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RESUMEN

Existe informacion acerca de las relaciones simbidticas que las
leguminosas establecen con bacterias Rhizobiaceas, principalmente sobre
biologia, comportamiento y sistematica, pero poco se sabe acerca del
comportamiento de ambos organismos en condiciones naturales. Asi mismo
se ha incrementado en muchos paises en desarrollo el uso de arboles en
sistemas agroforestales que aumenten la productividad del sistema y

mantengan la fertilidad del suelo reduciendo la tasa de erosion.

Gliricidia sepium es una leguminosa que tiene potencial forrajero por
su contenido de proteina (23 %) y su digestibilidad (60 %), por sus
condiciones de adaptacion es excelente para suelos de poca fertilidad como
los del trc’ipico seco. Sin embargo se conoce poco sobre las bacterias

simbitticas asociadas.

El objetivo general del trabajo fue la evaluacién de la productividad de
Gliricidia sepium en relacion simbidtica 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 analisis de las
secuencias de los genes 16S rRNA (PCR-RFLP), electroforesis de enzimas
multilocus (MLEE), perfiles de plasmidos (Echardt), ensayos de hibridacion,
ensayos de nodulacién en plantas y por sensibilidad a los antibiéticos. Para
determinar el comportamiento productivo y la nodulacién natural se
establecieron dos ecotipos (Morelos y Colima) en un suelo donde crece en
condiciones naturales para cbservar la fase inicial de crecimiento y obtener
cepas nativas. Se registraron datos de productividad de la planta y los

nédulos se aislaron mediante técnicas convencionales.




Se validaron las cepas nativas en condiciones de laboratorio, en los
dos ecotipos y se determino el periodo del inicio de la nodulaciéon mediante
una cinética en condiciones de laboratorio inoculando con una mezcla de
siete cepas nativas que presentaron mayor capacidad de nodulacion. Como
G. sepium es una planta caducifolia se estudio la cinética de nodulacion de
plantas que terminan el reposc e inician un nuevo periodo de crecimiento

vegetativo.

Se evalud el efecto de la inocuiacion con cepas nativas de Rhizobium

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

En las cepas aisladas de G. sepium se observaron cuatro tipos gue
fueron identificados como Sinorhizobium terangae, Rhizobium tropici (tipos A

y B) y Rhizobium etli.

Los resultados del comportamiento muestran diferencias significativas
en cada uno de los ecotipos, los parametros productivos fueron superiores
en el ecotipo de Colima con respecic al de Morelos, se encontraron
diferencias significativas en el nimero de nédulos a partir de los 80 dias lo
que se reflejo en un efecto importante en algunas de las variables de

productividad.

Se encontrd diferencia en el inicio de la nodulacién en condiciones de
laboratorio y de invernadero. En laboratorio a los ocho dias ya se observan
nédulos formados. Se observd que exisien nuevas etapas de infeccion
durante el crecimiento de la planta. En condiciones de invernadero y en suelo
el proceso tarda hasta 20 dias. En plantas en maceta sin inoculacién inicié a
los 20 dias, con un 100 % de plantas con nddulos. Las plantas de rebrote

nodularcn a los 20 dias y se analizaron la produccién de biomasa y [a




nodulacion en plantas inoculadas y fertilizadas quimicamente contra plantas

no tratadas.

En la evaluacién en condiciones de campo se observd 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 variacién de
Gliricidia sepium nos da la oportunidad de buscar aquellos genotipos con
mayor capacidad productiva y con alta habilidad para establecer simbiosis
con Rhizobium ademas de seleccionar dentro de las especies de bacterias
aquellas que tienen mejores respuestas a la incculacién lo que en el corto
plazo nos permitira proponer un manejo para esta especie como un elemento
importante en sistemas agroforestales con alta productividad y con una vision

de conservacion ecolégica.




| . INTRODUCCION.

Una de las preocupaciones mas importantes de la poblacidén actual es el
futuro de la produccion de alimentos sin el deterioro del ambiente. Hasta ahora la
tecnologia generada para aumentar la oferta de alimentos, de todo tipo, se ha
basado en la aplicacion de practicas techoiégicas con una consecuente alteracion
del ecosistema. Esto ha generado fuertes efectos de degradacién y de
contaminacién con materiales quimicos gue han propiciado que los agrosistemas

presenten cada vez menor capacidad para producir alimentos.

En la actualidad, la politica agropecuaria en México se basa en el aumento de
la productividad mediante la implementacién de tecnologia; como la utilizacion de
fertiizantes en cantidades cada vez mayores para compensar las pérdidas de
fertilidad, el incremento en el uso de plaguicidas de todo tipo, la introduccién de
variedades y razas mejoradas y el uso de maquinaria sofisticada para hacer més
eficientes las tareas agricolas. Sin embargo en sus esquemas de desarrollo no
consideran los efectos que este tipo de aciividades tienen mas alla de las parcelas

cultivadas, ni de sus implicaciones a largo plazo.

En nuestro pals, las cadenas montafiosas se ubican a todo lo largo del
territorio por lo que la agricultura de ladera es una actividad practicamente 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 irrigacion, por lo cual
no debe extrafiar que las altas tasas de erosion sefialadas en México sean, en gran
medida, el resultado del cultivo intensivo de maiz en zonas montafiosas bajo

condiciones de un inadecuado manejo agricola.

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

primero, generar tecnologias no agresivas con el ambiente manteniendo un nivel
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creciente de produccion de alimentos y segundo, recuperar al méaximo posible las

condiciones originales del ambiente

1.1. JUSTIFICACION

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 produccion de carne, es la alimentacion
animal-que hasta ahora ha dependido de productos estacionales que compiten por

espacio y recursos con [a produccién de granos para la alimentacion humana.

Una altemmativa viable para incrementar la produccién de alimentos para
ganado es aumentar la disponibilidad de forraje con alto contenido de proteinas
~como es el caso de las leguminosas, por lo que hay'que buscar la posibilidad de
desarrollar tecnologia para aumentar el volimen y la calidad del forraje utilizando
areas con poco potencial agricola en donde ia competencia por el espacio se reduce

considerablemente.

l.a selva baja caducifolia con condiciones de suelos malos y agricultura de
temporal nos dan la oportunidad de utilizar especies adaptadas a la region que
tienen poténcial forrajero como es el caso de las leguminosas arbdéreas como
Gliricidia sepium sefialada con un alto contenido protéico cuyo uso programado,
constante y aprovechando su asociacion simbidtica con microorganismos, podria

brindarnos ia posibilidad de ofrecer una alternativa forrajera de alta calidad.




II. ANTECEDENTES.

2.1. LOS ARBOLES FIJADORES DE NITROGENO (AFN).

Muchos de los arboles forestales son leguminosas y nodulan con bacterias de
los géneros Rhizobium o Bradyrhizobium y tienen la capacidad de fijar el nitrdgeno
que se encuentra en la atmdésfera en forma de gas. Existen mas de 18 000 especies
de leguminosas de las cuales cerca det 40 % son arbéreas. De las especies
arboreas solo el 18 % ha sido analizado en cuanto a su capacidad de nodulacion y
se ha encontrado que el 92-94 % de fa subfamilia mimosidae-papilionidae nodulan y
solo el 34 % de la ceasalpinoidea presentan nodulacion (Allen y col. 1981,

Brewbaker y col. 1982; Dobereiner, 1984).

No es facil determinar si una leguminosa arborea nodula ya que es dificil
encontrar nédulos en los suelos forestales , ademas de que no se pueden atribuir a
un arbol en particular, por lo que los estudios en plantas jévenes son muy valiosos

para establecer la capacidad de nodulacién de ciertos arboles.

En la bisgueda de sistemas de cultivo que reemplacen o mejoren los métodos
tradicionales que ayuden al desarrallc de métodos ecologicamente 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 fijacién atmosférica de N y para reducir la temperatura del suelo, asi como la

evaporacién del agua del mismo (Onwuka, 1984)

Los arboles fijadores de nitrégeno pueden crecer en asociacion con otros

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




animal, restauradores de la fertilidad del suelo y para reducir fa erosion {Danso y col.
1902).

Gliricidia sepium es un arbol fijador de nitrégeno que se esta incluyendo
recurrentemente en sistemas de cultivo en ios trépicos (Onwuka, 1884} yva que por
sus caracteristicas tanto de adaptacién como de productividad es una alternativa

forrajera muy prometedora (Francisco y Hernandez, 1998).
2.2.- Gliricidia sepium

Gliricidia es un género pequefic gue 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 (Lavin y Sousa, 1985). G.
brenningii es faciimente distinguible de las ofras dos pero las diferencias entre G.
sepium y G. maculata son minimas por lo que frecuentemente son confundidas. El
género Gliricidia es comunmente asociado con G. sepium ya que es la especie mas
ampliamente conocida y cultivada, las otras dos especies son practicamente

desconocidas fuera de sus lugares de origen (Hughes, 1987; Lavin y col. 1881).

Gliricidia sepium o mata ratén, es una leguminosa arbérea de rapido
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 tropicos
para usar sus hojas como forraje, su madera para construcciones o COmo cercos
vivos (Hughes, 1987). Es uno de los arboles de usos multiples mas conocidos en
Centroamerica. Crece bien en lugares calidos con una temperatura promedio de 22-
30 °C y con una precipitacion entre 800 y 2 300 mm por afio (Onwuka,1984; Atta-
krah y col., 1986).




La corteza es escamosa que puede ser de color verde-amarillento a cafe-
grisaceo, 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 blanco, rosa o lila. Los frutos son unas vainas

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

Se han considerado distintos manejos para su produccion tanto en cerco vivo
como para pastoreo. Se ha evaluado su produccion de forraje, su respuesta a la
poda, su velocidad de crecimiento, el tiempo de rebrote, su resistencia a la sequia,
asi como su calidad nutritiva con tenores de proteina cruda de 23.5%, fibra cruda de
24.4% vy energia metabolizable de 2.87 Mcal/lKg de materia seca y con una
digestibilidad de la materia organica de 65%, (Glober, 1989; Otarola, 1995) por. lo
gue esta especie tiene un gran potencial para su-uso como fuente de forraje para la

ganaderia tropical.

Gliricidia sepium es considerada por varios autores como una de las
leguminosas de tropico seco con mayor capacidad de fijacion de nitrégeno ya que se

estima que puede fijar de 86 a 370 Kg N/ha/afio (Peoples y col. 1995).
2.3.- Rhizobium

Filogenéticamente el género Rhizobium pertenece a la subdivision alfa de las
Proteobacterias. Originalmente el género Rhizobium fue clasificado como dos
géneros, el Rhizobium que agrupa las cepas de rapido crecimiento y el
Bradyrhizobium (Jordan, 1982) creado para incluir a las cepas de crecimiento lento.
Posteriormente han aumentado considerablemente el nimero de aislamientos de

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




modernos de taxonomia polifasica lo que ha llevado a la descripcion de nuevos

generos y especies.

El género Rhizobium es una bacteria gram negativa que presenta un gran
nimero de especies bacterianas de rapido crecimiento que forman colonias
gomosas y translicidas en agar-manitol-levadura y con capacidad de establecer una
relacién simbiotica con las plantas de la familia Leguminosae, que se caracteriza por
la formacién de noédulos en las raices. Los nodulos son de formas, tamarios y
apariencias diversas que dependen especificamente de la especie vegetal. La

bacteria dentro del nodulo se diferencia a bacteroide.

l.a caracteristica principal de esta bacteria es la capacidad de fijacion de
nitrbgeno atmosférico que puede ser utilizado por la planta en sus procesos de
crecimiento y desarrollo, ademas 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 nitrogeno del aire y convertirio en lo que se

puede llamar fertilizante biolégico.

En la India en pruebas de campo en centros de investigacion, la inoculacion
‘con Rhizobium en el cultivo de garbanzo incremento el rendimiento de grano en 342
Kg ha'. Se observaron diferencias significativas en 7 de las 16 localidades

estudiadas (Subba Rao, 1876).

Cerca de 228 pruebas de inoculacion con Rhizobium fueron reaiizadas por ia
International Network of Legumes Inoculation Trials (INLIT) por cientificos de 28
paises y en aproximadamente el 52% de los casos, la inoculacién incrementd

significativamente el rendimiento (Davis y col. 1985).




En 12 pruebas de campo en garbanzo, las parcelas inoculadas incrementaron
el rendimiento de grano en 116 Kg ha™', con respecto al testigo. En otras pruebas el

promedio del incremento fue del orden de 112 a 227 Kg ha™ (Chandra y Ali, 1986).

En 1 500 demostraciones de campo a los productores de la India, se lograron
incrementos del 100% aplicando una combinacion balanceada de dinitro amonio

fosfato (DAP) e inoculacion con Rhizobium (Chinmulgund y Hedge, 1987).

En cacahuate la respuesta a la inoculacién con Rhizobium fue muy variable,
observandose desde decrementos en el rendimiento, hasta incrementos
significativos con respecto a las parcelas testigo (Kulkarni y Joshi, 1988, Nambiar y

col. 1988; Subba Rao, 1976)

2.4. EL PROCESO DE NODULACION.

El inicio de la nodulacién se produce por sefales gue son enviadas por
la planta mediante substancias quimicas principalmente flavonoides (Hirsch,
1999; Sprent, 2001). Estas substancias son detectadas por el rhizobio causando
la activacion de un grupo especifico de gén-es Ilarﬁado genes de nodulacién. Los
productos de los genes de nodulacidn sintetizan y ayudan a secretar los llamados
factores nod los cuales son lipoquitina-oligosacaridos (LCOs) (Lerouge y col. 1990;
Spaink y col. 1991a) inducen a la bacteria a iniciar el proceso que necesariamente
estara influenciado por factores externos (Sprent y Raven, 1992). El inicio de la
comunicacion se da coémo resultade del nivel de abastecimiento de nutrientes o de
las condiciones de estrés Diversos autores han estudiado la nodulacién mas como
un proceso bacteriano, pero la falta de informacion de su comportamiento en la

relacion simbidtica con los arboles no ha permitido aplicar inoculantes en campo con

exito.
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Las bacterias tienen hospederos especificos y cada especie de bacteria
puede infectar solo uno ¢ un limitado niumero de especies de plantas, implicando la
especificidad del hospedero. Se ha demostrado que la naturaleza guimica exacta de
los factores nod secretados por cada especie de Rhizobio juega un papel importante
en la determinacion de la especificidad del hospedero y en el inicio del proceso de

nodulacion.

