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RESUMEN

Existe información acerca de tas relaciones simbióticas que las

leguminosas establecen con bacterias Rhizobiaceas, principalmente sobre

biología, comportamiento y sistemática, pero poco se sabe acerca del

comportamiento de ambos organismos en condiciones naturales. Así mismo

se ha incrementado en muchos países en desarrollo el uso de árboles en

sistemas agroforestales que aumenten la productividad del sistema y

mantengan la fertilidad del suelo reduciendo la tasa de erosión.

Gliricidia sepium es una leguminosa que tiene potencial forrajero por

su contenido de proteína (23 %) y su digestibilidad (60 %), por sus

condiciones de adaptación es excelente para suelos de poca fertilidad como

los del trópico seco. Sin embargo se conoce poco sobre las bacterias

simbióticas asociadas.

El objetivo general del trabajo fue la evaluación de la productividad de

Gliricidia sepium en relación simbiótica con Rhizobium para lo cual se

muestrearon cepas de las localidades de Santa Rosa y Huitzilac, Morelos y

de Veracruz, Veracruz. Las colonias se caracterizaron por el análisis de las

secuencias de los genes 16S rRNA (PCR-RFLP), electroforesis de enzimas

multilocus (MLEE), perfiles de plásmidós (Echardt), ensayos de hibridación,

ensayos de nodulación en plantas y por sensibilidad a los antibióticos. Para

determinar el comportamiento productivo y ia nodulación natural se

establecieron dos ecotipos (Morelos y Colima) en un suelo donde crece en

condiciones naturales para observar la fase inicial de crecimiento y obtener

cepas nativas. Se registraron datos de productividad de la planta y los

nodulos se aislaron mediante técnicas convencionales.



Se validaron las cepas nativas en condiciones de laboratorio, en los

dos ecotipos y se determinó el periodo del inicio de la noduíación mediante

una cinética en condiciones de laboratorio inoculando con una mezcla de

siete cepas nativas que presentaron mayor capacidad de noduíación. Como

G. sepium es una planta caducifolia se estudio la cinética de noduíación de

plantas que terminan el reposo e inician un nuevo periodo de crecimiento

vegetativo.

Se evaluó el efecto de la inoculación con cepas nativas de Rhizobium

en la respuesta productiva de Glirícidia sepium en condiciones de campo.

En las cepas aisladas de G. sepium se observaron cuatro tipos que

fueron identificados como Sinorhizobium terangae, Rhizobium tropici (tipos A

y B) y Rhizobium etii.

Los resultados del comportamiento muestran diferencias significativas

en cada uno de los ecotipos, los parámetros productivos fueron superiores

en el ecotipo de Colima con respecto ai de Morelos, se encontraron

diferencias significativas en el número de nodulos a partir de los 60 días lo

que se reflejó en un efecto importante en algunas de las variables de

productividad.

Se encontró diferencia en el inicio de la noduíación en condiciones de

laboratorio y de invernadero. En laboratorio a los ocho días ya se observan

nodulos formados. Se observó que existen nuevas etapas de infección

durante el crecimiento de la planta. En condiciones de invernadero y en suelo

el proceso tarda hasta 20 días. En plantas en maceta sin inoculación inició a

los 20 días, con un 100 % de plantas con nodulos. Las plantas de rebrote

nodularon a los 20 días y se analizaron la producción de biomasa y la



nodulacíón en plantas inoculadas y fertilizadas químicamente contra plantas

no tratadas,.

En la evaluación en condiciones de campo se observó una tendencia

de las plantas inoculadas para superar a las no inoculadas en las variables

estudiadas

Los resultados de este trabajo nos llevan a concluir que la variación de

Glirícidia sepium nos da la oportunidad de buscar aquellos genotipos con

mayor capacidad productiva y con alta habilidad para establecer simbiosis

con Rhizobium además de seleccionar dentro de las especies de bacterias

aquellas que tienen mejores respuestas a la inoculación lo que en el corto

plazo nos permitirá proponer un manejo para esta especie como un elemento

importante en sistemas agroforestales con alta productividad y con una visión

de conservación ecológica.

ni



. INTRODUCCIÓN.

Una de las preocupaciones más importantes de la población actual es el

futuro de ía producción de alimentos sin el deterioro del ambiente. Hasta ahora ía

tecnología generada para aumentar la oferta de alimentos, de todo tipo, se ha

basado en la aplicación de prácticas tecnológicas con una consecuente alteración

del ecosistema. Esto ha generado fuertes efectos de degradación y de

contaminación con materiales químicos que han propiciado que los agrosistemas

presenten cada vez menor capacidad para producir aumentos.

En la actualidad, la política agropecuaria en México se basa en el aumento de

la productividad mediante la implementación de tecnología, como la utilización de

fertilizantes en cantidades cada vez mayores para compensar las pérdidas de

fertilidad, el incremento en el uso de plaguicidas de todo tipo, la introducción de

variedades y razas mejoradas y el uso de maquinaria sofisticada para hacer más

eficientes las tareas agrícolas. Sin embargo en sus esquemas de desarrollo no

consideran los efectos que este tipo de actividades tienen más alia de las parcelas

cultivadas, ni de sus implicaciones a largo plazo.

En nuestro país, las cadenas montañosas se ubican a todo lo largo del

territorio por lo que la agricultura de ladera es una actividad prácticamente inevitable,

se estima que solamente el 14 % del territorio mexicano tiene tierras aptas para la

agricultura y menos del 26% de éstas tienen posibilidades de irrigación, por lo cual

no debe extrañar que las altas tasas de erosión señaladas en México sean, en gran

medida, el resultado del cultivo intensivo de maíz en zonas montañosas bajo

condiciones de un inadecuado manejo agrícola-

La tendencia actual de la investigación debe mantener presente dos aspectos;

primero, generar tecnologías no agresivas con el ambiente manteniendo un nivel



creciente de producción de alimentos y segundo, recuperar al máximo posible las

condiciones originales del ambiente

1.1. JUSTIFICACIÓN

La creciente demanda de alimentos obliga a buscar, nuevas alternativas para

generar aumentos en la oferta de los mismos,.

Una de las determinantes en la producción de carne, es la alimentación

animal que hasta ahora ha dependido de productos estacionales que compiten por

espacto y recursos con la producción de granos para la alimentación humana.

Una alternativa viable para incrementar la producción de alimentos para

ganado es aumentar la disponibilidad de forraje con alto contenido de proteínas

como es el caso de las leguminosas, por lo que hay que buscar la posibilidad de

desarrollar tecnología para aumentar el volumen y la calidad del forraje utilizando

áreas con poco potencial agrícola en donde la competencia por el espacio se reduce

considerablemente.

La selva baja caducifolia con condiciones de suelos malos y agricultura de

temporal nos dan la oportunidad de utilizar especies adaptadas a la región que

tienen potencial forrajero como es el caso de las leguminosas arbóreas como

Gliricidia septum señalada con un alto contenido proteico cuyo uso programado,

constante y aprovechando su asociación simbiótica con microorganismos, podría

brindamos la posibilidad de ofrecer una alternativa forrajera de alta calidad.



II. ANTECEDENTES.

2.1. LOS ÁRBOLES FIJADORES DE NITRÓGENO (AFN).

Muchos de los árboles forestales son leguminosas y nodulan con bacterias de

los géneros Rhizobium o Bradyrhizobium y tienen ía capacidad de fijar el nitrógeno

que se encuentra en la atmósfera en forma de gas,, Existen más de 18 000 especies

de leguminosas de las cuales cerca deí 40 % son arbóreas. De las especies

arbóreas solo el 18 % ha sido analizado en cuanto a su capacidad de nodulación y

se ha encontrado que el 92-94 % de ía subfamilia mimosidae-papilionidae nodulan y

solo el 34 % de la ceasalpinoidea presentan noduiación (Alien y col. 1981;

Brewbakery col. 1982, Dobereiner, 1984).

No es fácil determinar si una leguminosa arbórea nodula ya que es difícil

encontrar nodulos en los suelos forestales , además de que no se pueden atribuir a

un árbol en particular, por io que los estudios en plantas jóvenes son muy valiosos

para establecer la capacidad de nodulación de ciertos árboles.

En la búsqueda de sistemas de cultivo que reemplacen o mejoren los métodos

tradicionales que ayuden al desarrollo de métodos ecológicamente estables, el

cultivo en callejones es uno de los sistemas en los que los AFN juegan un papel muy

importante. Sirven para reciclar nutrientes y agua desde la profundidad del suelo,

para la fijación atmosférica de N y para reducir la temperatura del suelo, así como la

evaporación del agua del mismo (Onwuka, 1984)

Los árboles fijadores de nitrógeno pueden crecer en asociación con otros

cultivos en sistemas agroforestales donde sirven como fuente de leña, alimento



animal, restauradores de la fertilidad del suelo y para reducir la erosión (Danso y col

1992).

GUrícidia septum es un árbol fijador de nitrógeno que se esta incluyendo

recurrentemente en sistemas de cultivo en los trópicos (Onwuka, 1984) ya que por

sus características tanto de adaptación como de productividad es una alternativa

forrajera muy prometedora (Francisco y Hernández, 1998).

2.2.- GUrícidia sepium

Gfiñcidia es un género pequeño que comprende tres especies, pertenece a la

tribu Robinieae, subfamilia Papilionoidae dentro de la familia Leguminosae. Las otras

dos especies del género son G. maculata y G. brenningii (Lavín y Sousa, 1995). G.

brenningü es fácilmente distinguible de las otras dos pero las diferencias entre G.

sepium y G. maculata son mínimas por lo que frecuentemente son confundidas. El

género Gliricidia es comunmente asociado con G. sepium ya que es la especie más

ampliamente conocida y cultivada, las otras dos especies son prácticamente

desconocidas fuera de sus lugares de origen (Hughes, 1987; Lavín y col. 1991).

GUrícidia sepium o mata ratón, es una leguminosa arbórea de rápido

crecimiento que puede llegar hasta los 15 m de altura, es nativa de las selvas secas

neotropicales de México y Centroamérica y es ampliamente cultivada en los trópicos

para usar sus hojas como forraje, su madera para construcciones o como cercos

vivos (Hughes, 1987). Es uno de los árboles de usos múltiples más conocidos en

Centroamérica. Crece bien en lugares cálidos con una temperatura promedio de 22-

30 °C y con una precipitación entre 800 y 2 300 mm por año (Onwuka, 1984; Atta-

krahyco!., 1986).



La corteza es escamosa que puede ser de color verde-amarillento a café-

grisáceo, las hojas dan una apariencia plumosa pero no son muy angostas, las

cuales se caen cuando empieza a florecer, las flores se encuentran en racimos muy

vistosos de aroma dulce, de color bianco, rosa o lila. Los frutos son unas vainas

aplanadas de verde amarillentas a verde limón, en las que se notan las semillas,

Se han considerado distintos manejos para su producción tanto en cerco vivo

como para pastoreo.. Se ha evaluado su producción de forraje, su respuesta a ía

poda, su velocidad de crecimiento, el tiempo de rebrote, su resistencia a la sequía,

así como su calidad nutritiva con tenores de proteína cruda de 23.5%, fibra cruda de

24.4% y energía metabolizabie de 2,87 Mcal/Kg de materia seca y con una

digestibiüdad de la materia orgánica de 65%, (Glober, 1989; Otarola, 1995) por lo

que esta especie tiene un gran potencial para su uso como fuente de forraje para la

ganadería tropical.

Gliricidia sepium es considerada por varios autores como una de las

leguminosas de trópico seco con mayor capacidad de fijación de nitrógeno ya que se

estima que puede fijar de 86 a 370 Kg N/ha/año (Peoples y col. 1995).

2.3.- Rhizobium

Filogenéticamente el género Rhizobium pertenece a la subdivisión alfa de las

Proteobacterias. Originalmente el género Rhizobium fue clasificado como dos

géneros, el Rhizobium que agrupa las cepas de rápido crecimiento y el

Bradyrhizobium (Jordán, 1982) creado para incluir a las cepas de crecimiento lento,.

Posteriormente han aumentado considerablemente el número de aislamientos de

bacterias de diferentes plantas en todo el mundo y se han caracterizado por métodos



modernos de taxonomía polifásica lo que ha llevado a la descripción de nuevos

géneros y especies

El género Rhizobium es una bacteria gram negativa que presenta un gran

número de especies bacterianas de rápido crecimiento que forman colonias

gomosas y translúcidas en agar-manitol-levadura y con capacidad de establecer una

relación simbiótica con las plantas de la familia Leguminosae, que se caracteriza por

la formación de nodulos en las raíces, Los nodulos son de formas, tamaños y

apariencias diversas que dependen específicamente de ía especie vegetal. La

bacteria dentro del nodulo se diferencia a bacteroide.

La característica principal de esta bacteria es la capacidad de fijación de

nitrógeno atmosférico que puede ser utilizado por la planta en sus procesos de

crecimiento y desarrollo, además de que propicia el aumento de la-fertilidad de un

suelo, beneficiando a todo tipo de plantas que crecen en él, aunque no sean de la

familia de las leguminosas, al tomar el nitrógeno del aire y convertirlo en lo que se

puede llamar fertilizante biológico.

En la India en pruebas de campo en centros de investigación, la inoculación

con Rhizobium en el cultivo de garbanzo incrementó el rendimiento de grano en 342

Kg ha'1. Se observaron diferencias significativas en 7 de las 16 localidades

estudiadas (Subba Rao, 1976),

Cerca de 228 pruebas de inoculación con Rhizobium fueron realizadas por ia

International Network of Legumes Inoculation Triáis (INLIT) por científicos de 28

países y en aproximadamente el 52% de los casos, ía inoculación incrementó

significativamente el rendimiento (Davis y col. 1985).
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En 12 pruebas de campo en garbanzo, las parcelas inoculadas incrementaron

el rendimiento de grano en 116 Kg ha"1, con respecto al testigo En otras pruebas el

promedio del incremento fue del orden de 112 a 227 Kg ha"1 (Chandra y A¡¡, 1986),.

En 1 500 demostraciones de campo a los productores de la India, se lograron

incrementos del 100% aplicando una combinación balanceada de dinitro amonio

fosfato (DAP) e inoculación con Rhizobium (Chinmufgund y Hedge, 1987),,

En cacahuate la respuesta a la inoculación con Rhizobium fue muy variable,

observándose desde decrementos en el rendimiento, hasta incrementos

significativos con respecto a las parcelas testigo (Kuíkarní y Joshi, 1988, Nambiar y

col. 1988; Subba Rao, 1976)

2.4. EL PROCESO DE NODULACION.

El inicio de la modulación se produce por señales que son enviadas por

la planta mediante substancias químicas principalmente flavonoides (Hirsch,

1999; Sprent, 2001). Estas substancias son detectadas por el rhizobio causando

la activación de un grupo específico de genes llamado genes de nodulación Los

productos de los genes de nodulación sintetizan y ayudan a secretar los llamados

factores nod los cuales son lipoquitina-oligosacáridos (LCOs) (Lerouge y col. 1990;

Spaink y col. 1991a) inducen a la bacteria a iniciar el proceso que necesariamente

estará influenciado por factores externos (Sprent y Raven, 1992),. El inicio de la

comunicación se da cómo resultado del nivel de abastecimiento de nutrientes o de

las condiciones de estrés Diversos autores han estudiado la nodulación más como

un proceso bacteriano, pero la falta de información de su comportamiento en la

relación simbiótica con los árboles no ha permitido aplicar inoculantes en campo con

éxito



Las bacterias tienen hospederos específicos y cada especie de bacteria

puede infectar solo uno o un limitado número de especies de plantas, implicando la

especificidad del hospedero. Se ha demostrado que la naturaleza química exacta de

los factores nod secretados por cada especie de Rhizobio juega un papel importante

en la determinación de la especificidad del hospedero y en el inicio del proceso de

nodulación.

Los genes nod (nodA, nodB, nodC y nodD) están presentes en todos los

Rhizobium. El gene nodD codifica a un factor de trascripción que liega a ser activado

por flavonoides secretados por la planta, y la proteína nodD regula la expresión de

los otros genes nod. Cuando es expresado en ausencia de otros genes de

nodulación, los genes nodA, nodB, y nodC producen un LCO base (Spaink y col,

1991b). Estos tres genes siempre están localizados en un operón, con excepción de

M. loti, R. etli y R. sp. cepa N33 (Cloutier y col. 1996; Scott y col. 1996). Otros genes

nod están presentes en este operón en una cepa o en unas pocas cepas, tal como

nodX en R. leguminosarum bv vicia cv TOM (Firmin y col. 1993), nodO en R.

leguminosarum (Sutton y coK 1994), nodl en Rhizobium sp. NGR234 (Jabbouri y col.

1998) y nodK en A. caulinodans (Mergaert y col. 1996).

