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1. INTRODUCCION

Actualmente son del conocimiento general los datos sobr;e la
cada vez mayor crisis energética y por lo tanto los costos crecien-
tes para la elaboraclon de fertilizantes nitrogenados, por ejemplo
se sabe g.e los campesinos de palses desarrollados invierten cada
aflo aproximadamente 120 billones de pesos para comprar fertili-
zantes nitrogenados, por lo que se cree que para 1985 deber&n in-
vertir por lo menos 175 billones de pesos/afio en fertilizantes si
la inflacion presents continda(1).

También se estima que para el aflo 2000 la cantidad de fer
tilizantss nitrogenados necesarios para la produccién de al imentos
suficientes para toda la gente del mundo, se incrementarf de 50 a
135 millones de toneladas métricas/affo, con un costo aproximado
de 575 blllones de pesos por afo (1 ).

Por 1o anteriorrmente expuesto, hay un creclente interés en
la bisqueda de otro tipo de sistemas que proporcionen substancias
nitrogenadas a los suelos del mundo, y ésta se ha dirigido principal -
mente hacia la fijactdn blolégica de nitrégenc.

Existen varios sistemas biolégicos fijadores de nitrdgeno,
como: el sl-;:nma Rhizobium-lsguminosa, el sistema Azolla , el sis
tema Epankia, el sistema de bacterias asocladas a cereales (Azos~

pirilium), el de algas azul ~verdes, y bacterias de vida libre o a~




simbibticas, de todos ellos tal vez un 80-90% de las investigaciones
realizadas se refieren al sistema Rhlzobium-leguminosa, de ahf‘que
los otros sistemas sean ain poco estudiados y sélo investigados en
pocas instituciones.

En el sisterma fijador de nitrSgeno Rhizobium-leguminosa
las bacterias reciben de la plahta hospedera los nutrimentos necesa
rios pa:a su desarrollo y la leguminosa obtiene de la bacteria ni-
trégeno aprovechable para la sintesis de protefnas necesarias para
su crecimiento; con este proceso que consume sdlo energfa derivada
de la fotosintesis ss aprovechan agricolamente el 40% de las aproxi
madamente 150 mil toneladas de nitrSgeno que se fijan en el mundo
por vias biolégicas ( 2).

Investigaciones recientes indican que de los 47 millones de
hectfreas de trépico mexicano, 11 millones corresponden a prade-
ras de gramineas, las que a corto o larg:) plazo demandaré&n fertili-
zantes nitrogenados para sostener su productividad, dada la crecien-
te poblacién nacional yla demanda de alimentos b&sicos, 1o que re-
presentaréi un costo aproximado de 17 600 millones de pesos/afo,
considerando una aplicacién de 200 Kg de N/Ha a un costo de 8.00
ol kg de fertilizante, por lo que seré diffcil que se puedan seguir uti-
. lizando fertilizantes qufmicos en esas praderas ( 3 ).

Ademés la desnutricién en las zonas tropicales y subtropica

les de México es frecuente, debido a una deficiencia de protefnas de




buena calidad en los alimentos, 10 que hace necesario realizar inves
tigaciones para aumentar la produccién de alimentos bésicos y ala
bGsqueda de nuevas fuentes alimenticias. La producclén de leche y
protefnas de orfgen animal, en las zonas antes mencionadas es baja,
por 1o que los estudios que ahom.a se ast&n llevando a cabo se han di-
rigido alos alimentos de or{gen vegetal, ricos en protefnas y de ba-
jo costo como las leguminosas. L.as leguminosas son ricas en pro-
tefnas, en un porcentaje que varfa de 17 a 30 Yy que en alQunos casos
como el de la soya 6s hasta de 40% (4 ).

Existen actualmente varias especies de leguminosas tropl-
cales que pueden ser ostabltcldas_ en asas regiones como fuents de

proteina buena y barata, de estas la Leucaena leucqocephala ha des—

pertado un gran tr.\berfés ya que esta leguminosa puede aumentar la
disponibllidad de carne y leche de esas zonas debldo a sus mdltiples
usos tales como: forraje nutritivo para la allmentacién animal, ma-
dera, combustible, lefia e incluso en la alimentacién humana; tiene
ademés la capacidad de asociarse con microorganismos del género
Rhizobiumlo cual hace que tenga una gran potencialidad en la pro-
duccién forestal y pecuaria debido a su elevado contenido protefco Yy
a que 38 adapta facilmente a diferentes climas y suelos. Sin embar
go existen ciertos tipos de suslos en 1os que no puede sobrevivir con
ucil idad, por ejemplo se adapta mal a los suelos &cidos; la adicién

de cal y de una cepa especial de Rhizobium as( como de fertilizantes




fosfatados que contengan molibdano son necesarios para lograr que
se establezca en este tipo de suelos. Las bajas tazas de crecimien=-
to en esos suelos se atribuyen a deficiencias de calcio y fésforo, y
al efecto depresor de la acldez sobre la nodulacién; as{ como también
al efecto tSxico del aluminio y manganeso para la planta, los que se
encuentran en concentraciones elevadas en suelos de pH Acido.

e Por 1o anteriormente expuesto, el objetivo de este trabajo
fué orientado hacia el estudio del efecto de la acidez y altas concentra
ciones de aluminio tanto en medios de cultivo de laboratorio como en
un suelo del trdpico con caracter(sticas ya mencionadas, sobre el cre

cimiento del Rhizoblum de L.eucaena leucocephala y su Interaccién con

la planta mediante los siguientes procedimientos;

a) Seleccién de cepas de Rhizobium tolerantes a la acidez y altos ni-
veles de aluminio.,

b) Relacionar la tolerancia de las cepas aisladas en medios de cutti-
vo de pH Acldo y altas concentraciones de aluminio con el compor-
tamiento de éstas al hacer pruebas de infectividad en invernadero.

c) Comparar el comportamiento de las cepas adaptadas a pH &cido y
cantidades crecientes de aluminio con cepas sin adaptar, en el e~
fecto de nodulaciéon de la leguminosa huésped.

- d) Determinar si este tipo de seleccién y adaptacién tiene algin efec—

to benéfico en el establecimiento de esta leguminosa en suelos tro-

picales con la problemética ya mencionada.




11. GENERALIDADES

2.1. Descripcion y distribucion de 1a Leucaena leucocephala.

La leucaesna o guaje pertenece al génaro Leucaena de la

familia Leguminoseae y sub~familia Mimosoideae, originaria da
Méxlico y Centroamérica.
L.a leucaena ha tenido relacttn y trascendencia histérica
en la vida de algunas culturas mexicanas, as{ la cita més antigua
donde se hace referencia al guaje aparece en el C6dice Mendoza y
se relaciona con la fundacién de la ciudad de Oaxaca, entre 1440~
1469 afos D.C., durante el reinado de Moctezuma Ilhuicamina,cuan
do guerreros mexicas se establecieron en un extenso bosque de gua
jes que existfan en el lugar donde se establecid la ciudad de Oaxaca
que deriva de la palabra nahoa ' Huaxyacac '' que significa en la
nariz de los guajes (5),
Despues de la conquista de México en 1565 1os conquista-
dores espailoles organizaron el comercio con las Filipinas, via por

la que probablemente la leucaena se distribuyb a esos lugares.,

2.2, Formas y tamafios.

La Leucasna leucocephala es la especie més lmportantq Yy

estudiada del género Leucaena, por su gran versatilidad, amplia
distribucién y fAcil propagacién. Investigadores australianos y

hawalanos la han clasificado en tres tipos, de acuerdo a su madurez,




vigor y produccidn como sigue:

a)

b)

©

*

Tipo Hawalano. - arbusto de floracién temprana ( 4-6 meses ) » con

rendimientos bajos de forraje, de aproximadamente S m. de ait:u-‘

ra, debido a su contfnua floracién puede llegar a convertirse en

maleza, es originario de México pero nat:urallz.ado en la region

del Pacffico y norte de Australia.

Tipo Salvadorefio.~ arbusto de floracién tardfa, con altos rendi-
.

mientos de materia seca y ramas muy esparcidas en todo el tallo,

altura aproximada de 20 m. Varias variedades introducidas a Aus

. tralia procedentes de £l Salvador y Guatermala son de este tipo.

Tipo Peruano. - &rbol de floracién tardfa, con altos rendimientos
de materia seca, con el tallo muy ramificado desde su base, de

aproximadamente 15 m., de altura.

También existen nuevas variedades de L.eucaena leucocepha-

la, llamadas " Hawaianas Gigantes " introducidas a las Filipinas de

‘una colecclin de vartiedades de la Estacién Experimental de la Univer

sidad de Hawali, siendo responsable el Dr. Brewbaker ( 6 ), las va~-

riedades més comunes de este tipo son la K-6 de Peri, la K-8 ori-

pinaria de México y la K=28 de El Salvador.

2.3. Usos

2.3.1. En la Agricultura

L.os usos de la leucasna en la agricultura son amplios y va~=




riados, destacAndose la utilidad de esta planta como fertilizante or~-
ganico, como sombra de cultivos y en programas de control de la e~
rosién.

a) Fertilizante orgénico

Desde 1900 en Indonesia se ha reconocido a la leucaena como
un fertilizante orgénico y mejorador de suelos en cultivos de café vy
té. El incremento en el precio de los fertil izantes qu{micos, princi~
palmente de los nitrogenados, y la relativa baja disponibilidad de &s-—
tos, creb la necesidad de buscar otras fuentes de aprovisionamiento,
ya que son de gran importancia para la agricultura intensiva.

Algunos trabajos sugieren gque la leucaena puede convertirse
en una de las fuentes renovables de nitr8geno més baratas del mun-
do (7). La fijaciébn de nitr6geno a través de los nédulos de las rai-
ces de la leucasna y la capacidad de éstas para romper capas compac
tas y penetrar en estratos profundos del suelo, les permiten extraer
nutrimentos como nitrégeno, fésforo, potasio y calclo los cuales son
movilizados haclia las hojas en donde se acumutan ( Cuadro No. 1),
Las hojas al caer e tncorporarse al suelo se descomponen en humus,
fertilizando y mejorando sus condiciones f{sicas y biolégicas.