Los genes nod (nodA, nodB, nodC y nodD) estan presentes en todos los
Rhizobium. E| gene nodD codifica a un factor de trascripcién que llega a ser activado
por flavonoides secretados por la planta, y la proteina nodD reguia la expresion de
los otros genes nod. Cuando es expresado en ausencia de otros genes de
nodulacion, los genes nodA, nodB, y nodC producen un L.CO base (Spaink y col
1991b). Estos tres genes siempre estan localizados en un operén, con excepcion de
M. loli, R. elliy R. sp. cepa N33 (Cloutier y col. 1996; Scott y col. 1996). Otros genes
nod estan presentes en este operon en una ¢epa 0 en unas pocas Cepas, tal como
nodX en R. leguminosarum bv vicia cv TOM {Firmin y col. 1993), nodO en R.
leguminosarum (Sutton y col. 1994), nodl en Rhizobium sp. NGR234 (Jabbouri y col.
1998} y nodK en A. caulinodans (Mergaert y col. 1996).

El resultado de ia deteccion de los factores nod por la planta hospedera y los
cambios resultantes en los patrones de la expresion génica preparan y facilitan la
enfrada de bacterias en la planta. La accién de los LCO's puede ser detectada
después de la incubacién de las raices de plantas con concentraciones nanomolares
de LCO's (Spaink y col. 1891a). El primer cambio detectado es una rapida
despolarizacion de la membrana del pelo radical (Felle y col. 1995) mismo que
depende de los cambios en el flujo de calcio (Allen y col. 1994) y la reorganizacion
del citoesqueleto del pelo radicular . Subsecuentemente ocurren la deformacién del
pelo radical {Lerouge y col. 1990), la formacion del hilo de preinfeccién (van Brussel
y col. 1992), las divisiones de células corticales de la raiz y por Ultimo se lleva a

cabo la farmacién de un primordio de nédulo (Spaink y col. 1991a; Lopez-Lara y col.




1905). En el caso de Medicago se pueden formar nddulos completos después de la
adicion de LCO en ausencia de bacterias fijadoras de nitrogeno (Truchet y col.
1991).

El hecho de que la planta pueda formar un nédulo completo en la ausencia de
Rhizobium, como en el caso de Medicago, demuestra que los genes de las plantas
poseen la informacion genética necesaria para la organogénesis del nédulo y que los
factores nod son simplemente el detonante para los cambios morfologicos de la
planta (Spaink y col. 1994). En respuesta a la infeccion por Rhizobium, las plantas
leguminosas expresan genes llamados "de nodulacion temprana” (genes ENOD) los
cuales estan implicados en los estados iniciales de la nodulacion. Ejemplos de estos
genes son. ENOD40 (Kouchi y Hata, 1993), ENODS (Scheres y col. 1990a) y
ENOD12 (Scheres y col. 1990b). La funcidn exacta de estos genes ain no es muy

clara.

NodD es la principal proteina reguladora de la sintesis de LCO. En las cepas
mas estudiadas la proteina nodD esta presente en cantidades muy pequefias pero
detectables. En muchas cepa.s se puede llevar a cabo la autorregulacién positiva o
negativa (Schlaman y col. 1998). NodD activa la transcripcion del remanente de
genes nod, pero solo en la presencia del inductor correcto. NodD es un miembro de
la familia de activadores de ftranscripcién y se cree que esta localizada en la

membrana citoplasmica (Schiaman y col. 1998).

'~ 2.5 .- INFECCION Y DESARROLLO DEIL. NODULO.

La infeccién de la raiz y el desarrollo del nédulo incluye la colonizacion de la

rizbsfera y la absorcion de flavonoides de la planta por el Rhizobium que modifica la




expresion genética para iniciar la produccion de factores especificos para posibilitar

la infeccion y la nodulacion.

En el primer tipo de infeccidn, Rhizobium invade los pequenos pelos radicales
gue inician el crecimiento causandole un enrrollamiento del pelo que encierra una
microcofonia de Rhizobium. De esta manera induce la produccion de un hilo de
infeccion con la célula del pelo radical. El hilo de infeccién crece en las células

corticales de la raiz llevando al Rhizobium.

El segundo tipo de infeccidon ocurre a través de las células corticales o de las
células epidérmicas, las cuales no han formado pelos radicales, usuaimente en el
rompimiento de la integridad de la corieza causada por la emergencia de una raiz
lateral. El Rhizobium invade la raiz creciendo en los espacios intercelulares, una
microcolonia 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 bairera.

Una vez liberada, el Rhizobium induce la division celular del hospedero. Todas
las celulas invadidas son producidas por constantes divisiones celulares del
hospedero. Los nodules producidos de esta forma, usualmente tienen una forma

redonda. Los nédulos de Parasponia parecen formarse de esta forma.

La mayoria de los nédulos de arboles parecen desarrollarse desde el hilo de
infeccién y también se caracterizan por un meristemo terminal, el cual contindia a -
formar células para el crecimiento del nodulo. A un lado del meristemo la expansion
de celulas esta invadida por hilos de infeccién liberados por el Rhizobium. El cual
entonces se divide y se muitiplica, 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 baston pero por algunas asociaciones

pueden ser muy alargados o pleomérficos. Solo una pequefa porcidn de las células
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corticales del nodulo, en algunos nédulos de arboles esta invadido. Poco se conoce
acerca del efecto que este tiene en el funcionamienta del nodulo, porque por el
crecimiento continuo, los nodulos perennes pueden ser muy grandes (mas de tres
centimetros de largo), con frecuencia con varios meristemos desarrollados del

original, dando al nodulo una apariencia alargada.

Gliricidia sepium presenta nddulos de tipo indeterminado (Corby, 1988) y

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

efectividad (Turk y Keyser, 1892)

Las leguminosas arbéreas son noduladas por dos clases de Rhizobium. Un
tipo mejor conoccido como Bradyrhizobium de lento crecimiento en medic de
laboratorio, pero que es el tipo predominante en la mayoria de los suelos tropicales,
nodulando efectivamente muchas plantas tropicales. Se pensaba que todas las ‘
familias de leguminosas arbéreas 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 pequefias para
gue la nodulacion ocurra. En estas situaciones donde puede esperarse una
respuesta a la inoculacion de Rhizob-ium, las cepas para usarse como inoculante
deben seleccionarse para una planta en particular. Este proceso empieza con el
desarrollo de una coleccion de cepas que son aisladas de nodulos, generalmente
obtenidos de la leguminosa en consideracién. Esto sigue a la determinacion de la
habilidad para fijar nitrdgeno 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 fijacion de nitrégeno. En esta situacion, la inoculacién de las plantas
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con una cepa superior puede suplantar a la poblacion indigena del suelo en la
formacién de nodulos. Esto no es facil porque solo un pequeno niimero de bacterias
puede ser agregada en el indculo comparado con la gran y diversa poblacion de
Rhizobium existente en el suelo. Para superar la competencia de [a poblacion
indigena la cepa del inbculo necesita tener una habilidad intrinseca para competir en
la formacion de nddulos y ser capaz de colonizar ia raiz rapidamente, ademas de

que la cepa debe estar presente en la zona de la raiz susceptible a la nodulacion,

2.6.- FIJACION DE NITROGENO POR Gliricidia sepium.

En Sri Lanka, Gliricidia sepium es el arbél fijador de nitrogeno mas usado en
cultivos asociados, principalmente con palma de coco, para proporcionar
biofertilizantes y alimento animal (Liyanage y Jayasundara, 1988; Liyanage y col.
1990)

Aunque Gliricidia sepium es uno de los arboles mas populares en sistemas de
granjas, hay muy poca informacion sobre las diferencias en la capacidad de fijacion
de nitrogeno de diferentes procedencias de este AFN (Livanage y col. 1994)

Sanguinga y col. (1991), demostraron que la cantidad de N fijado en ecotipos
de Gliricidia sepium fue influenciada por las cepas de Rhizobium. Estimaron que la
proporcién de N en la planta derivado de Ia fijacion bioldgica 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 interaccion genotipo-
Gliricidia X cepa-Rhizobium, encontraron que de 25 asociaciones estudiadas, 22
tomaron de la atmédsfera mas del 50% del N necesaric para su crecimiento,

comparando asi su potencial de fijacion con el de Leucaena leucocephala.
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Turk y Keiser (1992), en una serie de experimentos de inoculacién para
determinar la especificidad de Rhizobium con las variedades de las leguminosas
encontraron que Leucaena leucocephala, Gliricidia sepium y C. calothyrsus

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

En Nigeria la inoculacion de Leucaena leucocephala con Rhizobium Irc 1045 y
Irc 1050 produjo un efecto estadisticamente equivalente a la aplicacién de 150 Kg

ha™ afo™ (como urea) en la produccién de materia seca (Sanguinga y col. 1994).

En algunos casos la inoculacion con Rhizobium no aumentd el rendimiento,
pero incremento el contenido de N en el grano y en las diferentes partes de la planta

con respecto a ias no inoculadas (Wani y col. 1995)

El cuitivo de teguminosas arbéreas “en contorno” es altamente benéfico por la
habilidad de estas, para la fijacién de N mediante la simbiosis con Rhizobium .El
calculo de la fijacidn bioldgica de N en arboles en contorno como Leucaena
leucocephala, Gliricidia sepium y Acacia mangium pueden derivar de la atmosfera,

entre 100 y 300 Kg ha™" afio™ (Sanginga y col. 1995).

" TESIS CON
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Il. HIPOTESIS

La inoculacion de plantas de Gliricidia sepium con bacterias nativas del

género Rhizobium puede incrementar la produccién de biomasa. -
3.1. OBJETIVOS,

GENERAL.

Evaluar la productividad de Gliricidia sepium en relacién simbidtica con Rhizobiurm,

ESPECIFICOS.
1. ldentificar las especies de Rhizobium simbiontes de Gliricidia sepium.

2. Evaluar el comportamiento de Gliricidia sepium en relacion con su nodulacion

natural.

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

Gliricidia sepium.
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IV. MATERIALES Y METODOS.

4.1. CARACTERIZACION DE CEPAS NATIVAS DE Rhizobium AISLADAS DE

Gliricidia sepium.

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

sepium se colectaron nédulos de tres lugares diferentes.

Santa Rosa, Morelos es una localidad con 900 msnm con temperatura
promedio de 24°C ysuelo arcillo arenoso con pH de 8.3. 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 (Martinez y col.,
1987) y estriados en cajas de petri con medio PY (peptona de caseina 5 g, extracto
de almidén 3g, CaCl, 0.8 g y agar 15 g por litro) con o sin acido nalidixico (Nal, 20
mg/l) o en medio minimo (Gonzalez-Pasayo y Martinez-Romero 2000) o en medio
YM (Vincent, 1970). Se probé su crecimiento en PY sin calcio, con antibidticos o a 37
°C. Se confirmd la esterilidad de la superficie y se purificd una colonia de cada
nodulo. También se probd su crecimiento en placas de medio LB (Miller, 1972). Se

realizaron otras pruebas fenotipicas como lo describié Wang y col. (1998).

Para analizar la diversidad es necesario contar con métodos de aislamiento
mas precisos por lo que se disefio un procedimiento para aislar selectivamente a R.
tropici. Este consiste en el crecimiento de aislados de nédulos en placas de agar con
medio minimo, de ahi repicar colonias aisladas a placas con medio PY con
carbenicilina (1000 mg 1) 'y repetirlas en placas con PY para crecimiento a 37 °C.
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Con este procedimiento pueden identificarse rapidamente las cepas de R fropici

tipo B.

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

Se sintetizaron fragmentos casi completos de genes 165 rRNA en reacciones
de PCR con Taq polimerasa usando los oligonucleotidos fD7 y rD1 (Weisburg y col
1991) y se digirieron con las enzimas de restriccion Hinfl, Hhal, Mspl, Rsal, Ddel y
Sau3dl. 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 las cepas CFNEV21, CFNEA34 y CFNEAS0
seglin Rogel y col. {2001). Las secuencias se alinearon y se analizaron con los
programas GCG y CustalW. Los productos de PCR del gene nifH se obtuvier&;n de
CFNEABSO0 con los primers nifH1 y nifH2 y se realizé la secuencia.

4.1.2, Electroforesis de enzimas multilocus (MLEE).

Se cultivaron los aislados bacterianos en medio PY liquido y los extractos
fueron preparados como se describid por Wang y col. (1998) corriendo la
electroforesis en geles de almidén o de almidon (7.5 %) con agarosa (1.5 %). Las
enzimas metabdlicas probadas fueron las siguientes: hexokinasa, giutamato,
glucosa-6-fosfato, malato, alanina e isocitrato deshidrogenasa, fosfoglucomutasa y

enzima malica (Selander y col., 1986).

4.1.3. Perfiles de plasmidos y ensayos de hibridacion.
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Para visualizar ios plasmidos en geles de agarosa se siguio un procedimiento
modficado de Eckhardt (Hynes y McGregor, 1990). El DNA fue extraido con el kit
“genomic Prep TM” de Amersham Pharmacia siguiendo las instrucciones del

fabricante. La hibridacion fue realizada como 1o establecié Wang y col. (1998).

4.1.4. Ensayos de nodulacion.

Semiillas de Gliricidia sepium ecotipo Morelos, se esterilizaron y se germinaron
en cajas de petri con agar. Las plantulas fueron trasplantadas en conos de 20 cm de
profundidad conteniendo vermiculita estéril y se colocaron en invernadero o en
camaras de crecimiento. Se escarificaron semillas de Acacia farneciana con acido
sulfurico. Se crecieron plantulas de Leucaena y Acacia en matraces con vermiculita
estéril y con solucidon de Fahraeus sin nitrégeno (Fahraeus, 1957). También se
pusieron a crecer semillas de Phaseolus vulgaris en matraces con un soporte de
algoddn y en condiciones de esterilidad con la misma solucion nutritiva (Wang y col.,
1998). La raiz de las ptantulas fue inoculada con [as colonias de bacterias (1 0° UFC)

de cada cepa al momento de la plantacién.