El resultado de la detección de los factores nod por la planta hospedera y los

cambios resultantes en los patrones de la expresión génica preparan y facilitan la

entrada de bacterias en la planta. La acción de los LCO's puede ser detectada

después de la incubación de las raíces de plantas con concentraciones nanomolares

de LCO's (Spaink y coi. 1991a). El primer cambio detectado es una rápida

despolarización de la membrana del pelo radical (Felle y col. 1995) mismo que

depende de los cambios en el flujo de calcio (Alien y col. 1994) y la reorganización

del citoesqueleto del pelo radicular. Subsecuentemente ocurren la deformación del

pelo radical (Lerouge y col. 1990), la formación de! hilo de preinfección (van Brussel

y col. 1992), las divisiones de células corticales de la raíz y por último se lleva a

cabo la formación de un primordio de nodulo (Spaink y col. 1991a; López-Lara y col.

8



1995). En el caso de Medicago se pueden formar nodulos completos después de la

adición de LCO en ausencia de bacterias fijadoras de nitrógeno (Truchet y col

1991).

El hecho de que la planta pueda formar un nodulo compíeto en la ausencia de

Rhizobium, como en el. caso de Medicago, demuestra que los genes de las plantas

poseen la información genética necesaria para ía organogénesis del nodulo y que los

factores nod son simplemente el detonante para los cambios morfológicos de la

planta (Spaink y col, 1994). En respuesta a ía infección por Rhizobium, las plantas

leguminosas expresan genes llamados "de nodulación temprana" (genes ENOD) los

cuales están implicados en ios estados iniciales de la nodulación. Ejemplos de estos

genes son: ENOD40 (Kouchi y Hata, 1993), ENOD5 (Scheres y col. 1990a) y

EA/OD12 (Scheres y col, 1990b). La función exacta de estos genes aún no es muy

clara.

NodD es la principal proteína reguladora de la síntesis de LCO.. En las cepas

más estudiadas la proteína nodD esta presente en cantidades muy pequeñas pero

detectables,. En muchas cepas se puede llevar a cabo la autorregulación positiva o

negativa (Schlaman y col 1998) NodD activa la transcripción del remanente de

genes nod, pero solo en la presencia del inductor correcto. NodD es un miembro de

la familia de activadores de transcripción y se cree que esta localizada en la

membrana citoplásmica (Schlaman y col., 1998)

2.5 .- INFECCIÓN Y DESARROLLO DEL NODULO.

La infección de la raíz y el desarrollo del nodulo incluye la colonización de la

rizósfera y la absorción de flavonoides de la planta por el Rhizobium que modifica la



expresión genética para iniciar !a producción de factores específicos para posibilitar

la infección y ia nodulación

En el primer tipo de infección, Rhizobium invade los pequeños pelos radicales

que inician el crecimiento causándole un engollamiento del pelo que encierra una

mícrocolonia de Rhizobium. De esta manera induce la producción de un hilo de

infección con la célula del pelo radical. El hilo de infección crece en las células

corticales de la raíz llevando al Rhizobium.

El segundo tipo de infección ocurre a través de las células corticales o de las

células epidérmicas, las cuales no han formado pelos radicales, usualmente en el

rompimiento de la integridad de la corteza causada por la emergencia de una raíz

lateral. El Rhizobium invade la raíz creciendo en los espacios intercelulares, una

microcolonía causa el adelgazamiento de la pared de células corticales y crece

alrededor de la bacteria depositando materiales de la pared celular en la superficie

interna de la pared y la bacteria parece crecer a través de esta barrera.

Una vez liberada, el Rhizobium induce la división celular del hospedero. Todas

¡as células invadidas son producidas por constantes divisiones celulares del

hospedero. Los nodulos producidos de esta forma, usualmente tienen una forma

redonda., Los nodulos de Parasponía parecen formarse de esta forma

La mayoría de los nodulos de árboles parecen desarrollarse desde el hilo de

infección y también se caracterizan por un meristemo terminal, el cual continúa a

formar células para el crecimiento del nodulo. A un lado del meristemo la expansión

de células está invadida por hilos de infección liberados por el Rhizobium. El cual

entonces se divide y se multiplica, al mismo tiempo que permanece encerrado en

una membrana derivada de la planta. Esta membrana puede contener uno o varios

bacteroides los cuales pueden tener forma de bastón pero por algunas asociaciones

pueden ser muy alargados o pleomórficos. Solo una pequeña porción de las células
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corticales del nodulo, en algunos nodulos de árboles esta invadido. Poco se conoce

acerca del efecto que este tiene en el funcionamiento del nodulo, porque por el

crecimiento continuo, los nodulos perennes pueden ser muy grandes (más de tres

centímetros de largo), con frecuencia con varios meristemos desarrollados del

original, dando al nodulo una apariencia alargada

Gliricidia septum presenta nodulos de tipo indeterminado (Corby, 1988) y

puede nodular con un rango de cepas de Rhizobium con diferentes grados de

efectividad {Turk y Keyser, 1992)

Las leguminosas arbóreas son noduladas por dos clases de Rhizobium, Un

tipo mejor conocido como Bradyrhizobium de lento crecimiento en medio de

laboratorio, pero que es el tipo predominante en !a mayoría de los suelos tropicales,

nodulando efectivamente muchas plantas tropicales. Se pensaba que todas las

familias de leguminosas arbóreas eran noduladas por Bradyrhizobium pero

recientemente se han encontrado otros géneros.

Existen diferencias entre la efectividad con ciertas cepas,, El suelo contiene

muchos tipos de Rhizobium y en algunos suelos, las poblaciones de cepas

apropiadas de Rhizobium pueden estar ausentes o ser demasiado pequeñas para

que la nodulación ocurra. En estas situaciones donde puede esperarse una

respuesta a la inoculación de Rhizobium, las cepas para usarse como inoculante

deben seleccionarse para una planta en particular. Este proceso empieza con el

desarrollo de una colección de cepas que son aisladas de nodulos, generalmente

obtenidos de la leguminosa en consideración. Esto sigue a la determinación de la

habilidad para fijar nitrógeno en una prueba de cepas en macetas con un medio en

el cual no existe Rhizobium.

Algunas veces los suelos contienen cepas que nodulan pero que no son muy

efectivas en la fijación de nitrógeno. En esta situación, la inoculación de las plantas
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con una cepa superior puede suplantar a la población indígena del suelo en la

formación de nodulos. Esto no es fácil porque solo un pequeño número de bacterias

puede ser agregada en el inoculo comparado con la gran y diversa población de

Rhizobium existente en el suelo,. Para superar ía competencia de la población

indígena ía cepa del inoculo necesita tener una habilidad intrínseca para competir en

la formación de nodulos y ser capaz de colonizar la raíz rápidamente, además de

que la cepa debe estar presente en la zona de la raíz susceptible a la nodulación,,

2.6.- FIJACIÓN DE NITRÓGENO POR Giiricídia sepium.

En Sri Lanka, Glirícidia sepium es el arból fijador de nitrógeno más usado en

cultivos asociados, principalmente con palma de coco, para proporcionar

biofertilizantes y alimento animal (Liyanage y Jayasundara, 1988; Liyanage y col.

1990)

Aunque Gfiricidia sepium es uno de los árboles más populares en sistemas de

granjas, hay muy poca información sobre las diferencias en la capacidad de fijación

de nitrógeno de diferentes procedencias de este AFN (Liyanage y col., 1994)

Sanguinga y col (1991), demostraron que la cantidad de N fijado en ecotipos

de GHricidia sepium fue influenciada por las cepas de Rhizobium, Estimaron que la

proporción de N en la planta derivado de la fijación biológica de N fue del orden del

36% por Rhizobium spp, SP14 y del 71% por Rhizobium spp SP44.

Por otra parte Awonaike y col. (1992), comparando la interacción genotipo-

Giiricidia X cepa-Rhizobium, encontraron que de 25 asociaciones estudiadas, 22

tomaron de la atmósfera más del 50% del N necesario para su crecimiento,

comparando así su potencial de fijación con el de Leucaena feucocephafa.
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Turk y Keiser (1992), en una serie de experimentos de inoculación para

determinar la especificidad de Rhizobium con las variedades de (as leguminosas

encontraron que Leucaena ieucocephaia, Glirícidia septum y C, calothyrsus

nodularon con cualquiera de los rhizobios aislados de cada una de las tres especies.

En Nigeria la inoculación de Leucaena ieucocephaia con Rhizobium Irc 1045 y

Irc 1050 produjo un efecto estadísticamente equivalente a la aplicación de 150 Kg

ha"1 año~1(como urea) en la producción de materia seca (Sanguinga y col,, 1994).

En algunos casos la inoculación con Rhizobium no aumentó el rendimiento,

pero incrementó e! contenido de N en el grano y en las diferentes partes de la planta

con respecto a las no inoculadas (Waní y col. 1995)

El cultivo de leguminosas arbóreas "en contomo" es altamente benéfico por la

habilidad de estas, para la fijación de N mediante la simbiosis con Rhizobium El

cálculo de la fijación biológica de N en árboles en contomo como Leucaena

ieucocephaia, Glirícidia sepium y Acacia mangium pueden derivar de la atmósfera,

entre 100 y 300 Kg ha"1 año"1 (Sanginga y coi. 1995),
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III. HIPÓTESIS

La inoculación de plantas de Glirícidia sepium con bacterias nativas del

género Rhizobium puede incrementar fa producción de biomasa.

3.1. OBJETIVOS.

GENERAL.

Evaluar la productividad de Gürícidia sepium en relación simbiótica con Rhizobium,

ESPECÍFICOS.

1. Identificar las especies de Rhizobium simbiontes de Glirícidia sepium.

2. Evaluar el comportamiento de Giirícidia sepium en relación con su nodulación

natural.

3. Evaluar el efecto de la inoculación de Rhizobium en la productividad de

Glirícidia sepium.
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS.

4.1. CARACTERIZACIÓN DE CEPAS NATIVAS DE Rhizobium AISLADAS DE

Gliricidia sepium.

Para determinar la diversidad de los rhizobium que se asocian con Gliricidia

sepium se colectaron nodulos de tres lugares diferentes,,

Santa Rosa, Morelos es una localidad con 900 msnm con temperatura

promedio de 24°C y suelo arcillo arenoso con pH de 6.3. Huitzilac, Morelos es es una

localidad que esta a 1800 msnm con una temperatura promedio de 12.4 °C y suelo

arenosos con un pH de 5.4. Veracruz, Veracruz, localidad que se ubica a nivel del

mar con temperatura promedio de 25.2 °C y suelo arenoso con pH de 7.9

Los nodulos fueron esterilizados con hipoclorito de sodio (Martínez y coi.,

1987) y estriados en cajas de petri con medio PY (peptona de caseína 5 g, extracto

de almidón 3g, CaCfe 0.6 g y agar 15 g por litro) con o sin ácido nalidíxico (Nal, 20

mg/l) o en medio mínimo (Gonzáíez-Pasayo y Martínez-Romero 2000) o en medio

YM (Vincent, 1970). Se probó su crecimiento en PY sin calcio, con antibióticos o a 37

°C. Se confirmó la esterilidad de la superficie y se purificó una colonia de cada

nodulo. También se probó su crecimiento en placas de medio LB (Miller, 1972). Se

realizaron otras pruebas fenotípicas como lo describió Wang y col. (1998).

Para analizar la diversidad es necesario contar con métodos de aislamiento

más precisos por lo que se diseño un procedimiento para aislar selectivamente a R.

tropici. Este consiste en el crecimiento de aislados de nodulos en placas de agar con

medio mínimo, de ahí repicar colonias aisladas a placas con medio PY con

carbenicilina (1000 mg I"1) y repetirlas en placas con PY para crecimiento a 37 °C.
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Con este procedimiento pueden identificarse rápidamente las cepas de R. tropici

tipo B.

4.1.1. Análisis PCR-RFLP de los genes 16S rRNA y su secuencia.

Se sintetizaron fragmentos casi completos de genes 16S rRNA en reacciones

de PCR con Taq polimerasa usando los oligonucleotidos fD1 y rD1 (Weisburg y col,

1991) y se digirieron con las enzimas de restricción Hinfl, Hhal, MspI, Rsal, Ddel y

Sau3AI. Los fragmentos resultantes fueron analizados con geles de agarosa

(Laguerre y col,,, 1994) y comparados con los patrones de las cepas tipo de las

especies de Rhizobium, Sinorhizobium y Mesorhizobium. Las secuencias parciales

de 16S rRNA fueron obtenidas de ¡as cepas CFNEV21, CFNEA34 y CFNEA90

según Rogel y col. (2001). Las secuencias se alinearon y se analizaron con ios

programas GCG y CustalW. Los productos de PCR del gene nifH se obtuvieron de

CFNEA90 con los primers nifH1 y nifH2 y se realizó la secuencia.

4.1.2. Electroforesis de enzimas multilocus (MLEE).

Se cultivaron los aislados bacterianos en medio PY líquido y los extractos

fueron preparados como se describió por Wang y col. (1998) corriendo la

electroforesis en geles de almidón o de almidón (7,5 %) con agarosa (1.5 %). Las

enzimas metabólicas probadas fueron las siguientes; hexokinasa, glutamato,

glucosa-6-fosfato, malato, alanina e isocitrato deshidrogenasa, fosfoglucomutasa y

enzima mélica (Seiandery coi., 1986).

4.1.3. Perfiles de plásmidos y ensayos de hibridación.
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Para visualizar los plásmidos en geles de agarosa se siguió un procedimiento

modficado de Eckhardt (Hynes y McGregor, 1990). El DNA fue extraído con el kit

"genomic Prep TM" de Amersham Pharmacia siguiendo las instrucciones del

fabricante. La hibridación fue realizada como lo estableció Wang y col. (1998),.

4.1.4. Ensayos de nodulación.

Semillas de Glirícidia sepium ecotipo Morelos, se esterilizaron y se germinaron

en cajas de petri con agar. Las plántulas fueron trasplantadas en conos de 20 cm de

profundidad conteniendo vermiculita estéril y se colocaron en invernadero o en

cámaras de crecimiento. Se escarificaron semillas de Acacia farneciana con ácido

sulfúrico,, Se crecieron plántulas de Leucaena y Acacia en matraces con vermiculita

estéril y con solución de Fahraeus sin nitrógeno (Fahraeus, 1957). También se

pusieron a crecer semillas de Phaseolus vulgaris en matraces con un soporte de

algodón y en condiciones de esterilidad con la misma solución nutritiva (Wang y col.,

1998). La raíz de las plántulas fue inoculada con las colonias de bacterias (105 UFC)

de cada cepa al momento de la plantación,,

4.1.5. Estudio de poblaciones.

Los nodulos que se colectaron de plantas de 40 días de edad que crecieron

en condiciones de invernadero en suelo sin esterilizar se llevaron al laboratorio y se

desinfectaron exteriormente. Posteriormente se rompieron y el contenido de cada

nodulo se estrió en cajas de petri conteniendo medio de cultivo PY.

A las 48 hr se observaron los crecimientos de las colonias y se reaislaron dos

veces para obtener cultivos puros. Estas colonias se identificaron con números

progresivos.
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Para agrupar las cepas se utilizó ia técnica de Electroforesis de Enzimas

Multilocus (MLEE) (Selander, 1986).

Posteriormente se realizó un estudio de la población de cepas con capacidad

de nodular a Gliricidia sepium Para lo cual se muestrearon un total de 200 nodulos

de los cuales se obtuvieron 184 aislados mismos que se agruparon en dos series

mediante su sensibilidad a algunos antibióticos.

Los antibióticos que se utilizaron fueron: en la primera serie PY +

carbenicilina 1000 u.g por mi, PY + eritromicina 300 u.g por mi, PY + kanamycina 500

fig por m!, PY + gentamicina 5 ¡ag por mi, PY + nalidíxico 20 |¿g por mi, PY + Ca (a

37 °C) y el medio de cultivo LB,, En ia segunda serie, PY + carbenicilina 1000 fig por

mi, PY + kanamicina 500 jag por mi, PY + nalidíxico 20 jig por mi, PY 37°C, LB y PY

+ Ca.

4.2. COMPORTAMIENTO DE DOS ECOTIPOS DE Gliricidia sepium EN LA FASE

DE ESTABLECIMIENTO Y LA NODULACION NATURAL EN CONDICIONES DE

INVERNADERO.

Ei experimentó se desarrolló en el campo experimental de la Facultad de

Ciencias Agropecuarias de la UAEM en Cuemavaca Morelos, bajo condiciones de

invernadero. La estructura utilizada fue un túnel de 12 x 4 x 4 m de largo, ancho y

alto respectivamente, con cubierta de polietileno tratado.

Se sembraron 160 semillas de cada uno de dos ecotipos de Gliricidia sepium

(Morelos y Colima) en un suelo representativo de la zona donde crece en forma

natural dentro del Estado,.
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El suelo es un arciílo-arenoso con pH de 6.3, 2,3% de materia orgánica, 0.15

ppm de N, 0.10 ppm de P y 0.13 ppm de K.