Existen dos formas en que la leucaena puede ser utilizada
sn el mejoramiento permanente de los suelos; una es dejar crecer a
la planta sin perturbarla durante un largo periddo de tiempo para que

la caida de las hojas aumente la materia orgénica del suelo, y por




consiguiente su fertilidad; este sistema es Gtil para mejorar los sue-
los de pastizales o predios agotados por un manejo irracional. El
otro sistema o;s utilizado en las plantaciones de frutales, té y mafz
el cual consiste en intercalar plantas de leucaena a las que se poda
su follaje, incorpor&ndolo al suelo donde se encuentran las plantacio~
‘nes mencionadas. Bajo este sistema la leucaena es capaz de proveer
a los cn:lttvos un considerable volumen de nitrégeno y algo de fésfo-
ro, pudiendo de esta manera sustituirse o al menos reductirse la apli
cactén de fertilizantes quimicos. )

En los experimentos realizados por Guevarra y Brewbaker
en la Universidad de Hawali c;n dos variedades de leucaena, sembra-
das en surcos de 1.0 X 3.0 m. y cortadas a un metro de altura du-
rante un aflo, se obtuvieron més de 550 Kg de N, 225 Kg de POgY
650 Kg de K20 por Ha / afio, en el fouajq cosechado, lo cual demues
tra su valioso potencial ( 8 ). En otros expertmentos realizados por
Guevarra, se sembrS leucaena en surcos a una distancla de 1.5 m.
intercalando un surco de mafz por cada dos de leucaena, con lo cual
cosechb més grano que en un lote fertilizado con 75 Kg de N. ( 9)

El uso de la leucaena como fertilizante y mejoradora del
suelo puede ser importante en el trépico mexicano, principalmente
en las grandes extensiones cerriles de temporal, en donde no es po-
sible el uso de maquinaria y la aplicacion de fertilizantes comercia-

les puede resultar antieconSmico.




) Arbol de sombra

Los primeros informes agron3micos sobre la leucaana, apa
recieron a principios de siglo y se refieren a su Jdtilizacién como ar-—
bol de sombra en plantaciones de café en la isla de Java (10). Es-
te uso ha venido extendiéndose en varios palses asiaticos, gracias a
las caracter{sticas de la leucaena como un arbol ideal para dar sombra
a los cultivos que la requieran.

La compatibilidad de la leucaena con otros cultivos, se debe
en gran parte a las caracter(sticas de crecimtento de su rafz, la cual
penetra profundamente en el suelo, evitando con esto la competencia
por nutrimentos con las raices superficlales de los cultivos a los que
da sombra. La leucaena proporciona bastante sombra, minimiz&ndo-
se el nimero de 4rboles requeridis para este propdsito en cultivos de
café, té, cacao y fibras cuya produccién suele ser mayor cuando son
sombreados por leucaena; ademas dada la resistencla de esta planta
a enfermedades y ataque de insectos, as{ como el necho de no servir
como huésped de plagas y enfermedades que atacan a los cultivos que
da sombra, se disminuyen los riesgos de pérdidas.

En México, solamente en algunas plantaciones de café del
sur de la Replblica se utllizan plantas de leucaena como sombra, las
cuales siempre han sido parte de la vegetacién nativa, no existiendo
ejemplos de cultivos de leucaena como arbol de sombra, no obstante
la importancia que esta planta puede tener en México para este pro-

pésito.
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c) Control de la erosién

L.a leucaena es una planta vallosa en programas de control
de la erosién por las caracter({sticas de su ra(z, a su répldo creci~
miento y adaptacién en terrenos accldentados y r‘ocos?s. El humus
formado por la defoliacién de la planta as{ como el profundo y exten
so sistema radicular de ésta, contribuyen a reduclr la erosién cau-
sada por el agua en suelos sin vegetacién, disminuyendo al mismo
tiempo la evaporacién y conservando més ta humedad del suelo an.

(_as variedades cor)ocldas como " Gigantes Hawaiianas",
son las que mAs ampliamente se utilizan para este fin. Se considera
que esta planta es altamente resistente al viento debido a que su sis
tema radicular le proporciona buen anclaje, sobre todo en suelos PO
rosos, por lo que para controlar la erosidon por la accidén del viento
puede cultivarse esta planta y as{ formar cortinas rompevientos Qo).

En Méxlco la leucaena no ha sido utilizada en programas de
control de la erosién, aungue su ocurrencia en forma natural ha con-
tribuido a este propdsito. Debido a esto, la leucaena deber{a apro-
vecharse racionalmente para obtener los grandes beneficios que pro-

porcionarf{a para el control de la erosidén en Méxlico.

2.3.2. Enla pr;oducclén animal
a) Forraje

La L.eucaena leucocephala es una de las leguminosas tropi-
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cales que bajo buenas condictiones tiene una productividad For*rajgr*a
comparable o superior a la alfalfa (CuadroNo. 2). Los rendimien
tos que se han reportado van de 12 a 20 toneladas de materia seca/
hecténe;a » Que es equivalente a una produccién anual de 800 a 4300
Kg de protefnas/hectirea, cultivada en 'suelos con buen desague y
fértiles, mientras que la produccidn de alfalfa es de 8 a 9 toneladas
de materia seca/ hectarea en las mismas condiciones. Pero en los
suelos tropicales los rendimientos de ambos cultivos se reducen de-
bido a los largos periédos de sequfa que se llegan a presentar, sin
embargo las buenas variedades forrajeras de leucaena dan rendimien
tos anuales de aproximadamente 8 toneladas de materia seca/hect~
rea, mientras que la produccién de alfalfa se reduce hasta 2 a 3 to~
neladas /hectérea ( 12).

El follaje de la leucaena es de gran valor nutritivo como se
muestra en los cuadros Nos, 3y 4, por lo que es un ingrediente valio
S0 en raciones para ganado y aves. Sin embargo, esta planta contiene
en su follaje un aminodcido poco comin que es la mimosina, la cual
Se encuentra en todas las partes de la planta en una concentracién a~
proximada de 2-5% vy tlene efectos téxicos sobre los animales que la
ingteren. I_:as ovejas que no estén acostumbradas a comer leucasna
plerden su laﬁa en 7 o 14 dfas después de haber empezado a alimen~-
tarse con leucaena, y si continda la alimentacién en fuertes dosis se

puede producir la muerte (13 ).
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En aves, una dieta con méas de 20% de leucaena afecta el
emplume, disminuye el crecimiento y retarda su madurez sexual’
(14); en borregos, caballos, conejos y cerdos ocaslona alopecia (15).

Cuando se introdJdce a los rumiantes poco a poco en las pra
deras de leucaena, aumentan los microorganismos del rumen capa-
ces de descomponer la mimosina, de forma que ésta deja de ser un
problema para el animal pastante. El principal si{ntoma de la toxi-
cldad en el rumlante es la alopecia, ademAas de pérdida del apetito,
salivacidn excesiva, falta de coordinacién del paso, engrosamiento
de tas gléndulas tiroides, mal rendimiento reproductor y producclidn
de terneros con bocio que mueren en el momento de nacer (16). Los
efectos téxicos anteriormente mencionados se presentan cuando el
ganado consume mas de un 30% de leucaena en su dieta, por 1o que
eliminando la leucaena los animales intoxicados se recuperan, as{
8o suglere qJe para eliminar el efecto téxico de ésta planta se dé a
los animales combinado con otros forrajes en una proporcién menor
de 30%.

El producto de la descomposicién de la mimosina en el rumen
de los bovinos es el 3,4 dihidroxipiridina (DHP) el cual se ha demos-—
trado como bocibgeno (17), ya que implde la lodinacién de la tirosina
que es el primer paso de la sintesis de la tiroxina que conduce al bo-
cio y a efectos aocundarl‘oa como pérdida de! apstito, mareo e incluso

la alopecia que se observa en bovinos alimentados sdlo con leucaena.
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Por 1o anterior, novillos alimentados con rastrojo de mafz
suplementado con salvado de malz y hojas secas de leucaena mani~
festaron aumentos diarios de pesode 1.0a 1.7 Kg cuando los nive-
1 es de leucaena fueron de 50 y 20% respectivamente { 18 ). También
1 a utilizacién de leucaena como suplemento de la paja de arroz, per-
mitté gananclas dlarias de peso de 0.53, 0.38, y 0.36 Kg/dfa, sumi-
nistrando un 60% de paja de arroz mas 40% de concentrado; 60% de
paja de arroz mas 40% de hojas de leucaena secas, y 10% de paja de
arroz con 90% de hojas de leucaena secas, respectivamente (19).

El alto contenido de protefna de 1a leucaena, la constituye en
un valioso alimento para la produccidn de leche, ya sea asoclada con
gramineas o complementada con concentrados ( 20 ). La utilizacién
de leucaena como sustituto de las fusentes tradiclonales de protefna,
reduce los costos de allmentaclén del ganado. Los experimentos lleva
dos a cabo en el sudeste de Queensland, con vacas pastantes en prade-

ras mixtas de leucaena y panizo verde ( Panicum maxtmum wvar.

trichoglume ) demostraron el potenclal de leucasna, ya que durante

un periodo de nueve meses se obtuvo un rendimiento de 6 290 Kg de
leche/ hactérea con un contenido de 272 Kg de grasa y 215 Kg de pro
tefna (21).°

| Es de gran importancia reallzar una mayor investigacién de
los aspectos mencionados anteriormente » PUesto que la detarminacléon
del manejo mAs adecuado de la leucaena, haré posible su mejor utili~

zacidn,
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2.3.3. Usos forestales

Como especie forestal la leucaena es una planta sumaments
Gtil y puede ser utilizada en programas de reforestacién, as{ como
para la produccién de madera y sus derivados.

a) Repoblacién forestal

Actualmente hay una gran necesidad de proteger las &reas fo-
restalef y de reforestar las &reas devastadas, pero la mayor{a de es-
peciles nativas tardan de S50 a 70 afios para madurar, por lo que se ha

visto la posibilidad de utilizar 1a leucaena en programas de refores-

tacién debido a que es una planta de répido crecimiento, ademés de
que puede crecer en laderas inclinadas, en suelos marginados, en zo-
nas con estaclones secas prolongadas y a que presenta una gran per-
sistencia una vez establecida. Pero existe el {nconveniente de que cre
_ce vigorosamente solo a bajas altltudes,' siendo que grandes extensio-
nes que neceslitan reforestacién se encuentran a elevadas altitudes, re
comendéndose su utilizacidn en zonas que se encuentren a alturas me-
nores de 1000 m. (3000 ft. ). La hibridacién con otras especies de

leucaena tales como Leucaena diversifolia y Leucaena pulverulenta,

representa una alternativa para lograr su adaptacién en estas zonas.

b) Madera

Las varisdades de leucaena arbbérea recientemente descubier-

tas, crecen r&pidamente ( en 6 a 8 afos alcanzan alturas de hasta 18 m)
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por 1o que proporcionan madera que puede ser utilizada para finas de
construcclén, ademas las pruebas iniclales que se han reportado a-
cerca de la calidad de la madera son muy alentadoras por lo que tie-
ne buenas posibilidades para convertirse en una fuente importante de
pulpa y papel. Dentro de estos tipos se encuentra un gran nidmero
de ecotipos mexicanos, de los cuales una variedad recolectada en la
costa de Guerrero denominada " K-8 "' en Hawall es la més sobresa-
liente; en Filipinas se reportan rendimientos de madera para esta va
riedad de 24 a 100 metros clblcos anuales por hectérea ( 22 ).