4.1.5. Estudio de poblaciones.

Los nodulos que se colectaron de plantas de 40 dias 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

nédulo se estrio 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 numeros

progresivos.

| a0 OGN |
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Para agrupar las cepas se ulilizd la técnica de Electroforesis de Enzimas
Multitocus (MLEE) (Selander, 1986).

Posteriormente se realizé un estudio de la poblacion 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 antibidticos.

Los antibidticos que se utilizaron fueron: en la primera serie PY +
carbenicilina 1000 pg por mi, PY + eritromicina 300 pg por ml, PY + kanamycina 500
ug por mi, PY + gentamicina 5 pg por mi, PY + nalidixico 20 ug por ml, PY + Ca (a
37 °C) y el medio de cultivo LB. En la segunda serie, PY + carbenicilina 1000 pg por
mil, PY + kanamicina 500 ug por m], PY + nalidixico 20 ug 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.

El experimento se desarrolld en el campo experimental de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la UAEM en Cuernavaca Morelos, bajo condiciones de
invernadero. La estructura utilizada fue un tiinel 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 arcillo-arenoso con pH de 6.3, 2.3% de materia orgénica, 0.15

ppmde N, 0.10 ppm de Py 0.13 ppm de K.

La siembra se realizdé en macetas de polietileno de 25 cm de ancho por 20,
40, 80 y 80 cm de profundidad, con suelo sin esterilizar extraido directamente del
campo. Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con 4 repeticiones.
La unidad experimental consistié¢ de cuatro macetas con una planta cada una. Se
realizé analisis de varianza de un disefio completamente al azar y se utiliz la prueba
de Tukey (P<0.05) para establecer la diferencia muitiple de medias.

Se tomaron datos con muestreos destructivos a los 20, 40, 60 y 80 dias y las

variables observadas fueron:

a) EMERGENCIA: Dias desde la siembra hasta la apertura del cotiledon.
Porcentaje total.

b) TALLO: Longitud.- se midi6 desde la base del tallo hasta el meristemo apical.
Diametro basal - Se midié con un vernier de mano a un centimetro de

altura de la base del tallo.
Peso fresco - Se pesd el material dentro de la primera hora después de

la cosecha.
Peso seco.- Se coloco el material en un horno de laboratorio a 70 °C

hasta peso constante.

¢) HOJAS: Numero.- Hojas abiertas sin considerar las cotiledonares.
Altura de insercién.- De la base del tallo al primer peciclo.
Peso fresco.- Se pesd el material dentro de la primera hora despues de

la cosecha.
Peso seco.- Se colocé el material en un hormo de laboratorio a 70 °C

hasta peso constante.

El calculo fue dividiendo el peso fresco de las hojas entre el peso

d) RELACION

HOJA / TALLO" fresco del tallo.

e} RAIZ Longitud, desde el cuello hasta la ramificacién mas larga.
Peso fresco.- Se pesod el material dentro de la primera hora después de
la cosecha.

Peso seco - Se colocd 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 nédulos.

g;;é%ﬁ%ﬁ?g ,DE Definido como la relacién de altura entre nimero de dias (cm/dia).

Se analiz6 el comportamiento entre los ecotipos en cada fecha de muestreo y
dentro de cada ecotipo, a lo largo de los 80 dias. Para el analisis dentro de cada
ecotipo se ajustaron los datos para evaluar los incrementos en periodos de 20 dias
cada uno para cada variable, excepto en el caso del niimero de nédulos, para

considerar el efecto del total del numero de néddulos y no sélo el incremento del

periodo.

4.3. EVALUACION DE LA NODULACION DE PLANTAS DE Gliricidia sepium
INOCULADAS CON CEPAS NATIVAS DE Rhizobium EN CONDICIONES DE
LABORATORIO

Los nodulos aislados de plantas de Gliricidia sepium de 40 dias 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

gue fueron marcadas con nimeros progresivos

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

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

Por ofro lado, se prepararon matraces de 250 ml de capacidad, con 100 gr de
vermiculita y 100 ml de solucién nutritiva de Faraheus (1957) sin nitrogeno y se

esterilizaron.
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Posteriormente se colocd una semilla previamente germinada en cada uno de
los matraces y se mantuvieron a 28 °C en obscuridad constante durante 4 dias para

su etiolacién.

Después de este tiempo, se inoculé cada matraz con una cepa nativa
diferente hasta un total de 25 cepas. Las cepas fueron escogidas por su morfologia,
qonsiderando'las mas parecidas a las del généro Rhizobium. Como referencia se
usaron dos matraces sin inocular, uno sin esterilizar el sustrato y el otro esterilizado

para considerarlos como testigos.

Cuatro dias después de la inoculacién, se colocaron en un cuarto con

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

Se regaron periddicamente durante 60 dias y se sacaron de los matraces para

evaluar su nodulacién y su comportamiento.

Al final del experimento se tomaron datos de longitud de tallo (cm), longitud de
raiz (cm), nimero de hojas, peso fresco de tallo (gr), hojas (gr) y raiz (gr), peso seco

de tallo (gr), hojas (gr) y raiz (gr) y cantidad y peso fresco de nédulos (gr).

Para el analisis estadistico de los resultados se agruparon los datos en cuatro

grupos denominados de la siguiente forma:

MOR + =  Ecotipo de Morelos que presentd nodulos
MOR - =  Ecotipo de Morelos que no presenté nédulos
COL + =  [Ecotipo de Colima que presentd nodulos
COL - =  Ecotipo de Colima que no presentd nodulos

Con los datos agrupados se realizé analisis de varianza para un disefio

completamente al azar y se separaron las medias con la prueba de Tukey (P< 0.05).
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4.4. CINETICA DE LA NODULACION DE PLANTAS DE Gliricidia sepium EN
CONDICIONES DE LABORATORIO.

Se desinfectaron semillas de Gliricidia sepium (ecotipo Maorelos) mediante su
inmersién 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 plastico negro de 4 cm de
diametro por 16 cm de largo, mismos que se llenaron con 50 gr de vermiculita estéril

y 40 ml de solucidn nutritiva sin nitrégeno

Se colocd una semilla previamente germinada en cada tubo y se cubrieron
con pape! aluminio. Una vez sembrados se colocaron en condiciones de obscuridad

a 28 °C durante 48 hr para su etiolacion.

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

nodulacion.

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 estérii cada tres dias durante todo el

experimento.
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Los muestreos fueron de tipo destructivo a los 5, 10, 15, 20, 25, 30, 38 y 40

dias. Se utilizaron siete plantas en cada muestreo.

Para precisar el momento en que inicia la nodulacidn, se realizé otro estudio
de cinética con la misma metodologia descrita anteriormente utilizando el mismo
ecotipo, solamente difirid en los muestreos, los cuales se hicieron diariamente a

partir del tercer dia después de |a inoculacién y finalizaron a los 10 dias.

4.5. EFECTO DE LA INOCULACION DE Gliricidia sepium CON CEPAS
NATIVAS EN DIFERENTES CONDICIONES DE CRECIMIENTO.

Se desinfectaron semillas de Gliricidia sepium (ecotipo Morelos) mediante su
inmersién 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 plastico negro de 4 cm de
diametro pbr 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 consisti6 de 50 gr de vermiculita estéril y 40 ml de
solucién nutritiva sin nitrégeno. En ninguno de los casos se esterilizd el suelo. Se
colocd 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 etiolacion.

Posteriormente se inocularon con una mezcla de siete cuitivos recientes de
las cepas: 284, 272, 281-A, 264, 287-A, 279 y 283, que fuercn aisladas de Gliricidia
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sepium y en un experimento previo mostraron una mayor respuesta a la nodulacion.

Solo se inoculd la mitad de los conos de cada uno de los dos tipos de suelo

A las 48 horas se colocd una charola (56 plantas) en condiciones de
laboratorio, en un cuarto con 28 °C de temperatura y periodos de 15 hr de iuz por 9

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

scbrepasaron el borde superior del tubo.

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

fue de entre 7 y 30°C.

Se aplicaron riegos con agua estérii cada tfres dias durante todo el

experimento.

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

dias. 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 - Natural — Invernadero

T4 = Huitzilac - Inoculado — Invernadero
T5 = Vermiculita - Inoculado - invernadero
T6 = Vermiculita - Inoculado - Laboratorio

lL.as chservaciones registradas fueron:

Nodulaciéon (niimero)

Véstago (longitud, peso fresco)
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Raiz {longitud, peso fresco)

Se consideré como tratamiento control a las plantas que permanecieron en

condiciones de laboratorio.

Se realizd el analisis de varianza para un disefio 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 INOCULACION Y LA FERTILIZACION QUIMICA EN LA
NODULACION DE PLANTAS DE Gliricidia sepium EN EL REBROTE EN
CONDICIONES DE INVERNADERO.

Para determinar el momento del inicio de la nodulacién en plantas que inician
su periodo vegetativo después del reposo, se utilizaron plantas del ecotipo Morelos
de Gliricidia-sepium de un afio de edad crecidas en bolsas de polietileno de 25 cm
de diametro por 35 cm de altura, con capacidad de 6 |, en condiciones de
invernadero y con riego constante, cuando se inicié el amarillamiento de las hojas

basales se suspendié 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 dias después del primer riego se inocularon las plantas y se

aplicaron los tratamientos quimicos de la siguiente forma:
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T1 Control

T2 _ Nitrégeno {equivalente a 25 Kg / Ha)
T3 Fosforo (equivalente a 25 Kg /Ha)
T4 Nitrégeno + Fosforo (mismas dosis)
5 inoculado

Para la aplicacién de nitrégeno se utilizé sulfato de amonio (20.5 % de N),

para el fésforo se utlizé superfosfato simple de calcio (30.5 % de P20s).

Para la inoculacion se prepard una mezcla de 10 cepas aisladas de plantas de

Gliricidia sepium de la siguiente manera.

Se colocaron 10 cultivos con cada una de las cepas en 5 mi de PY + Ca
liquido en agitacién constante durante 48 hr en la obscuridad, posteriormente se
mezclaron y se aforé a 2 | con agua estéril. Se aplicaron 50 mi de la mezcla a cada

maceta.
lLa parcela experimental consistié de cuatro macetas con una planta cada
una, de 30 cm de altura para cada fecha de muestreo y se realizaron muestreos

destructivos cada 7 dias durante 8 semanas.

Las variables observadas fueron: niimero de nédulos, porcentaje de plantas

noduladas y produccion de biomasa {peso fresco y seco del vastago).

Se analizé la varianza como un disefio completamente al azar y se establecio

ta diferencia entre tfratamientos mediante una prueba de Tukey (P<0.05).

26




4.7. EVALUACION DEL EFECTO DE LA INOCULACION CON CEPAS NATIVAS
DE Rhizobium EN LA RESPUESTA PRODUCTIVA DE Gliricidia sepium EN
CONDICIONES DE CAMPO.

Se sembraron semillas de Glircidia sepium en una parcela ubicada en
Zacatepec Morelos, que se caracteriza por tener una temperatura media de 24.1 °C,

una precipitacion de 832.4 mm anuales y una altura de 920 msnm.

El suelo de la parcela es un Arcillo-Limoso, con pH de 5.4 v 2.93 % de materia
organica. El cultivo de los dos afios anteriorés fue sorgo de temporal con fertilizacion

quimica.

La preparacion del terreno se hizo en forma convencional con surcado a 70
cm y se sembro6 a chorrillo para tener una densidad aproximada de 200 Q00 plantas
por ha. La siembra se realizdé en el mes de julio, cuando se establecid el temporal.
Se midieron parcelas de 8 surcos de 14 m de largo. Los tratamientos fueron

inoculacién de la semilla en el momento de la siembra y control sin inocular.

_ Para la inoculacion se utilizé una mezcla de las cepas 284, 272, 281-A, 264,
287-A, 279 y 283 . Se inoculd cada una de las cepas por separado en medio liguido
de PY, en agitacion constante durante 24 hr y en la obscuridad. Se realiz6 una
mezcla y se aplicé a 200 gr de lombricomposta, se combiné perfectamente con la

semilla y se sembré de inmediato.

No se utilizaron fertilizantes, ni agroquimicos y se elimind la maleza a los 60
dias después de la siembra. Se cosechd al final del temporal cuando las hojas

basales empezaron a amarillarse y a desprenderse.
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Se establecieron cuatro repeticiones de cada tratamiento y se realizé un
analisis estadistico con t de student. Se midieron 6 plantas al azar dentro de cada

repeticion,

las variables observadas fueron: longitud de tallo (cm), ndmero de hojas,
peso fresco de hojas (gr), peso fresco de tallos (gr), peso fresco total (gr), refacion

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

5.1. CARACTERIZACION 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 consideré de utilidad caracterizar los
aislamientos de nédulos de G. sepium con la metodologia empleada en estudios de

sistematica y taxonomia de Rhizobium.

El nimero de nodulos aislados de la raiz de Gliricidia sepium de cada sitio fue
de 200 de suelo de Huitzilac, de 164 de suelo de Santa Rosa y 40 de plahtas en
suelo de Veracruz. Gliricidia sepium crece de manera silvestre en Santa Rosa y en

Veracruz perc en Huitzilac no se encuentra en forma natural.

En los aislados de Santa Rosa se identificaron tres grupos principales por sus
- caracteristicas morfoldgicas, por sus patrones aloenzimaticos y por PCR-RFLP de
los genes 163 rRNA.

