T-2 = var. Canario inoc. Con Z-9; T-3 = var. Flor de Mayo inoc. Con Z-9; T-5= var. Negro Jamada inoc con G-2; T-6=6 var. Negro Jamada inoc con Z-9 y los controles con y sin N con un análisis de varianza (ANOVA): modelo I trifactorial.
Manejo de los aislados nativos.

         Los aislados de Rhizobium se activaron en caldo extracto levadura manitol (CELM) por 30 h a 28°C, lavadas tres veces en solución salina 0.85%. Se utilizó 1 x 104 rhizobios/mL con el nefelómetro de Mc Farland, corroborado por cuenta viable (CV) en el AELMRC
Dinámica de colonización de los aislados de R etli  en fríjol.

         El experimento se inició con la siembra de cinco semillas por jarra de cada variedad, cada semilla se inoculó con 1 x 104 R etli/mL, las jarras se mantuvieron en invernadero durante 50 días. En cada intervalo de 0, 3, 6, 10, 15, 20, 30, 40 y 50 días después de la siembra de los dos tratamientos se consideró una serie de jarras, y se extrajo según el caso de 0.5 g a 1 g de/principio de raíz, raíces antes de la nodulación, raíces-nódulos durante la floración y al final raíces-nódulos en lisis, para suspender en matraces de de 25 mL con 12 mL de solución salina y agitar a 250 rpm por 30 min. De la suspensión se realizaron diluciones seriadas en solución salina y de la 10-4, 10-5 y 106. Se tomó 0.25 mL para sembrar por triplicado en cajas con AELMRC con S o D. 
Las cajas se incubaron por cinco días a 28°C, para determinar el promedio del logaritmo del numero  de unidades formadoras de colonias (UFC) de las cuatro repeticiones/f de espermosfera (considerada así, de la siembra de semilla al primordio de raíz) y rizosfera (desde el desarrollo normal del sistema radical a la lísis total de los nódulos).
Determinación del por ciento de nódulos formados por los aislados nativos.

         Durante la floración aproximadamente 45 días después de la siembra, se determinó el porcentaje de nódulos formados por los aislados  autóctonos de R.etli en las variedades de fríjol. Para ellos se trituraron 100 nódulos obtenidos de las cuatro repeticiones de cada tratamiento en cajas con AELMRC y (S) o (D). Las cajas se incubaron por cinco días a 28°C, según descripción de Somasageran et al., (1981). 
Supervivencia de los aislados en el suelo.

         En este experimento se utilizó un diseño estadístico de bloques al azar con dos tratamientos: T-1= suelo inoculado con el aislado de R.etli  G-2; T-2= suelo Z-9, y tres repeticiones, para lo cual porciones de 50 g del suelo de Apodaca, N.L. se colocaron en recipientes de aluminio y se mantuvieron a una humedad de 60% de la capacidad de campo, a temperatura de 28°C. La determinación del logaritmo promedio de las UFC de los aislados  de R.etli de  suelo seco, se realizó como sigue: se tomaron 2 g de suelo en cada intervalo (0, 6, 9, 12 y 15 días) y sus repeticiones, para suspender en matraces de 50 mL con 20 mL de solución salina y se realizaron disoluciones de las cuales se usaron la 10-2 y 10-3, se tomó 0.25 mL de cada una para sembrar en cajas con AELMRC S o D, por triplicado, se incubaron por 5 días a 20°C.
RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Dinámica de la colonización de los aislados nativos de R.etli en el fríjol.