La siembra se realizó en macetas de pofietiíeno de 25 cm de ancho por 20,

40, 60 y 80 cm de profundidad, con suelo sin esterilizar extraído directamente del

campo. Se utilizó un diseño experimental completamente al azar con 4 repeticiones.

La unidad experimental consistió de cuatro macetas con una planta cada una,. Se

realizó análisis de varianza de un diseño completamente al azar y se utilizó la prueba

de Tukey (P<0.05) para establecer la diferencia múltiple de medias.

Se tomaron datos con muéstreos destructivos a los 20, 40, 60 y 80 días y las

variables observadas fueron;

a) EMERGENCIA: Días desde la siembra hasta la apertura del cotiledón,
Porcentaje total.

b) TALLO:

c) HOJAS:

Longitud- se midió desde la base del tallo hasta el meristemo apical
Diámetro basa!.- Se midió con un vernier de mano a un centímetro de
altura de la base del tallo,
Peso fresco.- Se pesó el material dentro de la primera hora después de
la cosecha.
Peso seco.- Se colocó el material en un horno de laboratorio a 70 °C
hasta peso constante.

Número,- Hojas abiertas sin considerar las cotitedonares,
Altura de inserción.- De la base del tallo al primer pecíolo,
Peso fresco,.- Se pesó el material dentro de la primera hora después de
la cosecha-
Peso seco- Se colocó el material en un horno de laboratorio a 70 °C
hasta peso constante.

d) RELACIÓN
HOJA/TALLO:

e)RA(Z

El cálculo fue dividiendo el peso fresco de las hojas entre el peso
fresco del tallo,

Longitud, desde el cuello hasta la ramificación más larga,
Peso fresco.- Se pesó el material dentro de la primera hora después de
la cosecha.
Peso seco - Se colocó el material en un horno de laboratorio a 70 °C
hasta peso constante,
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f) NODULOS: Cantidad por planta y porcentaje de plantas con nodulos,

Definido como la relación de altura entre número de días (cm/día).

Se analizó el comportamiento entre los ecotipos en cada fecha de muestreo y

dentro de cada ecotipo, a lo largo de los 80 días., Para el análisis dentro de cada

ecotipo se ajustaron los datos para evaluar los incrementos en periodos de 20 días

cada uno para cada variable, excepto en el caso del número de nodulos, para

considerar eí efecto del total del número de nodulos y no sólo el incremento del

periodo.

4.3. EVALUACIÓN DE LA NODULACIÓN DE PLANTAS DE Ghrícidia septum

INOCULADAS CON CEPAS NATIVAS DE Rhizobium EN CONDICIONES DE

LABORATORIO

Los nodulos aislados de plantas de Giirícidia sepíum de 40 días de edad,

crecidas en suelo sin esterilizar, en condiciones de invernadero, se llevaron al

laboratorio y mediante técnicas convencionales (Vincent, 1970) se aislaron las cepas

que fueron marcadas con números progresivos

Las semillas de dos ecotipos de Giirícidia sepium (Colima y Morelos) se

desinfectaron y se pusieron a germinar en agar al 0.8 % durante 48 hr.

Por otro lado, se prepararon matraces de 250 mi de capacidad, con 100 gr de

vermiculita y 100 mi de solución nutritiva de Faraheus (1957) sin nitrógeno y se

esterilizaron.
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Posteriormente se colocó una semilla previamente germinada en cada uno de

los matraces y se mantuvieron a 28 °C en obscuridad constante durante 4 días para

su etiolación,,

Después de este tiempo, se inoculó cada matraz con una cepa nativa

diferente hasta un tota! de 25 cepas. Las cepas fueron escogidas por su morfología,

considerando las más parecidas a las del género Rhizobium. Como referencia se

usaron dos matraces sin inocular, uno sin esterilizar el sustrato y el otro esterilizado

para considerarlos como testigos.

Cuatro días después de la inoculación, se colocaron en un cuarto con

condiciones de 28 °C de temperatura y periodos de 15 hr de luz por 9 de obscuridad.

Se regaron periódicamente durante 60 días y se sacaron de los matraces para

evaluar su nodulación y su comportamiento.

A! final del experimento se tomaron datos de longitud de tallo (cm), longitud de

raíz (cm)t número de hojas, peso fresco de tallo (gr), hojas (gr) y raíz (gr), peso seco

de tallo (gr), hojas (gr) y raíz (gr) y cantidad y peso fresco de nodulos (gr),

Para el análisis estadístico de los resultados se agruparon los datos en cuatro

grupos denominados de la siguiente forma:

MOR + = Ecotipo de Morelos que presentó nodulos

MOR - = Ecotipo de Morelos que no presentó nodulos

COL + = Ecotipo de Colima que presentó nodulos

COL - = Ecotipo de Colima que no presentó nodulos

Con los datos agrupados se realizó análisis de varianza para un diseño

completamente al azar y se separaron las medias con la prueba de Tukey (P< 0.05).
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4.4. CINÉTICA DE LA NODULACIÓN DE PLANTAS DE Glirícidia sepium EN

CONDICIONES DE LABORATORIO.

Se desinfectaron semillas de Glirícidia sepium (ecotipo Morelos) mediante su

inmersión durante 3 minutos en alcohol y 15 minutos en Cloralex al 20 %, después

se lavaron cinco veces con agua estéril y se pusieron a germinar en cajas de petri

con agar al 0.8 % en condiciones de obscuridad a 28 °C durante 48 hr.

Se utilizaron charolas con tubos forestales de plástico negro de 4 cm de

diámetro por 16 cm de largo, mismos que se llenaron con 50 gr de vermiculita estéril

y 40 mi de solución nutritiva sin nitrógeno

Se colocó una semilla previamente germinada en cada tubo y se cubrieron

con pape! aluminio. Una vez sembrados se colocaron e.n condiciones de obscuridad

a 28 °C durante 48 hr para su etiolación.

Posteriormente se inocularon con una mezcla de siete cultivos frescos de las

cepas: 284, 272, 281-A, 264, 287-A, 279 y 283, que fueron aisladas de Glirícidia

sepium y que en el experimento previo mostraron una mayor capacidad de

nodulación.

A las 48 horas se colocaron los conos (56 plantas) en un cuarto con 28 °C de

temperatura constante y periodos de 15 hr de luz por 9 de obscuridad. Se colocaron

tapones de hule espuma estériles cuando las hojas sobrepasaron el borde superior

del tubo.

Se aplicaron riegos con agua estéril cada tres días durante todo el

experimento.
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Los muéstreos fueron de tipo destructivo a los 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40

días. Se utilizaron siete plantas en cada muestreo,.

Para precisar el momento en que inicia la nodulación, se realizó otro estudio

de cinética con ia misma metodología descrita anteriormente utilizando ei mismo

ecotipo, solamente difirió en los muéstreos, los cuales se hicieron diariamente a

partir del tercer día después de la inoculación y finalizaron a ios 10 días.

4.5. EFECTO DE LA INOCULACIÓN DE Gliricídia septum CON CEPAS

NATIVAS EN DIFERENTES CONDICIONES DE CRECIMIENTO.

Se desinfectaron semillas de Gliricidia sepium (ecotipo Morelos) mediante su

inmersión durante 3 minutos en alcohol y 15 minutos en Cloralex al 20 %, después

se lavaron cinco veces con agua estéril y se pusieron a germinar en cajas de petri

con agar a! 0.8% en condiciones de obscuridad a 28 °C durante 48 hr.

Se utilizaron charolas con tubos forestales de plástico negro de 4 cm de

diámetro por 16 cm de largo, mismos que se llenaron con tres sustratos. El primero

fue suelo de Santa Rosa Morelos, lugar donde la planta crece abundantemente en

condiciones naturales, el segundo fue suelo de Huitzilac Morelos lugar en el que no

se encuentra la planta y el tercero consistió de 50 gr de vermiculíta estéril y 40 mi de

solución nutritiva sin nitrógeno. En ninguno de los casos se esterilizó el suelo. Se

colocó una semilla previamente germinada en cada tubo y se cubrieron con papel

aluminio. Una vez sembrados se colocaron en condiciones de obscuridad a 28 °C

durante 48 hr para su etiolación.

Posteriormente se inocularon con una mezcla de siete cultivos recientes de

las cepas: 284, 272, 281-A, 264, 287-A, 279 y 283, que fueron aisladas de Gliricidia
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septum y en un experimento previo mostraron una mayor respuesta a la nodulación.

Sofo se inoculó la mitad de ios conos de cada uno de los dos tipos de suelo

A las 48 horas se colocó una charola (56 plantas) en condiciones de

laboratorio, en un cuarto con 28 °C de temperatura y periodos de 15 hr de luz por 9

de obscuridad. Se colocaron tapones de hule espuma estériles cuando las hojas

sobrepasaron el borde superior del tubo.

El resto de las plantas se colocaron en un invernadero donde la temperatura

fue de entre 7 y 30°C.

Se aplicaron riegos con agua estéril cada tres días durante todo el

experimento.

Los muéstreos fueron de tipo destructivo a los 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40

días. Se utilizaron siete plantas en cada muestreo

Se consideraron los siguientes seis tratamientos:

T1 = Santa Rosa - natural - invernadero

T2 = Santa Rosa- Inoculado - Invernadero

T3 = Huitzilac - Natura! - Invernadero

T4 = Huitzilac - Inoculado - Invernadero

T5 = Vermiculita - Inoculado - Invernadero

T6 = Vermiculita - Inoculado - Laboratorio

Las observaciones registradas fueron:

Nodulación (número)

Vastago (longitud, peso fresco)
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Raíz (longitud, peso fresco)

Se consideró como tratamiento control a las plantas que permanecieron en

condiciones de laboratorio.

Se realizó el análisis de varianza para un diseño completamente al azar para

detectar las diferencias entre tratamientos y una prueba de Tukey (P<0.05) para

establecer las diferencias entre medias.

4.6. EFECTO DE LA INOCULACIÓN Y LA FERTILIZACIÓN QUÍMICA EN LA

NODULACIÓN DE PLANTAS DE Gliricidia sepium EN EL REBROTE EN

CONDICIONES DE INVERNADERO.

Para determinar el momento del inicio de la nodulación en plantas que inician

su periodo vegetativo después del reposo, se utilizaron plantas del ecotipo Morelos

de Glirícidia sepium de un año de edad crecidas en bolsas de polietileno de 25 cm

de diámetro por 35 cm de altura, con capacidad de 6 I, en condiciones de

invernadero y con riego constante, cuando se inició el amarillamiento de las hojas

básales se suspendió el riego para promover la caida de las hojas.

En el inicio del experimento se escogieron 4 plantas de 30 cm de altura para

cada muestreo.

Al inicio de la primavera se regaron las plantas y se mantuvo el riego cada

semana. A los 4 días después del primer riego se inocularon las plantas y se

aplicaron los tratamientos químicos de la siguiente forma:
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T1 Control

T2 Nitrógeno (equivalente a 25 Kg / Ha)

T3 Fósforo (equivalente a 25 Kg /Ha)

T4 Nitrógeno + Fósforo (mismas dosis)

T5 Inoculado

Para la aplicación de nitrógeno se utilizó sulfato de amonio (20.5 % de N),

para el fósforo se utlizó superfosfato simple de calcio (30.5 % de P2O5).

Para la inoculación se preparó una mezcla de 10 cepas aisladas de plantas de

Gfirícidia septum de la siguiente manera,

Se colocaron 10 cultivos con cada una de las cepas en 5 mi de PY + Ca

líquido en agitación constante durante 48 hr en la obscuridad, posteriormente se

mezclaron y se aforó a 2 I con agua estéril. Se aplicaron 50 mi de la mezcla a cada

maceta.

La parcela experimental consistió de cuatro macetas con una planta cada

una, de 30 cm de altura para cada fecha de muestreo y se realizaron muéstreos

destructivos cada 7 días durante 8 semanas.

Las variables observadas fueron: número de nodulos, porcentaje de plantas

noduladas y producción de biomasa (peso fresco y seco del vastago).

Se analizó la varianza como un diseño completamente al azar y se estableció

la diferencia entre tratamientos mediante una prueba de Tukey (P<G.,05).

26



4.7. EVALUACIÓN DEL EFECTO DE LA INOCULACIÓN CON CEPAS NATIVAS

DE Rhizobium EN LA RESPUESTA PRODUCTIVA DE Gliricidia septum EN

CONDICIONES DE CAMPO.

Se sembraron semillas de Gliricidia sepium en una parcela ubicada en

Zacatepec Morelos, que se caracteriza por tener una temperatura media de 24.1 °C,

una precipitación de 832.4 mm anuales y una aítura de 920 msnm.

El suelo de la parcela es un Arcillo-Limoso, con pH de 5.4 y 2.93 % de materia

orgánica,. El cultivo de los dos años anteriores fue sorgo de temporal con fertilización

química.

La preparación del terreno se hizo en forma convencional con surcado a 70

cm y se sembró a chorrillo para tener una densidad aproximada de 200 000 plantas

por ha,. La siembra se realizó en el mes de julio, cuando se estableció el temporal.

Se midieron parcelas de 8 surcos de 14 m de largo. Los tratamientos fueron

inoculación de la semilla en e! momento de la siembra y control sin inocular.

Para la inoculación se utilizó una mezcla de las cepas 284, 272, 281 -A, 264,

287-A, 279 y 283 . Se inoculó cada una de las cepas por separado en medio liquido

de PY, en agitación constante durante 24 hr y en la obscuridad. Se realizó una

mezcla y se aplicó a 200 gr de lombricomposta, se combinó perfectamente con la

semilla y se sembró de inmediato.

No se utilizaron fertilizantes, ni agroquímicos y se eliminó la maleza a los 60

días después de la siembra. Se cosechó al final del temporal cuando las hojas

básales empezaron a amarinarse y a desprenderse.
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Se establecieron cuatro repeticiones de cada tratamiento y se realizó un

análisis estadístico con t de student Se midieron 6 plantas al azar dentro de cada

repetición,

Las variables observadas fueron: longitud de tallo (cm), número de hojas,

peso fresco de hojas (gr), peso fresco de tallos (gr), peso fresco total (gr), relación

hoja / tallo, peso seco de hojas (gr) y peso seco de tallos (gr).
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V. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

5.1. CARACTERIZACIÓN DE CEPAS NATIVAS DE Rhizobium AISLADAS DE

Gliricidia sepium.

No existen referencias sobre las especies de Rhizobium que nodulan a G.

sepium en condiciones naturales por lo que se consideró de utilidad caracterizar los

aislamientos de nodulos de G. sepium con la metodología empleada en estudios de

sistemática y taxonomía de Rhizobium,

El número de nodulos aislados de la raíz de Gliricidia sepium de cada sitio fue

de 200 de suelo de Huitzüac, de 164 de suelo de Santa Rosa y 40 de plantas en

suelo de Veracruz. Gliricidia sepium crece de manera silvestre en Santa Rosa y en

Veracruz pero en Huitzilac no se encuentra en forma natural.

En los aislados de Santa Rosa se identificaron tres grupos principales por sus

características morfológicas, por sus patrones aloenzimáticos y por PCR-RFLP de

los genes 16S rRNA.

El primero de los grupos que fue el más numeroso (48 %) presentó patrones

de 16S rRNA similares a los de Sinorhizobium terangae (Cuadro 1)

El segundo grupo que comprendió al 25 % de los aislados fue identificado

como R, tropici tipo B comparándolo con la secuencia completa de los genes 16S

rRNA de una cepa de referencia (CFNER90), así como por sus características

fenotípicas como la resistencia a la carbenicilina (1 gt"1), al cloramfenicol (5 gl"1), su

crecimiento en los medios PY a 37 °C, LB y PY sin calcio. Las cepas de Santa Rosa
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presentaron colonias mas gomosas que las que crecen con la cepa de referencia

C1AT899,.

Cuadro 1 - Aislados seleccionados de nodulos de Glirícidia septum y cepas de
referencia., Las letras diferentes de los patrones de 16S rRNA representan los
patrones de los productos de PCR obtenidos respectivamente con las enzimas de
restrición (Mspl, Hinfi, Hhdl, Rsol, Ddel) como describe Wang y col,. (1998) siguiendo
las técnicas descritas por Laguerre y col. (1994).

Sinorhizobium
S, terangae ORS51( referencia)3

Rhizobium
R. tropici CFN299 (referencia)
R tropici tipo A (de Veracruz)
R, tropici tipo A (de Santa Rosa)c

R. tropici CIAT 899
R tropici tipo B (de Santa Rosa)d

R. eí//CFN42 (referencia)
R ef//CFNER343

Patrones de16S rRNA

LBiAF

EBFDL
EBFDL
EBFDL
FBDBE
FBDBE
DBECE
DBECE

ade Lajudie y col (1994).
Aislados CFNEV3, CFNEV13, CFNEV16, CFNEV17, CFNEV19, CFNEV21, CFNEV24, CFNEV32,
CFNEV34, CFNEV35, CFNEV37.
cAislados CFNER2, CFNER6, CFNER13, CFNER18, CFNER26, CFNER34, CFNER35, CFNER40,
CFNER41, CFNER44, CFNER47, CFNER51
"Aislados CFNER76, CFNER83, CFNER85, CFNER88, CFNER90

El tercer grupo compuesto por el 26 % de los aislados fue altamente similar

por sus características morfológicas a la cepa de R, tropici tipo A; las colonias no

fueron gomosas, fueron sensibles a los mismos antibióticos, no crecieron en los

medios LB y PY sin calcio y una cepa representativa del grupo (CFNER34) presentó

en 700 pb una secuencia similar al gene 16S rRNA de CFN299.