El primero de los grupos que fue el mas numeroso (48 %) presentd patrones

de 165 rRNA similares a los de Sinorhizobium terangae (Cuadro 1)

El segundo grupo que comprendio al 25 % de los aislados fue identificado
como R. fropici tipo B comparandolo con la secuencia completa de los genes 16S
rRNA de una cepa de referencia (CFNER90), asi como por sus caracteristicas
fenotipicas como la resistencia a la carbenicilina (1 gi™"), al cloramfenicol (5 gI'"), 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
CIATS899.

Cuadro 1.- Aislados seleccionados de nddulos de Gliricidia sepium 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
restricion (Mspl, Hinfl, Hhol, Rsal, Ddel) come describe Wang y col. (1998) siguiendo
las técnicas descritas por Laguerre y col. (1994).

Patrones de16S rRNA

Sinorhizobium

S. terangae ORS51( referencia)® LBIAF
Rhizobium

R. tropici CFN299 (referencia EBFDL

R. tropici tipo A {de Veracruz) EBFDL

R. tropici tipo A (de Santa Rosa)* EBFDL

R. tropici CIAT 899 FBDBE

R tropici tipo B (de Santa Rosa)* FBDBE

R elfi CFEN42 (referencia) DBECE

R. efli CFNER343 DBECE

®de Lajudie y col (1994).
"Aislados CFNEV3, CFNEV13, CFNEV16, CFNEVA7, CFNEV19, GFNEV21, CFNEV24, CFNEV32,

CFNEV34, CFNEV35, CFNEV37.
‘Aislados CFNER2, CFNER6, CFNER13, CFNER18, CFNER26, CFNER34, CFNER35, CFNERA40,

CFNER41, CFNER44, CFNER47, CENERS51.
‘Aislados CFNER76, CFNER83, CFNERS5, CFNER8SS, CFNERS0

El tercer grupo compuesto por el 26 % de los aislados fue altamente similar
por sus caracteristicas morfologicas a la cepa de R. fropici tipo A; las colonias no
fueron gomosas, fueron sensibles a los mismos antibidticos, no crecieron en los
medios LB y PY sin calcio y una cepa representativa del grupo (CFNER34) presentd
en 700 pb una secuencia similar al gene 16S rRNA de CFN299. |

Solo uno de los aislados de Santa Rosa se identificO como R. etfi, mediante
patrones de RFLP de los genes 16S rRNA (Cuadro 1). Esta cepa fue ubicada como
biovar phaseoli por las caracteristicas del gene nifH asi como por presentar un gran

numero de plasmidos como en ofras cepas de R. etfi,
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De ofra colecta de ndédulos 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
multifocus, por su resistencia a antibioticos y nos muestran tres grupos (Figura 1) Ef
analisis se hizo con un grupo representativo del tota! de las cepas aisladas (Cuadro
2). Cada grupo se presentd con una frecuencia de 4.7 %, de 14.2 % y de 809 %
para el primero, segundo y tercero respectivamente. En el primero se ubico 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 Qe plantas que tuvieron variacidon principaimente en el
nimero de noédulos entre plantas de los ecotipos de Morelos y Colima en

condiciones de invernadero.

1.0 0.5 0.0
R efii
266-A
] R tropici :
—— ——— Sinorhizobium terangae
' I 278, 419
271, 280-A, 283
‘ - |— 064, 265, 266, 268, 269, 284, 281-A,

283’, 287-A, 272, 272-A, 280, 280°

]___._._._ 278

- FIGURA 1.- Relaciones de las cepas aisladas de nodulos de plantas de Gliricidia
sepium crecidas en suelo de Santa Rosa, agrupadas por sus electroferotipos.

Las cepas aisladas de Veracruz fueron morfoldgicamente idénticas entre ellas
e identicas a la morfologia 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 antibidticos, excepto con Nal como la cepa CFN299 Cepas
representativas presentaron patrones de restriccion idénticos de 16 rRNA (Cuadro
1) v dos cepas representativas (CFNEV21 y CFNEV34) presentaron secuencias
idénticas del gene 16S rRNA a la secuencia del gene de CFN299 de R. fropici en
mas de los 700 pb secuenciados Los patrones .de plasmidos enconfrados en las
cepas CFNEV21 y CFNEV34 fueron similares a los encontrados en la cepa CFN299

pero también se observaron otros plasmidos mas pequefios.

Ambas cepas de R. fropici tipo A y tipo B aislados tanto de Veracruz como de
Santa Rosa fueron resistentes en medio con Nal (20 mgl™") y crecieron en pH de 4.5.
Todos los aislados de Gliricidia sepium de suelo de Veracruz fueron agrupados con

cepas de R. fropici por sus patrones de enzimas metabdlicas.

La secuencia de los genes nifH de la cepa CFNER90 mostré una alta
similaridad con R. tropici tipo B cepa BR6001 aislada de frijol en Brasil (Haukka y
col., 1998) que esta relacionada con R. fropici tipo B cepa CIAT899.

En la determinacién de los niveles de hibridacion del DNA total de una cepa
aislada de Santa Rosa (CFNER90) y de una de Veracruz (CFNEV21), la de 'Santa'
Rosa mostro un 67 % de hibridacién con la cepa CIAT899 de R. fropici, 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 Rhizobium y Sinorhizobium. La cepa CFNEV21 de
Veracruz hibridizé 68% con CFN298, 100 % con CFNEV34 (de Veracruz) y 40 % con
la cepa CIAT899 (R. fropici tipo B) (Cuadro 1).

En un estudio en el estado de Veracruz ( Melchor-Marroquin y col., 19899) se
observaron diferentes tipos de cepas que se podian recuperar de nddulos de G.
sepium en Meéxico en funcién a la altura del sitio de aislamiento, pero no se realizd
un andlisis genético para determinar las especies de Rhizobium involucradas. La

descripcion 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 caracteristica diferencial en esta cepa
(Graham, 1992).

Cuadro 2.- Concentrado de cepas nativas aisladas de nddulos de plantas de
Gliricidia sepium crecidas en suelo de Santa Rosa.

ECOTIPO EDAD | NODULOS CEPAS AISLADAS TOTAL
DE LA POR ' DE
PLANTA | PLANTA CEPAS
COLIMA 40 i 264 1
COLIMA 40 5 265, 266, 266-A 3
COLIMA 40 2 267 1
COLIMA 40 12 368, 289, 290, 291, 292, 293 B8
MORELOS 40 9 760, 281, 282, 283, 284, 285, 286, 287, 281- 10
A, 287-A, 283" :
MORELCS 40 3 278, 279, 271, 278-A 4
MORELOS 40 4 272, 273, 272-A 3
MORELOS 40 2 270, 280, 280-A, 280-B, 280° 5
MORELOS 40 4 774, 275, 276, 277, 275-A 5
COLIMA 40 i 288 1
COLIMA 40 9 204, 295 2
MORELQOS 80 5 306, 307, 308, 309 4
MORELOS 60 10 300, 301, 302, 303, 304, 305 5
MORELOS 60 9 296, 297, 298, 299 4
COLIMA 60 8 339, 340, 341, 342, 343 5
COLIMA 80 17 332, 333, 334, 335, 336, 337, 338 7
COLIMA 60 9 325, 326, 327, 328, 329, 330, 331 7
COLIMA 60 1 324 . ' 1
COLIMA 60 5 323 1
COLIMA 60 15 316, 317, 318, 319, 320, 321, 322 7
COLIMA 60 9 310, 311, 312, 313 ' 4
COLIMA 60 7 314, 315 2
_ MORELOS 80 2 344 ' 1
MORELOS 80 3 397, 398 2
MORELOS 80 5 306 1
MORELOS 30 7 389, 390, 391 3
MORELOS 80 5 385, 386, 387, 388 4
MORELOS 80 3 383 1
MORELOS 80 12 392, 393, 394, 3985 4
MORELOS 80 1 384 T 1
COLIMA 80 20 348, 349, 350, 351, 352, 356, 357, 358, 359 9
COLIMA 80 5 3583, 354, 355 3
COLIMA 80 2 345,346, 347 3
COLIMA 80 5 365, 366, 367 3
COLIMA 80 4 379, 380, 381, 382 4
COLIMA, 80 32 368, 369, 370, 371, 372, 373 5
COLIMA 80 4 362, 363, 364, 376, 377, 378 6
COLIMA 80 7 360, 361 2
COLIMA 80 14 374,375 2
COLIMA 80 2 413,414 2
COLIMA 80 5 415,416, 417, 418 4
COLIMA 30 7 404, 405, 408, 407 4
COLIMA 80 9 399, 400, 401, 402, 403 5
COLIMA 80 8 408, 409, 410, 411, 412 5
COLIMA 60 9 419 1
TOTAL 327 163
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A pesar de que Huitzilac no es un medio natural de crecimiento de Gliricidia
sepium se encontraron nddulos 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 los
antibidticos en las poblaciones de cepas aisiadas de nédulos de G. sepium crecida

en suelo de Huitzilac.

En las figuras 2 y 3 podemos observar las 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 méas de la mitad de las cepas (del
52 al 70 %), el segundo grupo representé 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
estos resultados nos indican que G. sepium parece ser poco especifica en sus
requerimientos de bacterias simbiontes y que en ausencia de las "especificas"
nodula con las cepas disponibles en el suelo. Es posible que las "no especificas”
tuvieran capacidades de fijacion limitadas por lo que se podrian 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 inoculacion y tal vez se comporten de manera semejante en su selectividad

por simbiontes.

Hernandez-Lucas y col. (1995) reportd que la cepa CFN42 de R. effi bv.
phaseoli nodula Gliricidia maculata en condiciones de laboratorio y otros autores

mengcionan que las cepas aisladas de Calfliandra 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 Giller (2001) encontraron que G. sepium puede formar nédulos con
cepas de R fropici, R. mongolense, Mesium sp., Mezorhizobium sp., Sinorhizobium

sp y Agrobacterium. |

Cuadro 3.- Sensibilidad a algunos antibidticos de las cepas aisladas de nédulos de
plantas de Gliricidia sepium crecidas en suelo de Huitzilac en condiciones de
invernadero.

CB1000 | ERI300 | KM500
+ +
+

NALZ0 LB CANTIDAD | PORCENTAJE
+ 322
22.50
3.22
7.52
7.52
4.30
4.30
2.15
3.22
1.07
2.15
3.22
215
3.22
1.07
1.07
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
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Cuadro 4.- Sensibilidad a algunos antibidticos de las cepas aisladas de nédulos de
plantas de Gliricidia sepium crecida en suelo de Huitzilac en condiciones de
invernadero.

Cb1000 Km500 Nal20 PY 37°C LB PY+Ca | CANTIDAD | PORCENTAJE
- + + - + + 11 12.08
+ + + + + - 1 1.09
+ + + + - + 11 12.08
+ + + - + + 14 15.28
- + + - - + 4 4.39
- + + + + + 5 5,49
+ + + + + -+ 28 30.76
+ + + - - + 6 5.58
- - + - + + 4 4.39
- - + - - + 2 2.19

- + + + + 1 1.08

- + + + - + 3 3.29
- - + + + 1 1.09
TOTAL 91 99.81
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Figura 2.- Relaciones de cepas aisladas de nddulos de plantas de G. sepium

crecidas en suelo de Huitzilac, por su sensibilidad a algunos antibiéticos.
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Figura 3.- Relaciones de cepas aisladas de nddulos de plantas de Gliricidia
sepium crecidas en suelo de Huifzilac, por su sensibilidad a algunos
antibidticos. '

Los nodulos de Giiricidia sepium (ecotipo Morelos) aparecieron 8 dias
después de la inoculacion con diferentes cepas en las camaras de crecimiento. En
condiciones de laboratorio las cepas de R. tropici tipo A y B aisladas de G. sepium
nodularon plantas de Phaseolus vulgaris (frijol comun) y formaron un promedio de 15
nédulos por planta a los 14 dias después de la inoculacion. Los aislados de tipo B

también nodularon en plantas de Acacia farneciana y Leucaena leucocephala.

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.,
1897, 1998; Ricillo y col., 2000) aunque es menos competitivo que R. efli para la
nodulacién en frijol (Martinez-Romero y Rosenblueht, 1891) se ha observado que R.
tropici bloguea la nodulacién de R. efli en algunos cultivares de frijol con alta

capacidad de fijacion de nitrégeno (Martinez-Romero y col., 1998) .
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Hay que resailtar que el plasmido simbidtico de R tropici es la pieza esencial
que contiene la informacion genética de la simbiosis y puede ser transferida a
diferentes hospederos y transmitirles la capacidad de formar nodulos fijadores de
nitrogeno (Martinez y col., 1987; Roge! y col., 2001) La definicidn de un hospedero
natural de R. fropicf enriquece el panorama de la investigacién en la interaccion R.
tropici - planta. La seguridad del conocimiento de los simbiontes de G. sepium puede
ayudar a promover la inoculacién y mejorar su productividad como un insumo para la
produccién animal, ya que se ha reconocido la importancia de elegir a la cepa mas
adecuada para la inoculacion que tenga la capacidad de propiciar el establecimiento

exitoso de fas plantulas (Melchor-Marroquin y col., 1999).
En este estudio se identificaron tres grupos principales que se ubicaron en ias

especies de, Shinonizobium terangae, Rhizobium tropici tipos A y B y Rhizobium etli
(Figura 4). '
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Figura 4.- Relaciones de cepas aisladas de Gliricidia sepium y cepas de referencia.
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5.2. COMPORTAMIENTO DE DOS ECOTIPOS DE Gliricidia sepium EN LA FASE
DE ESTABLECIMIENTO Y DE SU NODULACION NATURAL EN CONDICIONES
DE INVERNADERO.

5.2.1. Emergencia.

El inicio de la emergencia se observo a los cinco dias después de I_a siembra y
la apertura del cotiledén se observé a los siete dias, el porcentaje de emergencia a
los 15 dias fue de 40.62 y 7750 para el ecotipo de Morelos y Colima

respectivamente (Cuadro 5).

La maxirna emergencia se observd a los siete dias después de la siembra y
posteriormente los incrementos fueron minimos. A los nueve dias habia emergido el
73% y el 77% del total de Ia planta emergida de los ecotipos de Morelos y Colima

respectivamente (Grafica 1).