La madera de leucaena se considera como semidura, facil
de trabajar que puede ser uLilizada para pisos de parquet, postes y
vigas para construcciones a bajo costo. Los &rboles j6venes de leu-
caena pueden ser utilizados para la fabricacién de pulpa para papel,
la cual es de alto contenido en holocelulosa y bajo en sflice, utiliza-
ble cuando se requlera de pulpa de Fibra corta como componente de
la mezcla de pulpas, con rendimiento aproximado de 50%.

Los tallos y las ramas de la leucaena han sjdo util izadas co
mo lefa desde tiempos muy remotos en México, Y a pesar de la for-
ma irracional en que se ha explotado, su capacidad de mgoneraclén'
la mantiene como una de las especies invasoras dominantes en gran-
des extensiones del trdplico sub~hidmedo.

c) Combustible

El valor calor(fico de la madera de L. leucocephala de tres
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afos, se estima en 16 438.4 BTU/Kg y se incrementa con la edad
del drbol, 1o cual significa que menos de 2.75 Kg de lefa de leucae-
na son qulvalentes a un kilogramo de gas licuado de petrleo ( 23 ).

La madera de leucaena constituye un excelente material pa
ra la produccién de carbén, ya que la edad del &rbol estd relaciona-
da directamente con la calidad. El valor calor{fico del carbdn de
leucaene.x es de 25 949 BTU/Kg que resulta inferior en 43% al del gas
ll’quldo. de petrdleo ( 22 ). En Filipinas se han plantado cientos de
hectAreas de leucaena para combustible que se usardn para generar
elect;rlcldad en caso de presentars?2 escasez de petr.‘c’)leo y para pro-
ductir carbon.

.d) Otros usos

Otro aspecto de interés es la posibilidad de hidrolizar la ma
dera de leucaena para producir aziicar, que fermentada se transfor-
ma en alcohol, el cual puede ser usado solo o mezclado con gasolina
como combustible en motores de combustion interna,

Uno de los usos dados a la leucaena en México desde antes
de la conquista, es como hierba medicinal; las cual {dades medicinales
que tienen las semillas de la leucaena sobre parésitos intestinales es
de bastants crédito, su utilizacién mé&s generalizada es para la pre-
vencibn o tratamiento de amibiasis. Recientes investigaciones han

demostrado que 1a mimosina inhibe el crecimiento de bacterias paté—

genas como E. coli y Salmonella thyphtmurium ( 24 ).
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El aprovechamtiento de la leucaena como alimento humano en
México, comprende los retofios de las hojas, los tallos jévenes, las
yemas florales ylas semillas. L.os retofios de las hojas y los tallos
j6ven;as son usados como condimento en los frijoles o en los "tacos".

Las semillas verdes es la forma mAs usual de consumo, ya
sea desprendiéndolas directamente de las vainas con la boca , o utili~
zadas en la elaboracién de salsas y entremeses. |

En la poblacién zapoteca de Tectitldn del Valle a pocos kilb~
metros de la cludad de Oaxaca, se conserva una de las més ahtlguas
tradiciones, consistente en el uso de algunos productos naturales,
entre los que se encuentra el guaje parala coloracién de sarapes.

Para este fin se hierven cortezas y vainas junto con las madelias a
colorear y la tonalidad obtentda que var{a de café a rojo, est& deter—~
minada por el tiempo en ebull ictén yla madurez de \a corteza y las
vainas.

Finalmente las semillas madur-a; son utilizadas en México y
en las Filipinas en la manufactura de artesanfas, como son collares

y pulseras, combinindose para este fin con otras semillas silvestres.

2.4. Antecedentes de {noculacién en Leucaena leucocephala

La leucaena pertenece a la familia Leguminoseae, y al igual
que las otras leguminosas se asocia con bacterias benéficas del sue-—

1o del género Rhizobium . Estos mlcr-odrganlsmos penetran en las
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raicillas jévenes y se multiplican en su interior dando lugar a la for-
macidén de nédulos, asf las bacterias absorben grandes cantidades de
nitrégeno del aire de las capas superiores del suelo y 1o combinan
quimicamente con el hidrégeno (obtenido de carbohidratos proporcto-
nados por la planta) para proddcir compuestos nitrogenados que la
planta necesita para su desarrollo.

.Se ha reportado que 1a asociacién simbibtica Leucaena-Rhi-

zobium es capaz de fijar anuaimente més de 500 Kg de N/Ha/afo ,
due es equtvqlente a 2500 Kg de sulfato de amonlo/Ha/afio (255. Stn
embargo la fijacion de nitrdgeno ocurre solamente si la especie de
Rhizobium correcta esté presents en el suelo, ya que ésta legumi-
nosa en particular muestra una gran especificidad por la cepa'de
Rhizobium que pueda infectaria efectivamente, 1o cual se explica con
detalles mas adelante,

En lugares donde la leucaena crece en forma natural, la bacte
ria se encuentra amptiamente distribuida, mientras que en &reas don
de laleucaena no ha crecido antes, la semilla debe ser inoculada ton
la especie de Rhizobium apropiada antes de la siembra. Las plantas
de leucaena cuando no se encuentran noduladas efectivamente son por
1o general poco desarrolladas, improductivas, de color verde pilido o

. amarillo en su follaje y un contenido bajo de protefnas en el mismo.

El usc de inoculantes en la siembra de leucaena, aunque no

es determinante para su establecimiento, representa un incremento en
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produactividad, especialmente cuando se trata de establecer en prade
ras, por lo que se recomienda ampliamente la inocuiacidn como un
paso de gran importancia para asegurar el establecimiento de esta
leguminosa.

L.a utilizacidn de inoculantes en el trdpico mexicano, se ve
impedida por la poca existencia de éstos en =l mercado, y por los
problemas asociados a estos tipos de suslos que son la de ser gene-
ralmente 4cidos con bajos niveles de Fésforo y calclo, ademAs de con
tener dosis elevadas de aluminio y manganeso, los cuales se han re
portado como factores téxicos que afectan la nodulacién (26).

L.os problemas asoctados al establecimiento de esta planta
en los suelos del trdpico mexicano se explican con mas detalle en la

siguiente secclén.

2.5. Problemas relacionados con la asoctacién Rhlzoblum—lggumlno-

sa y efectos sobre el establecimianto de Leucaena leucocephala

en suelos tropticales,

2.5.1. Especificidad Rhizoblum-huésped

L.a especificidald entre la bacteria de 1os nédulos radiculares
y las leguminosas, puede manifestarse a todos niveles en la asocia-
cidén entre los simblontes, pero las etapas mas importantes son la
infeccidn por Rhizobiumy la efectividad en la fijacién de nitrégena.

Esas especificidades empiezan con diferencias en la estimt_.a_
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lacién de las poblaciones rizosféricas iniciales, de inbéculo aplicado
a la semilla o de cepas nativas en el su2lo, colonizacién de la su-
perficie radicular, las fases de infeccién y desarrollo nodular y fi-
nalmente las respuestas de efectividad en la fijacién de nitrégeno.
También el ambiente puede afectar a cada uno de los simbiontes Yy
obrar entre sl o recfprocamente a todos los niveles de asoclacién,
Para tratar de explicar este aspecto de la asoclacién, hare
mos una breve revision acerca del origen de la simblosis, Las le=

guminosas se dividen en tres ‘subfamilias que son: Caesalpiniaceae,

Mimosaceae y Papilionaceae que contienen aproximadamente de 500

a 700 géneros con 12000 a 17800 especies, segln Norris ( 27 ) la
simbiosis se origind antes de la divisién en subfamilias y no fué una
simblosis especializada, as{ el componente bacterial tamblén se ha
especlalizado y evolucionado con el fin de que las plantas adaptadas
a los suelos mas fértiles requieran un rizobio de crecimiento répldo
productor de acldez, mientras que aquellas especies que conservan
caracter{sticas de las plantas primitivas también retienen rizobtos
de crecimiento lento productores de alcalinidad, por lo que la sepa=-
racidn de los rizobios en los de crecimiento lento productores de al-—
calinidad y de crecimiento rdpido productores de acidez ha sido el
resultado de un proceso de seleccidén debido al medio ambiente.
Mientras que las leguminosas se adaptaron alas condicio—-

nes neutras y alcalinas, su rizobio también desarrollé una habilidad
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para producgr- acidez como mecanismo de supervivencia. Debido a
las variaciones de clima y suelo durante el proceso de evolucién ,no
todas las legwnlnosas tropicales actuales estin adaptadas a su baja
fertilidad y rizobios de crecimiento lento, por ejemplo se considera

la Leucaena leucocephala como una leguminosa tropical, pero viene

de suelos fértiles alcalinos y nodula efectivamente con rizoblos de
crecimiento rapido, productores de acidez. Por lo anterior, se pue—
de criticar la idea muy comin de que todas las leguminosas tropica=-
les del grupo " caupi " requieren de rizobio no especializado de cre
cimiento lento,

De acuerdo a lo anterior, el mismo Norris ( 41 ) considera
que las legumln§sas més primitivas ( Caesalpiniaceae ) tienen un ti-
po de asoclac(én promiscua, es decir tienen una amplia capacidad de
inoculacién cruzada, y que a medida que se aumenta la especializacion
. del huésped se va perdiendo esta capacidad, llegando a adquirir una
gran especificidad por la cepa de Rhizobium originfndose asf el con-
cepto de grupo de inoculacién cruzada, dando por resultado la actual
clasificacién de los rizobios en grupos de inoculacién tales como:
grupo Trébol, grupo Pisum, grupo Phaseoli, grupo Soya, etc.

Lo anteriormente explicado concuerda con los resultados re-~
portados por Trinick ( 28 ) ya que encontrd respuesta ala inoculacién
de leucaena en Areas donde otras leguminosas crecfan y nodulaban vi-

gorosamente sin inoculacibn.
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También las pruebas de Inoculacidn cruzada realizadas en
Brasil por Galli ( 29) con bacterias aisaldas de los nédulos de varias

leguminosas tropicales, mostraron que Leucasna leucocephaia pre-—

senta una gran especificidad por la cepa de Rhizoblum que puede in-
fectarla, ya que unicamente nodula efectivamente cuando se inocula
con bacterias aisladas de la misma especie, pero falla cuando se

inocula con bacterias aisladas de otra especie de leguminosa.