Solo uno de los aislados de Santa Rosa se identificó como R. etli, mediante

patrones de RFLP de los genes 16S rRNA (Cuadro 1). Esta cepa fue ubicada como

biovar phaseoli por las características del gene nifH así como por presentar un gran

número de plásmídos como en otras cepas de R. etli.
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De otra colecta de nodulos de suelo de Santa Rosa, cepas aisladas de

plantas de G. sepium de dos ecotipos diferentes (Morelos y Colima) crecidas en

condiciones de invernadero, también se agruparon mediante el método de enzimas

multilocus, por su resistencia a antibióticos y nos muestran tres grupos (Figura 1) El

análisis se hizo con un grupo representativo del total de las cepas aisladas (Cuadro

2). Cada grupo se presentó con una frecuencia de 4.7 %, de 14.2 % y de 80,9 %

para el primero, segundo y tercero respectivamente. En el primero se ubicó la cepa

266-A que procede de Colima y en el segundo y tercer grupo se encontraron cepas

de ambos ecotipos. Las cepas de esta colecta no se caracterizaron posteriormente,,

Los aislados provinieron de plantas que tuvieron variación principalmente en el

número de nodulos entre plantas de los ecotipos de Morelos y Colima en

condiciones de invernadero.

1.0 0.5 0.0
R. etli

266-A

R tropici

Sinorhizobium terangae

278,419

271,280-A, 283

264, 265, 266, 268, 269, 284, 281-A,
283', 287-A, 272, 272-A, 280, 280'

279

FiGURA 1 - Relaciones de las cepas aisladas de nodulos de plantas de Güricidia
sepium crecidas en suelo de Santa Rosa, agrupadas por sus eiectroferotipos.

Las cepas aisladas de Veracruz fueron morfológicamente idénticas entre ellas

e idénticas a la morfología y tasa de crecimiento a la cepa CFN299 de R. tropici tipo

A (en medio PY), pero sus colonias fueron menos gomosas cuando crecieron en

medio YM. Tampoco fueron capaces de crecer en medio PY a 37 °C, en medio LB o
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en presencia de los antibióticos, excepto con Nal como la cepa CFN299 Cepas

representativas presentaron patrones de restricción idénticos de 16 rRNA (Cuadro

1) y dos cepas representativas (CFNEV21 y CFNEV34) presentaron secuencias

idénticas del gene 16S rRNA a la secuencia del gene de CFN299 de R tropici en

más de los 700 pb secuenciados Los patrones de plásmidos encontrados en las

cepas CFNEV21 y CFNEV34 fueron similares a los encontrados en la cepa CFN299

pero también se observaron otros' plásmidos más pequeños

Ambas cepas de R. tropici tipo A y tipo B aislados tanto de Veracruz como de

Santa Rosa fueron resistentes en medio con Nal (20 mgl"1) y crecieron en pH de 4.5.

Todos los aislados de Gliricidia septum de suelo de Veracruz fueron agrupados con

cepas de R. tropici por sus patrones de enzimas metabólicas.

La secuencia de los genes n'riH de la cepa CFNER90 mostró una alta

simüaridad con R. tropici tipo B cepa BR6001 aislada de frijol en Brasil (Haukka y

col., 1998) que esta relacionada con R. tropici Wpo B cepa CIAT899,,

En la determinación de los niveles de hibridación del DNA total de una cepa

aislada de Santa Rosa (CFNER90) y de una de Veracruz (CFNEV21), la de Santa

Rosa mostró un 67 % de hibridación con la cepa CIAT899 de R. tropici, de 92 a 98

% con otras cepas de R. tropici tipo B aisladas de Santa Rosa y solo un 16 % o

menos con otras de las cepas de Rhízobium y Sinorhizobium. La cepa CFNEV21 de

Veracruz hibridizó 68% con CFN299, 100 % con CFNEV34 (de Veracruz) y 40 % con

la cepa CIAT899 (R tropici tipo B) (Cuadro 1).

En un estudio en el estado de Veracruz ( Melchor-Marroquín y col., 1999) se

observaron diferentes tipos de cepas que se podían recuperar de nodulos de G.

sepium en México en función a la altura del sitio de aislamiento, pero no se realizó

un análisis genético para determinar las especies de Rhizobium involucradas,, La

descripción que hace de las cepas parece indicar que corresponden a R. tropici por
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su tolerancia a la salinidad que es una característica diferencial en esta cepa

(Graham, 1992),

Cuadro 2.- Concentrado de cepas
GHricidia septum crecidas en suelo de

nativas aisladas de nodulos de plantas de
Santa Rosa.

ECOTIPO

COLIMA
COLIMA
COLIMA
COLIMA

MORELOS

MORELOS
MORELOS
MORELOS
MORELOS

COLÍMA
COLIMA

MORELOS
MORELOS
MORELOS

COLIMA
COLIMA
COLIMA
COLIMA
COLIMA
COLIMA
COLIMA
COLIMA

MORELOS
MORELOS
MORELOS
MORELOS
MORELOS
MORELOS
MORELOS
MORELOS

COLIMA
COLIMA
COLIMA
COLIMA
COLIMA
COLIMA
COLÍMA
COLIMA
COLIMA
COLIMA
COLIMA
COLIMA
COLIMA
COLIMA
COLIMA

TOTAL

EDAD
DÉLA

PLANTA
40
40
40
40
40

40
40
40
40
40
40
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
80
80
80
30
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
60

NODULOS
POR

PLANTA
1
5
2
12
9

3
4
2
4
1
9
5
10
9
8
17
9
1
5
15
9
7
2
3
5
7
5
3
12
1

29
.5
2
5
4

32
4
7
14
2
5
7
9
8
9

327

CEPAS AISLADAS

264
265, 266, 266-A
267
268,289,290,291,292,293
269, 281, 282, 283, 284, 285, 286, 287, 281-
A, 287-A, 283'
278, 279, 271, 278-A
272, 273, 272-A
270, 280, 280-A, 280-B, 2801

274, 275, 276, 277, 275-A
288
294, 295
306, 307, 308, 309
300,301,302,303,304,305
296, 297, 298, 299
339, 340, 341, 342, 343
332, 333, 334, 335, 336, 337, 338
325, 326, 327, 328, 329, 330, 331
324
323
316, 317, 318, 319, 320, 321, 322
310,311,312,313
314,315
344
397, 398
396
389, 390, 391
385,386,387,388
383
392, 393, 394, 395
384
348, 349, 350, 351, 352, 356, 357, 358, 359
353, 354, 355
345, 346, 347
365, 366, 367
379.380,381,382
368,369,370,371,372,373
362, 363, 364, 376, 377, 378
360,361
374, 375
413,414
415,416,417.418
404, 405, 406, 407
399,400,401,402,403
408,409,410,411,412
419

TOTAL
DE

CEPAS
1
3
1
6
10

4
3
5
5
1
2
4
6
4
5
7
7
1
1
7
4 •

2
1
2
1
3
4
1
4
1
9
3
3
3
4
6
6
2
2
2
4
4
5
5
1

163
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A pesar de que Huitzilac no es un medio natural de crecimiento de Gliricidia

septum se encontraron nodulos en plantas crecidas en suelo de Huitzilac en

condiciones de invernadero. Se realizaron dos colectas, en los cuadros 3 y 4 se

muestra la existencia de grupos diferentes de acuerdo a su sensibilidad a ¡os

antibióticos en las poblaciones de cepas aisladas de nodulos de G. sepium crecida

en suelo de Huitzilac.

En las figuras 2 y 3 podemos observar ias relaciones de diferentes grupos de

cepas aisladas de G sepium que muestran la existencia de tres grupos diferentes. El

primero que es el mayoritario fue constituido por más de la mitad de las cepas (del

52 al 70 %), el segundo grupo representó entre el 28 y 33 % de los aislados y el

tercer grupo formado por un porcentaje del 1 al 13 %.

Gliricidia sepium no crece en condiciones naturales en Huitzilac por lo que

éstos .resultados nos indican que G. sepium parece ser poco especifica en sus

requerimientos de bacterias simbiontes y que en ausencia de las "específicas"

nodula con las cepas disponibles en el suelo. Es posible que las "no especificas"

tuvieran capacidades de fijación limitadas por lo que se podrían esperar respuestas

positivas en el desarrollo de plantas cuando se inoculen con cepas seleccionadas.

Se ha visto que Leucaena fuera de su lugar de origen nodula con bacterias

diferentes que las que se encuentran en los sitios donde Leucaena es nativa. En

algunos casos se ha considerado que Leucaena y Gliricidia pertenecen al mismo

grupo de inoculación y tal vez se comporten de manera semejante en su selectividad

por simbiontes.

Hernández-Lucas y col. (1995) reportó que la cepa CFN42 de R. etli bv,,

phaseoli nodula Gliricidia macuiata en condiciones de laboratorio y otros autores

mencionan que las cepas aisladas de Calliandra sp, Leucaena sp (Turk and Keiser,
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1992) y Sesbania sp (MacDiken, 1994) pueden formar nodulos exitosamente en G,,

sepium pero no aclaran que especies son las que se asocian,.

Bala y Gilíer (2001) encontraron que G. sepium puede formar nodulos con

cepas de R tropici, R., mongolense, Mesium sp., Mezorhizobium sp., Sinorhizobium

sp y Agrobacterium.

Cuadro 3.- Sensibilidad a algunos antibióticos de las cepas aisladas de nodulos de
plantas de Glirícidia sepium crecidas en suelo de Huitzilac en condiciones de
invernadero.

CB1000
+
+
-
+
+
-
-
-
-
-
-
-
+
-
+
-
_
+
+
+
+
+
+
+
+
-
+
-
-

+

ERI30O
+
+
-
+
+
+
-

-
-
-
-
-

-
-
-
-
-
+
+
-
+
+
+
+
+
-
-
+

KM500
+
+
-
-
+
+
-
+
-

+

-

-
-
+
+
-
-
-
+
-
+
-
-
-
-
+
-

GM5

+
+
+
+
+
+
+
-
+
-
-
+.
_
+
+
-
+
-
+
-
-
+
+
-
+
-
+
-
-
+

NAL20
+
+
+
+
+
+

+
+
+
+
+
+
+
-
-
-
+
+
+
+
+
-
-
+
+
+
-
-
+
+

LB
+
+
+
+
-
+
-

-
-
-
+
+
+
+
-
-
+
-
-
-
-
-
-
-
+
+
+
+

-
TOTAL

CANTIDAD
3
21
3
7
7
4
4
2
3
1
2
3
2
3
1
1
6
1
1
3
2
1
1
1
1
1
3
1
2
1
1

93

PORCENTAJE
3.22
22.50
3.22
7.52
7.52
4.30
4.30
2.15
3.22
1.07
2.15
3.22
2.15
3.22
1.07
107
6.45
1.07
1.07
3.22
2.15
1.07
1.07
1.07
1.07
1.07
3.22
1.07
2.15
1.07
1.07

99.79
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Cuadro 4..- Sensibilidad a algunos antibióticos de las cepas aisladas de nodulos de
plantas de Glirícidia sepium crecida en suelo de Huítziíac en condiciones de
invernadero.

Cb1000
-
+
+
+
-
-
+
+
-
-
-
-
-

Km500
+
+
+
+
+
+
+
+
-
-
-
+
-

Nal20
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

PY 37°C
_

+
-
-
+
+
-
-
-
+
+
+

LB
+
+
-
+
-
+
+
-
+
-
+
-
-

PY+Ca
+
-
+
+

+
+
+
+
+
+
+
+

TOTAL

CANTIDAD
11
1
11
14
4
5

28
6
4
2
1
3
1

91

PORCENTAJE
12.08
1.09
12.08
15.28
4.39
5,49
30.76
6.59
4.39
2.19
1.09
3.29
1.09

99.81
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388

519

6

26
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15
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20
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Figura 2.- Relaciones de cepas aisladas de nodulos de plantas de G. sepium
crecidas en suelo de Huitzilac, por su sensibilidad a algunos antibióticos.
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553

375

475

ft11

375

Figura 3.- Relaciones de cepas aisladas de nodulos de piantas de Gliricidia
sepium crecidas en suelo de Huitzilac, por su sensibilidad a algunos
antibióticos,

Los nodulos de Gliricidia sepium (ecotipo Morelos) aparecieron 8 días

después de la inoculación con diferentes cepas en las cámaras de crecimiento. En

condiciones de laboratorio las cepas de R. tropici tipo A y B aisladas de G. sepium

nodularon plantas de Phaseoius vulgarís (frijol común) y formaron un promedio de 15

nodulos por planta a los 14 días después de la inoculación. Los aislados de tipo B

también nodularon en plantas de Acacia farneciana y Leucaena ieucocephala.

R. tropici ha llegado a ser un modelo de estudio de las interacciones planta-

bacteria (Debelle y col., 1996; Laeremans y Vanderleyden, 1998; Mavingui y col,,

1997, 1998; Ricillo y col,., 2000) aunque es menos competitivo que R, etfi para la

nodulación en frijol (Martínez-Romero y Rosenblueht, 1991) se ha observado que R.

tropici bloquea la nodulación de R. etli en algunos cultivares de frijol con alta

capacidad de fijación de nitrógeno (Martínez-Romero y col., 1998) „
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Hay que resaltar que el plásmido simbiótico de R tropici es !a pieza esencial

que contiene la información genética de la simbiosis y puede ser transferida a

diferentes hospederos y transmitirles la capacidad de formar nodulos fijadores de

nitrógeno (Martínez y col,., 1987; Rogel y col., 2001) La definición de un hospedero

natural de R> tropici enriquece el panorama de la investigación en la interacción R..

tropici - planta. La seguridad del conocimiento de los simbiontes de G. sepium puede

ayudar a promover la inoculación y mejorar su productividad como un insumo para la

producción animal, ya que se ha reconocido la importancia de elegir a la cepa más

adecuada para la inoculación que tenga la capacidad de propiciar el establecimiento

exitoso de las plántulas (Melchor-Marroquín y col., 1999).

En este estudio se identificaron tres grupos principales que se ubicaron en las

especies de, Shinorízobium terangae, Rhizobium tropici tipos A y B y Rhizobium etli

(Figura 4).
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Figura 4.- Relaciones de cepas aisladas de Gliñcidia sepium y cepas de referencia.
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5.2. COMPORTAMIENTO DE DOS ECOTIPOS DE Gliricídia sepium EN LA FASE

DE ESTABLECIMIENTO Y DE SU NODULAC1ÓN NATURAL EN CONDICIONES

DE INVERNADERO.

5.2.1. Emergencia.

El inicio de ía emergencia se observó a los cinco días después de la siembra y

la apertura del cotiledón se observó a los siete días, el porcentaje de emergencia a

los 15 días fue de 40.62 y 77.50 para el ecotipo de Morelos y Colima

respectivamente (Cuadro 5):

La máxima emergencia se observó a los siete días después de la siembra y

posteriormente los incrementos fueron mínimos. A los nueve días había emergido el

73% y el 77% del total de la planta emergida de los ecotipos de Morelos y Colima

respectivamente (Gráfica 1).

Cuadro 5,,- Número de plántulas y'porcentaje de emergencia de dos ecotipos de
Gliricidia sepium en suelo de Santa Rosa y en condiciones de invernadero.

Ecotipo

MORELOS
COLIMA

Días
7

No.
38
73

%
23.75
45.62

9
No.
48
96

%
30.00
60.00

11
No.
54
103

%
33.75
64.37

13
No.
62
123

%
38.75
76.87

15
No.
65
124

%
40.62
77.50

Las diferencias observadas entre los dos ecotipos posiblemente son debidas

a sus características genéticas como lo menciona Mondragón (1999) que encontró

diferencias en el porcentaje de emergencia de ocho ecotipos de G. sepium y entre

ellos el ecotipo de Colima fue el de mayor porcentaje y velocidad de emergencia.

Ambos ecotipos iniciaron la emergencia a los cinco días pero el de Colima presentó

mayores porcentajes de emergencia durante los siete días siguientes; sin embargo

ninguno de los dos alcanzó un 100 % de emergencia. Harrington (1972) y Palma
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(1999) mencionaron que G, sepium tiene tasas de germinación del 90 al 100 %. En

este trabajo el máximo alcanzado fue de 77 % lo que coincide con Mondragón (1999)

que comparando ocho ecotipos diferentes en condiciones de invernadero, en

ninguno observó tasas de emergencia superiores al 71 %.
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Gráfica 1.- Porcentaje de emergencia de dos ecotipos de Gliricidia sepium en
condiciones de invernadero.

