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Introduccién

El principal criterio para seleccionar cepas de
rizobio para la produccién de inoculantes es su
efectividad para fijar nitrégeno atmosférico. Sin
embargo, es necesario considerar otros criterios
como la capacidad de las bacterias para formar
nédulos, especialmente en presencia de rizobios
nativos. En efecto, en muchas ocasiones la falta
de respuesta a la inoculacién se debe a la
presencia en el suelo de ese tipo de bacterias
que son competitivas y muchas veces inefectivas
{Weaver and Frederick, 1974). En sintesis, el
éxito de la inoculacién de las leguminosas
depende de la capacidad competitiva del rizobio
introducido para invadir la rizosfera,
multiplicarse y competir con cepas homélogas en
la formaci6n de nédulos. La competencia se
inicia desde el momento en que las bacterias se
encuentran en un mismo ambiente hasta que se
localizan dentro del nédulo (Amarger, 1984). Un
ejemplo de los resultados negativos de esta
competencia es el de las pruebas para aumentar
el namero de nédulos en soya; en este cultivo,
en suelos con poblaciones adecuadas de rizobios
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residentes, las cepas de Bradyrhizobium
inoculadas forman sélo entre 5%y 20% del total
de nddulos de la planta (Weaver and Frederick,
1974).

Ademas de su capacidad intrinseca, existen
factores como exudados radiculares (Trinick et
al., 1983; Amarger, 1981), propiedades quimicas
y fisicas del suelo (Materén and Hagedorn, 1983
y otros microorganismos (Trinick et al., 1983),
que influyen en la capacidad competitiva de la
planta para formar nédulos.

En el estado de Chiapas, México, es comun
utilizar Leucaena leucocephala como
complemento de la alimentacion animal. Esta
especie tiene alto valor nutritivo, es apetecible y
mantiene el peso de los animales en épocas
criticas. Evaluar la capacidad de algunas cepas
efectivas de rizobio para formar nédulos en L.
leucocephala, cultivada en suelos con alta
poblacidn de rizobios nativos, fue el propésito del
presente ensayo.

Materiales y métodos

Localizacién y suelos. El ensayo se realizdé en un
Fluviosol eutrico arenoso del campo
experimental Jericé, del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales y Agropecuarias

con promedio anual de 2000 mm de
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precipitacion distribuida entre mayo y diciembre.
El suelo tiene un pH de 6.4, 1.3% de M.O. y

3.0 ppm de P y contiene 6.4 x 104 rizobios/g de
suelo, capaces de nodular Leucaena.

Manejo de las cepas de rizobio. Se utilizaron las
siguientes cepas de rizobio: (1) ENCB 31, nativay
efectiva, con alta frecuencia de aislamiento en L.
esculenta; (2) ENCB D17, nativa y efectiva,
aislada en la zona donde se realizé el ensayo;

(3) CIAT 0042 (NGR8), efectiva y recomendada
para suelos alcalinos; y (4) CIAT 1967 (TAL
1145), efectiva y recomendada para suelos
acidos.

Para identificar las bacterias dentro de los
nddulos se elaboraron anticuerpos especificos
para cada cepa (Vincent, 1975). Estos
anticuerpos se sintetizaron en conejos y se
tifieron con isotiocianato de fluoresceina (ITCF)
(Kawamura, 1977), sustancia que fluoresce color
verde en microscopio ituminado con luz
ultravioleta (UV). Esta técnica consiste
basicamente en hacer reaccionar un frotis de
rizobios de un nédulo a anticuerpos especificos
marcados con ITCF; después de un lavado
adecuado, el frotis se observa en microscopio
con luz UV. La presencia de coloracién verde
fluorescente alrededor de las bacterias indica la
reaccion del frotis (antigeno) al anticuerpo.

Para determinar si las cepas nativas se
cruzaban en forma antigénica con las cepas del
ensayo, se hizo un estudio-consistente en
cultivar L. leucocephala en macetas con suelo
del sitio experimental. Una vez desarrolladas las
plantulas, se cosecharon 200 nédulos para
efectuar pruebas individuales antigeno-
anticuerpo, utilizando el extracto nodular como
antigeno. Como no se observaron reacciones
parciales, con cada cepa en evaluacion se
prepararon inoculantes con base de turba.

Establecimiento y manejo del ensayo. El drea
del ensayo fue de 1500 m?, dividida en 16
parcelas; antes de la siembra se aplicaron

22 kg/ha de P. Las semillas de Leucaena se
escarificaron en agua caliente durante un
minuto, se inocularon con las cepas
seleccionadas a razén de 2% del peso de las
semillas y se establecieron en surcos
distanciados 1 m. Los tratamientos (cepas de
rizobio) se dispusieron en un disefio de bloques
al azar con cuatro repeticiones.