         La figura 1 muestra la dinámica de colonización de las dos aislados autóctonos de R.etli en la espermósfera-rizosfera de la variedad de fríjol Negro Jamapa. Se observó un efecto positivo estimulatorio de la espermosfera sobre ambas poblaciones de ambos aislados (Dazzo y Gardiol, 1984), desde los primeros días de la germinación de la semilla hasta el sexto día, cuando alcanzaron su máxima densidad de población; después se detecto una drástica caída en la densidad de la población del aislado de R.etli G-2, lo cual sugiere que durante el desarrollo del primordio de raíz a raíces verdaderas se incrementó la actividad fisiológica de la planta y se liberaron otra clase de exudados, que fueron utilizados con mayor eficacia y rapidez por poblaciones autóctonas del suelo, que por este aislado nativo de R.etli (Lowndorf, 1981; Moawad et al., 1994).
[image: image1.emf]Figura 1. Colonización de la espermósfera-rizósfera de frijól var. Negro Jamapa por dos 

cepas de Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli en suelo no esterilizado.
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          Un comportamiento diferente se observó en la población del aislado de R.etli Z-9, la cual mostró una mejor capacidad de competencia y utilización del nuevo tipo de exudados de la espermosfera-rizosfera del fríjol, esto sugiere una respuesta fisiológica distinta entre los aislados de R. etli a exudados radicales liberados durante etapas especificas del ciclo del biológico de la planta (Bergman et al., 1988; Brewin, 1991). 
Sin embargo, en el día 30 ambas aislados nativos mostraron la misma densidad poblacional, esta disminución parece ser su adaptación  a las nuevas señales químicas del sistema radical, las cuales de momento fueron mejor reconocidas por las poblaciones del suelo antagonista a los aislados nativos  de R.etli  (Dénarie et al.,  1992; Halverson y Stacey, 1986), para que luego cambios en el tipo de señales químicas de reconocimiento entre la bacteria y la rizósfera de la variedad, les permitió recuperar el dominio de la zona (Huntetr y Fahring, 1980; Long, 1989) y, como consecuencia, alcanzar un alto porcentaje de nódulos examinados, como lo muestra el Cuadro 2.
         Estos resultados sugieren que la selección de aislados autóctonos de R.etli (individualmente o en mezcla), mediante el análisis de su dinámica de colonización puede servir como herramienta para la selección adecuada de los aislados que respondan a las expectativas planeadas con una variedad de fríjol especifica (Aviado et al., 1990; Beattie et al; 1989).
         La figura 2 presenta la dinámica de colonización de los autóctonos de R.etli en la espermosfera-rizosfera del fríjol var. Canario. En ella se observa que a diferencia de la var. Negro Jamapa, los exudados de la espermosfera de la var. Canario estimularon selectivamente el incremento en la densidad de la población del aislado de R.etli G-2 (Meade et al., 1985; Yao y Vincent, 1969), pues al tercer día el logaritmo de la UFC de la G-2 fue de casi 6.0, inferior al de la Z-9 (4 8). 
Entre el sexto y vigésimo noveno día, los exudados de la rizosfera favorecieron una densidad de la población de ambos aislados con pocas fluctuaciones, aunque con una tendencia de la densidad de ambos poblaciones a disminuir de  la cantidad original inoculada en las semillas de fríjol. Esto sugiere algún mecanismo  regulazación de la población del microambiente, controlado por la planta (Schubert, 1986; Van Brussel et al., 1986). 
En el día 30 se detectó la densidad mas baja de los aislados, lo que, como se señaló, fue causado por el cambio en el patrón de exudados radicales (Imsande, 1981, Long, 1989) que favorecieron mas la actividad antagonista de los microorganismos autóctonos del suelo, similares y diferentes de Rhizobium (Hunter y Fahring, 1980; Maede et al., 1985; Moaward  et al., 1884). 
Posteriormente, como se mostró antes, los aislados recuperaron el dominio de la rizosfera, lo que sugiere que tienen una mayor capacidad de reconocimiento de las señales químicas de los exudados radicales de la variedad, que les permite ser más competitivas en la utilización de los exudados, no solo de otros rhizobios, sino también de microorganismos totalmente distintos. 
Lo anterior  coincidió con el alto porcentaje (G-2=71% y Z-9=70%) de ocupación en los nódulos  de las raíces de esta variedad (Araujo et al., 1985), lo que se señala en el Cuadro 2. esto también sugiere una estrecha relación de especificidad de reconocimiento entre los aislados nativos de R.etli y la variedad de fríjol (Carlson, 1982; Carlson et al., 1987; Dazzo y gardiol, 1984) que puede favorecer una respuesta positiva de la leguminosa a la inoculación (Dowling y Broughton, 1986; Ham et al., 1971; Hunter y Fahring, 1980).
         En la figura 3 se muestra la dinámica de la colonización de los aislados  nativos de R.etli en la espermósfera-rizósfera de la var. Flor de Mayo. La que en principio fue semejante hasta antes de la floración, esto sugiere que durante este periodo los aislados fueron altamente competitivas, utilizaron el tipo de exudados liberados por espermosfera-rizósfera. Mientras que el cambio de señales  químicas de los exudados radicales afectaron negativamente la capacidad infectiva del aislado G-2 (Caetano-Anolles, 1988; Halverson y Stacy, 1986, Imsande, 1981) y estimularon la competencia autóctona del suelo (Kloepper et al., 1986) contra este aislado, lo cual se reflejó en el bajo porcentaje (50%) de ocupación en los nódulos de esta variedad, comparado con las otras (Cuadro 2).
[image: image2.emf]Figura 2. Colonización de la espermosfera-rizosfera de frijol var. Canario por dos cepas de 

Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli en suelo no esterilizado.
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[image: image3.emf]Figura 3. Colonización de la espermosfera-rizosfera de frijol var. Flor de Mayo por dos cepas 

de 
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 biovar phaseoli en suelo no esterilizado.
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Cuadro 1. Análisis de varianza de la colonización de dos aislados nativos de Rhizobium etli  inoculados en tres variedades de fríjol.

	Causas de la Variación
	Grados de libertad
	Suma de cuadrados
	Cuadrados medio
	F
	P

	Bloques
	7
	76.22
	10.888
	19.189*a
	<0.01

	Tratamientos
	6
	5.17
	1.034
	1.822 N.S.
	>0.05

	A
	2
	2.71
	1.356
	1.924 N.S.
	>0.05

	B
	1
	0.74
	0.745
	1.312 N.S.
	>0.05

	IAxB
	2
	1.70
	0.853
	1.420 N.S.
	

	Error
	35
	19.86
	0.567
	
	

	Total
	47
	101.24
	2.154
	
	


A=variedad de fríjol B= aislados o cepas IAxB= Interacción variedad-aislado (cepa) a50 días después de la siembra    
  El aislado Z-9 aparentemente no fue afectada, pues alcanzó un alto porcentaje de ocupación en los nódulos (71%), lo que sugiere que durante la floración, a nivel radical, se suceden cambios de señales químicas de reconocimiento con el aumento de la actividad biológica vegetal (Schubert, 1986; Van Brussel et al., 1986) que afectan la dinámica de la colonización del microsimbiote (Batisti et al., 1992; Govers et al., 1986; Yao y Vincent, 1969). Lo cual indica que para alcanzar el máximo porcentaje de nodulación no solo es suficiente la colonización de la espermosfera-rizosfera, también es necesario que la bacteria reconozca las nuevas señales químicas que la variedad genera en la floración (Brewin, 1991; Dénarie et al., 1992; Imsande, 1981, Rossen, et al., 1985) lo que permite al microsimbionte expresar al máximo su capacidad infectiva con una mayor ocupación de los nódulos (Long, 1989) y un probable efecto positivo en el desarrollo de la planta (Singleton y Tavares, 1986).
Supervivencia de los aislados de R.etli en el suelo.

         La figura 4 presenta la supervivencia (sobrevivencia) de los aislados nativos de R etli  en el suelo húmedo no estéril. En ella se observa un comportamiento semejante de los aislados a las condiciones físico-químicas del suelo, con un incremento inicial en la densidad de ambas poblaciones, lo cual sugiere que durante los primeros días R. etli utilizó y agotó sus  reservas. El decremento posterior de las poblaciones de los aislados probablemente fue causado, en parte, por la humedad que estimuló efectos antagónicos y /o de depredadores para Rhizobium  como: Bdellovibrio, protozoarios y bacteriófagos (Lowendirf, 1980; Peña-Cabriales y Alexander, 1979). Además, el suelo careció de fuentes de carbono sencillas para estimular su crecimiento (Peña-Cabriales y Alexander, 1981), ya que por lo general estas sustancias solo se encuentran en concentraciones suficientes para la bacteria en la espermosfera-rizosfera del fríjol (Curl y Truelove, 1986; Long, 1989). Por lo que Rhizobium es dependiente de estos exudados de la espermósfera-rizosfera, únicamente supervivió en el suelo.