Cuadro 5.- Numero de plantulas y-porcentaje de emergencia de dos ecoctipos de
- Gliricidia sepium en suelo de Santa Rosa y en condiciones de invernadero.
Ecotipo Dias

7 9 11 13 15
No. % | No. % No. % No. % No. %
MORELQOS| 38 123.756] 48 |30.00| 54 33.75} B2 38.75| 65 |40.62
COLIMA 73 [45.62] 96 [60.00] 103 [64.37] 123 [76.87] 124 |77.50

Las diferencias observadas entre los dos ecotipos posiblemente son debidas |

a sus caracteristicas genéticas como o menciona Mondragén (1998) que encontrd
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 emer'gancia a los cinco dias pero el de Colima presenté
mayores porcentajes de emergencia durante los siete dias siguientes; sin embargo
ninguno de los dos alcanz6 un 100 % de emergencia. Harrington (1972) y Palma
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(1999) mencionaron que G. sepium tiene tasas de germinacion del 90 al 100 %. En
este trabajo el maximo alcanzado fue de 77 % lo que coincide con Mondragdn (1999)
gue comparando ocho ecotipos diferentes en condiciones de invernadero, en

ninguno observo tasas de emergencia superiores al 71 %.

PORCENTAJE

7 . " 13 15

DiAs
| BMORELOS  HECOLIMA |

Grafica 1.- Porcentaje de emergencia de dos ecotipos de Glincidia sepium en
condiciones de invernadero.

5.2.2.- Comparacién de la nodulaciéon y desarrollo de la planta entre dos

ecotipos de Gliricidia sepium.

El comportamiento entre los dos ecotipos fue estadisticamente igual en
plantas de 20 y 40 dias de edad, en todas las variables. A los 20 dias no se

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

“En plantas de 60 dias de edad se observaron diferencias estadisticas entre
jos ecotipos en las variables de longitud de tallo, peso seco de tallo, insercién de la
primera hoja, peso fresco de hojas, longitud de raiz, peso fresco de raiz, peso seco
de raiz, nimero de nodulos y velocidad de crecimiento, superando en todos los
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casos el ecotipo de Colima al de Morelos, similar comperitamiento se observé en
plantas de 80 dias de edad, pero ademas se encontré diferencia estadistica en el

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

El efecto de Ia fijacién de nitrégeno puede observarse en los parametros de
crecimiento de la planta como son las medidas de longitud, de peso y la produccion

de materia seca.

Se observd una gran variacion dentro de cada ecotipo en el nimero e nédulos
por planta y el ecotipo de Colima presentd mayor nodulacién y mas plantas
noduladas que el de Morelos. La nodulacién en condiciones de invernadero se
observd desde los 40 dias, las plantas del ecotipo de Morelos tuvieron de 2 a 9
nddulos por planta y el de Colima varid de 1 a 12 nddulos sin diferencia estadistica
entre los ecotipos. A los 60 dias 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 dias el ecotipo de Colima
~ fue estadisticamente superior al de Morelos observandose que el de Morelos
presenté de 1 a 12 nodulos por planta y el de Colima de 2 a 29. El promedio de
nimero de nodulos por planta fue superior en el ecotipo de Colima y las diferencias
fueron de 36.4, 217.2 y 1802 % a los 40, 60 y 80 dias de crecimiento
respectivamente. El ecotipo de Colima presentd un porcentaje de plantas noduladas
a los 40 dias igual al del ecotipo Morelos, sin embargo a los 60 dias el de Colima ya
habia superado en 25 % v a los 80 dias en 31.25 % al ecotipo de Morelos, logrando
la totalidad de plantas noduladas en el ecotipo de Colima, lo que coincide con jas

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

dos ecotipos.

E! desarrollo de vastago se comportd sin variacion entre los écotipos dentro
de los primeros 40 dias aunque en otros trabajos el comportamiento entre ecotipos
ha presentado diferencias desde las etapas iniciales también en condiciones
controladas (Mondragdn, 1999). Segun Palma (1999) el crecimiento de Gliricidia en
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condiciones de témporal y sin fertilizacion es de 709 + 2 4 cm en cinco meses, con
crecimiento inicial de 0.685 cm/dia (en julio) decreciendo hasta 0.11 cm /dia (en
noviembre) cuando detiene su crecimiento por condiciones de sequia. En este
trabajo los incrementos en la velocidad de crecimiento fueron descendentes de 025
y 0.27 cm/dia al inicio @ 0.11 y 0.14 cm/dia al final, en el ecotipo de Morelos y Colima
respectivamente perc su comportamiehto fue estadisticamente igual en ambos
ecotipos. A partir de los 60 dias se observaron diferencias estadisticas entre los
ecotipos en el vastago, siendo noterias la longitud, el peso fresco y el peso seco del
tallo que parecen ser efecto de la nodulacién ya que sus diferencias coinciden en el

tiempo.

El nimero de hojas es una caracteristica. que depende del genotipo y en este
trabajo siempre fue igual en los dos ecotipos, no se observaron diferencias
estadisticas como en un estudio realizado por Mondragon (1999) en el que
comparando ocho ecotipos diferentes no encontrd diferencias en el nimero de hojas.
La alt“ura de insercién 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 observd un efecto diferencial debido a la nodulacién
fue el peso fresco y el peso seco de las hojas en las que se chservaron diferencias a
los 60 y 80 dias respectivamente siendo el ecotipo de Colima superior al de Morelos.
En el peso fresco de las hojas el ecotipo de Colima superd en 55.5 y 50.35 % y en el
peso séco en 68.5 y 64.1 % al de Morelos a los 60 y 80 dias respectivamente. El
peso seco y fresco de las hojas tiene una relacidon directamente proporcional a la
cantidad de nitrdbgeno que absorbe la planta y las diferencias en este trabajo

coinciden con la época de mayor nodulacion.

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

tallos lo que esta a disposicidn del ganado y en plantas de Gliricidia sepium no
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depende de la radiacion solar, de la precipitacion ni de la altura de corte, Depende
de la edad y del ecotipo de la planta y por lo tanto de la relacién carbono/nitrégeno
(C/N) que cambia con la edad de la planta y esto tiene un efecto importante en
plantas de mas de 2 afics de edad (Palma y col,, 1997). En este trabajo no se

observaron diferencias entre los ecotipos.

El crecimiento de la raiz depende de la concentracion de nutrientes en el

suelo asi 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 rapido desarrollo de la raiz del ecotipo de Colima podria promover una
mayor y mas rapida nodulacion 'Io 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 gue se observaron
diferencias estadisticas en el nimero de nédulos también se observaron diferencias
en las variables de longitud, pesc fresco y seco del tallo, peso fresco y seco de las
hojas y en la velocidad de crecimiento. Los indicadores de crecimiento fueron
superiores en los casos en que. la noduiacion fue mas abundante y en todos los
casos el ecotipo de Colima superé al de Morelos. Gliricidia es una planta que
generalmente crece en sueloé de baja fertilidad con poca disponibilidad de N por lo
gue su desarrollo inicial depende de su capacidad de fijar nitrégeno en las fases
tempranas de su crecimiento. El mayor namero de nodulos representa una mayor
disponibilidad de nitrogeno para &l crecimiento de la planta (Whiteman y col. 1986) lo
que se observa principalmente en el desarrolio de la biomasa es decir en la materia
seca de hojas y tallos principalmente lo que sugiere que el ecotipo de Colima al tener
una mayoer capacidad de nodulacion propicia una mayor productividad.
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Cuadro 6.- Desarrollo del vastago de dos ecotipos de Gliricidia sepium crecida en
suelo de Santa Rosa durante los primeros 80 dias de edad en condiciones de

invernadero.
DIAS
ECOTIPO
, 20 40 60 80
LONGITUD DE TALLO {cm)
MCRELOS 5.16 £ 0.94 a 71311.19a 8341 1.26 b _ 9.41+165 b
COLIMA 552+ 0.85a 7.16+1.85a 10.18 2 1.94 a 11,93+ 147 a
_ DIAMETRO BASAL (cm)

MORELOS 0.28+0.03a 0.3220.04 a 0.34+0.04 a 0.37+0.03a
COLIMA 0.30+0.02a 0.33+0.04a 0.37 +0.04a 0.38+0.04a
PESO FRESCO DE TALLO (gn)

MORELOS 0.73+020a 070+ 027 a 048+0.18a 068+0.18 b
COLIMA 0.80+0.14a 068+031a 062+023a 1.04+0.29a
PESQ SECC DE TALLO (an)

MORELOS 7562 +0.03 a 62.50+23.80 a 73.12 +2243 b 118.12+32.70 b
COLIMA 31482020 a 7178+ 27.38 a 121.87 £ 46.26 a 183.5+ 56.55 a
. NUMERO DE HOJAS
MORELOS 38120984 6.811.04a 8.312£1.532 875+1.3%a
COLIMA 443+0.882a 6.18+1.04a 8.06 +1.612a 8.93+191a
INSERCION DE LA PRIMERA HOJA {cm)

MORELOS 4.0610.75a 4.80+1.00a 4471075 b 473095 b
COLIMA 457+ 0.79a 458+ 1242 566+0.85a 635+193a
PESO FRESCO HOJAS (gr)

MORELOS 0.19£0.09a 070+ 0.18a 1.11:0.40b 1.4320.50b
COLIMA 0.23+0.08a 0.81+0.37a 200+086a 284+1.33a

— PESO SECO DE HOJAS (mg)
MORELOS 27.50+ 0.01a 145822766 1 18500270432 288.75+97.22 b
COLIMA 41.25+0.02a 154.37+ 71.36 a 270.00+ 1339a ~450.00 + 207.60 a
_ VELQCIDAD BE CRECIMIENTO (cm/dia)
MORELOS 0.25 + 0.02 a 0.18%0.02a 0.14+0.01 b 0.11+0.01b
COLIMA 0.27x 0.01a 0.1810.01a 0.17£0.01a 0.14+£0.01 a
— RELACION HOJA —TALLO ‘
MORELOS 0.27 £ 0.03 a 1.03+0.27 a 232:0282a 2.09+0.30a
COLIMA 0.28+007a 1.22+£029a 414+301a 273+031a
Eh las columnas lefras iguales son iguales estadisticamente (P< 0.03).
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Cuadro 7.- Desarrollo de la raiz y nodulacién natural de dos ecotipos de Gliricidia
sepium crecida en suelo de Santa Rosa durante los primeros 80 dias de edad en
condiciones de invernadero. ‘

. DIAS
ECOTIPO 20 I 40 [ 60 ] 80
LONGITUD DE RAIZ (cm}
MORELOS 580+3.17a 13401242 a 18.04t6.28 b 2156 £5.200
COLIMA 592+2.71a 1293+£284a 20.65 £ 6.43 a 270629232
. PESO FRESCO DE RAIZ (gn)

MORELOS 017+011a 042 + 020 a §.38+0.20p 045+ 0.17 b
COLIMA 0.12+0.06a 0400263 0.94%D.d4a 0.84+060a
PESQ SECO DE RAIZ {mg)

MORELOS 20.00 £ 0.01a 56.2527.2% a 60.62+33.16b 121.26 £+ 47.03 b
COLIMA 23.70 £ 0.01a 4687 + 3256 a 117.50 + 52.47 a 18312+ 100.70 a

NUMERGC DE NODULOS

MORELOS 0.00 = 0.00 2 . 1.37+1.25a 3.19+1.34b 319165 b

COLIMA 0.00 £ 0.008 1.87£1.25a 10.12 £ 4.67 a 894+251a
PORCENTAJE DE PLANTAS CON NODULOS '

MCRELOS 0.00 31.25 68.75 68.75

COLIMA 0.00 37.50 93.75 160,00
En las columnas letras iguales son iguales estadisticamente (P< 0.05).

5.2.3.- Comparacion de la nodulacion y desarrollo de la planta dentro de cada

ecotipo.

En la observacién de cada ecotipo dentro de los periodos de muestreo se
observan diferencias estadisticas en algunas variables. A los 20 dias no se observé

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

En el ecotipo de Morelos, no se observaron diferencias estadisticas en el
nimero de nédulos en los muestreos a los 40, 60 y 80 dias. Las plantas que
presentaron nédulos superaron estadisticamente a las gue no los presentaron en los

incrementos del peso seco de las hojas y la relacidn hojaftallo.
En las variables de longitud de tallo, diametro basal, peso fresco y seco del
tallo, numero de hojas, insercion de la primera hoja, Iongitud de la raiz, peso fresco

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

decrecientes, cuando se observaron mayor cantidad de nédulos los incrementos

47




fueron menores. En {as variables como peso fresco y seco del tallo no hay relacion
en el comportamiento de los incrementos ya que suben y bajan sin mostrar
tendencias. En el peso 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 dias fue igual al de las plantas de 60 dias, lo mismo que para el

peso seco en el periodo de 20 a 40 dias.

En el ecotipo Colima, no hubo diferencias en el nimero de nédulos en los
incrementos de los muestreos de 20 y 40 dias pero si las hubo con los otros dos. El
muestreo de 40 dias presenta diferencias con los de 60 y 80 dias. Los de 60 y 80

dias fueron iguales entre si (Cuadro 9).

Las diferencias estadisticas en el ndmero de néduios coincidieron con las
diferencias de los incrementos del peso fresco del tallo, el peso fresco y seco de las
hojas, Ia relacién hojaftallo y el peso seco de la raiz. Los incrementos del diametro
basal, nimero de hojas, insercion de la primera hoja y velocidad de crecimiento se
comportaron de manera inversa al nimero de nédulos. En los incrementos en la
longitud del tallo y peso seco de la raiz no se observan tendencias y en los
incrementos del peso seco del tallo y la longitud de la raiz no se observaron

diferencias significativas.

