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leucocephala (Lam) of Wit).
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Resumen

Con el objetivo de evaluar el efecto de la inoculacion de cepas de Rhizobium
nativas e introducidas sobre la fijacion de nitrégeno en Leucaena leucocephala,
se procedio a aislar dos cepas nativas de dos plantaciones de Leucaena leucocephala
(Lam) Wit. ubicadas en el Municipio San Francisco del Estado Zulia, con
coordenadas 10°33’ latitud Norte, 71°39' longitud Oeste. Se evaluaron 5
tratamientos de inoculacién, un control sin inoculacion, dos cepas nativas aislada
del mismo suelos empleado en el ensayo y las cepas introducidas C.CUB.; CCly
CC2. El disefio utilizado fue un completamente al azar, con 12 repeticiones por
tratamiento, se realizaron 3 muestreos cada 30 dias, cosechando 4 plantas por
tratamiento. Se midid el nitrégeno en la materia seca aérea (NitA), nitrégeno en
la materia seca radicular (NitR), nitrégeno en la materia seca total (NitT), y el
numero de nddulos promedio por tratamiento (NNOD). En cuanto al NNOD no
se encontraron diferencias para los muestreos (M1) y (M2) pero si para el
muestreo 3 (M3) (P<0,001) con valores respectivos de 8,14, 10,37 y 5,35 NNOD/
pta. Los tratamientos CNT1y CCUB. presentaron el mayor nimero de nédulos
con 10,30y 12, 10 NNOD/pta, respectivamente (P<0,05), las cepas nativas fueron
capaces de producir nodulacién, mostrando diferencias en sus habilidades al nodu-
lar la Leucaena leucocephala. Las plantas inoculadas presentaron valores NitA
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de 1,90, 2,08y 3,96 mg N/pta. para los muestreos M1, M2y M3, respectivamente
(P<0,01), siendo M2 estadisticamente superior a M1 y M2 . Para el NitR se
encontré que se incremento en la medida que la planta crecia siendo sus valores
de 0,55, 1,32 y 2,51 mg N/pta. respectivamente para M1, M2 y M3 (P<0,01).
Destaca CNT2 la cual presentd el mejor promedio de NitR para M1y M2 (P<0,01).
Palabras clave: Leucaena, Rhizobium, inoculacion, cepas nativas, fijacion de
nitrégeno

Abstract

The study was with the objective to study the effect of the inoculation of
stumps of introduced Rhizobium and isolated native stumps of two plantations of
Leucaena leucocephala (Lam) Wit. The experiment was located in the country
San Francisco of Zulia state located at 10°33 * North, 71°39 * NW, 5 inoculation
treatments were mounted with the introduced stumps C.CUB.; CC1 and CC2,
and with the native isolated CNT1 and CNT2 plus a control without inoculation.
A complete random design was used with 12 replications by treatments; they
were evaluated through 90 days harvesting 4 plants every 30 days, for a total of
3 samplings. The production of nitrogen in the MSA (NitA), nitrogen in the MSR
(NitR), total nitrogen (NitT) and the number of nodules average for treatment
(NNOD), were evaluated. There not differences for the samplings 1 (M1) and 2
(M2) but for the sampling 3 (M3) (P < 0.01). The inoculated plants showed incre-
ment in NitA starting from M2 (P < 0.05). For the NitR their stands out CNT2
which presented the best average for M1 and M2 (P < 0.01).