2.5.2, Efecto de la acldez sobre la simblosis Rhizobium~teguminosa

Se sabe que el pH del suelo tiene un marcado efecto sobre
la {niciacidén de la nodulacidén y la eficlencia de la simblosis, ya que
existen diversos estudios acerca del efecto de la acidez sobre los
eventos antes mencionados, por ejemplo: Van Schreven ( 30 ) indica
que el rizoblo sufre alteraciones morfoléglcas en parjuicio de su tn—
fectividad y efectividad bajo condiciones de acldez; Kornelius y Sta-
mmel ( 31 ) reportan que el efecto de la acidez sobre la nodulacion
es en forma indirecta, impidiendo la absorclién de nutrimentos como.
résforo, calcio y molibdeno por la planta, Ming ~Huel (32) tndica
que el efecto de la acidez sobre la nodulacion es por la solubiliza-
cién de elementos téxicos como aluminio y manganeso, 1os cuales

_interfieren en la asimilacién de Fésforo,

Munns ( 33 ) tratando de estudiar el mismo efecto, logrd la
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sobrevivencia del rizobio aislado de Medlcag sativa en soluctén nu-

tritiva cida, mediante la adicién de Indculos masivos del rizoblo, sin
embargo observd que la acidez del medio impedfa el encurvamiento de
los pelos radicales de la planta y que solo se lograba el encurvamien—
to cambtiando el pH de 4.4 a 5.4, posteriormente volvié a bajar el pH
del medio y observd que el proceso de encurvamiento y nodulacién ya
no se detenfa, 1o cual sugiere que la prevencién de nodulacién por efec
to de acidez en soluciones nutritivas puede atribuirse ala prevencién
de una etapa acldo sensitiva que coincide con el encurvamiento de los
pelos radicales y no ser la etapa de multiplicactén de los rizobios la
etapa inhibida como se plensa.

Aunque el mecanismo de la nodulacion de las leguminosas
tropicales es menos conocido, ésta puede ser la forma en que se afecta
la nodulacién debido a la actdez del suelo, ademéas también se sabe que
las cepas de Rhizobium difieren en su resistencia al pH, siendo méas

tolerantes los pertenecientes al grupo "caupi" ( 34 ).

2.5.3., Efecto de! aluminio soluble sobre el sistema simbiético Rhizo-

btum- eggmtnosu.

Aunque los efectos de pH bajo de un suelo, implica general -
ments niveles elevados de aluminto, no hay evidencias de que la tole—-
rancia del rizobio a la acidez implique tamblién tolerancia a concentra

ciones elevadas de aluminio, 1o cual indica que la forma en que afecta
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la acidez sobre el rizobio es diferente a la forma en que afecta =l a—-
luminio. Los resultados reportados por Keyser y Munns ( 35 ) mues
tran que aln las cepas tolerantes a la acidez son sensibles al alumi—~
nio, manifestidndose esto en la reduccién de su velocidad de creci--
miento y en el retardo de la fase lag., Aproximadamente el 40% de
las cepas probadas tolerantes a pH 4.5 no pudieron resistir la toxi—
cidad al aluminio que normalmente se asocia con la acldez dal suelo.

Por otro lado también se sabe que el aluminio tiene efectos
sobre las células radiculares de las plantas a nivel d= divisién celu~
lar, ya que hay evidenclas de que en éstas células se altera la sihte—~
sis de DNA, hay anafases incompletas y separacidn deficiente de las
células ain cuando la réplica del genoma se ha afectuado; por 1o que
se puede ver impedida la penetracion de la rafz en el suelo y la pos—
terior utilizacién de nutrimentos y humedad, fallando el proceso de
infeccién y nodulactén aln cuando la poblacién de la rizésfera pue-
da ser suficientemente grande para proplciarla (36).

Finalmente, C.S. Andrew ( 37 ) indica que los suelos Acl~
dos se relacionan con la baja disponibllidad de calclo y fésforo as(
como altos niveles de aluminio, y la combinacién de estos factores
d& por resultado interacciones nutricionales complejas, que resume
como sigue:

a) Un incremento en la concentracidon de iones hidrégeno en el

suelo, provoca un incremento de aluminio en solucidn y re-~
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duccidn de calclio y Fésforo en solucién del suelo,

b) el aumento de iones hidrogeno y aluminio dafan el sistema
radicular de la planta y reduce la incorporacion y trasloca-
cién de calcio y fésforo por la planta.

c) los bajos niveles de calclo en la planta nuevamente reducen
la Incorporacién de fésforo y ésto acentla la Fijacién del
fésforo en el suelo,

d) el efecto combinado de éstos factores inhiben o minimizan el
inicio de la nodulacién, resultando una baja eficiencia de la
simbiosis Rhizobium-ieguminosa.

e) los bajos niveles de nitrégeno en la planta, reducen los foto-
sintatos y la posibilidad de otro proceso de nodulacién y cre
cimiento.

De lo antes descrito, partid nuestro interés de orientar es-
te trabajo hacla el estudio de la adaptacién, seleccién y nodulacién

de cepas de Rhizobium especifico de Leucaena leucocephala en con—-

diciones de acidez y de altos niveles de aluminio, tanto en prusbas

de laboratorto como de invernadero.




CUADRO No.1, Elementos fertillzantes en follaje de leucaena seca *~*= .

Elemento Porciento de
Nutriente peso seco
Nitrégeno 2.2 +-4.3
*Fbsforo 0.2 - 0.4
*Potasio 1.3~-4.0
Calcio 0.8 ~ 2.0
Magneslio 0.4 -1,0

*Proporcionado principalmente por la formacidn de
micorrizas con hongos del suelo.

CUADRO No. 2. Produccion comparativa entre leucaena y alfalfa
bajo condiciones favorables, **

Leucaena Alfalfa
Materia seca comestible (Ton/Ha) 10 - 20 8~-9
Produccion anual de protefna 600 — 4300 400 -~ 600

( Kg/Ha )

** Tomados de referencia 23




CUADRO No. 3. Composicién qufmica del follaje d2 alfalfa y leucaena
en base seca.”

Leucaena Alfalfa
Cenizas Totales (%) 11.0 16.6
NitrSgeno total (%) 4.2 4,3
Protefna cruda (%) 25.9 26.9
Calcio %) 2.86 a3.15
F&sforo (%) 0.23 0.36
Beta carobtenos (mMmg/kg) 536.0 253.0
Energfa bruta (KJ/kg) 20.1 18.5
Taninos (mg/qg) 10.18 0.13

* Tomado de referencla 23




CUADRO No.4. Composicién en aminoicldos de la protelna da alfalfa
y Leucaena ( mg de aminofcido/ gde N ) *

L.eucaena Alfalfa
Arginina 204 357
Cistina 88 77
Hjstidina 125 138
1soleucina 563 290
L.eucina 469 494
L.isina 313 368
Metionina 100 296
Fenilalanina 294 307
Treonina 231 290
Ttrosina 263 282
valina 338 356

* Tomado de referencla 23
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1. MATERIAL Y METODOS

El trabajo experlmehtal realizado se efectud en varias eta-

pas de la manera siguiente:

3.1. Recoleccién de nédulos, aislamtento y purificacidn de cepas.

Se realizd un recorrido de campo para buscar plantas de
leucaena nativas en los estados de Morelos y Veracruz, con el fin de
localizar y recolectgr nédulos caracterfsticos dz la asoclacidn Rhizo-
bium-leguminosa. Una vez localizadas las plantas se hicleron exca-
vaclones para localizar los nédulos presentes en las raices laterales,
escogléndose los m&s grandes que presentaran una coloracién rosada,
enseguida se recolectaron en un frasco de soluctbn tsoténica estéril,
los cuales posteriormente se trasladaron al laboratorio, para inictar
el alslamiento de la bacteria.

Para efectuar el alslamiento se lavé el nédulo con agua co -
rriente, con el fin de eliminar el grueso de la superficie contamina -
da, después se coloca el nddulo por un Instante en etanol al 95% y -
luego se sumerge en una solucién de H9012 al 0.1% acidificado duran-
te 5 minutos, después se lava con agua destilada estéril por 1o menos -
durante 6 veces.

Una vez realizada la desinfeccion, el nédulo se presiona asép~-
ticamente con dos portaobjetos previamente esterilizados para liberar
el jugo nodular de aspecto lechoso, el cual se toma con una asa y se =

extiende sobre placas de agar extracto de levadura, manitol rojo congo
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( AELMR ) cuya compostcién se muestra en el cuadro No. 5.

Las placas sembradas se incuban a EB‘C dur‘ant:e. 24-28 horas y se,
buscan colonias aisladas a 1o largo de las estr{as, que correspon-
dan al desarrollo esperado de Rhizobium, a las colonias selecclo~
nadas se les hace tincién de Gram para comprobar las caracter{s-
ticas morfoldgicas del rizobio y su pureza, enseguida se siembran
en t:ubog. conteniendo el mismo medio de aistamiento incl tinados, se
incuban a 28°C durante 24-28 horas y se guardan en refrigeracién-
para su posterior uso. El lugar de recoleccion de las cepas.y ca -

racterfsticas del suelo se muestran en el cuadro No. 6.

3.2 Caracterizacidn de las cepas de Rhizobium.

Las sigulentes pruebas realizadas son las qgue se recomlien-
dan para caracterizar a Rhizoblum en forma presuntiva, ademés de
que proporclonan informacién acerca del éomportamlento &cido, al-
calino o neutro de los rizobios. Al mismo tiempo se probaron dos-
cepas proporcionadas por el CIAT y la FM=721 originaria de Tabas-

co*, llevandose a cabo todas las pruebas por triplicado como se des—~

criben a continuaclén,

3.2.1 Crecimiento en medio Glucosa~-peptona agar.

Aunque este medio no es especlfico para Rhizobium, su utill -

*Proporcionada por el laboratorlo de Microblologla de Suelos da FER
TIMEX,
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dad radica en que permite diferenclar a Rhizoblum de otros micro=-
organismos semejantes, que por observacién microscépica pudie ~
ran confundirse con é6l1. En este medio se desarrollan mas rapida-
mente los microorganismos contaminantes que los rizoblos, ademés
se detectan camblos de pH del medlo por el vire del {ndicador, el —
cual vira a amarillo en presencla de acidez y a plrpura intenso en —
presencia de Alcali. La composicién de este medio se muestra en -

el cuadro No. 7.