Ei crecimiento del vastago de ambos ecotipos de G. sepiL}m es mayor en los
primeros 20 dias que en periodos posteriores. Se observaron diferencias estadisticas
en el numero de nédulos en el ecotipo de Colima para cada periodo. E! crecimiento
del tallo tanto en fongitud como en diametro mantiene una constante durante todo el
periodo el experimento, no asi en el peso fresco y en el peso seco del tallo donde se
observa un decremento después de los 20 dias y posteriormente un incremento muy
rapido. El nimero de hojas tiende a decrecer mientras que el peso de las mismas no

tiene un patrén definido.
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Cuadro 8.- Analisis -de los incrementos de las variables de desarrollo del ecotipo
"MORELOS" de Gliricidia sepium crecida en suelo de Santa Rosa y en condiciones

de invernadero.

Namero de Longitud de tallo | Diametro basal | Peso fresco de Peso seco de
DIAS nodulos (cm) (cm) tallo (mg) tallo (mg)
20 0.00+0.00b 516 046 a 0.26+0.01 a 728.00+ 4570 a 7560944 a
40 | 1.38:1.25ab 1,98+ 080k 0.03+0.01b 65.00+ 123.00 ¢ 0.00+0.00¢c
60 3.19+134 a 1.212£072b 0.0320.01b 000 000 c 1140+ 962 ¢
80 319165 a 1.08+1.07b 0.03+£002b. |208.002145.00 b 44,30 £11.50 b
NGmero de Insercién 1° hoja | Peso fresco de Peso seco de Relacién
DIAS hojas {cm) hojas (mag) haojas {(mg) Hoja/Tallo
20 3.82+030 a 406+031 a 198.00 2 29.10 a 2750612 b 0.26+0.03¢
40 2.99£080 a 0.74£042 b 504.00 £ 116.00 2 146,00+ 9.44 b 1.03+£0.27 b
60 150134 b 0.00+0.00¢ 416.00 + 216.00 a 185.00 £ 29.40 a 232£028 a
80 0.94+072b 0.26+0.32¢ 411,00 + 328.00 2 289.00 + 47.30 a 208330 a
Longitud de raiz | Peso fresco de Peso seco de Velocidad de Porcentaje de
DIAS {cm) raiz raiz crecimiento plantas con
, (mg) {mg) cmidia nadulos
20 5.80+£0.74 ab 176.00 * 38.80 ab 20,00 £ 3.54 be 0.2520.02 a 0.00
40 78010602 25100 126.00 a 36,30+ 4.33b 0.18+0.02 b 31.25
60 455+140b 3.75+750¢c 7.50 £ 13.40c 0141 0,01 ¢ 68.75
80 352+275b 112.00 # 94.60 bc 60.60+ 23.60a 0.11:£001¢ 68.75

En las columnas letras iguales son iguales estadisticamente (P< 0.05).

La raiz crece méas rapido que el tallo en ambos ecotipos y luego reduce la
velocidad de crecimiento. La velocidad de crecimiento. del vastago tiende a decrecer
mientras que la raiz crece significativamente lo que sugiere que el vastago y la raiz
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 raiz fueron
significativamente mayores que en el de Morelos lo que posiblemente provocd una
mayor nodulacion. La mayor cantidad de nodulos pudo incrementar el peso fresco y
seco de las hojas provocando también un efecto en la relacion hojaftallo. Parace ser
que el nimero de nédulos determina un mayor crecimiento del véstago' lo que
sugiere que G. sepium tiene capacidad de respuesta a la inoculacion con cepas

seleccionadas.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

49




Mondragon (1999) observé una gran variacion en el comportamiento de las
variables de crecimiento de ocho ecotipos durante 165 dias, notando diferencias

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

Cuadro 9.- Anélisis 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.
Numera de Longitud de talfo | Diametro basal Peso fresco de Peso seco de
DIAS nédulos {cm) {cm) talio (mg) tallo (mg)
20 0.00+0.00b 553£031 ¢ 0.31£0.01 b 808.00+6340 ¢ 31.50+ 20404
40 1.88+1.250 163+ 0.48a 0.02 +0.02 2 0.00 £ 0.00 2 40.30 + 30.20 2
60 10.10+ 467 a 3.03£085b 0.04 +0.03 a 80.00% 113.00 a 50.00+5.13 a
80 8.94x251a 1.76+1.09a 0.02+0.04 a 418.00+ 273.00 b 61.60 1 40.00 a
Numero de hojas | Insercién 1° hoja | Peso fresco de Peso seco de Relfacion
DIAS {cm) hojas (mg) hojas (mg) Hoja/Tallo
20 444+0.31 b 4.57£0.22 b 236.00 + 56.20 a 41.30£6.28a 0.28 £ 0.07 a
40 1.75£0.79 2 0.24+020a 575.00+136,00 ab 154,00  35.80 ab 122 +0.29 ab
&0 1.88+0.78 a 1.09£0.72a 1190.00 + 387.00 ¢ 270.00 £ 62.90 ab 4,14£3.01 ¢
80 0.88+£0.63 5 0.60 + 0.84 2 839.00 £518.00bc |- 450.00+58.60D 2.74+0.31 be
Longitud de raiz | Peso frescode | Pesosecoderaiz| Velocidad de Porcentaje de
DIAS (cm) rafz (mg) crecimiento plantas con
' , (mg) cm/dia nédulos
20 593£1.83a 123.00 £ 39.20 a 2380+ 4.7%a 027+0.02 ¢ 0.00
40 7.01£3.02a 278.00 + 104.00 a 23.10+16.00 2 0182001 b 37.50
60 7.73+229a 540.00 £ 292.00 b 70.60 £ 24.40b 0.17+001 b 93.75
80 6.41£3.72a 3360+6730a 65.62 + 35.60 b 014+t 0.01a 100.00 .

* En las columnas letras iguales son iguales estadisticamente (P< 0.05).

5.3. EVALUACION DE LA NODULACION DE PLANTAS DE Gliricidia sepium
"INOCULADAS CON CEPAS NATIVAS DE Rhizobium EN CONDICIONES DE

LABORATORIO.

De las 25 cepas que se inocularon se observéd nodulaciéon con 16 de ellas. Las
cepas fueron inoculadas de acuerdo al ecotipo del que fueron aisiadas (Cuadro 10).
En el ecotipo Morelos se inocularon 12 cepas de las cuales ocho nodularon con una
variacién de 17 a 62 nddulos por planta y cuatro plantas no nodularon. En el ecotipo
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de Colima se inocularon 13 cepas de las cuales ocho nodularon con una variacion

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

Cuadro 10.- Respuesta de Giliricidia sepium a la inoculacidon con cepas nativas de
Rhizobium en condiciones de laboratorio.

LONGITUD | LONGITUD | HOJA PESO FRESCO PESO SECO
DE TALLO | PERAIZ gr ar NODULOS
60 dias .

ECOTIPO | CEPA cm cm No. | tallo | hoja | raiz | talio | hoja | raiz | No. F;%go
MOR+ 280 24.0 ~_16.0 7 104 { 1.70 J 0.76 | 012 § ¢23 | 0.05 | 19 0.10
MOR+ 280-A 27.2 220 9 083 [ 112 | 068 | 0.08 | 0.15 | 0.05 | 23 0.06
MOR+ 281-A 246 18.2 10 120 | 234 [ 105 | 047 | 032 | 0.08 | 35 0.14
MOR+ 283 26.6 171 11 096 | 191 | 118 | D13 | 0.24 | 0.08 | 32 011
MOR+ 284 23.2 15.1 9 087 | 109 | 080 [ 011 | 017 | 0.06 | 62 0.12
MOR+ 272 25.0 14.0 9 134 1 241 1101 | 025 | 0.31 | 0.09 { 36 0.10
MOR+ 272-A 21.8 19.2 7 073 [ 1.04 | 066 | 0.08 | 013 | 0.06 | 17 0.63
MOR+ 287-A 25.4 13.1 10 09814 111 | 062 | 009 [ 0.43 | 0.04 | 17 0.05
MOR- 280-B 222 16.9 7 077 1 089 | 075 { 008 | 011 | 006 { O 0.00
MOR- 281 24.6 16.4 9 1.02 | 163 { 1.19 1 016 1 021 | Q10 | O 0.00
MOR- 282 23.2 14.5 6 092 | 141 [ 144 | 021 | 016 | 0.11 0 0.00
MOR- 273 243 14.1 6 085 | 103 | 090 | 010 | 014 j 0.06 | O 0.00
COL+ 268 241 17.1 6 083 + 121 ] 050 [ 0.08 | 0.14 | 0.03 | 15 0.05
COoL+ 269 259 18.1 8 1.23 1 2251112 ] 046 | 027 | 0.08 | 14 0.1
COL+ - 271 25.1 12.4 11 1.02 1 189 [ 082 | 013 | 0.24 | 0.06 | 44 .13
COL+ 264 21.0 14.2 7 D65 | 114 + 048 | 0.07 1 014 | 004 | 7 0.21
COL+ 265 29.6 16.0 9 1.33 |1 196 | 097 | 016 | 027 | 0.06 | 28 0.12
COL+ 266 2538 10.6 & 116 [ 160 | 699 | 0.13 | 021 | 0.05 | 30 0.08
COL+ 279 28.6 11.0 8 110 | 229 [ 085 | 013 | 0.28 | 0.06 | 89 0.17.
COL+ 278 20.5 12.7 g 061 | 0.78 | 0.58 | 0.08 | 0.i1 | 0.05 4 .02
COL- 267 254 12.6 B 0.88 | 114 | 051 [ 040 [ 015 [ 004 | © 0.00
COL- 285 1981 13.9 7 054 } 084 1 084 | 008 [ 013 [ 007 { O 0,00
COL- | 275-A 22.0 187 11 096 | 166 | 0.85 | 019 | 021 [ 0.07 | O 0.00
COL- 275 21.0 15.2 . 5 056 (080 1 054 1009101110051 0 0.00
COL- 278-A 23.7 16.9 7 1083 121 | 0680103014 1 005] 0O 0.00

Con los resultados se formaron cuatro grupos y en el analisis estadistico
(Cuadro No. 11) se observaron diferencias significativas en las variables de longitud

de tallo, peso seco de la raiz, nimero de nédulos y peso fresco de los nodulos.

En la longitud de tallo los grupos que presentaron nodulos superaron
estadisticamente a los que no nodularon en ambos ecotipos siendo el de COL- el de
menor crecimiento. En el peso seco de la raiz los grupos MOR- (Morelos sin
nédulos) y MOR+ (Morelos con nodulos) fueron iguales entre si y superaron a los

dos de Colima que también fueron iguales entre si.
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Los ecotipos que nodularon fueron superiores estadisticamente a los que no
nodularon tanto en ndmero 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 estadisticamente igual (Cuadro 11) debido principalmente a
que la variacion de G. sepium es influenciada en gran medida por las condiciones
ambientales y en condiciones de laboratorio no se manifiestan como diferencias
aungue se observa una tendencia de las plantas con nédulos sobre las que no los
presentan (Grafica 2), pero comparando las plantas en condiciones de invernadero

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

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

laboratorio.
ECOTIPO | Longitud de tallo | Longitud de raiz Nimero de Peso frescode i Peso frescode | Peso fresco de
cm cm hojas fallo hojas raiz
ar gr ar
MOR + 2470+1.8 a 16.83x29a 000t14a 0.98+0.22a 1.55£052a 085£02a
MOR - 23.57+1.0ab 1547 £1.3a 7.00+14a 089+ (.12 116 +£03a 095+0.2a
COL + 2507+3.2 a 14.13+3.0a 8001 16a 0991022 1.64+ 052 0791024
COL - 2224+24 b 1566+27a 720+22a 0.75+0.1a 1.15+03a 068+01a
ECOTIPO | Pesosacode tallo | Peso seco de hojas | Peso seco de raiz | Nomero de nodulos Peso fresco de
ar ar gr nédulos
ar
MOR + 0.13+0.052 0.21x0.07 a 0.06 + 0.01 ab 3012+ 151 a 0.08+0.03 a
MOR - 0.13x0.05a 0.15+0.04 a. 008£002 a G.00% 0.0b 0.00+0.00 b
COL + 0.11+003a 020007 a 0.05+801b 26.37+21.7 a 011+ 0.08 a
COL - 0,11 £004a 0.14+0.08a." 0.05:0.01b 0.00+0.0 b 0.00£0.00 b

MOR+ = ecotipo Morelos con nédulos; MOR- = ecotipo Morelos sin nédulos; COL+ = ecotipo Colima con nédulos; COL- =
ecotipo Colima sin nddulos En las columnas Jetras iguales son iguales estadisticamente (P< 0.05).

En el laboratorio, el promedio de ndmero de nddulos por planta es muy
superior al de las plantas que crecieron en suelo y no se observo 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 noduiacién sugiriendo

cierto grado de especificidad dentro del ecotipo.

PORCENTAJE

LT NH PFT PST PFH PSH

| BMOR+  EMOR- | | mcol+  mBcoL- |

|

Grafica 2.- Diferencia entre variables de crecimiento en plantas con y sin nodulacién de

dos ecatipos de G. sepium en condiciones de laboratorio.

(MOR+ = ecotipc Morelos con nédulos; MOR- = ecotipe Marelos sin nédulos; COL+ = ecolipo Colima con nodulos

COL- = ecotipo Colima sin nodulos)

Cuando las plantas se colocaron en condiciones de esterilidad (en laboratorio)
y €l inbcuio fue una mezcla de cepas, el 100 % de las plantas presentd nédulos lo
que indica que dentro de la mezcla, cada planta pudo escoger alguna de las cepas

para nodular.

Los parametros de crecimienio a los 80 dias no marcaron las diferencias que

se habian cobservado en plantas que crecieron en suelo lo gue 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 carecia totalmente de nitrégéno y la
solucién nutritiva que se aplicéd tampoco lo contenia (Faraheus, 1957). El nimero de
nédulos por planta fue muy superior al que se observd en las plantas crecidas en

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

superiores.
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Cuadro 12.- Comparacion de las variables de crecimiento de G sepium en

condiciones de suelo y de laboratorio en plantas de 60 dias.