5.2.2.- Comparación de la nodulación y desarrollo de la planta entre dos

ecotipos de Gliricidia sepium.

El comportamiento entre los dos ecotipos fue estadísticamente igual en

plantas de 20 y 40 días de edad, en todas las variables. A los 20 días no se

observaron nodulos en ninguno de los ecotipos (Cuadros 6 y 7).

En plantas dé 60 días de edad se observaron diferencias estadísticas entre

los ecotipos en las variables de longitud de tallo, peso seco de tallo, inserción de la

primera hoja, peso fresco de hojas, longitud de raíz, peso fresco de raíz, peso seco

de raíz, número de nodulos y velocidad de crecimientasuperando en todos los
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casos el ecotipo de Colima al de Morelos, similar comportamiento se observó en

plantas de 80 días de edad, pero además se encontró diferencia estadística en el

peso fresco del tallo y el peso seco de las hojas con mejor comportamiento,.

El efecto de la fijación de nitrógeno puede observarse en los parámetros de

crecimiento de la planta como son las medidas de longitud, de peso y la producción

de materia seca

Se observó una gran variación dentro de cada ecotipo en el número e nodulos

por planta y el ecotipo de Colima presentó mayor nodulación y más plantas

noduiadas que el de Morelos, La nodulación en condiciones de invernadero se

observó desde los 40 días, las plantas del ecotipo de Morelos tuvieron de 2 a 9

nodulos por planta y el de Colima varió de 1 a 12 nodulos sin diferencia estadística

entre los ecotipos. A los 60 días en el ecotipo de Morelos se observaron de 5 a 10

nodulos por planta y en el de Colima de 1 a 17. A los 80 días el ecotipo de Colima

fue estadísticamente superior al de Morelos observándose que el de Morelos

presentó de 1 a 12 nodulos por planta y el de Colima de 2 a 29. El promedio de

número de nodulos por planta fue superior en el ecotipo de Colima y las diferencias

fueron de 36.4, 217.2 y 180.2 % a los 40, 60 y 80 días de crecimiento

respectivamente. E! ecotipo de Colima presentó un porcentaje de plantas noduiadas

a los 40 días igual al del ecotipo Morelos, sin embargo a los 60 días el de Colima ya

había superado en 25 % y a los 80 días en 31.25 % al ecotipo de Morelos, logrando

la totalidad de plantas noduiadas en el ecotipo de Colima, lo que coincide con las

diferencias estadísticas observadas en la longitud y el peso seco del tallo entre los

dos ecotipos.

El desarrollo de vastago se comportó sin variación entre los ecotipos dentro

de los primeros 40 días aunque en otros trabajos el comportamiento entre ecotipos

ha presentado diferencias desde las etapas iniciales también en condiciones

controladas (Mondragón, 1999). Según Palma (1999) el crecimiento de Gliricidia en
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condiciones de temporal y sin fertilización es de 70 9 ± 2.4 cm en cinco meses, con

crecimiento inicial de 0 65 cm/día (en julio) decreciendo hasta 0,11 cm /día (en

noviembre) cuando detiene su crecimiento por condiciones de sequía,, En este

trabajo los incrementos en la velocidad de crecimiento fueron descendentes de 0 25

y 0,27 cm/día a! inicio a 0,11 y 0.14 cm/día ai final, en el ecotipo de Morelos y Colima

respectivamente pero su comportamiento fue estadísticamente igual en ambos

ecotipos. A partir de ¡os 60 días se observaron diferencias estadísticas entre los

ecotipos en e! vastago, siendo notorias la longitud, el peso fresco y el peso seco del

tallo que parecen ser efecto de la nodulación ya que sus diferencias coinciden en el

tiempo.

El número de hojas es una característica que depende del genotipo y en este

trabajo siempre fue igual en los dos ecotipos, no se observaron diferencias

estadísticas como en un estudio realizado por Mondragón (1999) en el que

comparando ocho ecotipos diferentes no encontró diferencias en el número de hojas.

La altura de inserción de la primera hoja se relaciona con la velocidad de crecimiento

del tallo por lo que las diferencias coincidieron con las que presentaron los ecotipos

en la longitud del tallo.

Una variable en la que se observó un efecto diferencial debido a la nodulación

fue el peso fresco y ef peso seco de las hojas en las que se observaron diferencias a

los 60 y 80 días respectivamente siendo el ecotipo de Colima superior al de Morelos.

En el peso fresco de las hojas el ecotipo de Colima superó en 55.5 y 50.35 % y en el

peso seco en 68.5 y 64.1 % al de Morelos a los 60 y 80 días respectivamente. El

peso seco y fresco de las hojas tiene una relación directamente proporcional a la

cantidad de nitrógeno que absorbe la planta y las diferencias en este trabajo

coinciden con la época de mayor nodulación.

La relación hoja/tallo es importante porque nos indica si son mas hojas que

tallos lo que esta á disposición del ganado y en plantas de Gfiricidia septum no
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depende de la radiación solar, de la precipitación ni de la altura de corte, Depende

de la edad y del ecotípo de la planta y por lo tanto de ía relación carbono/nitrógeno

(C/N) que cambia con la edad de la planta y esto tiene un efecto importante en

plantas de más de 2 años de edad (Palma y col., 1997). En este trabajo no se

observaron diferencias entre los ecotipos.

El crecimiento de la raíz depende de la concentración de nutrientes en el

suelo así como de la disponibilidad de agua, en este trabajo la humedad se mantuvo

en cantidades suficientes para el buen desarrollo de la planta, por lo que las'

diferencias observadas se deben a la mayor velocidad de crecimiento del ecotipo de

Colima. El rápido desarrollo de la raíz del ecotipo de Colima podría promover una

mayor y más rápida nodulación lo que se refleja en un mayor desarrollo del vastago

con respecto al ecotipo de Morelos (Cuadro 7).

Los resultados muestran que en todos los casos en que se observaron

diferencias estadísticas en el número de nodulos también se observaron diferencias

en las variables de longitud, peso fresco y seco del tallo, peso fresco y seco de ias

hojas y en la velocidad de crecimiento,. Los indicadores de crecimiento fueron

superiores en los casos en que la nodulación fue más abundante y en todos los

casos el ecotipo de Colima superó al de Morelos. Glirícidia es una planta que

generalmente crece en suelos de baja fertilidad con poca disponibilidad dé N por lo

que su desarrollo inicial depende de su capacidad de fijar nitrógeno en las fases

tempranas de su crecimiento, El mayor número de nodulos representa una mayor

disponibilidad de nitrógeno para él crecimiento de la planta (Whiteman y col. 1986) lo

que se observa principalmente en el desarrollo de la bioniasa es decir en la materia

seca de hojas y tallos principalmente lo que sugiere que e! ecotipo de Colima al tener

una mayor capacidad de nodulación propicia una mayor productividad.
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Cuadro 6.- Desarrollo del vastago de dos ecotipos de Gliñcidia septum crecida en
suelo de Santa Rosa durante los primeros 80 días de edad en condiciones de
invernadero.

ECOT1PO DÍAS
20 40 60 80

LONGITUD DE TALLO (cm)
MORELOS

COLIMA

MORELOS
COLIMA

5.16 ±0.94 a
5.52 ± 0.85 a

7.13±1.19a
7.16 ±1.85 a

8.34 ±1.26 b .
10.18±1.94a

9.41 ±1.65 b
11.93 ±1.47 a

DIÁMETRO BASAL (cm)
0.28 ± 0.03 a
0.30 ± 0.02 a

0.32 ± 0.04 a
0.33 ± 0.04 a

0.34 ± 0.04 a
0.37 ± 0.04 a

0.37 ±0.03 a
0.38 ± 0.04 a

PESO FRESCO DE TALLO (gr)
MORELOS

COLIMA
0.73 ± 0.20 a
0.80 ±0.14 a

0.70 ± 0.27 a
0.68 ± 0.31 a

0.48 ±0.18 a
0.62 ± 0.23 a

0.68 ±0.18 b
1.04 ±0.29 a

PESO SECO DE TALLO (qr)
MORELOS

COLIMA
75.62 ± 0.03 a
31.48 ±0.20 a.

62.50 ± 23.80 a
71.78 ±27.38 a

73.12 ±22.43 b
.121.87 ±46.26 a

118.12 ±32.70 b
183.5 ± 56.55 a

NUMERO DE HOJAS
MORELOS
COLIMA

3.81 ± 0.98 a
4.43 ± 0.88 a

6.81 ± 1.04 a
6.18 ± 1.04 a

8.31 ± 1.53 a
8.06 ±1.61 a

8.75 ±1.39 a
8.93 ±1.91 a

MORELOS
COLIMA

INSERCIÓN DE LA PRIMERA HOJA (cm)
4.06 ± 0.75 a
4.57± 0.79 a

4.80 ±1.00 a
4.58 ±1.24 a

4.47 ±0.75 b
5.66 ± 0.85 a

4.73 ±0.95 b
6.35 ± 1.93 a

PESO FRESCO HOJAS (gr)
MORELOS

COLIMA

MORELOS
COLIMA

0.19 ±0.09 a
0.23 ± 0.08 a

0.70 ±0.18 a
0.81 ± 0.37 a

1.11 ± 0.40 b
2.00 ± 0.86 a

1.43 ± 0.59 b
2.84 ±1.33 a

PESO SECO DE HOJAS (mg)
27.50 ± 0.01a
41.25 ±0.02 a

145.62 ±27.56 a
154.37±71.36a

185.00 ±70.43 a
270.00±133.9a

288.75 ±97.22 b
450.00 ± 207.60 a

MORELOS
COLIMA

VELOCIDAD DE CRECIMIENTO (cm/día)
0.25 ± 0.02 a
0.27± 0.01 a

0,18 ±0.02 a
0.18 ±0.01 a

0.14 ±0.01 b
0.17 ±0.01 a

0.11 ±0.01 b
0.14 ±0.01 a

RELACIÓN HOJA -TALLO
MORELOS

COLIMA
0.27 ± 0.03 a
0.28 ± 0.07 a

1.03 ±0.27 a
1.22 ±0.29 a

2.32 ± 0,28 a
4.14 ±3.01 a

2.09 ± 0.30 a
2.73 ± 0.31 a

En las columnas letras iguales son ¡guales estadísticamente (P< 0.05).
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Cuadro 7.- Desarrollo de la raíz y nodulación natural de dos ecotipos de Gliricidia
sepíum crecida en suelo de Santa Rosa durante los primeros 80 días de edad en
condiciones de invernadero.

ECOT1PO

MORELOS
COLIMA

DÍAS
20

5.89 ±3.17 a
5.92 ±2.71 a

| 40 | 60
LONGITUD DE RAÍZ (cm)

13.49 ±2.42 a
12.93 ±2.84 a

18.04 ± 6.28 b
20.65 ± 6.43 a

| 80

21.56 ± 5.29 b
27.06 ± 9.23 a

MORELOS
COLIMA

F
0.17± 0.11 a
0.12 ±0.06 a

3ESO FRESCO DE RAÍZ {gr)
0.42 ± 0.20 a
0.40 ± 0.26 a

0.38 ± 0.20 b
0.94 ± 0.44 a

0.46 ± 0.17 b
0.84 ± 0.60 a

MORELOS
COLIMA

20:00 ± o.oia
23.70 ± 0.01a

PESO SECO DE RAÍZ (mg)
56.25 ±27.29 a
46.87 ± 32.56 a

60.62 ± 33.16 b
117.50 ±52.47 a

121.25 ± 47.03 b
183.12 ±100.70 a

NUMERO DE NODULOS
MORELOS

COLIMA
0.00 ± 0.00 a
0.00 ± 0.00 a

. 1.37 ±1.25 a
1.87 ±1.25 a

3.19 ± 1.34 b
10,12 ±4.67 a

3.19 ±1.65 b
8.94 ±2.51 a

MORELOS
COLIMA

PORCENTAJE DE PLANTAS CON NODULOS
0.00
0.00

31.25
37.50

68.75
93.75

68.75
100.00

En las columnas etras iguales son ¡guales estadísticamente (P< 0.05).

5.2.3.- Comparación de la nodulación y desarrollo de la planta dentro de cada

ecotipo.

En la observación de cada ecotipo dentro de los periodos de muestreo se

observan diferencias estadísticas en algunas variables. A los 20 días no se observó

nodulación en ninguno de los ecotipos (Cuadro 8 y 9).

En eí ecotipo de Morelos, no se observaron diferencias estadísticas en el

número de nodulos en los muéstreos a los 40, 60 y 80 días. Las plantas que

presentaron nodulos superaron estadísticamente a las que no los presentaron en los

incrementos del peso seco de las hojas y la relación hoja/tallo.

En las variables de longitud de tallo, diámetro basal, peso fresco y seco del

tallo, número de hojas, inserción de la primera hoja, longitud de la raíz, peso fresco

de la raíz y velocidad de crecimiento los incrementos en el tiempo fueron

decrecientes, cuando se observaron mayor cantidad de nodulos los incrementos
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fueron menores. En ias variables como peso fresco y seco del tallo no hay relación

en el comportamiento de los incrementos ya que suben y bajan sin mostrar

tendencias,. En el pesó fresco de las hojas no se observaron diferencias

significativas.

Los incrementos marcados con cero indican que el promedio del peso fresco

de las plantas de 40 días fue igual al de las plantas de 60 días, lo mismo que para el

peso seco en el periodo de 20 a 40 días.

En el ecotipo Colima, no hubo diferencias en el número de nodulos en los

incrementos de los muéstreos de 20 y 40 días pero si las hubo con los oíros dos. El

muestreo de 40 días presenta diferencias con los de 60 y 80 días,. Los de 60 y 80

días fueron iguales entre sí (Cuadro 9).,

Las diferencias estadísticas en el número de nodulos coincidieron con las

diferencias de los incrementos del peso fresco del tallo, el peso fresco y seco de las

hojas, la relación hoja/talio y el peso seco de la raíz,, Los incrementos del diámetro

basal, número de hojas, inserción de la primera hoja y velocidad de crecimiento se

comportaron de manera inversa al número de nodulos. En los incrementos en la

longitud del tallo y peso seco de la raíz no se observan tendencias y en los

incrementos del peso seco del tallo y la longitud de la raíz no se observaron

diferencias significativas.

El crecimiento del vastago de ambos ecotipos de G. sepium es mayor en los

primeros 20 días que en periodos posteriores. Se observaron diferencias estadísticas

en el número de nodulos en el ecotipo de Colima para cada periodo. El crecimiento

del tallo tanto en longitud como en diámetro mantiene una constante durante todo el

periodo el experimento, no así en el peso fresco y en el peso seco del tallo donde se

observa un decremento después de los 20 días y posteriormente un incremento muy

rápido. El número de hojas tiende a decrecer mientras que el peso de las mismas no

tiene un patrón definido.,
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Cuadro 8.r Análisis de los incrementos de las variables de desarrollo del ecotipo
"MORELOS" de Glirícidia sepium crecida en suelo de Santa Rosa y en condiciones
de invernadero.

DÍAS

20
40
60
80

DÍAS

20
40
60
80

DÍAS

20
40
60
80

Número de
nodulos

0.00 ± 0.00 b

1.38 ± 1.25 ab
3.19 ±1.34 a

3.19± 1.65 a

Número de
hojas

3.82 ±0.39 a

2.99 ±0.80 a

1.50 ± 1.34 b

0.94 ± 0.72 b

Longitud de raíz
(cm)

5.89 ± 0.74 ab

7.60 ± 0.60 a

4.55 ± 1.40 b

3.52 ± 2.79 b

Longitud de tallo
(cm)

5.16 ± 0.46 a

1.98 ± 0.80 b

1.21 ± 0.72 b

1.08 ± 1.07 b

Inserción 1° hoja
(cm)

4.06 ±0.31 a

0.74 ±0.42 b
0.00 ± 0.00 c

0.26 ± 0.32 c

Peso fresco de
raíz
fmg)

176.00 ± 38.80 ab

251.00 ±126.00 a

3.75 ± 7.50 c

112.00 ± 94.60 be

Diámetro basal
fem)

0.29 ±0.01 a

0.03 ± 0.01 b

0.03 ±0.01 b
0.03 ± 0.02 b •

Peso fresco de
hojas (mg)

198.00 ±29.10 a

504.00 ± 116.00 a

416.00 ±216.00 a

411,00 ±328.00 a

Peso seco de
raíz
(mg)

20.00 ± 3,54 be

36.30 ± 4.33 b

7.50 ± 13.40c

60.60 ±23.60 a

Peso fresco de
tallo (mg)

728.00 ±4570 a
65.00 ± 123.00 c

0.00 ± 0.00 C

208.00 ±145.00 b

Peso seco de
hojas (mg)
27.50 ± 6.12 b

146.00 ± 9.44 b

185.00 ±29.40 a
289.00 ± 47.30 a

Velocidad de
crecimiento

cm/día
0.25 ±0.02 a

0.18 ±0.02 b

0.14 ±0.01 C

0.11 ±0.01 c

Peso seco de
tallo (mg)

75.60 ±9.44 a

0.00 ± 0.00 c

11.40 ± 9.62 c

44.30 ± 11.50 b

Relación
Hoja/Tallo
0.26 ± 0.03. c

1.03 ±0.27 b

2.32 ±0.28 a

2.09 ±0.30 a

Porcentaje de
plantas con

nodulos
0.00

31.25

68.75

68.75

En las columnas letras iguales son iguales estadísticamente (P< 0 05)

La raíz crece más rápido que el tallo en ambos ecotipos y luego reduce la

velocidad dé crecimiento. La velocidad de crecimiento del vastago tiende a decrecer

mientras que la raíz crece significativamente lo que sugiere que el vastago y la raíz

de la G. sepium crecen alternadamente en la etapa de establecimiento de la planta.