3.2.2 Crecimiento en medlio de Norris*

Este medlo permite caracterizar a los rizoblos como produc-
tores de acldez , productores de alcalinidad o de comportamiento —
neutro. La composicion de este medio de cultlvo se muestra en el —
cuadro No, 8.

LLa slembra se hizo en tubos de cultlvo con medlo inclinado -
mediante el método de estr{a, enseguida se Incubaron a 28°C duran-
te 28 dfas. Después se adiciond 10 ml de agua destilada estéril a ~
cada uno de los tubos y se dejan reposar durante 24 horas, ensegut-

da se deter mina el pH con el potencidmetro Corning 125,

3.2.3. Crecimlento en medlo de Extracto de levadura, manitol agar
adiclionado de azul de bromotimol .

Este medio cuya composicién se muestra en el cuadro No. 9,

*Tomado de referencila 41.




se utiliza tamblén para observar si las cepas producen &clido o

Alcali en el medio, ya que el indicador adiclonado proporciona un —
cqlor‘ verde esmeralda a pH neutro, si el desarrollo del rizoblo ‘dé
reaccibon &cida el color vira a verde claro o amarillento, mientras
que si da reaccidn alcalina 1o cambla hacla azul, permaneciendo sin

cambio cuando es de comportamiento neutro .

3.3. Efecto del pH, fuente de carbono y fuente de nitrégeno sobre el

crecimiento del rizoblo especifico de L, leucocephala.

E stas pruebas se llevaron a cabo con las cepas alsladas de Mo-

relos, Veracruz yla FM-721, las cuales se siembran en diferentes -

medios de cultivo. La metodologla y composicién de los medios de

cultivo se describen a continuacién,

3.3.1 Preparacién del indculo de Rhizoblum e lnoculacibn de los me-
dios prueba.

Las tres cepas se sembraron en tubos con medio de cultivo ==
1{quido de ELLMR ( Cuadro No. 5), sin Ca(:o3 ni rojo congo para e~
vitar problemas de turbiedad y color en el medio a inocular; se in -
cubaron a 28° C durante 48 horas en agitador Shaker Model G 2a -
180 rpm.

Después se inocularon los medios con cada una de las cepas
propagadas, se homogenizd la suspension v se tomaron muestras —

de 10 ml en condiciones asépticas, con las que se determina namgr-o
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de células viables por cuenta en placa, turbledad y variacién de
PH.

Se {ncubaron los matraces inoculados a 28°C durante 10 dlas en a-
gitacion constante ( 180 rpm ) toméndose muestras cada 24 horas -

en las que se llevan a cabo las determinaciones antes menclionadas.

3.3.2 Medio de cultivo l{quido de Extracto de levadura, manitol pH 7

Se prepard el medio de cultivo como se indica en la secclén -
anterior, se distribuyb en matraces Erlenmeyer de 250 rml, conte -
niendo cada uno de ellos 170 ml aproximadamente los cuales se es—

terilizan a 15 lb de presién durante 15 minutos.

3.3.8. Medlo de cultlvo liquido para adaptar cepas de Rhizobium a la
acidez de pH 4.2°,
L.a composiclon da este medio se muestra en el cuado No. 7 .
El medlio de cultlvo se prepara sin tlamina y blotina, se ajusta el pH
a 4.2 con HCl 0.1 N y se vacfa un volimen aproximado de 170 m! en
matraces Erlenmeyer de 250 ml, los cuales se esterilizan y una vez
frf{os se les agrega la tiamina y biotina en soluctén previamente es—

terilizadas por flltracidn.

3.3.4. Medios de cultivo modificados para adaptar cepas de Rhizo ~
bium a la acidez.
L.a composicién basal de estos medios es la misma que el anterior,

* Tomado de referencia 44,



'solo que la fuente de carbono varfa, en uno de ellos se utiliza mani-
tol y en otro galactosa. El pH da ambos medios se ajusta a 4.2 con
HCl 0.1 N sin tiamina y biotina; se esterilizan en matraces Erlenme
yer de 250 ml y cuando se enfr{an se les adiciona la solucidn de tia-

mina y blotina previamente ester{lizada.

3.4. Pruebas de infectividad de las cepas de Rhizobium en jarras de

Leonard en dondiciones de invernadero.

Para realizar estas pruebas se utilizdé como soporte arena
de rfo tamizada y lavada, con la que se empaca cada una de las ja-
rras tal como se recomienda en el manual de Vincent (38 ), se les
adiciona agua destilada para hwmedecerlas y se esterilizan a 151b
de presiétn durante 3 horas, enseguida se montan las jarras con la
soluclién de Norris para pléntulas cuya composiciéon se muestra en el
cuadro No. 11. Las semillas de leucaena que se utilizaron para rea
lizar estas pruebas son variedad peruana, las cuales se escarifican
con Acido sulflrico concentrado durante 17 minutos y se lavan inme-
diatamente con abundante agua destilada estéril, después se siembran
cuatro semillas en cada jarra.

Cuando aparecen las primeras hojas verdaderas ( aproxima-
damente 14 dfas después de la slembra ), se selecclonan las dos plan
tas mejor desarrolladas, las cuales se (noculan con 1 ml de indculo

el cual contenia 109 rizoblos viables/ml. Al mismo tiempo se hicie-




ron pruebas testigo con plantas sin inocular, la aplicacién de nitrdge

no a los testigos positivos se hizo adicionando 70 ppm de nitrato de
potasio a la solucién de Norris, después de la tnoculacién se agregd
.una capa de arena estéril alrededor de la planta para evitar la con-
taminacién. La duracltén del esperimento fué de 12 semanas, des-
pués de las cuales se procedi§ a evaluar la Infectividad de las cepas
por la nodulacién de las plantas, comparéndolas con las plantas sin

inocular.

3.5. Pruebas de adaptaclén de las cepas de Rhizobium a concentra-

clones creclentes de aluminio en medio de pH &cido.

Debldo a los resultados de crecimiento obtenidos en las prue
bas de la secclé'n 3.3. se selaecciond el medio de cultivo liqujdo ara-
binosa-glutamato de sodio de pH 4.2 ( Cuadro No. 7 ) parallevar a
cabo estas pruebas por duplicado.

Se sembraron las cepas aisladas de Morelos y VVeracruz, la
Tabasco ( FM=721 ), CIAT-1923 y CIAT=-1931, se incubaron a 28 T
durante 72 horas en agitaclén constante ( 180 rpm ) y se determind
el nimero de rizobios viables/ml. También se tomaron muestras de
10 ml que se. inocularon a otra serle de matraces con el mismo me-
dio de cultivo pero con 5 ppm de aluminio, una vez inoculados los ma
traces, éstos se incuabaron nuevamente en las condiciones ya mencio

nadas, determinando cuenta viable al final de la incubacién de cada
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uno de los cultivos., Asf{ se lleva a cabo, por pases suceslvos la a—
daptacién de las cepas a concentraciones crecientes de aluminio ~—
( 1Q, 20,30,40,60 ppm de aluminio ).

La adicién del aluminio se realizd después de esterilizar -
el medio de cultivo, en forma de solucién acuosa de A12(SO)4 este-
rilizada por filtracidn; para controlar 2l descenso de pH al adicionar
la solu;lén de aluminio se agregd al medio verde de bromocresol =-
al 0.5% con el fin de observar la variacion del pH y reajustar el ---
mismo a pH 4,2 con solucidn estéril de NaOH 0.1 N,

En cada adicion de solucibén de aluminio a los medios de =--
‘cultivo, se hizo la cuantificacién del aluminio soluble por el método-
de Aluminén (39), ya qdJe podria precipitar como fosfato de aluminio

y disminuir su toxicidad,

3.6. Comportamiento de las cepas de Rhléobku__n_w con mayor toleran-

cla al aluminto en pruebas de inoculacion con L..leucocephala en

en un suelo de pH Acido y niveles elevados de aluminio.

Este experimento se llevd a cabo con las cepas que presen-
taron mas tolerancia al aluminio en el experimento anterijor, siendo
selecclionadas la cepa Tabasco, CIAT-1923 y CIAT-1931, paralo ——-
cual se utilizaron macetas con capacidad de 1,2 Kg de suelo, con un
disefo de bloques al azhar con tres repeticiones. £l objetivo de este

experimento es el de probar la nodulacién de plantas de leucaena con
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cepas adaptadas a niveles creclentes de aluminio (C A ), y cepas -

sin adaptar ( S A ), utllizndose un suelo &d do proveniente de Tierra

Colorada, situada a 35 Km del puerto de Acapulco cuyas caracter(s—-

ticas f(sicas y quimicas se muestran en el cuadro No. 12.

Dadas las caracter(sticas del suelo, se establecteron los si-
guientes tratamientos:
) Suelo sin tratar o natural (N ) ,

it) Suelo encalado y fertilizado con fésforo (P Ca),
Para ésto se calculd la cantidad de CaCOg necesaria siguiendo al
procedimiento de Mc Keague ( 40 ) que se resume en el cuadro -
No. 13 El suelo de cadu maceta se mezcl§ individualmente con -
el calcio y se llevaron a capacidad da campo dejandolas en reposo
durante dos semanas, después se verifica que el pH del suelo se -
encuentre cercano a la neutralldad, Antes de la stembra se adiclo
na a cada maceta 0, 0205 g de KHQPO 4 que equlvalen a 200 Kg de
P205 / Ha aproximadamente,

i) Suelo fertilizado con fésforo, adicionado de aluminto ( P Al ).
El suelo de cada maceta se mezcla con 0,205 g de KH2?04 y 0.148
de Al2 ( 504 ) 3 equivalente a 200 Kg de P205 / Ha y10 ppm de -
aluminio respectivamente.

iv) Controles nitrogenados.

En este experimento se incluyeron controles nitrogenados corres-

pondientes a cada uno de los tratamientos antes mencionados. Se
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utilizd sulfato de amonlo en solucidn para fertilizar 1os contro-
les positivos, dosificando la solucién 2 semanas después de la
inoculacién de los tratamientos. ELl nivel de nitrégeno adiciona

do fué equivalente a 100 Kg de N / Ha.

3.6.1 Preparacién de la semilla, slembra e inoculacién.

Las semillas de leucaena variedad peruana se escarifica—-
ron cc;n acido sulfGrico concentrado y se sembraron 5 semillas por
maceta, se dejaron durante dos semanas hasta la aparicion de las -
primeras hojas verdaderas en que se seleccionaron las dos plantas
mas vigorosas para efectuar la inoculacién.