VARIABLE ECOTIPO MORELOS ECOTIPO COLIMA
T SUELOEN | SUSTRATOEN | SUELOEN | SUSTRATO EN
INVERNADERO | LABORATORIO | INVERNADERO | LABORATORIO
Longitud de tallo (cm) 8.34 24.70 10.18 25.07
Peso fresco de tallo (mg) 480.00 080.00 620.00 990.00
Peso seco de talio (mg) 7312 130.00 121.87 110.00
Peso fresco de hojas (mg) 1110.00 1550.00 2000.00 1640.00
Peso seco de hojas (mg) 185.00 210.00 270.00 200.00
Longitud de raiz (cm) 18.04 16.83 20.65 14.13
Peso fresco de raiz (gr) 0.38 0.85 0.94 0.79
Peso seco de raiz (mg) 60.62 0.06 117.50 0.05
Numero de nédulos 3.19 30.12 10.12 26.37

El efecto de mayor crecimiento en las plantas de ambos ecotipos es atribuible
a la gran cantidad de nddulos observados. Esta cantidad se presentd principalmente
~ debido a que, ai no haber N en el medio, el arbol induce sustancias para que la
bacteria forme los nddulos para abastecer las necesidades de N de la planta, lo que
coincide con Sprent (2001) quien dice que la nodulaciéon se presenta como una
respuesta a condiciones adversas y que la noduléci()n depende en mucho mas
medida de la planta que de la bacteria. En el caso de las plantas que crecieron en
suelo, tomaron el N para su desarrolio inicial del propio suelo por lo que la

nodulacion aparece cuando el abastecimiento en el suelo empieza a ser insuficiente.

54




5.4. CINETICA DE LA NODULACION DE PLANTAS DE Gliricidia sepium EN
CONDICIONES DE LABORATORIO.

Existe poca informacion sobre el inicio de la nodulacién_de plantas jovenes de
Gliricidia sepium. Garcia (1997) observé un promedio de 2.4 nédulos por planta a
‘los 100 dias después de la siembra y Mondragén (1999) observé promedios de 0.2 y
9.8 nodulos por planta en condiciones de inveradero a los 65 y 165 dias
respectivamente. En ninguno de los casos se inocularon las plantas. En este trabajo
se observaron promedios de 3.19 en el ecotipo de Morelos y de 10.12 en el de

Colima, en plantas de 60 dias de edad.

En este trabajo la nodulacion se observé desde los 40 dias de edad en ambos
ecotipos crecidos en suelo de Santa Rosa, sin inoculacion 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 ios 40, 60y
80 dias respectivamente. El promedio del niumero de néddulos por pianta fue de 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 dias respectivamenté (Grafica 3). El ecotipo Colima presentd
mayor nodulacién en todos los muestreos tanto en el promedio del nimero de

nddulos por planta como en el porcentaje de plantas con nédulos.

Para definir con precision el momento de la emergencia de los hédulos, se
muestrearon las plantas a partir de los tres dias después de [a inoculacion eh
condiciones de laboratorio. Los nddulos se cbservaron desde los “ocho dias después
de la inoculacién observando un porcentaje de plantas con nddules de 33.3, 500 y
66.6 a los 8, 9 y 10 dias respectivamente, desde ese momento el 100 % de plantas
presentd nddulos (Graficas 4 vy 8). El promedio del ndmero de nadulos por planta fue
desde 14.33 a los 10 dias hasta 29.00 a los 35 dias. En otras leguminosas como-el
frijol y la alfaifa los nddulos aparecen a los 5-7 dias en condiciones de laboratorio.
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Grafica 3.- Nmero de nddulos por planta en el crecimiento de dos ecotipos
de Gliricidia 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 permitiran que este
proceso se realice exitosamente. El inicio de la nodulacion se produce por sefiales
que son enviadas por la planta mediante substancias quimicas principalmente
flavonoides (Hirsch, 1999; Sprent, 2001). Estas substancias inducen a la bacteria a
iniciar el proceso, que necesariamente estara influenciado por factores externos
(Sprent y Raven, 1992). El inicio de la comunicacién se da como resultado del nivel
de abastecimiento de nutrientes o de las condiciones de estrés. Diversos autores
han estudiado la nodulacién mas como un proceso bacteriano, pero la falta de
informacion de su comportamiento en la relacion simbidtica con los arboles no ha

permitido la aplicacion exitosa de inoculantes en el campo.

Los resultados nos muestran que en realidad la concentracién de N en el
medio es un factor determinante para el inicio de la simbiosis. En plantas cultivadas
en sueio sin esterilizar los primeros nédulos se observaron a los 40 dias de edad de
las plantas, en condiciones de vermiculita estéril y con solucion nutritiva sin nitrégeno
y con inoculacién, los primeros nédulos se observaron a los ocho dias después de la

inoculacion.
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NODULOS POR PLANTA

Grafica 4.- Promedio del nimero de nodulos de plantas de Gliricidia sepjum durante
los primeros cuarenta dias de desarrollo en condiciones de laboratorio.

NODULOS/PLANTA

I . N —

Grafica 5.- Promedio del namero de nodulos por planta en Gliricidia sepium durante
los primeros 10 dias de desarrollo,
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5.5. EFECTO DE LA INOCULACION DE Gliricidia sepium CON CEPAS NATIVAS
EN DIFERENTES CONDICIONES DE CRECIMIENTO.

Se comparé el efecto de |a inoculacidn 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 considerd 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. Otfra condicién fue la vermiculita inoculada en invernadero

comparada con vermiculita esteril inoculada y crecida en laboratorio.

En las plantas que crecieron en suelo de Santa Rosa se observaron
diferencias estadisticas en el nimero de nédulos a los 25 dias entre las plantas
inoculadas vy las control (Grafica 6), también se observé diferencia a los 25 dias en el
nimero de hojas (Grafica 7) y en el peso de la raiz (Cuadro 13). A los 35y 40 dias
se observaron diferencias en el nimero de hojas pero la cantidad de nddulos fue
estadisticamente 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 condicion normal.
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Grafica 6.- Comparacion del nimero de nodulos entre plantas de G. sepium
inoculadas y plantas control crecidas en suelo de Santa Rosa.
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Grafica 7. Comparacion del nimero 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 nimero de nddulos entre las plantas inoculadas y las plantas
control a los 30 dias (Gréfica 8), esas diferencias coincidieron con las diferencias en

el numero de hojas, longitud de raiz y peso fresco de raiz. También se observaron
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diferencias en la longitud de tallo a los 35 y 40 dias (Grafica 9), en el peso fresco de
tallo a los 25 y 35 dias, en la longitud de raiz a los 5 dias y en el peso fresco de la
raiz a los 20 y 25 dias. En el suelo de Huitzilac a diferencia del suelo de Santa Rosa
se observo respuesta en un mayor nimero de variables sobre todo después de los
30 dias de edad en que la diferencia entre el nimero de nédulos fue muy superior en

las plantas inoculadas.

NUMERO DE NODULOS

5 10 18 20 25 30 35 40
DIiAS

—— conirol
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Grafica 8.- Comparaciéon del nimero de nédulos entre plantas de G. sepium
inoculadas y plantas control crecidas en suelo de Huitzilac.
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Gréafica 9.- Comparacién 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 estadisticas entre las plantas ubicadas en laboratorio e
invernadero (ambas inoculadas) en el nimero de nddulos a los 10, 15, 20, 25, 30 y
35 dias (Grafica 10), asimismo esas diferencias coincidieron con las diferencias
estadisticas en la longitud de tfallo en todos los muestreos (Grafica 11), en el peso
fresco de tallo en casi todos los muestreos (Grafica 12) (excepto a los 5 dias), en el
nimero de hojas a los 5, 15 y 25 dias (Grafica 13), en la longitud de raiz a los 5, 10,
20 y 40 dias y en el peso fresco de raiz a los 10 dias. Las plantas inoculadas fueron
superiores a las no inoculadas en todes los casos excepto en [a longitud de raiz a los

40 dias y en el peso fresco de la raiz a los 10 dias.

NUMERO DE NODULOS
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Grafica 10.- Comparacién del nimero de nédulos entre plantas de G. sepium
inoculadas crecidas en vermiculita en condiciones de invernadero y de
laboratorio.
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Grafica 11.- Comparacion 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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Grafica 12.- Comparacion 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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Grafica 13.- Comparacién del numero de hojas entre planias de G. sepium
inoculadas crecidas en vermiculita en condiciones de invernadero y de laboratorio.

Como en el suelo de Santa Rosa existe el inbculo en forma natural, la
inoculacién muestra una tendencia a incrementar fa nodulacién (11.16 y 17.85
nbdulos / planta en control e inoculadas respectivamente). En el caso del suelo de
Huitzilac donde la planta no crece en condiciones naturales, el indculo especifico
existe en pequefias cantidades por lo que la inoculacion tuvo un efecto positivo en el
numero de noédulos (2.33 y 11.50 nodulos por planta en control e inoculadas
respectivamente) ademas de acelerar el inicio de la misma. En conclusion respecto
al nimero de nédulos, se observo buena respuesta a la inoculacion en el suelo de

Huitzilac y una respuesta mas limitada en el suelo de Santa Rosa.

En el resto de las variables no se cbservaron tendencias claras de ninguno de
los tratamientos ya que se presentd mucha variacion 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 raiz, a los que estaban en
vermiculita. En las plantas crecidas en vermiculita en invernadero, a pesar de que el

nimero de nddulos por planta fue estadisticamente 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 nimero de hojas. Las plantas en vermiculita
en invernadero superaron a los demas en longitud de raiz posiblemente como
respuesta a la baja cantidad de nifrogeno en el medio de cultivo. Posiblemente las
elevadas temperaturas registradas en el invernadero en los conos con vermicuiita
disminuyeron la fijacion de nitrogeno (Grafica 9). Se ha observado en otros casos
que la temperatura ¢ptima para la nodulacion es normalmente mas alta que para la
fijacion de nitrogeno (Gibson, 1967) y en los registros de la temperatura del sustrato
°C arriba

en el invernadero, los conos que contenian vermiculita tenian 1

comparados con ios conos gue contenian suelo.

Cuadro 13.- Andlisis del efecto de la inoculacién y las condiciones de cultive en
el desarrollo y la nodulacién de plantas de Gliricidia sepium durante |os
primeros 40 dias. -

DIAS
NUMERO DE NODULOS

5 10 15 20 25 30 35 40
T1 |000x00a | 000£00Db | 033205b§ 1254119 b | 700+72c [1266=19 b 161621370 [11.16+125 bc
T2 1000002 | 000+000b | 116095 | 450x 52 be [1483£65b 56679 b [10.00x 7.3bc [17.85¢ 9.2 be
T3 000003 | 000+00Db [ 000x00b | 6661030 | 416+45cd 00000 ¢[1000+ 79bc | 233+ 18 ¢
T4 0002002 [000£00b | 06608 b 2332 36c | 633+28cd |[1296253b | 866« 55bc | 1450103 be
T5 [000£00a |000+000.] 000+£00b [ 2662 4.4¢ | 033x05d 033+05 c| 433+ 58¢ |1400+108ab
T6 . |0.00+00a [14.33272a [1816+83a | 2650+ 562 {2783+65a [2400+66a |2000:x123a 2366z 99a

LONGITUD DE TALLO {cm)

5 10 15 20 25 30 35 40
T1. | 772050 | 616x07¢ 771+03b | 755:t2b | 770+10b { 741£05b | B56+07b | 7.03x03b
T2 | 61t1ic | 7.1808b 776+14b | 731+13b | 751x05b | 7.33+09bc | 7152050 | 7.55+£09b
T3 | 56+06c | 596207¢ 706x£060 1 715+11b | 721+05bc | 666x11bc | 666208b | 7.13x13b
T4 | 59+04cd | 6.31x08bc | 678+05bc | 646+ 0.3bc | 6.10+06¢c | 6.36x08c | 555x08¢ | 571+08¢
T5 | 43+ 08d | 3702044 556x13c | 556+12¢c | 446:14d | 443207d | 483+10c | 503:08¢c
T8 [118+25a 11398+08a 1498 +13a [1580x1.1a [1950+12a |16.23+05a |17.36+09a |[1568+18a
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. PESO FRESCO BE TALLO {gn)

5 10 15 20 25 30 35 40
T1 [055+00a |125x01ab [140+032 |156=04a 133+04ab | 131201a |115+01bc |1.13£02bc |
T2 10252010 | 1312x01a 143+02a 128+05a 156+02a 135+01a 140:04bc |131x01ab
T3 [020:£00c [108+00be [123=03a [146=03a 158+00a [423+03a [133+£02ab |130:03b
T4 [028=01be |098x01¢c 120+02a 140=02a 1.26+02b 128014 085+02¢ 1.00£0.3bc
T5 1030+00bc |056+0.0d 080+00b J080x01b |0090+00c |083+0.1b |093:02c }D86+03c
T6 [069=00b |114+02abc [125x04a [132x00a [120£04b [137x01a [163z01a 167+02a

NUMERO DE HOJAS

5 10 15 20 25 30 35 40
T1 [366£08a |400+08sb [550+05a |[533+10abc [516+07bc |6.00+C6a [583+07bc [533zx08¢
T2 |386+058a [450+05a |533+05ab {600+08a [616207a |566x16ab |666+08a 633+07a
T3 |366z05a |[433205ab |466=050bc |500+10bc 1550+05ab |400x15¢ 566+05bc 1633+1.0ab
T4 {383:£089a |[450x£05a |533:05ab |566+08ap [600+00ab |583x08a [550+10c |[583+04bc
FT5 J286+05b 1366x05b |433:05c |466+05¢ 1433+13¢c |433x10bc |600+00abe [566+05bc
T6 383072 416£07ab |516+09ab |[550x05abc [566+05ab 1566x05ab [666=05ah |B666x0.5ab

LONGITUD DE RAIZ (cm)

5 10 15 20 25 30 35 40
T1 |1008+14bc | B28=22b [1020+24b |1283£11ab [1258+10a 1448+ 05a |[1270x10a {1286x0C4b
T2 | 888+34dc |1248+28a |11.88+25ah |11.80+37ab [1508+08a [1331+21ak | 13512032 |13432040
T3 | 685+£31d |10.76+1.0ab | 1061+30b |13.13+06ab |11.88+18a |11.03+34b [1433204a [13282020
T4 (1233+12ba | 8.30+25h [ 1236x15ab |1188+37ab (11882342 |1416+38a |M430+17a |13852185b
T5 | 920+31de | 946=%16b |11.03x12ab |1066+360 [1350+41a |1250+27ab [1360+28a 145802002
T6 |[1423:£09a |[1261x18a [1320x11a 11396x10a |1365x06a |[1300+%dab [1336207a |1351+£08D

PESQ FRESCO DE RAIZ (gi)

5 10 15 20 25 30 35 40
T1 {055x00a (0402022 [036x01bed |041£00bc |043+00bc |053£020 (043+02bc J056z07a
T2 (025x01b |033+04a |[043x+01abc |0285+01¢d [073+01a |056x02bc |051x01ab |058+01z2
T3 1020+00b |041+04a |[055+01ab |063x01a |[036x01c |033x00¢d |070x01a [073x02a
T4 [028+01b  (G36+01a [(056+02a |[045201b [(050+04b ([081x03a ([065z07a |063z02a
T5 {030+00b [033+01a [023+00d [030x00bed |020+00d [030x00d [033x01bc [030200b
T6 1023z01b 0.10£00b 041+£02c¢d (0262014 026004 020+004d 028200c 031=0.0b

T1= Suelo de Santa Rosa; T2= Suelo de Santa Rosa inoculade; T3= Suelo de Huitzilac; T4= Suelo de Huitzilac
incculado; T5= Vermiculita inocculada en invernadero; T6= Vermiculita inoculada en laboratorio {en las columnas,
letras iguales son estadisticamente iguales P<0.05).
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5.6. EFECTO DE LA INOCULACION Y LA FERTILIZACION QUIMICA EN LA
NODULACION DE PLANTAS DE Gliricidia sepium EN EL REBROTE EN
CONDICIONES DE INVERNADERO.