En el ecotipo Colima los incrementos del peso seco de la raíz fueron

significativamente mayores que en ei de Morelos lo que posiblemente provocó una

mayor nodulación. La mayor cantidad de nodulos pudo incrementar el peso fresco y

seco de las hojas provocando también un efecto en la relación hoja/tallo. Parace ser

que el número de nodulos determina un mayor crecimiento del vastago lo que

sugiere que G. sepium tiene capacidad de respuesta a la inoculación con cepas

seleccionadas.
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Mondragón (1999) observó una gran variación en ei comportamiento de las

variables de crecimiento de ocho ecotipos durante 165 días, notando diferencias

estadísticas en las primeras etapas mismas que desaparecieron al final del trabajo.

Cuadro 9.- Análisis de los incrementos de las variables de desarrollo del ecotipo
"COLIMA" de Gliricidia sepium crecida en suelo de Santa Rosa y en condiciones de
invernadero.

DÍAS

20
40
60
80

DÍAS

20
40
60
80

DÍAS

20
40
60
80

Número de
nodulos

0.00 ± 0.00 b

1.88 ± 1.25 b

10.10 ±4.67 a

8.94 ± 2.51 a

Número de hojas

4.44 ±0.31 b

1.75 ±0.79 a

1.88 ± 0.78 a

0.88 ±0.63 a

Longitud de raíz
(cm)

5.93 ±1.63 a

7.01 ±3.02 a
7.73 ± 2.29 a

6.41 ± 3.72 a

Longitud de tallo
(cm)

5.53 ±0.31 c

1.63 ±0.48 a

3.03 ± 0.85 b

1.76 ±1.09 a

Inserción 1o hoja
(cm)

4.57 ±0.22 b
0.24 ± 0.29 a

1.09 ± 0.72 a
0.60 ± 0.84 a

Peso fresco de
raíz
(mg)

123.00 ±39.20 a

278.00 ±104:00 a

540.00 ± 292.00 b

33.60 ± 67.30 a

Diámetro basal
{cm)

0.31 ±0.01 b

0.02 ± 0.02 a

0.04 ± 0.03 a

0.02 ± 0.04 a

Peso fresco de
hojas (mg)

236.00 ± 56.20 a

575.00±136.00ab

1190.00 ± 397.00 c

839.00 ±518.00 be

Peso seco de raíz
(mg)

23.80 ± 4.79 a

23.10 ±16.00 a

70.60 ± 24.40 b

65.62 ± 35.60 b

Peso fresco de
tallo (mg)

808.00 ±63.40 c

0.00 ± 0.00 a

80.00 ± 113.00 a

418.00 ±273.00 b

Peso seco de
hojas fmg)

41.30 ±6.29 a

154.00 ± 35.80 ab

270.00 ± 62.90 ab

• 450.00 ± 58.60 b

Velocidad de
crecimiento

cm/día
0.27 ±0.02 c

0.18±0.01 b
0.17 ±0.01 b

0.14 ±0.01 a

Peso seco de
tallo (mg)

31.50 ±20.40 a

40.30 ± 30.20 a

50.00 ±9.13 a

61.60 ±40.00 a

Relación
Hoja/Tallo
0.28 ± 0.07 a
1.22 ± 0.29 ab

4,14 ±3.01 c
2.74 ±0.31 be

Porcentaje de
plantas con

nodulos
0.00

37.50

93.75

100.00 .

En las columnas letras iguales son iguales estadísticamente (P< 0,05).,

5.3. EVALUACIÓN DE LA NODULACION DE PLANTAS DE Gliricidia sepium
INOCULADAS CON CEPAS NATIVAS DE Rhizohium EN CONDICIONES DE
LABORATORIO.

De las 25 cepas que se inocularon se observó nodulacíón con 16 de ellas. Las

cepas fueron inoculadas de acuerdo al ecotipo del que fueron aisladas (Cuadro 10).

En el ecotipo Morelos se inocularon 12 cepas de las cuales ocho nodularon con una

variación de 17 a 62 nodulos por planta y cuatro plantas no nodularon. En el ecotipo

50



de Colima se inocularon 13 cepas de las cuales ocho nodularon con una variación

de 4 a 69 nodulos por planta y cinco cepas no nodularon.

Cuadro 10,,- Respuesta de Glirícidia sepium a la inoculación con cepas nativas de
Rhizobium en condiciones de laboratorio.

ECOTIPO

MOR+
MOR+
MOR+
MOR+
MOR+
MOR+
MOR+
MOR+
MOR-
MOR-
MOR-
MOR-
COL+
COL+
COL+
COL+
COL+
COL+
COL+
COL+
COL-
COL-
COL-
COL-
COL-

CEPA

280
280-A
281-A
283
284
272

272-A
287-A
280-B
281
282
273
268
269
271
264
265
266
279
278
267
285

275-A
275

278-A

LONGITUD
DE TALLO

60 días

cm

24.0
27.2
24.6
26,6
23.2
25.0
21.6
25.4
22.2
24.6
23.2
24.3
24.1
25.9
25.1
21.0
29.6
25.8
28.6
20.5
25.4
19.1
22.0
21.0
23.7

LONGITUD
DE RAÍZ

cm

• 1 6 . 0

22.0
18.2
17.1
15.1
14.0
19.2
13.1
16.9
16.4
14.5
14.1
17.1
19.1
12.4
14.2
16.0
10.6
11.0
12.7
12.6
13.9
19.7
15.2 .
16.9

HOJA

No.

7
9
10
11
9
9
7
10
7
9
6
6
6
8
11
r
9
6
8
9
6
7
11
5
7

PESO FRESCO

tallo

1.04
0.83
1.20
0.96
0.87
1.34
0.73
0.91
0.77
1.02
0.92
0.85
0.83
1.23
1.02
0.65
1.33
1.16
1.10
0.61
0.88
0.54
0.96
0.58
0.83

hoja

1.70
1.12
2.34
1.91
1.09
2.11
1.04
1.11
0.89
1.63
1.11
1.03
1.21
2.25
1.89
1.14
1.96
1.60
2.29
0.78
1.14
0.94
1.66
0.80
1.21

raíz

0.76
0.68
1.05
1.18
0.90
1.01
0.66
0.62
0.75
1.19
1.14
0.90
0.50
1.12
0.82
0.48
0.97
0.99
0.86
0.58
0.51
0.84
0.85
0.54
0,68

PESO SECO
gr

tallo

0.12
0.09
0.17
0.13
0.11
0.25
0.08
0.09
0.08
0.16
0.21
0.10
0.08
0.16
0.13
0.07
0.15
0.13
0.13
0.08
0.10
0.08
0.19
0.09
0.10

hoja

0.23
0.15
0.32
0.24
0.17
0.31
0.13
0.13
0.11
0.21
0.16
0.14
0.14
0.27
0.24
0.14
0.27
0.21
0.29
0.11
0.15
0.13
0.21
0.11
0.14

raíz

0.05
0.05
0.08
0.08
0.06
0.09
0.06
0.04
0.06
0.10
0.11
0.06
0.03
0.08
0.06
0.04
0.06
0.05
0.06
0.05
0.04
0.07
0.07
0.05
0.05

NODULOS

No..

19
23
35
32
62
36
17
17
0
0
0
0
15
14
44
7
28
30
69
4
0
0
0
0
0

PESO
FRESCO

qr

0.10
0.06
0.14
0.11
0.12
0.10
0.03
0.05
0.00
0.00
0.00
0.00
0.05
0.11
0.13
0.21
0.12
0.08
0.17
0.02
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

Con los resultados se formaron cuatro grupos y en el análisis estadístico

(Cuadro Nó. 11) se observaron diferencias significativas en las variables de longitud

de tallo, peso seco de la raíz, número de nodulos y peso fresco de ios nodulos.

En la longitud de tallo los grupos que presentaron nodulos superaron

estadísticamente a los que no nodularon en ambos ecotipos siendo el de COL- el de

menor crecimiento. En ei peso seco de la raíz ios grupos MOR- (Morelos sin

nodulos) y MOR+ (Moreíos con nodulos) fueron iguales entre sí y superaron a ios

dos de Colima que también fueron ¡guales entre sí.,
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Los ecotipos que noclularon fueron superiores estadísticamente a ios que no

nodularon tanto en número de nodulos como en el peso fresco de los mismos. En el

resto de las variables no se observaron diferencias significativas.

Los resultados muestran que en condiciones controladas el comportamiento

de ambos ecotipos es estadísticamente igual (Cuadro 11) debido principalmente a

que la variación de G. sepium es influenciada en gran medida por las condiciones

ambientales y en condiciones de laboratorio no se manifiestan como diferencias

aunque se observa una tendencia de fas plantas con nodulos sobre las que no los

presentan (Gráfica 2), pero comparando las plantas en condiciones de invernadero

con las de laboratorio existe una gran diferencia (cuadro 12).

Cuadro 11. Efecto de la nodulación en diferentes variables de crecimiento de dos
ecotipos de Gliricidia sepium inoculados con Rhizobium nativo en condiciones de
laboratorio.

ECOTIPO

MOR +
MOR-
COL +
COL-

Longitud de tallo
cm

24.70±1.8 a
23.57 ± 1.0 ab
25.07 ±3.2 a
22.24 ±2.4 b

Longitud de raíz
cm

16.83 ±2.9 a
15.47 ±1.3 a
14.13 ±3.0 a
15.66.±2.7a

Número de
hojas

9.00 ±1.4 a
7.00 ± 1.4 a
8.00 ±1.6 a
7.20 ± 2.2 a

Peso fresco de
tallo

<jr

0.98 ±0.2 a
0.89 ±0.1 a
0.99 ± 0.2 a
0.75 ±0.1 a

Peso fresco de
hojas

qr
1.55 ±0.5 a
1.16±0.3a
1.64 ± 0.5 a
1.15 ±0.3 a

Peso fresco de
raíz
qr

0.85 ± 0.2 a
0.99 ± 0.2 a
0.79 ± 0.2 a
0.68 ± 0.1 a

ECOTIPO

MOR +
MOR-
COL +
COL-

Peso seco de tallo
gr

0.13 ±0.05 a
0.13 ±0.05 a
0.11 ±0.03 a
0.11 ±0.04 a

Peso seco de hojas
9̂

0.21 ± 0.07 a
0.15 ±0.04 a-
0.20 ± 0.07 a
0.14 ± 0.03 a.

Peso seco de raíz
gr

0.06 ±0.01 ab
0.08 ±0.02 a
0.05 ± 0.01 b
0.05 ± 0.01 b

Número de nodulos

30.12±15.1 a
0.00 ± 0.0 b

26.37 ±21.7 a
0.00 ±0.0 b

Peso fresco de
nodulos

gr
0.08 ±0.03 a
0.00 ±0.00 b
0.11 ±0.06 a
0.00 ±0.00 b

M0R+ = ecotipo MoreloS con nodulos; MOR- = ecotípo Morelos sin nodulos; COL.+ = ecotipo Colima con nodulos; COL-
ecotípo Colima sin nodulos En las columnas letras iguales son iguales estadísticamente (P< 0 05)

En el laboratorio, el promedio de número de nodulos por planta es muy

superior al de las plantas que crecieron en suelo y no se observó diferencia entre los

ecotipos. Las cepas fueron aisladas del mismo ecotipo en el que se inocularon, sin
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embargo algunas de las cepas (30-35 %) no presentaron nodulación sugiriendo

cierto grado de especificidad dentro del ecotipo,

100

80

60-

40

20

0

•(L L rr
LT NH PFT PST PFH PSH

ICOL+ COL-

Gráfica 2 - Diferencia entre variables de crecimiento en plantas con y sin nodulación de
dos ecotipos de G. sepium en condiciones de laboratorio,.
(MOR+ - ecotipo Morelos con nodulos; MOR- = ecotipo Morelos sin nodulos; COL+ = ecotipo Colima con nodulos
COL- = ecotipo Colima sin nodulos)

Cuando las plantas se colocaron en condiciones de esterilidad (en laboratorio)

y el inoculo fue una mezcla de cepas, el 100 % de las plantas presentó nodulos lo

que indica que dentro de la mezcla, cada planta pudo escoger alguna de las cepas

para nodular.

Los parámetros de crecimiento a los 60 días no marcaron las diferencias que

se habían observado en plantas que crecieron en suelo lo que nos indica que esas

diferencias son atribuibles a la respuesta al medio ambiente. En este experimento, el

medio en el que se encontraban las plantas carecía totalmente de nitrógeno y la

solución nutritiva que se aplicó tampoco lo contenía (Faraheus, 1957),. El número de

nodulos por planta fue muy superior al que se observó en las plantas crecidas en

suelo por lo que su efecto en los parámetros de crecimiento también fueron muy

superiores.
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Cuadro 12- Comparación de las variables de crecimiento de G septum en
condiciones de suelo y de laboratorio en plantas de 60 días.

VARIABLE

Longitud de tallo (cm)

Peso fresco de tallo (mg)

Peso seco de tallo (mg)

Peso fresco de hojas (mg)

Peso seco de hojas (mg)

Longitud de raíz (cm)

Peso fresco de raíz (gr)

Peso seco de raíz (mg)

Numero de nodulos

ECOTIPO MORELOS

SUELO EN

INVERNADERO

8.34

480.00

73.12

1110.00

185.00

18.04

0.38

60.62

3.19

SUSTRATO EN

LABORATORIO

24.70

980.00

130.00

1550.00

210.00

16,83

0.85

0.06

30.12

ECOTIPO COLIMA

SUELO EN

INVERNADERO

10.18

620.00

121:87

2000.00

270.00

20.65

0.94

117.50

10.12

SUSTRATO EN

LABORATORIO

25.07

990.00

110.00

1640.00

200.00

14.13

079

0.05

26.37

El efecto de mayor crecimiento en las plantas de ambos ecotipos es atribuible

a la gran cantidad de nodulos observados. Esta cantidad se presentó principalmente

debido a que, al no haber N en el medio, el árbol induce sustancias para que la

bacteria forme los nodulos para abastecer las necesidades de N de la planta, lo que

coincide con Sprent (2001) quien dice que la nodulación se presenta como una

respuesta a condiciones adversas y que la nodulación depende en mucho más

medida de la planta que de la bacteria. En el caso de las plantas que crecieron en

suelo, tomaron el N para su desarrollo inicial del propio suelo por lo que la

nodulación aparece cuando el abastecimiento en el suelo empieza a ser insuficiente.
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5.4. CINÉTICA DE LA NODULACIÓN DE PLANTAS DE Gfirícidia septum EN

CONDICIONES DE LABORATORIO.

Existe poca información sobre el inicio de la nodulación de plantas jóvenes de

Glíricidia septum. García (1997) observó un promedio de 2.4 nodulos por planta a

los 100 días después de la siembra y Mondragón (1999) observó promedios de 0.2 y

9.8 nodulos por planta en condiciones de invernadero a'los 65 y 165 días

respectivamente,, En ninguno de los casos se inocularon las plantas,, En éste trabajo

se observaron promedios de 3.19 en el ecotipo de Morelos y de 10.12 en el de

Colima, en plantas de 60 días de edad,.

En este trabajo la nodulación se observó desde los 40 días de edad en ambos

ecotipos crecidos en suelo de Santa Rosa, sin inoculación y en condiciones de

invernadero, El porcentaje de plantas con nodulos fue de 31,25, 68.75 y 68.75 en el

ecotipo de Morelos y de 37.50, 93.75 y 100,00 en el ecotipo de Colima, a los 40, 60 y

80 días respectivamente,, El promedio del número de nodulos por planta fue qle 0,

1.37, 3.19 y 3.19 en el ecotipo Morelos y 0, 1,87, 10.12 y 8.94 en el ecotipo Colima,

a los 20, 40, 60 y 80 días respectivamente (Gráfica 3). El ecotipo Colima presentó

mayor nodulación en todos los muéstreos tanto en el promedio del número de

nodulos por planta como en el porcentaje de plantas con nodulos.