Key words: Leucaena, Rhizobium, inoculation, native stumps, nitrogen fixa-
tion

Introduccion

Se denomina fijacion de nitrégeno los que se lleva a cabo el proceso de
al proceso por el cual diversos fijacion del nitrégeno elemental.
organismos procariotes, bien en forma La Leucaena es un género de
libre, o formando asociaciones arboles tropicales que pueden
simbidticas, reducen el nitrégeno molecu- establecer una relacion simbidtica con
lar (N,) a Amonio (15). Bajo condiciones rizobios (13, 14); las investigaciones en
limitadas de nitrogeno en el suelo, las la etapa de vivero, especialmente los

bacterias pertenecientes a los géneros mecanismos de la nodulacién, se hacen
Rhizobium, Bradyrhizobium vy necesarias para conocer los factores
Azorhizobium (colectivamente que limitan su crecimiento inicial y

denominadas rizobios), son capaces de lograr con ello un uso mas extensivo
establecer conjuntamente con el de dicha especie. Se ha observado en
hospedero: las leguminosas, estructuras estudios de nodulacion en L.
especializadas denominadas nédulos, en leucocephala que solo nodula con cepas
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aisladas de ellamisma (20). Esta planta
presenta alta especificidad en sus
requerimientos de rizobios, ya que no
todas las cepas que la nodulan pueden
producir una eficiente fijacién del
nitrégeno atmosférico (31,38), y esto es
un factor limitante para su
establecimiento. Una posible
explicacion a ésta situacion ha sido
atribuida en parte a la especificidad del
Rhizobium y a la presencia de
compuestos fendlicos en extractos de
raices de Leucaena. Se plantea la
especificidad del Rhizobium loti para
la Leucaena (20), también se sefiala a
Rhizobium tropici (42).

Se ha encontrado que la L.
leucocephala presenta una pobre
nodulacién natural mostrando
diferencias significativas en el
contenido de nitrégeno entre los
tratamientos con nitrégeno y sin
nitrégeno, concluyendo que las cepas
de Rhizobium existentes de forma
natural en el suelo no presentan una
accion efectiva en el proceso simbidtico
leguminosa- rizobio (39). Iguales
resultados se obtuvieron (40), cuando
estudiaron la nodulacién con cepas
nativas en leguminosas tropicales,
entre ellas la leucaena, la cual no
nodulé o presentd pobre nodulacion,
dicho resultado se lo atribuyeron auna
posible especificidad de Rhizobium loti
y al retardo inicial en el desarrollo y
crecimiento de la leucaena, lo cual
segun ellos pudo afectar la formacion
de nédulos. También se ha reportado
(29), una diferencia entre los ecotipos
de Leucaena CIAT 7984y CIAT 1723
en cuanto al nUmero y tamafio de los
nodulos. Se observa que el grado de
asociacion esta dado en funcion de la
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cepa o raza de Rhizobium y el genotipo
de la leguminosay que existe un efecto
tanto del genotipo de la leguminosa
como de las condiciones de fertilidad
del suelo para maximizar la eficiencia
de las cepas de rizobios en la fijacion
del nitrégeno atmosférico (10).

Las cepas nativas de Rhizobium
pueden ser aisladas usando la planta
huésped como un agente de seleccion,
ya que bajo condiciones adecuadas para
el crecimiento de la planta, los rizobios
nativos formaran ndédulos en las raices
de la planta (19, 37). No parece ser
posible predecir la efectividad de un
sistema simbiodtico leguminosa -
Rhizobium con base a la taxonomia del
hospedero, o al habitat de la cepa que
ha sido aislada, si se tiene la necesidad
de seleccionar cepas en ciertas
combinaciones de leguminosa — suelo,
es preciso obtener un rango de cepas
“probablemente” efectivas y luego
llevar a cabo una prueba de seleccion.

El proceso de fijacién de nitrégeno
entre las leguminosas y los rizobios no
da como resultado una fijacién
indiscriminada del mismo, sin em-
bargo parte de este puede resultar en
exceso siendo excretado o transferido
al exterior de las raices de la
leguminosa (5), en tal sentido se ha
demostrado que las leguminosas
tropicales y subtropicales en una buena
simbiosis con rizobios son capaces de
fijar de 40 - 210 kg N/Ha/afo (13,39) y
una plantacién de L. leucocephala en
excelentes condiciones hasta 500 kg N/
ha/afio (24) el cual puede ser
aprovechado por otras plantas que
crecen alrededor de éstas. El objetivo
del presente trabajo es conocer el efecto
de la inoculacién de cepas nativas e
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introducidas sobre el contenido de
nitrégeno en plantas de leucaena en
los primeros 90 dias de crecimiento

durante la etapa de vivero utilizando
un suelo con bajo contenido de fosforo
y nitrégeno.