         En el cuadro 1 presenta el análisis de varianza (ANOVA) de la dinámica de colonización de las dos aislados nativos de R.etli en las tres variedades de fríjol probadas que apoyan la interpretación de los resultados.

         El cuadro 2 muestra que cuando los aislados nativos de R etli  inoculados en las tres variedades de fríjol, por lo general se observó que fueron más competitivos y dominantes. Al excluir el total de nódulos formados en las plantas control fueron inducidos por otros Rhizobium spp que mostraron una densidad de población por NMP que fluctuó de 1x 102 a 1x 105 rhizobios/g de suelo, lo que sugiere que los dos aislados nativos usados en este experimento de colonización de la espermosfera-rizosfera, fueron competitivos, por ello estos resultados sirven de base  para el modelo propuesto por Thies et al. (1991 a. b y 1882), en el pronostico de la posible respuesta  de la leguminosa en el campo, que en este caso es motivo de otro estudio en progreso.

Cuadro 2. Por ciento de nódulos formados por dos aislados nativos de Rhizobium etli inoculados en tres variedades de fríjol.
	Variedad
	Tratamientos
	Nódulos por planta
	Nódulos por aislado o cepa inoculada
	Nódulos por aislado o cepa nativa

	-------------------  %  ------------------

	Canario
	G-2
Z-9

S.N.

C.N.
	41
64

77

40
	71
70

0

0
	29
30

100

100

	Flor de Mayo
	G-2
Z-9

S.N.

C.N.
	47
24

60

41
	50
73

0

0
	50
27

100

100

	Negro Jamapa
	G-2

Z-9

S.N.

C.N.
	16
22

25

38
	71
75

0

0
	29
25

100

100


S.N.= Sin Nitrógeno C.N.=Con nitrógeno Promedio de cuatro repeticiones
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Conclusiones.
La selección de aislados o cepas nativas de R. etli es fundamental en el empleo de inoculantes para variedades especificas de fríjol, como una medida de asegurar un éxito en su repuesta en términos de rendimiento y reducción de la dosis de fertilización nitrogenada, así como la posibilidad de aplicarlas en suelos con problemas de humedad.

Dedicatoria. 
A Raul  y Mario Sanchez-Yañez por su apoyo y solidaridad de siempre, gracias.

Agradecimientos. A la Coordinación de la Investigación Científica de la UMSNH, Morelia, Mich, México por el proyecto 2.7 (2005-2006) por las facilidades para la publicación de este trabajo. Al M.C. Pedro Moreno por su invaluable apoyo en la estadística.
Bibliografía.
1.- ABAIDOO, R.C., T. GEORGE, B.B. BOHLOOL., B.B. and P.W. SINGLETON. 1990. Influence of elevation and applied nitrogen on rhizosphere colonization and competition for nodule occupancy by different rhizobial strains on field-grown soybean and comer bean. Can J. Microbiol. 36:92-96.

2.- ARAUJO, R.S.,E.A. ROBLETO, and J. HANDELMAN. 1994. A  hydrophonic mutant of Rhizobium in nodulation competitivences and growth in the rhizosphere. Appl. Environ. Microbiol 60: 1430-1436.

3.- BATISTI, I. J., C. I. ARA and J.A. LEIGH. 1992. Specific oligosaccharide from Rhizobium meliloti  exopolysaccharide promotes nodule invasion in alfalfa. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:5625-5629.

4.- BEATTIE. G.A., M.K. CLAYTON, and J. HANDELSMAN. 1989. Quantitative comparation of the laboratory and field competitivenss of Rhizobium leguminosarum phaseoli. Appl. Environ. Microbiol. 55:2755-2761.