Para definir con precisión el momentode la emergencia de ios nodulos, se

muestrearon las plantas a partir de los tres días después de la inoculación en

condiciones de laboratorio. Los nodulos se observaron desde los ocho días después

de la inoculación observando un porcentaje de plantas con nodulos de 33.3, 50.0 y

66.6 a los 8, 9 y 10 días respectivamente, desde ese momento el 100 % de piantas

presentó nodulos (Gráficas 4 y 5),. El promedio del número de nodulos por planta fue

desde 14.33 a los 10 días hasta 29.00 a los 35 días. En otras leguminosas como el

frijol y la alfalfa los nodulos aparecen a los 5-7 días en condiciones de laboratorio,
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Gráfica 3.- Número de nodulos por planta en el crecimiento de dos ecotipos
de Gfirícidia sepium en condiciones de invernadero (MOR = Morelos; COL = Colima).

Las plantas son las que determinan el inicio de la simbiosis por lo que es

importante conocer el comportamiento y las condiciones que permitirán que este

proceso se realice exitosamente,, El inicio de la noduíación se produce por señales

que son enviadas por la planta mediante substancias químicas principalmente

flavonoides (Hirsch, 1999; Sprent, 2001). Estas substancias inducen a la bacteria a

iniciar el proceso, que necesariamente estará influenciado por factores externos

(Sprent y Raven, 1992). El inicio de la comunicación se da cómo resultado del nivel

de abastecimiento de nutrientes o de las condiciones de estrés. Diversos autores

han estudiado la noduíación más como un proceso bacteriano, pero la falta de

información de su comportamiento en la relación simbiótica con los árboles no ha

permitido la aplicación exitosa de inoculantes en el campo.

Los resultados nos muestran que en realidad la concentración de N en el

medio es un factor determinante para el inicio de la simbiosis. En plantas cultivadas

en suelo sin esterilizar los primeros nodulos se observaron a los 40 días de edad de

las plantas, en condiciones de vermiculita estéril y con solución nutritiva sin nitrógeno

y con inoculación, los primeros nodulos se observaron a los ocho días después de la

inoculación.

56



h-

ce
o
0_
V)
O

a

35

30

25

20

15

10

5

0

/
/

/
- ! - • - • • • • I I 1

10 15 20 25

DÍAS

30 35 40

Gráfica 4.- Promedio del número de nodulos de plantas de Giiricidia sepium durante
los primeros cuarenta días de desarrollo en condiciones de laboratorio.
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Gráfica 5.- Promedio del número de nodulos por planta en Giiricidia sepium durante
los primeros 10 días de desarrollo.
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5.5. EFECTO DE LA INOCULACIÓN DE Glirícidía sepium CON CEPAS NATIVAS
EN DIFERENTES CONDICIONES DE CRECIMIENTO.

Se comparó eí efecto de la inoculación con cepas nativas cuando las plantas

se sembraron en suelo de Santa Rosa donde crece en condiciones naturales y

donde suponemos que existen cantidades importantes de bacterias que funcionan

como inoculo,. También se consideró importante comparar plantas sembradas en

suelo de Huitzilac donde no se encuentra en condiciones naturales y donde

posiblemente nos se encuentren poblaciones suficientes para desarrollar una buena

simbiosis con la planta. Otra condición fue la vermiculita inoculada en invernadero

comparada con vermiculita estéril inoculada y crecida en laboratorio.

En las plantas que crecieron en suelo de Santa Rosa se observaron

diferencias estadísticas en el número de nodulos a los 25 días entre las plantas

inoculadas y las control (Gráfica 6), también se observó diferencia a los 25 días en el

número de hojas (Gráfica 7) y en el peso de la raíz (Cuadro 13),. A los 35 y 40 días

se observaron diferencias en el número de hojas pero la cantidad de nodulos fue

estadísticamente igual. En todas las otras variables no se observaron diferencias

entre las plantas inoculadas y las plantas control en todo el periodo.

El hecho de no haber encontrado diferencias importantes entre plantas

inoculadas y no inoculadas nos indica que efectivamente existen en el suelo de

Santa Rosa cantidades suficientes de bacterias y al aplicar inoculante de las mismas

cepas no se genera una respuesta diferente a la condición normal.
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Gráfica 6.- Comparación del número de nodulos entre plantas de G, septum
inoculadas y plantas control crecidas en suelo de Santa Rosa
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Gráfica 7.- Comparación del número de hojas entre plantas de G. sepium
inoculadas y plantas control crecidas en suelo de Santa Rosa.

En las plantas que crecieron en el suelo de Huitzilac, se observaron

diferencias en el número de nodulos entre las plantas inoculadas y las plantas

control a los 30 días (Gráfica 8), esas diferencias coincidieron con las diferencias en

eí número de hojas, longitud de raíz y peso fresco de raíz. También se observaron
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diferencias en la longitud de tallo a los 35 y 40 días (Gráfica 9), en el peso fresco de

tallo a los 25 y 35 días, en la longitud de raíz a los 5 días y en el peso fresco de la

raíz a los 20 y 25 días. En el suelo de Huitzilac a diferencia del suelo de Santa Rosa

se observó respuesta en un mayor número de variables sobre todo después de los

30 días de edad en que ia diferencia entre el número de nodulos fue muy superior en

las plantas inoculadas,.
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Gráfica 8.- Comparación del número de nodulos entre plantas de G, sepium
inoculadas y plantas control crecidas en suelo de Huitzilac.
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Gráfica 9.- Comparación de la longitud de tallo entre plantas de G,, sepium
inoculadas y plantas control crecidas en suelo de Huitzilac.
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En las plantas crecidas en vermiculita y en dos ambientes de crecimiento se

observaron diferencias estadísticas entre las plantas ubicadas en laboratorio e

invernadero (ambas inoculadas) en el número de nodulos a los 10, 15, 20, 25, 30 y

35 días (Gráfica 10), asimismo esas diferencias coincidieron con las diferencias

estadísticas en la longitud de tallo en todos los muéstreos (Gráfica 11), en el peso

fresco de tallo en casi todos los muéstreos (Gráfica 12) (excepto a los 5 días), en el

número de hojas a los 5, 15 y 25 días (Gráfica 13), en la longitud de raíz a los 5, 10,

20 y 40 días y en el peso fresco de raíz a los 10 días. Las plantas inoculadas fueron

superiores a las no inoculadas en todos los casos excepto en la longitud de raíz a los

40 días y en el peso fresco de la raíz a los 10 días.
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Gráfica 10.- Comparación del número de nodulos entre plantas de G. sepium
inoculadas crecidas en vermiculita en condiciones de invernadero y de
laboratorio.
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Gráfica 11.- Comparación de la longitud de tallo entre plantas de G. sepium
inoculadas crecidas en vermiculita en condiciones de invernadero y de
laboratorio.
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Gráfica 12.- Comparación del peso fresco del tallo entre plantas de G. sepium
inoculadas crecidas en vermiculita en condiciones de invernadero y de
laboratorio.
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Gráfica 13.- Comparación del número de hojas entre plantas de G,. sepium
inoculadas crecidas en vermiculita en condiciones de invernadero y de laboratorio.

Como en el suelo de Santa Rosa existe el inoculo en forma natura!, la

inoculación muestra una tendencia a incrementar la nodulación (11.16 y 17.85

nodulos / planta en control e inoculadas respectivamente). En el caso del suelo de

Huitzilac donde la planta no crece en condiciones naturales, ei inoculo específico

existe en pequeñas cantidades por lo que la inoculación tuvo un efecto positivo en el

número de nodulos (2.33 y 11.50 nodulos por planta en control e inoculadas

respectivamente) además de acelerar el inicio de la misma. En conclusión respecto

al número de nodulos, se observó buena respuesta a la inoculación en el suelo de

Huitzilac y una respuesta más limitada en el suelo de Santa Rosa.

En el resto de las variables no se observaron tendencias claras de ninguno de

los tratamientos ya que se presentó mucha variación en cada una de las fechas de

muestreo. Es notable que al final del experimento los tratamientos que estaban en

suelo superaron ampliamente en el peso fresco de la raíz, a los que estaban en

vermicuüta. En las plantas crecidas en vermiculita en invernadero, a pesar de que el

número de nodulos por planta fue estadísticamente igual a las crecidas en
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laboratorio, las plantas fueron superadas por los tratamientos en suelo en cuanto a

longitud, peso fresco y seco de tallo y número de hojas,. Las plantas en vermículita

en invernadero superaron a los demás en longitud de raíz posiblemente como

respuesta a la baja cantidad de nitrógeno en el medio de cultivo,. Posiblemente las

elevadas temperaturas registradas en ei invernadero en los conos con vermiculita

disminuyeron la fijación de nitrógeno (Gráfica 9). Se ha observado en otros casos

que la temperatura óptima para la nodulación es normalmente más alta que para la

fijación de nitrógeno (Gibson, 1967) y en !os registros de la temperatura del sustrato

en el invernadero, los conos que contenían vermiculita tenían 1 °C arriba

comparados con los conos que contenían suelo.

Cuadro 13.- Análisis del efecto de la inoculación y las condiciones de cultivo en
el desarrollo y la noduiación de plantas de Gliricidia sepium durante los
primeros 40 días.

T1
T2
T3
T4
T5
T6.

T1
T2
T3
T4
T5
T6

DÍAS

5

0.00 ±0.0 a

0.00 ±0.0 a

0.00 ±0.0 a

0.00 ±.0.0 a

0.00 ±0.0 a

0.00 ±0.0 a

5

7.7 ± 0.5 b

6.1 ± 1.1 c

5,6 ± 0.6 c

5.9 ± 0.4 cd

4.3 ± 0.6 d

11.9 ±2.5 a

NÚMERO DE NODULOS

10

0.00 ±0.0 b

0.00 ± 0.0 b

0.00 ± 0.0 b

0.00 ± 0.0 b

0.00 ± 0.0 b .

14.33 ±7.2 a

15

0,33 ± 0.5 b

1.16 ±0.9 b

0.00 ± 0.0 b

0.66 ± 0.8 b

.0.00 ± 0.0 b

18.16 ±6.3 a

20

12.5 ±11.9 b

4.50 ± 5.2 be

6.66 ± 10.3 be

2.33 ± 3.6 c

2.66 ± 4.1c

26.50 ± 5.6 a

25

7.00 ± 7.2 c

.14,83 ± 6.5 b

4.16 ± 4.5 cd

6.33 ± 2.8 cd

0.33 ± 0.5 d

27.83 ± 6.5 a

LONGITUD DE TALLO (cm)

10

6.16 ± 0.7 c

7,18 ± 0.8 b

5.96 ± 0.7 c

6.31 ± 0.9 be

3.70 ± 0.4 d

13.98 ±0.8 a

15

7.71 ± 0.3 b

7.76 ± 1.4 b

7.06 ± 0.6 b

6.78 ± 0.5 be

5.56 ± 1.3 c

14.98 ±1.3 a

20

7.55 ± 1.2 b

7.31 ± 1.3 b

7.15 ± 1.1b

6.46 ± 0.3 be

5.56 ± 1.2 c

15.60±1.1a

25

7.70 ± 1.0 b

7.51 ± 0.5 b

7.21 ±0.5 be

6.10 ± 0.6 c

4.46 ± 1.4 d

15.50 ±1.2 a

30

12.66 ±1.9 b

8.66 ±7.9 b

0.00 + 0.0 C

12.16 ±5.3 b

0.33 ±0.5 c

24.00 ±6.6 a

35

16.16 ± 13.7 b

10.00 ± 7.3 be

10.00 ± 7.9 be

8.66 ± 5.5 be

4.33 ± 5.9 c

29.00 ± 12.3 a

30

7.41 ± 0.5 b

7.33 ± 0.9 be

6.66 ±1.1 be

6.36 ± 0.8 c

4,43 ± 0.7 d

16.23 ±0.5 a

35

6.56 ± 0,7 b

7.15 ± 0.5 b

6.66 ± 0.8 b

5.55 ± 0.8 c

4.83 ± 1.0 c

17,36 ±0.9 a

40

11.16±12.5 be

17.85 ± 9.2 be

2.33 ± 1.8 c

11.50±10.3 be

14,00 ± 10.8 ab

23.66 ± 9,9 a

40

7.03 ± 0.3 b

7.55 ± 0,9 b

7.13 ± 1.3 b

5.71 ± 0.8 c

5.03 ± 0.8 c

15.68 ±1.8 a
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T1
T2
T3
T4
T5
T6

T1
T2
T3
T4
T5
T6

T1
T2
T3
T4
T5
T6

T1
T2
T3
T4
T5
T6

5

0.55 ± 0.0 a

0.25 ± 0.1 b

0.20 ± 0.0 c

0.28 ±0.1 be

0.30 ± 0.0 be

0.89 ± 0.0 b

5

3.66 ± 0.8 a

3.66 ± 0.5 a

3.66 ± 0.5 a

3.83 ± 0.9 a

2.66 ± 0.5 b

3.83 ± 0.7 a

5

10.08 ± 1.1 be

8.88 ± 3.4 de

6.85 ± 3.1 d

12.38 ± 1.2 ba

9.20 ±3,1 de

14.23 ± 0.9 a

10

1.25 ± 0.1 ab

1.31 ±0,1 a

1.08 ± 0.0 be

0.98 ± 0.1 c

0.56 ± 0.0 d

1.14 ± 0.2abc

10

4.00 ± 0.8 ab

4.50 ± 0.5 a

4.33 ± 0,5 ab

4.50 ± 0.5 a

3.66 ± 0.5 b

4.16 ± 0.7 ab

10

8.28 ± 2.2 b

12.48 ±2.9 a

10.76 ± 1.0 ab

9.30 ± 2.9 b

9.46 ± 1.6 b

12.61 ±1.8 a

PESO

15

1.40 ±0.3 a

1.43 ±0.2 a

1.23 ±0.3 a

1.20 ±0.2 a

0.80 ± 0.0 b

1.25 ±0.1 a

FRESCO DE TALLO (gr)

20

1.56 ±0.4 a

1.28 i 0.5 a

1.46 ±0.3 a

1.40 ±0.2 a

0.80 ± 0.1 b

1.32 ±0.0 a

NÚMERO DE

15

5.50 ± 0.5 a

5.33 ± 0.5 ab

4.66 ± 0.5 be

5.33 ± 0.5 ab

4,33 ± 0.5 c

5.16 ± 0.9 ab

20

5.33 ±1.0 abe

6.00 ± 0.8 a

5.00 ±1.0 be

5.66 ± 0.8 ab

4.66 ± 0.5 c

5.50 ± 0.5 abe

LONGITUD DE

15

10.20 ± 2.4 b

11,83 ± 2.5 ab

10.61 ± 3.0 b

12.36 ± 1.5 ab

11.03 ± 1.2 ab

13.20 ±1.1 a

20

12.83 ± 1.1 ab

11.60 ± 3.7 ab

13.13 ± 0.6 ab

11.88 ± 3.7 ab

10.66 ± 3.6 b

13.96 ±1,0 a

25

1.33 ± 0.4 ab

1.56 ±0.2 a

1.58 ±0.0 a

1.26 ± 0,2 b

0.90 ± 0.0 c

1.29 ± 0.1b

HOJAS

25
5.16 ±0.7 be

6.16 ±0.7 a

5.50 ± 0.5 ab

6.00 +0.0 ab

4.33 ± 1.3 c

5.66 ± 0.5 ab

RAÍZ (cm)

25

12.58 ±1.0 a

14.08 ± 0.8 a

11.88 ± 1.8 a

11.98 ±3.4 a

13.50 ± 4.1 a

13.65 ± 0.6 a

30

1.31 ±0.1 a

1.35 ±0.1 a

1.23 ±0.3 a

1.28 ±0.1 a

0.88 ± 0,1 b

1.37 ±0.1 a

30

6.00 ± 0.6 a

5.66 ± 1.6 ab

4.00 ± 1.5 c

5.83 ± 0.9 a

4.33 ±1.0 be

5.66 ± 0.5 ab

30

14.48 ± 0.5 a

13.31 ±2,1 ab

11.03 ± 3.4 b

14.16 ±3.8 a

12.50 ± 2.7 ab

13.00 ± 1.4 ab

35

1.15 ±0.1 be

1.10 ±0.4 be

1.33 ± 0.2 ab

0.95 ± 0.2 c

0.93 ± 0.2 c

1.63 ±0,1 a

35

5,83 ± 0.7 be

6.66 ± 0.8 a

5.66 ± 0.5 be

5.50 ± 1.0 c

6,00 ± O.Oabc

6.66 ± 0.5 ab

35

12.70 ±1.0 a

13.51 ± 0.3 a

14.33 ± 0.4 a

14.30 ±1.7 a

13.60 ± 2.8 a

13.36 ± 0.7 a

40

1.13 ±0,2 be

1.31 ± 0.1 ab

1.30 ± 0.3 b

1.00 ±0.3 be

0.96 ± 0.3 c

1.67 ±0.2 a

40

5.33 ± 0.8 c

6.83 ± 0.7 a

6.33 ± 1.0 ab

5.83 ± 0.4 be

5.66 ± 0.5 be

6.66 ± 0.5 ab

40

12.96 ± 0.4 b

13.43 ± 0.4 b

13,26 ± 0.2 b

13.95 ± 1.8 b

15.90 ± 0.9 a

13.51 ± 0.9 b

PESO FRESCO DE RAÍZ (gr)