Materiales y métodos

El ensayo se realiz6 bajo
condiciones controladas, en un
cobertizo con techo de vidrio que
permitia pasar la luz y evitaba el agua
de lluvia. El suelo empleado en ésta
investigacion se obtuvo en el municipio
San Francisco, del Estado Zulia,
climatolégicamente ubicado en una
zona con precipitacion media anual de
450 mm y una temperatura promedio
de 28 °C, la evaporacion media anual
llega a valores de 2100 mm., bajo
condicion de bosque muy seco tropical
(12, 28).

El suelo esta caracterizado por
presentar en la parte superior,
areniscas friables de color pardo
amarillentoy de textura media gruesa,
con algunas capas de limolitas pardo
grisaceasy arcillas de color pardo que
pueden ser duras y ferruginosas. Se
clasifican taxonémicamente estos
suelos como Typic Haplargid, familia
francosa fina (21), presenta un
horizonte argilico. Del analisis de suelo
se obtuvo que las caracteristicas fisicas
y quimicas son las siguientes: 81,25
% de arena; 14,85 % de limo; 3,90 %
de arcilla; clase textural AF, 13 %
saturacion de humedad; 2,50 — 1,80
C.1.C. (Meq/100g); 6.7 pH (1:2); 0,16
salinidad (ds/m); 0,7 % materia
organica; 20 ppm fosforo; 91 ppm
potasio; 1039 ppm calcio; 70 ppm
magnesio. El suelo, en su perfil se
presenta como un suelo de baja
fertilidad natural al compararlo con los
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valores estimados para suelos de
textura gruesa. Los valores medios de
fosforo y calcio se pueden deber a
efectos de fertilizaciones, ya que en
reportes de andlisis anteriores (28)
presentan valores muy bajos.

Cepas de Rhizobium
utilizadas en el ensayo.

Cepas Nativas. Se aislaron de
dos muestras de suelos tomadas en dos
parcelas establecidas de leucaena, de
las cuales una se maneja en
condiciones de secanoy la otra esta bajo
riego durante el periodo seco. En ambas
parcelas se hizo un muestreo al azar
de suelo cercano a las raices de 5
plantas con la finalidad de asegurar la
presencia de Rhizobium, mediante la
técnica para muestro de raices
propuesta por Shuurman vy
Goedewaagen (33). De la primera se
aislo la cepa (CNTL1) y de la segunda
la cepa (CNTZ2). Las cepas nativas de
Rhizobium fueron aisladas usando la
planta huésped como un agente de
seleccion. Para la seleccion de los
nédulos y su posterior proceso de
esterilizacion, se siguié la técnica de
Weaver y Gaham (43); los nédulos
obtenidos en esta primera etapa se
seleccionaron por sus tamafios
grandes, de buen aspecto y color
rosado, buscando la mayor diferencia
posible entre los nédulos.

Cepa Cubana. Identificada
como (C.CUB), donada por la Estacién
Experimental “Indio Hatuey” de Cuba
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y probada con éxito en la nodulacion
de la leucaena en suelos &cidos. Esta
cepa se utilizé como testigo
representativo de aquellas cepas de
Rhizobium que han sido introducidas
al pais como promisorias para ser
utilizadas en la inoculacion de
leucaena. Esta muestra inicial se
sembré mediante rallado de la
superficie de 10 capsulas de Petri que
contenian medio de cultivo Agar Rojo
Congo. Las capsulas fueron incubadas
a 30 °C, por un periodo de 7 dias. De
éstas 10 céapsulas de Petri se
seleccionaron, para seguir la
purificacion, aquellas 3 que
presentaron las caracteristicas mas
homogéneas descritas para las colonias
de Rhizobium (43).