5.- BERGMAN, K., M. GLULASH-HOFEE, R.E. HOVESTADT, R.C. LAROSILIERE, P.G. RONCO, AND L. SU. 1988. Physiology of mutants of Rhizobium sp evidence for a dual chemotaxis  J. Bacteriol. 170:3249-3259.
6.- BREWIN, N.J. 1991. Development of the legume root nodule. Ann. Rev Cell-Biol. 7: 191-226.
7.- CAETANO-ANOLLES G., D.K. CRIST-ESTES. And W. D. BAUER. 1988.Rhizobium to the plant flavoluteolin requires functional nodulation genes. J. Bacteriol. 170:3164-3169.

8.- CARLSON, R.W. 1982. Surface chemistry. P. 189-240 in: Ecology of Nitrogen Fixation. Vol. 2,  Rhizobium Oxford University . Oxford. England.
9.- CARLSON, R.W., S. KALEMBASA, AND F. GARCIA. 1988. The expresión of R. Leguminosarum 128C53. In Nitrogen Fixation: Hundred Years After Gustav Fischer, England.
10.- CURL, E.A. and B. TRUELOVE. 1986. The rhizosphere. Spring Verlang ed, Berlin, Germany.
11.- DAZZO, F.B. and A. GARDIOL. 1985. Host specificity in Rhizobium-legums interactions in: Genes Involved in Microbs Plant Intections. Spinger Publishers, New York, USA.
12.- DENARIE. J., F. DEBELLE, and C. ROSENBERG. 1992. Signaling and host range variation in nodulation.  Rev. Microbiol. 46:497-531.

13.- DOWLING, D.N., and W.V. BROUGHTON. 1986. Competition for nodulation in legumes. Annue Rev. Microbiol. 40: 131-157. 
14.- DUGHRI, M.II., and P.J. BOTTOMLWY. L984. Soil acidity and the composition --indigenous population of Rhizobium trifolu in nodules of different cultivars of Trifobum subterranneum I., Soil Biochem., 6: 405-411

15.- GOVERS, F. M. MOERMAN, J.A. DOWNIE, P HOOYKAAS, F.J. FRASSEN, J. LOUWERSE. A VAN KAMMEN, and T. BISSELING 1986. Rhizobium ned genes are involved in inducing an early nodulin gene. Nature 323: 564-566.
16.- HALVERSON. I.J., and G. STACEY. 1986 Signal exchange in plant microbe - interactions Microbiol. Rev. 50: 193-225.

17.- HAM. G.E., V.B. CARDWELL., and HW JOHNSON. 1971 Evaluation of Rhizobium Japonicum inoculant in soils containing naturalized populations of rhizobia J. Appl. Bacteriol. 63: 301-303

18.- HUNTER, W.V., C.V. FAHRING. 1980 Movement by Rhizobium and nodulation of legumes. Soil Biol. Biochem. 12: 537-542.
19.- IMSANDE, J. 1981. Exchange of metabolism and energy between legumes and Rhizobium p. 178-191. In. G. H. Bourne and J. F. Danielli, eds. International Review of Citology. Supplement 13, Academic Press, New York.

20.- KLOEPPER, V.W.; R.M. ZABLOTOWICZ, E.M. TIPPING, and R. LIFSHITZ., 1991. Plant growth promotion mediated by bacterial rhizosphere colonizers pp: 310-330. In. D I. Keister and P. B. Cregan (eds). The rhizosphere and plant growth, Kluwer Academic Publishers. The Netherlands.
21.- LONG, S R. 1989. Rizobium-legume nodulation: life together in the underground. Cell 56: 204-214.

22.- LOWENDORF, H.S. 1980. Factors affecting survival of Rhizobium in soil undergoing drying soil. Sci. Soc. Am. J 43: 962-966.
23.- MEADE., V., P. HIGGINS, and F. O’GARA. 1985. Studies on the inoculation and competitiveness of a Rhizobium leguminosarum strain in soils containing indigenous Rhizobium in soil undergoing drying. Soil. Sci. Soc. Am J. 43: 962-966.
24.- MOAWAD, H., W.R. ELLIS and E.L. SCHMIDT. 1984. Rhizosphere response as a factor in competition among three serogroups of indigenous Rhizobium japonicum FOR nodulation of field grown soybeans. Appl. Environ. Microbiol. 47:607-612.