El indculo de las cepas se prepard en medio de cultivo liqui-
do ELMR ( Cuadro No. 5), semt;réndose las tres cepas adaptadas -
(C A ) de \a seccién 3.5. ( Tabasco, CIAT-1923 y CIAT-1831 ) en -
matraces Erlenmeyer de 125 ml con med'lo de cultivo, y, en otros -
matraces con el mismo medio se sembraron las misrnas cepas, pe-
ro sin adaptar ( S A ) es declr cepas que se conservaron en refrige-
racién desde su aislamiento y que no han estado sometidas al efecto
del aluminio, los matraces se itncubaron durante 72 horas en agita--
cién constante a 28T y se determind el nidmero de rizoblos viables -
a cada cultivo.

Cada maceta se inoculd con 5 ml del cultivo del Rhizobium ~

correspondiente sobre la superficie del suelo y al ple de lai ra(z de -




las plantas, tap&ndolas inmediatamente con una capa de suelo. L.os
riegos se efectuaron cada tercer dfa a partir del cuarto dfa después
de la inoculacién, con agua de la llave dadas las caracter{sticas del
'suelo, el experimento durd 12 semanas en invernadero a 28 €, des

pués de las cuales se procedid a evaluar el efecto de inoculacién.

3.6.2. Recuperacién del rizobio de ptantas noduladas.

De las plantas nodJladas, se procedis a reallzar el aisla~
miento del rizobio siguiendo el procedimiento descrito en la cessidn
3.1, posteriormente se sembraron las capas aistadas en matraces
con medio de cultivo l{quido arabinosa-glutamato de sodio de pH 4.2
conteniendo 30 ppm de aluminto, los matraces se incubaron a 28 T
durante 72 horas en agitacion constante y se determiné el ndmero de

rizoblos viables/ml de cada uno de los cultivos.
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IV. RESULTADOS.

L os resultados se presentardn de acuerdo al érden en que

se real{zé la parte experimental .

4.1. Alslamiento y purificacién de cepas de Rhizoblum.

Se aislaron dos cepas, una del estado de Morelos y otra del
estado de Veracruz, las cuales al crecer en medio AEL MR formaron
colonias convexas, de 5Srm de difmetro aproximadamente,- de color
rosa claro, transparentes, brillantes y de aspecto gomoso.

L.a observacién microscéplica de ambas cepas correspondid a bacllos
Gram nagativos, pequefios con extremos nédondeados, no mostraron

esporas o cApsulas,

4.2 Caracterizacién de 1as cepas de Rhizoblum.

LLos resultados de esta parte experimental se resumen en -
el cuadro No. 14 , donde se muestra que .las cinco cepas probadas-
crecieron en el medio de glucosa~peptona agar después de 24 horas
de tncubacldén. l.a cepa Tabasco se caracterizd como de reaccién-
neutra y la cepa de Morelos como productora dz acldez en todos tos
medios probados, mientras que el comportamiento de las otras ce~-

pas es variable en cada uno de los medlos.

4.3. Efecto del pH, fuente de carbono y fuente de nitrégeno sobre

el crecimiento del rizoblo especifico de L ,leucocephala.




Las medictones turbidimétricas de los cultivos se muestran

en las figuras No. 1, 2 y 3 en las que se observa que se obtuvieron
mayores valores de D,0O, en el medio de ELMR de pH 7 que en los -
medios de pH4.2 a partir de las 24 horas de incubacién con todas las
cepas probadas. La determinacidon del nimero de rizobios viables -
por ml en los medios de pH 4.2 fué de 101 2 aproximadamente, mien-
tras que en los medlos de ELMR fué de 10% a1 cuarto d(a de incuba--—
cién, como se muestra en las figuras 4,5 y 8. En las mismas figuras
se observa la variacion del pH de los medtos de cultivo durante el ex=
perimento, not&ndose que el pH del medio ELMR pH 7 se mantuvo ~-
cercano a la neutralidad durante las primeros cinco dfas de incuba=--
ctén vy auments a pH 8 después con las tres cepas probadas.
En los medlos de piH 4.2 désnde se utiliz6 arabinosa o galac-
. tosa como fuente de carbono, se present5 un descenso del pH, lle ——
géndose a valores de 2.8 con galactosa y 3.3 con arabinosa a partir
del tercer dfa de incubacién . Sin embargo con manitol como fuente
de carbono se observd la alcalinizacién de los medios a valores de
PH 6.8 al tercer dfa de Incubacién, estabilizdndose el pH en valores
de 6.5, 6.0 y 8.2 con las cepas Morelos, Veracruz y Tabasco res-

pectivamente a partir del octavo dfa de incubacion.

4.4. Pruebas d2 infectividad en jarras de Leonard a nivel de inver-

nadero,

Los resultados de estas pruebas se muestran en la figura -
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No. 7, donde se observan los efectos de nodulacién en las plantas de
leucaena inoculadas con las cepas probadas, obteniéndose mejor afec-
to de nodulactén con la cepa Morelos. No se observé nodulactén en -

los tratarmientos control.

4.5. Pruebas de adaptacién de las cepas de Rhizobium a concentracio-
nes crecientes de aluminio en medio de pH &cido.
Los resultados se muestran en la figura No. 8, en la que se
Observa el efecto del aluminlo sobre la viabilidad del rizoblo a me-
dt&a que se aumenta la cantidad del aluminio soluble en el medio. Se
observaron diferencias en la tolerancia de las cepas al aluminlo, sten
dolas més sensibles las cepas Morelos y Veracruz, afectdndose su =
viabilidad a concentraciones mayores de 30 ppm de aluminio en el me
dio, mientras que con las cepas Tabasco, CIAT-1923 y CIAT~1931 -
se observd un descenso gradual en la pob'laclén de rizobios hasta el -
intervalo de 3045 ppm en que el nGmero se mantiene constante en va-

9

lores de 108 - 10 rizobios viables / ml , implidiéndose su sobrevi -

vencia al someterlas a 60 ppm de aluminio.

4.,6. Comportamiento de las cepas de Rhizobium con mayor tolerancia
al aluminio en pruebas de inoculacién con leucaena, en un suelo
&cido con niveles elevados de aluminio.

El ndmero de rizoblos inoculados a las plantas se muestra en

el cuadro No. 15. Los resultados de nodulacién en suelo natural fueron




negativos tanto en plantas inoculadas con cepas sin adaptar, como
con cepas adaptadas. El crecimiento de las plantas se observd -

muy raquftico llegindose a presentar efectos claros de clorosis-

en éllas, adermAs de que presentaron poco desarrollo de rafces.

En suelo encalado y fertilizado con fésforo ( P Ca ) las ~
pruebas de inoculacién con cepas sin adaptar dieron resultados -
negativos con todas las cepas , mientras que con cepas adaptadas
si se observd efecto de nodulacién en plantas inoculadas con las ce-
pas Tabasco y CIAT-=1923 como se muestra en las figuras Nos, 9-
y 10 . En estas plantas se observd un desarrollo normal de rafces
laterales y da rafz principal , ademés de que no se observan efec-
tos de clorosis.

En las prusbas con suelo fertilizado con f6sforo y niveles
elevados de aluminio ( P Al ) no se observd efecto de nodulacién -
en ninguna de las plantas inoculadas tanto con cepas sin adaptar -~
como cor cepas adaptadas. La caracter{stica principal que presen-
taban todas las plantas incluyendo los controles nitrogenados es que
presentaban alteraciones en la ralz, la cual se observd poco desa-
rrollada, sin raicillas laterales y muy engrosadas como se observa
en las figuras Nos., 11 y 12,

L.as cepas que se alslaron de las plantas noduladas fueron
las de Tabasco y CIAT=-1923 con las que se obtuvieron 10g rizobios
viables / ml en el medio de cultivo liquido arabinosa-glutamato de-

sodio con 30 ppm de aluminio.




CUADRO No.5. Medio de Cultivo Extracto de L.evadura Manitot
Rojo Congo (ELMR )

Manitol 10.0g
Extracto de levadura 3.0g
K2HP04 0.5 g
M@SO,4° 7 HLO 0.2g
NacCl 0.1 g
Ca()o3 3.0¢g
Rojo congo dit (1 :400) 10.0ml
H20 destilada 1000 ml

Se ajusta el pH del medio a 6,9 - 7.0y esterilizar en autocla-
ve a 121 T durante 15 minutos.,

E1 medlo sblido ( AELLMR ) contiene 15 g de agar por litro,




CUADRO No. 6. Sitios de aislamiento d2 las cepas dz2 Rhizoblum

huésped de L, leucocephala y anflisis fisicoqul-

mico d2 esos suelos.,

1. Sitio de alstamiento

Axochiapan,
Morelos
11, Determinacién
Color (base seca) 10 YR 5/1
gris
Color (base himeda) 10 YR 3/1

gris obscuro

pH agua (1 :2.5) 8.0

Textura franco arenosa

M.O. (%) 2.17

NitrSgeno Total (%) 0.127

C.I.C.T, (meq/100 g) 12.0

Fésforo (ppm) 28.8

Aluminio extraible -
(ppPmM)

* Tomada de referencia 45

Jalapa,
veracruz

10 YR 3/2
café obscuro

10 YR 2/2
café obscuro

5.2

franco arcillo—-are
nosa

24.8
1.234

39.1

28.0

16.0

Metodotogla®

Tablas Munsell

Potenclométrica

Bouyucos
waldey-Black
Macroi<jeldan

Calcio-Maesio
verseno

8ray P-i

Alumindn




CUADRO No.7. Medio de Cultivo Glucosa - Peptona Agar (GRA )

Glucosa 10,0g
Peptona 5.09
Agar 15.09
‘Sol. alcohblica de pirpura de

bromocresol al 1 % 10.0ml
H20 destilada 1000 ml

= Disolver el agar y la peptona en el agua y calentar a ebulli-
ctén durante 1 minuto. )

- Agregar la glucosa y el indicador, esterilizar a 16 lbs de

presién durante 15 minutos.



CUADRO No. 8. Medio de Cultivo de Norris

Manltol 10.0 g
Extracto de levadura 3.0g
K HPO, 0.59
M@SO4° 7 HO 0.8 g
FeClg 0.01g
Sol. alcohdlica de azul de

bromotimol al 0.4 % 5.0ml
Agar 20.0g
Hao destilada 1000 ml

Ajustar el pH del medio a 7.2 y esterillzar en autoclave a 15 1b

de preslén durante 15 minutos.




CUADRO No. 9. Medio de Cultivo Agar Extracto de levadura
Manitol adicionado de Azl de Bromotimol

( AELMA, )

Manitol
Extracto de levadura
MgSO4:7 HO

®

NaCl

Sol. alcohfSlica de azul de
bromotimol al 0.5 %

Agar
H:O destilada

5.0 ml
15.0¢g

1000 ml

Ajustar el pH del medio a 7.0 y esterilizar en autoclave a 15 1b
de presibn durante 15 minutos.