Cepa ULA. Se obtuvieron dos
cepas provenientes de dos inoculos. La
cepa fue adquirida como especifica para
la leucaena (Rhizobium loti),
preparado por el Laboratorio de
Boténica de la Facultad de Ciencias de
la Universidad de los Andes. Se tomé
1 g de cada inoculo comercial y se
diluyeron por separado en 10 ml de
agua esterilizada y asi sucesivamente
hasta realizar una dilucién de 10+, esto
fue necesario debido a que en un primer
intento de aislamiento se observod
contaminacién de diversos hongos y
bacterias, lo cual dificultaba el
aislamiento de las cepas de Rhizobium
por contaminacion del inoculo. De la
cuartadilucion realizada se tomé una
muestra con el asa de platinoy se llevo
a la siembra en capsulas de Petri
mediante rallado de la superficie de la
capsula, incubando por un periodo de
7 dias a 30 °C, seleccionando las
posibles colonias y siguiendo un
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proceso de aislamiento y purificaciéon
22)

Tratamientos evaluados y
disefo experimental. El disefio ex-
perimental consisti6 en un
completamente al azar con un total de
6 tratamientos con 12 repeticiones cada
uno, siendo los tratamientos: 1) cepa
comercial aislada por la ULA = (CC1);
2) cepa comercial aislada por la ULA
= (CC2); 3) cepa nativa aislada de la
parcela 1 (sin riego) = (CNT1); 4) cepa
nativa, aislada de la parcela 2 (bajo
riego) = (CNTZ2); 5) cepa (C CUB.); 6)
siembra de semillas esterilizadas sin
inoculacion como Testigo. Se realizaron
3 muestreos, a los 30, 60 y 90 dias
después de la siembra, en cada
muestreo se cosecharon 4 repeticiones
por tratamiento.

Variables medidas.

NUamero de nédulos
promedio por planta. Se procedié
a contar manualmente el namero to-
tal de no6dulos (NNOD), por
tratamiento y se expres6 en nimero
de nédulos promedios por planta.

Contenido de nitrégeno. El
contenido de nitrogeno, se midio
utilizando el método micro-Kjeldhal y
se expresd en mg N/ g de materia seca
por planta para la materia seca aérea
(MSA), materia radicular (MSR) y
materia seca total (MST). Se determiné
el Indice de Eficiencia de la Inoculacion
(1El), segun la metodologia de
Sylvester et al (35).

Analisis Estadistico. Se
realizaron a través del procedimiento
de Proc GLM del Sistema de Andlisis
Estadistico computarizado (32), para
las pruebas de analisis de la varianza,
y para las pruebas de medias se realizd
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el procedimiento LSMEANS vy
Correlacién con el procedimiento

PROC CORR del mismo paquete
estadistico.

Resultados y discusion

Numero de N6édulos (NNOD).
En el cuadro 1 se muestran los
resultados obtenidos en cuanto al
numero de nddulos para los distintos
tratamientos en los tres muestreos
realizados.

Este indicador fue afectado
significativamente por los diferentes
tratamientos de inoculacién (P<0,01).
En el primer muestreo no se
encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos de inoculacion,
pero si entre estos y el control. EI
tratamiento mas favorable fue CNT2
con un promedio de 13,66 + 4,93
nddulos/planta. Para el segundo
muestreo, el promedio mas favorable
lo obtuvo el tratamiento C.CUB. con
promedio de 18,25 + 8,14 nd6dulos/
planta, y no presentd diferencias

significativas con los tratamientos
CNT1,CNT2y CC1, los que superaron
al tratamiento CC2, cuyo promedio fue
superior al control. Para el tercer
muestreo, el mejor promedio fue del
tratamiento C.CUB. con 8,00 * 2,00
nodulos/planta, seguido por los
tratamientos CNT2y CC2, los cuales
no presentaron diferencias
significativas entre si, siendo sus
promedios superiores al alcanzado por
los tratamientos CNT1 y CC1, los
cuales superaron al tratamiento con-
trol.