Gliricidia sepium por ser un arbol de la selva baja caducifolia pierde sus hojas
durante la época de sequia y se observd que los nédulos senescen en este periodo.
Las plantas vuelven a producir hojas una vez que disponen de agua (“rebrote”) por lo
que nos interesd determinar si los nédulos también reaparecen en las condiciones

de rebrote (imitadas en el invernadero).

La nodulacién en plantas de rebrote sin inoculacion se observd desde los 21
dias en plantas control 'y los porcentajes de plantas con nédulos fueron 100.0,
100.0, 50.0, 75.0 y 100.0 a los 21, 28, 35, 42 y 49 dias respectivamente. El promedio
del nimero de nddulos por planta varid desde 5.75 a los 21dias hasta 37.25 a los 42
dias (Grafica 14).

NODULOS / PLANTA

o 7 14 21 28 35 42 49
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Gréfica 14.- Promedio del numero de nodulos en plantas de Gliricidia sepium que
inician el rebrote en condiciones de invernadero.

L.a ventaja de la inoculacién fue que acelerd el inicio de la nodulacién porque

las plantas que fueron inoculadas, presentaron nodulos desde los 14 dias. En las
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plantas que se aplico fertilizanté quimico la nodulacién inicié a los 21 dias al igual

que en las plantas control.

Se observaron diferencias estadisticas del nimero de nédulos entre los cinco
~ tratamientos a los 28, 35, 42 y 49 dias en las que las plantas con el tratamiento de
fésforo solo, superaron estadisticamente a los demas tratamientos (Cuadro 14), La
inoculacion y la aplicacién de fésforo mejoraron el porcentaje de plantas con nodulos
ya que desde los 28 y 35 dias respectivamente, fueron los Unicos tratamientos que

presentaron la totalidad de las plantas con nédulos (Cuadro 15).

Cuadro 14.- NUmero de nédulos en relacion con la fertilizacion quimica y la
inoculacion de plantas de Gliricidia sepium que inician el rebrofe.

DIAS
7 14 21 28 35 42 49
T {0.00£00a| 000+ 00b | 575+42a [10.00+94a 1425+18.9b | 37.25£37.2b 31254202 b
T2 |0.00+0.0a| 000+ 00b | 075+09a | 0.00200b | 150+ 19b 050 1.0b|21.00% 51b
T3 i0.00+£00a| 000+ 00b | 650+92a | 3.50£63ab |76.502847a | 1232548534 |06.00+641a
T4 1000+£00a| 000x 00b | 3.00£6.0a | 3.50+63ab | 075+ 1.5b 475+ 33b| 725+ 78b
TE [0.00+003|12.75+:136a |11.00+98a |10.00:63a |4075+27.5ab| 30.00+188b [43.00+355b

T1= Control; T2= 25 Kg de NfHa; T3= 25 Kg de P/Ha; T4= 25 Kg de N+ 25 Kg de P/Ha; T6= Inoculadas (en las
columnas, letras iguales son estadisticamente iguales P<0.05).

La adicion de fosfato provoco un notable aumento en el nimero de nodulos
por planta mientras que la adicién de nitrégeno inhibid la nodulacion. Los valores
més bajos del nimero de nédulos se observaron en los tratamientos a los que se les

aplico nitrogeno (Gréafica 15).
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Grafica 15.- Nimero promedio de nédulos 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=inoculadas).

Cuadro 15 .- PorCenfa}e de plantas noduladas como efecto de la fertilizacién quimica

y la inoculacion en plantas de Gliricidia sepium que inician el rebrote.

DIAS
T 14 21 28 35 42 49
T1 0 0 100 100 50 75 100
T2 D 0 50 Y 50 25 75
T3 0 0 75 50 100 100 100
T4 0 0 25 50 25 50 100
T5 0 100 75 100 100 100 100

T1= Control; T2= 25 Kg de N/Ha; T3= 25 Kg de P/Ma; T4= 25 Kg de N+ 25 Kg de P/Ha; T5= Inoculadas (en las
columnas, letras iguales son estadisticamente iguales P<0.05).

En el caso de la produccion de follaje fresco se observd gran variabilidad en el
comportamiento de las plantas que iniciaron el rebrote (Cuadro 16) ya que a las
primeras etapas sobresalio el tratamiento de fésforo, a los 35 dias el comportamiento
era similar en todos los tratamientos. Al final las plantas inoculadas fueron
estadisticamente iguales a las fertilizadas con la mezcla de nitrégeno y fosforo y

superiores a los otros tres tratamientos (Gréafica 16).
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Cuadro 16.- Peso fresco de follaje como efecto de la fertilizacion quimica y la
inoculacion en plantas de Gliricidia sepium que inician el rebrote.

DIAS
7 14 21 28 35 42 49
T1 | 0.00£00a | 299%20ab| 8.15255a | 1063+ 4.1ab| 1023822 7.94+25¢ 9.67 £ 5.6 bc
T2 | 000+00a |257+ 22ab| 2082163 | 11.21+27ab | 1238+0.8a | 1257 + 7.0abc | 635325¢
T3 | 0.00400a | 432242 | 4754092 | 575:38b |11.69£26a| 960+49bc | 9.39+21bc
T4 | 000+00a | 1.13£02b | 79625542 | 11.304£521ab | 1226+7.9a | 19.25+47a | 1421x4.1ab
T5 | 0.00+00a | 2.00+ 0.7ab | 7.8624.6a | 13.75x352a | 1466+57a | 1608+48ab | 18332532
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= Incculadas {en las
columnas, letras iguales son estadisticamente iguales P<0 08).
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Grafica 16.- Peso fresco de follaje de Gliricidia sepium en plantas que inician el
rebrote (T1=Contral, 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 produccién de materia seca {(Cuadro 18) las plantas inoculadas
superaron estadisticamente a los 49 dias a las fertilizadas con nitrogeno solo, con
fosforo solo y a las plantas control. En este muestreo las plantas inoculadas fueron

estadisticamente iguales a las plantas fertilizadas con la mezcla de nitrogeno y

fosforo.

Los dos tratamientos con nitrégeno se comportaron de manera similar entre
ellos y la aplicacion de fosforo no fue determinante por si solo para mejorar la

produccion de materia seca (Grafica 17).
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Cuadro 17.- Efecto de la fertilizacion quimica y la inoculacion en el peso seco de

foliaje de plantas de Gliricidia sepium que inician el rebrote.

CHAS
7 14 21 28 35 42 49
T1 0.00£00a | 0.55+03ab | 122+08ab | 271+ 0B8ab | 1.88+14a | 166x06b | 2.21+1.4bc
T2 000+0.0a | 046+£03ab | 0.33+£03b | 226407a | 263+07a | 272+16ab | 154x06¢
T3 | 000£00a | 0.76%£04ab | 0.80+02ab | 069+07b | 221+06a | 201x1.0b | 216£05be
T4 000+00a | 018+00b | 1.12+08ab | 211+1.0ab | 240+156a | 400+12a | 3.30+09ab
T5 000+00a | 099x06a | 160+08a | 272+06a | 285+10a | 2.33+£09ab | 3.72%11a

Ti=Contral; T2=25 Kg de N/Ha; T3=25 Kg de P/Ha; T4=25 Kg de N+ 25 Kg de P/Ha; T5= Inocuiadas (en las
columnas, letras iguales son estadisticamente iguales P<0.05).
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Grafical7 .- Peso seco 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 ).

Desde hace tiempo se sabe que el fosforo es importante en el aumento y
mantenimiento de la fertilidad del suelo a través de su efecto en el crecimiento de las
leguminosas (Donald y Williams, 1954). Se han acumulado evidencias de un efecto
especifico del fésforo en el crecimiento y sobrevivencia de Rhizobium y su capacidad
para la nodulacién y la fijacién de nitrégeno (Singleton y col., 1985; McLaughlin y
col., 1990). Un ejemplo notable del papel de la adecuada nutricion con fosforo es el

aumento de la fijacion de nitrégeno en soya (Cassman y col., 1993).
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La inhibicién de la nodulacién y del proceso de fijacion de nitrdgeno por
formas inorganicas de nifrégeno, principalmente de nitratos, es bien conocida
(Vincent, 1965). A pesar de que existe mucha literatura sobre el tema, el modo de
accién del nitrato en la reducciéon de la nodulacién no esta claramente entendido.
Munns (1968), por ejemplo, io considera como un complejo de efectos en el rizado
de los pelos radicales, la infeccion del pelo radical y la tasa de desarrollo de los pelos
radicales infectados. Por ofro lade, Dazzo y col. {1981) relacionaron el ion nitrato en
la interferencia con la expresién del fendmenc de reconocimiento que precede al

proceso de infeccién.

El efecto de la inoculacion fue determinante en el nimero de plantas con

nédulos, en el inicio de la nodulacion y en la produccion de follaje.

5.7. EVALUACION DEL EFECTO DE LA INOCULACION CON CEPAS NATIVAS
DE Rhizobium EN LA RESPUESTA PRODUCTIVA DE Gliricidia sepium EN
CONDICIONES DE CAMPO.

En los resultados no se detectaron diferencias estadisticas 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 nimero de hojas la diferencia fue de 29 85 superior. En el peso
fresco del follaje producido las inoculadas fueron en promedio 35 % mas productivas
que las no inoculadas, observando una tendencia similar en la produccion de materia

seca con una diferencia de 32% en promedio (Grafica 18).
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Los resultados nos muestran una respuesta que posiblemente pueda ser
mejorada mediante ia utilizacién de cepas seleccionadas por su potencial de fijacién
de nitrégeno, las cepas utllizadas fueron seleccionadas por su capacidad de

nodulacion pero la fijacién de nitrégeno no se evalud 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 ALTURA DE NUMERO DE | PESO FRESCO DE | PESO FRESCO DE
PLANTA (cm) HOJAS HOJAS (gn) TALLOS (gn)
INOCULADAS 50.36 a 12.70 a 11525 4 31.75 a
NO INOCULADAS 48.48 a 9.76 a 84.75 a 2410 a
TRATAMIENTOS | PESO FRESGO RELACION PESO SECO DE | PESO SECO DE
. TOTAL (gr) HOJA / TALLO HOJAS (gr) TALLOS (gn)
INOGCULADAS __ 147.00 a 3.56_a 23.45 a 8.40 a
NO INOCULADAS 108.85 a 353 a 16.60 a 6.80 a

PORCENTAJE

LT NH PFH PFT PFTo RHT PSH PST

| BINOGULADAS  ECONTROL |

Grafica 18 .- Diferencia entre las variables de crecimiento de plantas de G. sepium
inoculadas y control, en condiciones de campo.
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VL. CONCLUSIONES

Las especies que se asocian con Gliricidia sepium son Sinorhizobium

terangae, Rhizobium tropici tipo A, Rhizobium tropici tipo B 'y Rhizobium etli.

Las proporciones y la presencia o ausencia de cada especie depende del sitio

de muestreo.

La emergencia de Gliricidia sepium tiene un maximo del 77 % y esta
condicionada a la interaccion del ecotipo y su respuesta a las condiciones

ambientales.

Existe diferencia entre los ecotipos en las variables de crecimiento en las

primeras etapas de desarrolio.

El comportamiento de las variables de crecimiento y la nodulacién dentro de

los ecotipos presentd variaciones minimas.

En condiciones controladas la variacion en el comportamiento de las variables
de crecimiento se reduce considerablemente con respecto a las condiciones

de invernadero.

En condiciones controladas la nodulacion inicia a los 8 dias después de la
inoculacién. En condiciones de suelo, inicia después de los 20 dias, y cuando

se inocula en condiciones de suelo el inicio de la hoduiacién se adelanta siete

dias.

La inoculacion tiene un mayor efecto en el inicio de la nodulacion y en el

porcentaje de plantas noduladas que en el promedio de nédulos por planta.

73




9. En plantas de rebrote la inoculacién adelanta la noduiacion en siete dias vy
promueve la produccibn de materia seca superando a fla ferilizacidon

nitrogenada.

10.En condiciones de campo se observd una tendencia de los tratamientos

inoculados a superar a los no inoculados en las variables de crecimiento.
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