CUADRO No. 10, Medio de Cultivo para adaptar cepas de
Rhizobium a la acidez ( Date-Halliday )

KH2F’O4 68.0 mg
K2HF’O4 87.0 mg
CaCly+2 HO 89.4 mg
MgSQO4°7 HO 74.0 mg
FeNaEDTA ) 38.8 mg
MNCl,+4 HxO 0.49mg
ZnS0,4+7 HLO 0.29mg
CuCl,-2 HO 43.0 mg
NasMoO4+ 2 HO 12.0 mg
CoCl,-6 H0 1.2 ug
Glutamato de sodto 220.0 mg
* Tiamina 100.0 ug
* Biotina 250.0 ug
Arabinosa 10.0 g

Agua destilada 1000 ml

Ajustar el pH del medio a 4.2 con HCl1 0.1 N

* Esterilizar por filtracibn




CUADRD No.11. Solucién de Nutrientes de Norrls

KCt 0.141 g
KaHl'-"O4 0.236 g
CaSO4.2 HQO 0.687 g
MgSO4.2 HO 0.380 g
CuSO4 .5 HQO 0.100 mg
ZnS04.7 HO 0.200 mg
MNS0 4.4 H0 2.000 mg
NaMaO 4.2 HLO 0.100 mg
Na 8404.10 HO 2.200 mg
Co0S04.7 HLO 0.020 mg
*FeNaEDTA 1,000 ml
Agua desionizada 1.0001

U
i~

* Preparacidn de FeNaEDTA

1.=Disolver 8,9 g de EDTA Acida en 90 ml de NaOH 1 N
2.~ Disolver 8.34 g d2 Feso4. 7 H20 en 100 ml de agua
3.= Agregar lentamente la sol 1 ala sol 2 y mezclar

4.~ Aforar a 300 ml y guardar en frasco &mbar




CUADRO No. 12. Anflisis fisicoqulmico del suelo de Tierra Colo-~
rada, municipio de Acapulco, Gro.

Determinactén valor
Color (base seca) 5 YR 5/8

rojo amarillento
Color (base himeda) 5 YR 4/6

rojo amarillento

pH agua (1:2.5) 6.8

Textura franco arcillo-arenosa
M.O. (% 0.27
CQI.C‘T. (M/‘m 9) 7085
Nitrégeno Total (%) 0.03
F&sforo (ppm) 1.57

Aluminio extratble (ppm) 30

Metodologfa*

Tablas de Munsell

"

Potenciométrica
Bouyucos
walldey-Black

Calclo-Magnesto
verseno

Macro Hjeldhal
Bray P-1

Aluminén

* Tomada de referencia 45




CUADRO No. 13, CAlculos de requerimientos de encalads del suelo
&cido de Tierra Colorada, municiplo de Acapulco
Gro.

1.~ Se hacen pesadas de 10 g de suelo seco y se colocan en slefe
matraces Erlenmeyer de 50 ml.

2.~ Se adiclona solucién de Ca(OH),0.02 M y agua deslonizada a’
los matraces de la siguiente manera:

Matraz 1 2 3 4 5 6 7
ml HLO . 25 22.5 20 17.5 16 10 5
ml C’(OH)2 0 2.5 & 7.5 10 158 20

- Se tapan herméticamente 108 matraces y se ponen en agitacién

durante una hora.
- Se dejan reposar 5 minutos y se debermlna el pH de cada una
de las suspensiones. '
- Se grafican las lecturas de pH vs. las cantldades de Cn(OH)
adicionadas, y se selecciona el nivel en que el pH del suelo
se neutraliza.

8.~ Se calcula el poder neutralizante de la cantidad agregada de
Ca©H)o como sigue:

PH DATOS
10
ml pH
9 0] 3.2
2.5 6.9
8 5.0 7.0
7.5 7.9
7 »=-=- 10.0 8.3
'. 15.0 8.9
6 ' 20.0 9.4
'
5 ‘
'
.
1 16 20

ml Ca(@H),




a) Obtencién del Factor de conversién de poder neutralizante de Ca(Ol»-{)2
Yy CaCOG

P.M. de CaOH) = 74 g
P.M. de cm:oa2 = 100 g

74 - 100
100 - X X =1.35

Para neutralizar los 10 g de suelo se utilizaron 5 ml de solucidn de
Ca(OH) 0.02M porlo que :
2

749 -1 M ~ 1000 ml
X =0.2M- 1000 ml

X=1,48g

1.48 g - 1000 mt
X -8 ml

X =0.0074 g de (.‘;a(OH)2

b) Conversitn de Ca(OH), a CaCo,

0.0074g (1.35) = 0,0092 g de CaCOg / 10 g de suelo
c) Para nuestro experimento se u_tlllzan 1200 g de suelo, de aquf que:

0.0092 g CaC)Oa — 10 g de suelo
x —1200¢g

X =1.104 g de Cacos/ maceta.,



CUADRO No. 14. Caracterizacion de cepas de Rhizoblum huésped
de L.eucaena leucocephala.

MEDIO DE CUL. TIVO

CEPA GPA Medio de Norris
crec. reaccién reaccién
24 h 48 h

Tabasco - + neutra neutra
Veracruz -~ + neutra poco &cida
Morelos - + &clda &cida
CIAT=-1923 - + neutra poco &cida
CIAT=-1931 - +  neutra poco &ctda

AELMA

reacclén

neutra
neutra
&clda
neutra

&clda




CUADRO No. 15. NGmero de rizobios/ml inoculados'a pléntulas
de Leucasna leucocephala, en condiciones de

tnvernadero,
CEPA rizobios/mt
Tabasco Adaptada 2.5 x 1010
10
Tabasco Sin Adaptar 2.0 x 10
CIAT-1923 Adaptada 2.0x 10'°
CIAT-1923 Sin Adaptar 1.8x10'°
CIAT-1931 Adaptada 1.0x 10'°
1
CIAT-1931 Sin Adaptar 2.8x10 2
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Figura No. 1. Curvas de crecimiento de la cepa Morelos, en
diferentes medios de cultivo (Med.clones turbi~
dimétricas). EL sExtracto de levadira manitol
PH 7, A = arabinosa glutamato pH 4.2, G= ga~-
lactosa glutamato pH 4.2 y M= manitol glutama
topH 4,2
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Figura No.2., Curvas de crecimiento de la cepa Tabasco en
diferentss medios de cultivo ( Mediciones tur-
bidimétricas ) La notactén es igual que la fi-
gura antsrior. '
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Figura No. 3. Curvas de crecimiento de la cepa Veracruz en
diferentes medios de cultivo ( Madiciones turbi-~
dimétricas ). La notacién es igual que 1a figura
anterior.
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Figura No. 4. Vvariaciones de pH en medios de cultivo con di=-
ferentes fuentes de carbono y cuenta viable de
rizobios de la cepa Morelos en esos medios.
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Figura No. 5. Varlaciones de pH en*medios de cultivo con di-
ferentes fuentes de carbono y cuenta viable de
rizobios de la cepa Tabasco en esos medios.
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Figura No. 8. Variaciones de pH en medios de cultivo con di-
ferentss fuentss de carbono y cusnta viable de
‘rtzobilos de la cepa Veracruz en esos medios.
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Figura No. 7. Resultados de pruebas de inoculacién en Jarras de Leonard
con cepas de Rhizabium huésped de L. leucocephala .
a) Plantas {nocuUladas con cepas Veracruz y Moretos
b) Plantas noculadas con cepas CIAT=-1923, Tabhasco y CIAT=16G1
C) Planta inoculada con cepa CIAT-1923 comparada con 1os
testigos con nitrégeno y sin nitrégeno.
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Figura No. 8. Efscto del aluminio sobre el Rhizobium huésped de Leucaena leucocephala

en medio de cultivo arabinosa glutamato de sodio de pH 4.2




ool 14

£y

t‘!""ft?m‘l‘ 4

Sy

e



Figura No, 9. Nodulactén de plantas de L., leucocephala inoculadas
con cepa Tabasco adaptada a la acidez y aluminio, en
suelo encalado y fertilizado con Fésforo.






Figura No. 10. Nodulacion de plantas de L . leucocephala inoculadas
con cepa CIAT-1923 adaptada a la acidez y aluminio
en suelo encalado y fertilizado con fSsforo.
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Figura No. 11. Efecto del aluminio sobre plantas de L . leucocephala
o tnoculadas con cepa Tabasco sin adaptar ala acidez
y aluminto, en suelo con fésforo y aluminio. No se
observa efecto de nodulacién.
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Figura No. 12, Efecto del aluminio sobre plantas de L. leucocephala
inoculadas con cepa CIAT-1931 adaptada a la acidaz
y aluminio, en suelo con fésforo y aluminio. No se
observa efecto de nodulacién.



V. DISCUSION

El criterio hasta ahora establecido de clasificazién de los
rizobios en prod.Jctores de acidez, productores de alcalinidad > de
comportamiento neutro mediante el crecimiento y reaccion que pro
duzcan en medio de cultivo a base de manitol, no coincide al emplear
medios de cultivo con fuente de carbono diferente en este tipo de rizo
bios, y& que en lo's resultados del cuadro No. 14 se observa que las
capas VVeracruz, CIAT-1923 y CIAT-1931 tienen diferente reaccidn
en los medios probados, por lo que no se pdeden clasificar dentro
de los grupos antes mencionados.

El mismo fenbmeno se manifiesta al observar las figuras Nos.
4, Sy 6 en las que al utillzar arabinosa o galactosa como fuente de
carbono en un medio de pH &cido se produce acldez por las tres ce-
pas probadas; sin embargo con el mismo medlo con manitol como
fiente d2 carbono se observa un afecto alcalinizador con las tres ce-
pas.

Por lo anterio surge la preg.nta de qu2 tan vAlidas sean es-
te tipo de pruebas para la clasificacién de los rizobios y si estas re-
presenten el comportamiento original de las cepas o sean producto de
mutaciones en los cultivos, tal como lo indicd Norris en 1865 ( 41 )
‘ya que segin 61, un estudio de éste tipo debe realizarse con cultivos

recientermente aislados, lo cual es poco préctico dada la amplia varie
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dad y distribucién de éstos microorganismos.