Al analizar el nimero de nédulos
promedio por planta y muestreo, se
encontraron diferencias altamente
significativas (P<0,001). El primer y
segundo no presentaron diferencias
significativas entre si (8,14 y 10,37

Cuadro 1. Numeros de nédulos promedio (NNOD/pta.).

Tratamientos Muestreo 01 Muestreo 02 Muestreo 03 Promedio
por
tratamiento

Control 0,00+0,00° 0,00 +£0,00° 0,00 +£0,00° 0,00°¢
CNT1 6,75+2,872 12,75+0,962 3,67+0,58° 10,302
CNT2 13,66 +4,932 16,25+10,532 5,67 +1,532 9,91°
CC1i 10,25+8,182 10,50+ 2,082 5,25+0,50° 8,67°
cc2 9,50+4,932 450+2,89° 6,00 + 2,00 ® 573 b
C.CuB 8,00+4,362 18,25+8,142 8,00 +2,002 12,102
Promedio 8,142 10,372 5,35¢°

por muestreo

Medias con igual letra en la misma columna no presentan diferencias significativas (P<0,01)
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nod/pta. respectivamente), pero fueron
mayores al promedio alcanzado en el
tercer muestreo (5,33 nod/pta.). En el
primer muestreo se pudo observar que
todas las plantas presentaban sus
cotiledones, lo cual pudo afectar la
respuesta de la planta en la nodulacion
con las distintas cepas de Rhizobium
inoculadas. Durante el tercer muestreo
se presenté un ataque de un insecto
defoliador (Acrididaea8) en la parte
aérea de las plantas, con el nicho en
las raices, el cual solo pudo ser
detectado al momento del muestreo de
las mismas, esto pudo causar una
disminucion del nimero de nédulos.
Los resultados obtenidos en los tres
muestreos muestran diferencias
(P<0,05) entre los tratamientos, los
tratamientos C.CUB y CNT1 no
presentaron diferencias significativas
al alcanzar 12,10 y 10,30 nod/pta,
respectivamente, sus promedios
superaron a los tratamientos CNT2,
CC2y CC1 con promedios de 9,91, 8,56
y 5,73 nod/pta, respectivamente,
superiores al control que no presenté
nédulos durante los 90 dias de ensayo.
El nimero de nédulos alcanzados por
los distintos tratamientos en los
muestreos realizados demuestra la
infectividad de las cepas inoculadas en
las plantas de leucaena. Las cepas
CNT1 y CNT2 demostraron tener
diferencias en la habilidad para nodu-
lar la leucaena a pesar de haber sido
aisladas de suelos préximos, esto
demuestra lo planteado por algunos
investigadores (1,22,35), que sefialaron
que en la mayoria de los suelos se

pueden encontrar poblaciones de
rizobios indigenas, los cuales seran
diferentes en su habilidad para infectar
la leucaena de acuerdo a las
condiciones guimicas y fisicas de suelo,
asi como debido al proceso lento de la
seleccion natural a que estan
sometidas bajo condiciones de estrés y
a las excreciones de sustancias
realizadas por las raices como
flavonoides y glicoproteinas que atraen
o seleccionan las diferentes cepas de
Rhizobium que habitan la rizosfera de
éstas plantas. La seleccion de cepas,
realizada con base en las condiciones
de manejo, permiti6 obtener dos cepas
diferentes en su habilidad para infectar
la especie hospedera, ratificando lo
sefialado anteriormente. Lacepa CNT1
presenté promedios de nodulos
similares con la cepa C.CUB., la cual
se recomend6 como infectiva para la
nodulacién de la leucaena, laCNT2, a
pesar de no haber alcanzado el
promedio de la cepa C.CUB., superé a
las cepas CC1ly CC2, lo cual evidencia
que es posible el aislamiento de cepas
nativas de aquellos suelos donde se
piensa establecer leucaena vy
reinocularla sobre ésta para garantizar
una infectividad en el tiempo, sin
necesidad de alterar las condiciones
quimicas del suelo para la inoculacién
de cepas aisladas de otros sitios.