Cuatro semanas después de la siembra se
extrajeron 200 nédulos de 10 plantas
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seleccionadas al azar en cada tratamiento. Las
pruebas de dominancia de las cepas se hicieron
con cuatro frotis del jugo, los cuales se
evaluaron con los diferentes anticuerpos.

Resultados y discusién

El Cuadro 1 muestra la capacidad competitiva de
las cepas de rizobio para formar nédulos en
Leucaena. La cepa Rhizobium CIAT 1967 dominé
(P < 0.05) en la formacién de nédulos; del 73%
de los nédulos formados por esta cepa, 57%
estaban constituidos por la cepa puray 16% por
una combinacién con una cepa nativa no
inoculada. En dos suelos tropicales diferentes y
en condiciones de manejo similares a las del
presente ensayo, Moawad and Bohlool (1984)
encontraron igualmente un alto poder
competitivo de esta cepa para nodular, aunque el
namero de nédulos formados fue menor.

Cuadro 1. Porcentaje de nédulos formados en Leucaena
leucocephala por cepas de Rhizobium
inoculadas y nativas en el suelo.

Cepas inoculadas NS* ND* Total Cepa nativa
CIAT 1967 57 16 73a** 27
CIAT 0042 27 14 41b 59
ENCB D17 18 1 19¢ 81
ENCB 31 42 12 54b 46

* Porcentajes correspondientes a nédulos sencillos (NS), que
contienen una sola cepa inoculada, y a nédulos dobles (ND), con
una cepa inoculada y 1ina cepa nativa.

** Valores en una misma columna con letras iguales difieren en
forma significativa (P < 0.05), segin la prueba de Duncan.

La cepa Rhizobium CIAT 0042, recomendada
para suelos alcalinos (Wijewardene and
Waidyanatha, 1984), se encontré Gnicamente en
41% de los nédulos. Esta baja competitividad se
debid posiblemente a su faita de adaptacién a
estos suelos, ligeramente acidos, o a la alta
competencia de las cepas nativas.

La cepa Rhizobium ENCB 31 fue bastante
competitiva y se encontré en el 54% de los
nédulos, de los cuales el 12% fueron de doble
infeccién. Esta bacteria se aislé en el Laboratorio
de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas a
partir de nédulos de L. esculenta recolectados en
el Estado de Oaxaca, lugar de origen de
Leucaena, y mostré una alta tasa de aislamiento
y competitividad en condiciones controladas
(Valdez-Jiménez, 1988).
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La cepa Rhizobium ENCB D17 fue aislada de
nédulos de L. leucocephala recolectados en la
regién donde se realizé esta ensayo; sin
embargo, su capacidad para formar nédulos,
inclusive en las plantas inoculadas, fue escasa e
inferior al de las cepas nativas.

Conclusiones

Los resultados del presente ensayo muestran
que en condiciones de campo L. leucocephala
puede responder en forma diferente a la
inoculacién en invernadero. En éste, las cepas se
manifiestan efectivas; en el campo, al
introducirse en las plantas, se encuentran con
bacterias nativas homélogas que compiten en la
formacién de nédulos, pero son menos efectivas
que las cepas inoculadas.

La técnica de inmunofluorescencia permitié
detectar un alto nimero de nédulos con
ocupacién doble, es decir, formados por dos
cepas diferentes de Rhizobium, lo cual indica la
alta competitividad de algunas bacterias en el
proceso de nodulacién. Se confirma la alta
competitividad de la cepa de Rhizobium CIAT
1967 (TAL 1145); se encontré también que la
cepa ENCB 31 es competitiva.

Summary

The effectiveness of Rhizobium strains ENCB 31,
ENCB D17, and CIAT 0042 and 1967 (TAL 1145)
to form nodules in Leucaena leucocephala was
evaluated in a sandy Fluviosol of the Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales y
Agropecuarias (INIFAP), Chiapas, Mexico, at

40 m.a.s.l. and 2000 mm precipitation. Bacteria
within the nodules were identified with specific
antibodies, which were stained with fluorescein
isothiocyanate for their microscopic identification
under ultraviolet light. Four weeks after planting
L. leucocephala, 200 nodules were extracted
from 10 plants selected randomly in each
treatment (Rhizobium strains). Strain dominance
was determined in smears of the nodular juice
(antigen), which were tested with different
antibodies.

Rhizobium strain CIAT 1967 was dominant,
with 57% of nodules; CIAT 0042 was found in
41% of the nodules; ENCB D17 in 18%; and
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ENCB 31 in 42% of the nodules. Results showed
that rhizobium strains compete with native
strains in the field in nodule formation.
Immunofluorescence allowed the detection of a
high number of nodules with double occupancy,
that is, formed by two rhizobium strains.
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