Aungue no se sabe si la reacclidon de los rizobios sobre ma-
nitol tenga alguna relacién con su comportamiento en la rizésfera de
la leguminosa, Norris asume que ésta realmente ocurre para poder
formular sus criterios de clasificactén de los rizobios y sus hipdte-—
sls acerca de la importancia ecoldgica y evolutiva de este comporta-
miento mencionadas anteriormente,

L.as mediciones de crecimiento de estos rizoblos por turbi-
dimetrf{a no representan el crecimlento real de los microorganismos,
siendo necesario realizar la determinacién de cuenta viable en placa
para asegurar los resultados, tal como se muestra en las figuras Nos.
1 a 6, ésto podr{a explicarse por la produccién de sustancias de natu
raleza polisacérida por parte de los rizobios en los medios de culti~-
vo con fuentes de nutrimentos complejos tales como extracto de leva
dura, lo que d& lugar a una gran turbiedad en el medio como lo repor
t6 Dudman, W.F, (42)y Kennedy, L.D, (43 ). En este aspecto
también pueden {nfluir las variaciones de pH dal medio para precipi-
tat o solubilizar componentes dsl medlo de cultivo.,

Dado que en los medios de cultivo de pH 4cido el nimero de
rizobtos viables/ml fué de aproximadamente 101 2 con todas las ce~
pas, y enlos medios de ELMR tradicionaimente usado fué de 108,
se sugiere una gran resistencia de €stos microorganismos a la aci~

dez Incluso puede ser un mejor medio de cultivo para la propagacidn,
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lo cual es contrario al punto de vista comunmente acep tado de que

Rhizobium tiene un pH éptimo de crecimiento cercano a la neutrali-

dad. Lo anterior expuesto puede explicar porgue los intentos reali-
zados para aislar Rhizobium de nddulos de Stylosanthes (especialmen

te capitata ) crecida en suelos de pH 4.5-5,5 han sido inlitiles al uti-

lizar el medio de cultivo tradicional de pH 6.8-7.0 ( 44 ),

. En las pruebas de nodulacién en jarras dz l.eonard, se obser
v6 que todas las plantas inoculadas con las cepas presentaron abun-
dantes nédulos de coloracidn rosécea, asl como efectos benéficos al
comparar el tamairio y aspecto de las nlantas noduladas con los trata=-
mientos testigo, por lo que se puede aseg.rar que las cepas dz Rhizo-
bilum probadas son especificas de L. leucocepnala dadas sus caracte-
r{sticas de gran especificidad reportadas ( 28 ).

Los rizoblos de ésta leguminosa toleran grandes niveles de
aluminto soluble en medios de cultivo, comparados con los reportes
g4e existen acerca de éste efecto sobre otros rizoblios as(:; Munns en
1979 ( 35 ) reportd que niveles mayores de 50 uM de aluminio ( 1.8
pPPm de aluminio ) inhiben considerablemente a Rhizobium japonicum
mientras que 10s rizoblos del tipo "caupl" son més tolerantes a asos
niveles. Por otro lado P, Graham ( 45 ) reportd que niveles mayores
de 8 ppm de aluminio soluble tienen un gran efecto inhibitorto sobre

Rhizobium phaseotli.

1}
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Con el procedimiento de adaptacion de cepas a la acidez y el
aluminio se seleccionaron las cepas Tabasco, CIAT-1923 y CIAT-19
31 como las més tolerantes a esas condiciones. Lo anterior se hi-

zo considerando lo que Munns ( 35 ) suglere acerca de que muchas

cepas simbidticamente sensibles a la acidez fallan an suelos acidos
debido a que no pueden crecer y colonizar la rizdsfera del huésped,
lo que puede predecirse por la incapacidad de las cepas para crecer
en medios de cultivo definido de pH Acido con cantidades elevadas de
aluminio, de tal manera que se puede hacer una preseleccién de ce~
pas en el laboratorio para eliminar las cepas sensibles a esas con-—
diciones y trabajar con las cepas que si toleren pH Acido y aluminio
asocliado, con 1a§ que se pueden proseguir los futuros trabajos de
establecimiento de la simblosis en suelos &cidos.

Aunque las cepas de Morelos y Veracruz desarrollaron fa-
vorablemente en condiciones de acidez, fueron mas sensibles al tra~-
tamiento con aluminio, lo cual coincide con lo reportado por Munns
en 1979 acerca de que la tolerancia a la acidez que presentan algu-
nos rizobios no necesariamente implica tolerancia al aluminio(35).

De acuerdo a los resultados obtenidos en las pruebas de in-
vernadero empleando un suelo &cido, se observé que a pesar 'de qdye el
ndmero de Mzob't'osv tnoculados fué grande para poder poblar la ri-

z6sfera y dado que estos rizobios resistieron la acidez y el alumi~

nio a nivel de laboratorio, hubo fallas en la nodulacién d= las plantas
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crecidas en el suelo natural o sin tratamiento, debido probablemente
a deficiencias nutricionales de fésforo dada la pobreza del suelo an
ese elemento, ademAas de un marcado efecto del aluminio sobre las
raices por lo que probablemente no se formaron sitios de infeccidn
v la nodulactén falld.

El efecto del aluminio sobre las ratces es mas claro en las
plantas desarrolladas en el suelo fertilizado con fésforo y aluminio,
en el cual las ralces de las plantas se observan muy afectadas, pre-
sentdndose en ellas poco desarrollo de raices laterales con la raiz
principal engrosada y poco desarrollada; aunque se adiciond fésforo
al suelo, las plantas presentaban sintomas de deficiencias de fésforo
Yy estaban poco desarrolladas, 1o que pudo ser debido a que el alumi=
nio intarfiere en la incorporacién y astmilacién del fésforo por la
planta tal como 10 reportd Andrew, C.S, (37) donde indica que el
efecto pued= ser atribuido a varios eventos qus son: a) precipitacidn
interna de fésforo y aluminio en o sobre las raices de la planta, b)
captacién admentada de fésforo por las ralces sin asimilacién por la
planta ( 46 ) y c) un efecto dual, en el cual ocurre primero una fija—
cldén de fésforo por una reaccldn de adsorcidén—precipitactén en la sy
perficle celular y después una reaccién dentro de 1a célula posible—
mente dentro de la mitocondria (47 ). Por lo anterior, no se forma~
ron sitios de Infeccidn v no se inicid el proceso de infeccidn y nodula

”
cion.



El efec.> de nodulacidén se observd unicarn-nte en las ~lan-
tas crecidas en el suel> encalado v fertilizads con f3sforo, inocula-
das con las cepas Tabasco y CIAT-1923, debido a que el efecto toxi-
co del aluminio se elimina al encalar el suelo, por lo que hubo buen
desarrollo de raices y se llevd a cabo el proceso de Infeccidn y nodu-
lacidn 1o cual coincide con lo reportado por Norris en 1967 ( 48) acer
ca de gue esta planta da una gran respuesta a la inoculacidn en suel 55
encalados,

Por lo anterior, se sugiere que aunque es recomendable lle~-
var a cabo Jn proceso de seleccidn de cepas en el laboratorio en cuan
to a su tolerancla a la acidez y al aluminio, es de esperarse posibles
fallas en las pruebas de nodulacidén en campo debido a que los medios
de culiiv> son medios artificlales de tal manera que el crecimiento
de los rizoblos en estos medios :'\o representa totalmente el compor-
tamiento de los mismos en el suelo, adermas de que en el proceso de
nodulacion hay varilas etapas sensibles a la acldez y la poblacién ade _
cuada de la rizdsfera es sblo uno de los eventos sensibles, deblendo
considerarse también los efectos de la acidez y el aluminio en 2! de-
sarrolio de la planta huésped, con el fin de lograr el establecliniento
de la simblosis en los suelos Acidos.

Al rzzlizar el aislamiento de las cepas de las plantas nodu=-
ladas y crecerlas en el medio de arabinosa~-giutamato de sodio de pH

4.2 con 30 ppra de aluminio se obtuvieron 109 rizobios viables/m! en




los cultivos de las dos cepas alsladas, por lo que se considera que

no perdieron la tolerancia a esos niveles de aluminio, ya que el ni-
mero determinado coincide con lo que se obtuvo al realizar la adapta
cidén de las cepas. Esto puede relacionarse con lo reportado por Key
ser y Munns ( 49) en 1979, acerca de que la tolerancia a la acidez

y al aluminio de los rizobios no implica una variacién genética den-
tro de :ma poblacién dada, que es una caracter{stica estable que per~.

mitird una adecuada seleccidn de cepas que presenten gran toleran-

cia a esas condiciones.




Vl. CONCL.USIONES

)

b)

)

d)

L.os criterios hasta ahora establecidos sobre la clasificacion
de los rizoblos en productores de acldez, productores de alca
linidad o de comportamiento neutro no se aplican confiable-
mente alos rizoblos de esta leguminosa tropical, observan-
dose variaciones en su comportamiento dependiendo de la fuen
te de carbono y nitrfgeno que contenga el medio de cultivo,
por lo que surge la interrogante de que tan representativo sea
el comportamiento de estos rizablos en los medios de cultivo
al compararlio con la actividad que desarrollan en el suelo, y
la verdadera importancia del papel ecolégico que se ha atribui

do a §se comportamiento,

L.os rizoblos de esta leguminosa presentan una gran toleran-~
cla ala acldez de los medios de cultivo de pH 4.2 probados,
obteniéndose un mejor desarrollo de los mlcroor\ganlarﬁos
con respecto al usado tradicionslmente a base de manitol y

extracto de levadura de pH 7,0,

L.a tolerancia que presentan estos rizobios a la acidez no impl |
ca que sean tolerantes al . aluminioc, observindose variabilidad

en la tolerancia de las cepas probadas,

Para evaluar futuros sstablecimientos de leguminosas en sue-
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los Aclidos es necesario realizar un minucioso diagnéstico de
las caracter{sticas fisicoquimicas del sueio, considarand>
principalmente el pH, contenido de fésforo y aluminio como

ya se ha hecho tradicionalmente al encalar los suelos.

e) Debe determinarse el efecto de la acidez y aluminio sobre la
planta que nos {nterese establecer en suelos Acldos y o so-
lo considerar al microorganismo simblonte como determi-
nante para que se lleve a cabo la nodulacién y fijacién de ni-
trSgeno, por lo tanto también es conveniente seleccionar una

variedad de leucaena que resista més los efectos antes men-

clonados.

) El procedimlento de preseleccion de cepas resistentes a la
acldez y aluminio, mediante pases sucesivos en medlos de
cultivo que contengan cantidades creclentes de este elemen-
to, puede ser un método adecuado para aumentar la capaci-
dad de infeccién y nodulacién de estos rizobios, en suelos
&cidos y de esta manera traducirse en una simbiosis altamen

te benéfica o efectiva.
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