Los promedios de nédulos por
planta observados cuyos valores medios
no superaron los 18,25 en las
condiciones del ensayo, fueron bajos en
todos los tratamientos. Esto pudiera ser
atribuido a varios factores, entre ellos

§ Acrididaea: insecto ortoptera saltamontes de antenas cortas, fitofago voraz, de habitos
nocturnos, coloca huevos en galerias en el suelo y eclosionan cuando la humedad vy la

temperatura son favorables.
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al pobre desarrollo mostrado por la
leucaena durante los 90 dias de ensayo,
donde se alcanz6 presentaron una
altura maxima de 23,88 cm (cuadro
2); esto concuerda con lo sefialado por
Veasey et al (40), quienes expresaron
que la baja nodulacién natural
observada en leucaena en la etapa de
establecimiento, pudiera ser
consecuencia del retardo inicial en el
desarrollo, ya que el proceso simbiético
esta estrechamente relacionado con la
magnitud total de crecimiento
alcanzado por la planta huésped, lo cual
puede ser consecuencia de la
produccion de fotosintatos (5).
Existen varios factores que
pueden afectar el proceso de fijacion del
nitrégeno atmosférico, sefialando en-
tre estos a los edéficos (11, 17, 30, 36,
41). Las condiciones quimicas del suelo
utilizado también pudo limitar las
respuestas de las plantas a la
inoculacion, ya que el mismo presenté

alto de calcio y fosforo ligeramente
debajo de los requerimientos, lo cual
pudo limitar o dificultar la
multiplicacion de los Rhizobiumen el
suelo y por ende causar una
disminucidén progresiva de las
unidades formadoras de colonias de
dicha bacteria. Esta afirmacion coin-
cide con lo sefialado por otros autores
(34), los que relacionaron los nutrientes
minerales con la fijacion de nitrégeno
atmosférico en la fase de crecimiento
de la planta hospedera, el crecimiento
y sobrevivencia del Rhizobium, y la
fijacion, crecimiento y funcionamiento
del ndédulo.

En el caso especifico del analisis
de los niveles de calcio, se encontré que
los niveles del mismo superan la
capacidad de intercambio catiénico del
suelo, la cual es de 2,50 meg/100 g,
esto indica que los niveles de
saturacién con este mineral son
extremadamente altos. Esto concuerda

bajo contenido de materia orgéanica, con lo sefalado por otros
Cuadro 2. Nitroégeno en la materia seca aérea (mg N/g).
Tratamientos Muestreo 01 Muestreo 02  Muestreo 03 Promedio
por
tratamiento
Control 1,33+1,172 1,25+0,46¢ 1,51+1,10° 1,36¢
CNT1 1,88+0,602 1,51+0,71* 2,08+1,14° 1,82 °
CNT2 2,05+0,332 3,88+0,902 3,99+3,17% 3,312
CC1 1,35+0,712 1,97 +0,733° 6,29+2,462 3,202
cc2 2,27+0,902 1,67 +1,25% 3,44+2592 2,46°"
C.CuB 2,52+0,832 252+0,62% 485+1,402 3,302
Promedio
por muestreo 1,90 b 2,08°" 3,96 2

Medias con igual letra en la misma columna no presentan diferencias significativas (P<0,01)
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investigadores, quienes observaron,
que cuando este se aplica en cantidades
superiores a 0,5 ton/ha se afecta el
crecimiento inicial de la planta de
leucaena, lograndose plantas de poca
altura y de escasa nodulacion
(3,16,23,26).

Contenido de nitrégeno.