5

0.55 ± 0.0 a

0.25 ± 0.1 b

0.20 ± 0.0 b

0.28 ± 0.1b

0.30 ± 0.0 b

0.23 ± 0.1b

10
0.40 ± 0.2 a

0.33 ± 0.1 a

0.41 ± 0.1 a

0.36 ±0.1 a

0.33 ±0.1 a

0.10 ± 0.0 b

15

0.36 ± 0.1 bed

0.43 ± 0.1 abe

0.55±0.1ab

0.56 ±0.2 a

0.23 ± 0.0 d

0.41 ± 0.2 cd

20

0.41 ± 0.0 be

0.28 ± 0.1 cd

0.63 ± 0.1 a

0.45 ± 0.1 b

0.30 ± 0.0 bed

0.26 ± 0.1 d

25

0.43 ±0.0 be

0.73 ±0.1 a

0.36 ± 0.1 c

0.50 ± 0.1 b

0.20 ± 0.0 d

0.26 ± 0.0 d

30

0.53 ± 0.2 b

0.56 ± 0.2 be

0.33 ± 0.0 Cd

0.81 ± 0.3 a

0.30 ± 0.0 d

0.20 ± 0.0 d

35

0.43 ± 0.2 be

0.51 ± 0.1 8b

0.70 ± 0.1 a

0.65 ± 0.1 a

0.33 ± 0.1 be

0.28 ± 0.0 c

40

0.56 ± 0.1 a

0.58 ± 0.1 a

0.73 ± 0.2 a

0.63 ± 0.2 a

0.30 ± 0.0 b

0.31 ± 0.0 b

T1= Suelo de Santa Rosa; T2- Suelo de Santa Rosa inoculado; T3= Suelo de Huitzüac; T4= Suelo de Huitzilac
inoculado; T5= Vermiculita inoculada en invernadero; T6= Vermiculita inoculada en laboratorio (en las columnas,
letras iguales son estadísticamente iguales P<0,,05),
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5.6. EFECTO DE LA INOCULACIÓN Y LA FERTILIZACIÓN QUÍMICA EN LA
NODULACIÓN DE PLANTAS DE Gliricidia sepium EN EL REBROTE EN
CONDICIONES DE INVERNADERO.

Gliricidia sepium por ser un árbol de la selva baja caducifolia pierde sus hojas

durante la época de sequía y se observó que los nodulos senescen en este periodo,

Las plantas vuelven a producir hojas una vez que disponen de agua ("rebrote") por lo

que nos interesó determinar si los nodulos también reaparecen en las condiciones

de rebrote (imitadas en el invernadero).

La nodulación en plantas de rebrote sin inoculación se observó desde los 21

días en plantas control y los porcentajes de plantas con nodulos fueron 100.0,

100.0, 50,0, 75.0 y 100.0 a los 21, 28, 35, 42 y 49 días respectivamente. El promedio

del número de nodulos por planta varió desde 5.75 a los 21 días hasta 37.25 a ios 42

días (Gráfica 14),

40 •
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I

20-|

15

10
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7 14 21 28 35 42 49

DÍAS

Gráfica 14.- Promedio del número de nodulos en plantas de Giiricidia sepium que
inician el rebrote en condiciones de invernadero,.

La ventaja de la inoculación fue que aceleró el inicio de la nodulación porque

las plantas que fueron inoculadas, presentaron nodulos desde los 14 días. En las
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plantas que se aplicó fertilizante químico la nodulación inició a los 21 días al igual

que en las plantas control.

Se observaron diferencias estadísticas del número de nodulos entre los cinco

tratamientos a los 28, 35, 42 y 49 días en ías que ías plantas con el tratamiento de

fósforo solo, superaron estadísticamente a los demás tratamientos (Cuadro 14), La

inoculación y la aplicación de fósforo mejoraron el porcentaje de plantas con nodulos

ya que desde los 28 y 35 días respectivamente, fueron los únicos tratamientos que

presentaron la totalidad de las plantas con nodulos (Cuadro 15).

Cuadro 14.- Número de nodulos en relación con la fertilización química y la
inoculación de plantas de GHricidia septum que inician el rebrote.

T1
T2
T3
T4
T5

DÍAS
7

0.00 ± 0.0 a
0.00 ±0.0 a

0.00 ±0.0 a

0.00 ± 0.0 a

0.00 ± 0.0 a

14
0.00 + 0.0 b
0.00 ± 0.0 b

0.00 ± 0.0 b

O.00± 0.0 b

12.75 ±13.6 a

21
5.75 ± 4.2 a

0.75 ± 0.9 a
6.50 ± 9.2 a

3.00 + 6.0 a

11.00 ±9.8 a

28
10.00 ±9.4 a

0.00 ± 0.0 b

3.50 ± 6.3 ab

3.50 ± 6.3 ab

10.00 ±6.3 a

35
14.25 ± 18.9 b

1.50 ± 1.9 b

76.50+84.7 a

0.75 ± 1.5 b

40,75 + 27.5 ab

42
37.25 ± 37.2 b

0.50 ± 1.0 b

123.25 ±85.3 a
4.75+ 3.3 b

39.00 ± 18.8 b

49
31.25 ± 20.2 b
21.00 ± 5.1 b
96.00 ±64.1 a

7.25 ± 7.8 b

43.00 ± 35.5 b

T1= Control; 12- 25 Kg de N/Ha; T3= 25 Kg de P/Ha; T4= 25 Kg de N+ 25 Kg de P/Ha; T5= Inoculadas (en las
columnas, letras iguales son estadísticamente iguales PO.05).

La adición de fosfato provocó un notable aumento en el número de nodulos

por planta mientras que la adición de nitrógeno inhibió la nodulación Los valores

más bajos del número de nodulos se observaron en los tratamientos a los que se les

aplicó nitrógeno (Gráfica 15).
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Gráfica 15.- Número promedio de nodulos de plantas de G. sepium que inician el
rebrote (T1=Control; T2-25 Kg de N/Ha; T3=25 Kg de P/Ha; T4=25 Kg de N+ 25 Kg de P/Ha; T5=¡noculadas),

Cuadro 15- Porcentaje de plantas noduladas como efecto de ía fertilización química
y la inoculación en plantas de Gliricidia sepium que inician el rebrote.

T1
T2
T3
T4
T5

DÍAS
7
0
0
0
0
0

14
0
0
0
0

100

21
100
50
75
25
75

28
100
0
50
50
100

35
50
50
100
25
100

42
75
25
100
50
100

49
100
75
100
100
100

T1= Control; T2= 25 Kg de N/Ha; T3= 25 Kg de P/Ha; T4= 25 Kg de N+ 25 Kg de P/Ha; T5= inoculadas (en las
columnas, letras iguales son estadísticamente iguales P<0 05).

En el caso de la producción de follaje fresco se observó gran variabilidad en el

comportamiento de las plantas que iniciaron el rebrote (Cuadro 16) ya que a las

primeras etapas sobresalió el tratamiento de fósforo, a los 35 días el comportamiento

era similar en todos los tratamientos. Al final las plantas inoculadas fueron

estadísticamente iguales a las fertilizadas con la mezcla de nitrógeno y fósforo y

superiores a los otros tres tratamientos (Gráfica 16).
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Cuadro 16.- Peso fresco de follaje como efecto de la fertilización química y
inoculación en plantas de Gliricidia sepiumque inician eí rebrote.

la

T1
T2
T3
T4
T5

D!AS
7

0.00 ±0,0 a

0.00 ± 0.0 a

0.00 ± 0.0 a

0.00 ±0.0 a
0.00 ±0.0 a

14
2.99 ± 2.0 ab

2.57 ± 2.2 ab
4.32 ± 2.4 a

1.13 ± 0.2 b
2.00 ± 0.7ab

21
8.15+5.5 a

2.08 ± 1.6 a
4.75 ± 0.9 a

7.16 ±5.5 a
7.86 ± 4.6 a

28
10.63 ± 4.1 ab
11.21 ±2.7 ab

5.75 ± 3.8 b

11.30±5.21ab
13.75±3.5a

35
10.23 ±8.2 a
12.38 ±0.3 a

11.69 + 2.6 a

12.26 ±7.9 a

14.66 ± 5.7a

42
7.94 ± 2,5 c

12.57 ± 7.0 abe

9.60 ± 4.9 be
19.25 ±4.7 a

16.08 ± 4.6 ab

49
9.67 ± 5.6 be
6.35 ± 2.5 c

9.39 ±2.1 be
14.21 ±4.1 ab

18.33 ±5.3 a

T1-Control; T2=25 Kg de N/Ha; T3=25 Kg de P/Ha; T4=25 Kg de N+ 25 Kg de P/Ha; T5= Inoculadas (en las
columnas, letras ¡guales son estadísticamente iguales P<0 05).
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Gráfica 16.- Peso fresco de follaje de Gliricidia sepium en plantas que inician el
rebrote (T1=Control, T2=25 Kg de N/Ha; T3=25 Kg de P/Ha, T4=25 Kg de N+ 25 Kg de P/Ha; T5=
Inoculadas)

En la producción de materia seca (Cuadro 18) las plantas inoculadas

superaron estadísticamente a los 49 días a las fertilizadas con nitrógeno solo, con

fósforo solo y a las plantas control. En este muestreo las plantas inoculadas fueron

estadísticamente iguales a las plantas fertilizadas con la mezcla de nitrógeno y

fósforo.

Los dos tratamientos con nitrógeno se comportaron de manera similar entre

ellos y la aplicación de fósforo no fue determinante por sí solo para mejorar la

producción de materia seca (Gráfica 17),
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Cuadro 17.- Efecto de la fertilización química y la inoculación en el peso seco de
follaje de plantas de Gliricidia sepium que inician el rebrote.

T1
T2
T3
T4
T5

DÍAS
7

0.00 ± 0.0 a
0.00 ± 0.0 a

0.00 ± 0.0 a

0.00 ±0.0 a

0.00 ±0.0 a

14
0.55 ± 0.3 ab

0.46 ± 0.3 ab

0.76 ± 0.4 ab
0.18 ±0.0 b

0.99 ±0,6 a

21
1.22±0.9ab
0.33 ± 0.3 b

0.90 ± 0.2 ab

1.12 ± 0.8 ab

1.60 ±0.8 a

28
2.71 ± 0.8 ab

2.26 ± 0.7 a
0.69 ± 0.7 b

2.11±1.0ab
2.72 ± 0.6 a

35
1.88 ±1.4 a

2.63 ± 0.7 a

2.21 ±0.6 a

2.40 ±1.5 a

2.85 ±1.0 a

42
1.66 ± 0.6 b

2.72 ± 1.6 ab

2.01 ± 1.0 b
4.00 ±1.2 a

3.33 ± 0.9 ab

49
2.21 ±1.4 be

1.54 ± 0.6 c

2.16 ±0.5 be
3.30 ± 0.9 ab

3.72 + 1.1 a

T1=Control; T2=25 Kg de N/Ha; T3=25 Kg de P/Ha; T4=25 Kg de N+ 25 Kg de P/Ha; T5= Inoculadas (en las
columnas, letras iguales son estadísticamente ¡guales P<0,05)
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Gráfica17.- Peso seco de follaje de Giiricidia sepium en plantas que inician el rebrote
(T1=Control; T2-25 Kg de N/Ha; T3=25 Kg de P/Ha; T4=25 Kg de N+ 25 Kg de P/Ha; T5= Inoculadas ).

Desde hace tiempo se sabe que el fósforo es importante en el aumento y

mantenimiento de la fertilidad del suelo a través de su efecto en ei crecimiento de fas

leguminosas (Donald y Williams, 1954). Se han acumulado evidencias de un efecto

específico del fósforo en el crecimiento y sobrevivencia de Rhizobium y su capacidad

para la nodulacíón y la fijación de nitrógeno (Singleton y col., 1985; McLaughlin y

col., 1990). Un ejemplo notable del papel de la adecuada nutrición con fósforo es el

aumento de la fijación de nitrógeno en soya (Cassman y col., 1993).
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La inhibición de la nodulación y del proceso de fijación de nitrógeno por

formas inorgánicas de nitrógeno, principalmente de nitratos, es bien conocida

(Vincent, 1965)., A pesar de que existe mucha literatura sobre el tema, el modo de

acción del nitrato en la reducción de la nodulación no esta claramente entendido,.

Munns (1968), por ejemplo, lo considera como un complejo de efectos en eí rizado

de los pelos radicales, la infección del pelo radical y la tasa de desarrollo de ios pelos

radicales infectados. Por otro lado, Dazzo y col, (1981) relacionaron el ion nitrato en

la interferencia con la expresión del fenómeno de reconocimiento que precede al

proceso de infección.

El efecto de la inoculación fue determinante en el número de plantas con

nodulos, en el inicio de la nodulación y en la producción de follaje,,

5.7. EVALUACIÓN DEL EFECTO DE LA INOCULACIÓN CON CEPAS NATIVAS
DE Rhizobium EN LA RESPUESTA PRODUCTIVA DE Gliricidia septum EN
CONDICIONES DE CAMPO.

En los resultados no se detectaron diferencias estadísticas en ninguna de las

variables observadas aunque si se observa una tendencia de los tratamientos

inoculados comparados con las plantas que no se inocularon (Cuadro 18),.

Las plantas inoculadas superaron en 3.87 % en altura de planta a las no

inoculadas. En el número de hojas la diferencia fue de 29 85 superior. En el peso

fresco del follaje producido las inoculadas fueron en promedio 35 % más productivas

que las no inoculadas, observando una tendencia similar en la producción de materia

seca con una diferencia de 32% en promedio (Gráfica 18),.
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Los resultados nos muestran una respuesta que posiblemente pueda ser

mejorada mediante la utilización de cepas seleccionadas por su potencial de fijación

de nitrógeno, las cepas utilizadas fueron seleccionadas por su capacidad de

nodulación pero la fijación de nitrógeno no se evaluó en el presente trabajo.

Cuadro 18.- Resultados de las variables productivas en plantas de Gliricidia sepium
inoculadas con cepas nativas de Rhizobium en condiciones de campo.

TRATAMIENTOS

INOCULADAS
NO INOCULADAS

ALTURA DE
PLANTA (cm)

50.36 a
48.48 a

NUMERO DE
HOJAS

12.70 a
9.78 a

PESO FRESCO DE
HOJAS (gr)
115.25 a
84.75 a

PESO FRESCO DE
TALLOS (gr)

31.75 a
24.10 a

TRATAMIENTOS

INOCULADAS
NO INOCULADAS

PESO FRESCO
TOTAL (gr)

147.00 a
108.85 a

RELACIÓN
HOJA / TALLO

3.56 a
3.53 a

PESO SECO DE
HOJAS (gr)
23.45 a
16.60 a

PESO SECO DE
TALLOS (gr)

8.40 a
6.80 a
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Gráfica 18 .- Diferencia entre las variables de crecimiento de plantas de G. sepium
inoculadas y control, en condiciones de campo.
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VI. CONCLUSIONES

1. Las especies que se asocian con Glirícidia sepium son Sinorhizobium

terangae, Rhizobium tropíci tipo A, Rhizobium tropici tipo B y Rhizobium etli.

2. Las proporciones y la presencia o ausencia de cada especie depende del sitio

de muestreo,

3. La emergencia de Gliricidia sepium tiene un máximo cíel 77 % y esta

condicionada a la interacción del ecotipo y su respuesta a las condiciones

ambientales.

4. Existe diferencia entre los ecotipos en las variables de crecimiento en las

primeras etapas de desarrollo.

5. El comportamiento de las variables de crecimiento y la nodulación dentro de

los ecotipos presentó variaciones mínimas.

6. En condiciones controladas la variación en el comportamiento de las variables

de crecimiento se reduce considerablemente con respecto a las condiciones

de invernadero.

7. En condiciones controladas la nodulación inicia a los 8 días después de la

inoculación. En condiciones de suelo, inicia después de los 20 días, y cuando

se inocula en condiciones de suelo el inicio de la noduiación se adelanta siete

días.

8. La inoculación tiene un mayor efecto en el inicio de la nodulación y en el

porcentaje de plantas noduladas que en el promedio de nodulos por planta.
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9. En plantas de rebrote la inoculación adelanta la nodulación en siete días y

promueve ía producción de materia seca superando a la fertilización

nitrogenada,

10. En condiciones de campo se observó una tendencia de los tratamientos

inoculados a superar a los no inoculados en las variables de crecimiento.
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