25.- PEÑA-CABRIALES, J.J., and M. ALEXANDER. 1981. Reservas de carbón: sobrevivencia de Rhizobium. Rev. Lat. Am. Microbiol. 23:50-54

26.- POSSEN, L., C.A. SHEARMAN, A. W. B. JOHNSTON, and J.A. DOWNIE.  1985. The nodD gene of Rhizobium leguminosarum is autoregulatory and in the presence of plant exudates induces the nod A,B,C. genes. EMBO J. 4: 3369-3373.
27.- SINGLETON. P.W. and J.W. TAVARES 1986. Inoculation response of legumes in relation to the  number and effectiveness of indigenous Rhizobium populations Appl. Environ Microbiol. 51:1013-101 
28.- SOMASEGARAN. P., H. HOBLN. And J. HOLLIDAY 1981. Ejercicios prácticos en tecnología Rhizobium leguminosa Colegio de  Postgraduados. Chapingo, Texcoco, México.
29.- SCS-USDA Soil conservation service. 1984. Soil Analysis Laboratory data for southeastem Texas US Department of Agriculture Wasington, D.C.
30.- SOMASEGARAN, P. and H. HOBEN 1985. Methods in legume Rhizobium Technology. University of Hawaii  NIFTAL Proyect.  Hawaii, USA.
31.- SCHUBERT, K.R. 1986. Products of biological nitrogen fixation in higher plants: synthesis, transport and metabolism Annu. Rev. Plant Physiol 37:359-574.

32.- THIES, J. E., P.W. SINGLETON and B.B. BOHLOOL. 1991b.  Modeling symbiotic performance of introduced rhizobia in the field by use indices of indigenous population size and nitrogen status of the soil. Appl Environ Microbiol 57:29-37.

33.- THIES, J. E., P.W. SINGLETON and B.B. BOHLOOL. 1991a.  Influence of the size of indigenous rhizobial populations on establishment and symbiotic performance of introduced rhizobia on field-grow legumes Appl EWnviron. Microbiol 57:19-28.
34.- THIES, J. E., P.W. SINGLETON and B.B. BOHLOOL. 1992. Environmental effects on competition for nodule occupancy between introduced strains. Can. J. Microbiol 38:493-500.
35.- VAN BRUSEL., A.A. N., S.A.J. ZAAT, H.C.J. CAN---. CREMERS, C.A. WIJFFELMAN, E. PEES, T and B. J.J. LUGTENBERG. 1986. Role of plant roots exudate and sym plasmid-localized nodulation genes in the synthesis by Rhizobium leguminosarum of T S R factor which causes thick and short roots on common. J. Bacteriol. 165:517-522.
36.- VINCENT, J.M. 1970. A manual for the practical of nodule-bacteria. Blackwell Scientific Publications, Oxford, England.

37.- WOOMER, P.,P.W. SINGLETON and B.B. BOHLOO- 1988a Ecological indicators of native rhizobia in tropical. Appl. Environ. Microbiol. 54:1112-1116.

38.- WOOMER, P.,P.W. SINGLETON and B.B. BOHLOO- 1988b Reliability of the most probable-number technique for enumeratin rhizobia in tropical soils. Appl. Environ Microbiol. 54:1494-1497.
39.- YAO, P.Y., and J.M. VINCENT. 1969. Host specificity in the -hair “curling factor” of Rhizobium spp. Austr. L. Biol. Sci 22:413-423.

1Coronado, R.E., 
2Peña-Cabriales J.J 
2*Sánchez-Yáñez J.M3.,.  .

1 FCB-UANL, Apartado Postal 414, San Nicolas de los Garza, N.L. 
2 IIQB-UMSNH, Edificio B-1 58030 Morelia Michoaca, México. 
*autor correspondiente 
syanez@.umich.mx 
3 CINVESTAV-IPN-Unidad-Irapuato. Apartado postal 629, 36500 Irapuato Guanajuato, México.

PAGE  
3