Nitrégeno Aéreo (NitA). Al
analizar el efecto de la inoculacion de
las cepas sobre el contenido de nitrégeno
(N) en la parte aérea como promedio
para los tres muestreos (cuadro 2), se
observé que hubo diferencias
significativas (P<0,01) entre los
tratamientos. C.CUB., CNT2 y CC1
no presentaron diferencias
significativas entre si con valores de
3,30; 3,31y 3,20 mg N/g. de MSA,
respectivamente para cada uno, pero
superaron a los tratamientos CC2 y
CNT1y estos al control cuyo promedio
alcanzado fue de 1,36 mg N/ g MSA,
lo que indica que las cepas CNT2,
C.CUB. y CC1 fueron més eficientes
en la fijacién de nitrégeno aéreo bajo
las condiciones del ensayo.

Al comparar los promedios de
nitrégeno en la parte aérea para los
tres muestreos realizados se encontré
que hubo diferencias significativas
(P<0,001). Los muestreos 1y 2
presentaron valores medios de
contenido de nitrégeno de 1,90y 2,08
mg N/ g MSA respectivamente siendo
estadisticamente iguales, resultando
inferiores al promedio alcanzado en el
muestreo 3, cuyo valor medio de
nitrégeno fue de 3,96 mg N/ g MSA.

No hubo diferencias entre los
distintos tratamientos de inoculacion
y entre estos con el control para el
muestreo 1. Para el muestreo 2 se
encontraron diferencias significativas
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entre los distintos tratamientos
(P<0,01) y entre estos y el control, se
observa que el tratamiento CNT2
presentd el mejor promedio con 3,88 +
0,90 mg N/g. MSA, seguido por el
tratamiento C.CUB. y este por el
tratamiento CC1, CC2y CNT1y por
ultimo el control.

Se encontraron diferencias
significativas (P<0,05) entre los
tratamientos para el muestreo 3. El
tratamiento CC1 presenté el mejor
promedio (6,29 + 2,46 mg N/ g MSA),
el cual super6 a los tratamientos
CNT2, C.CUB. y CC2 que no
presentaron diferencias significativas
entre si y solo superaron a los
tratamientos CNT1y al control.

Durante el segundo y el tercer
muestreo se evidencian distintas
capacidades de las cepas utilizadas en
la fijacion de nitrégeno, superando al
testigo, lo que supone que si hubo
fijacion de nitrogeno, ademas, se
observa que el NitA presenta
correlacion altamente significativa
(P<0,001) con el contenido de MSA con
un valor de r =0,94, y una correlacion
positiva altamente significativa
(P<0,001) con MSR y MST con valores
der=0,72yr=0,85, respectivamente.

El contenido de nitrégeno en la
parte aérea demuestra la efectividad
de las cepas utilizadas como inoculante
al compararlas con el control. Los
resultados observados difieren de lo
reportado, al sefialar que la L.
leucocephala solo nodula con Rhizo-
bium especifico (1,20,39,42), y
concuerda con lo manifestado por
(7,10,18,27,35,38), ya que las cepas
aisladas del mismo suelo presentaron
diferencia en la nodulacion, la cepa
CNT2 present6 promedios similares a
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las cepas CC2 y C.CUB. demostrando
con ello que es posible aislar cepas
nativas del suelo en el que se piensa
introducir la leucaena. Por otra parte
queda demostrado al respecto, que no
todas las cepas aisladas seran
eficientes en la fijacion de nitrégeno,
por lo tanto se deben someter a procesos
de evaluacion en macetas y en campo
para seleccionar las mas
sobresalientes. También se demostré
que las cepas introducidas no siempre
son capaces de producir los mismos
efectos logrados en aquellas regiones
de donde son aisladas, ya que la cepa
C.CUB no supero6 en las condiciones
del ensayo a la cepa nativa CNT2.

Nitrégeno radicular (NitR).
Al analizar los promedios de los
tratamientos en cuanto al nitrégeno
acumulados en la raiz para los tres
muestreos (cuadro 3), se aprecia que
hubo diferencias significativas
(P<0,001) entre los tratamientos.

Los tratamientos con mejores
respuesta fueron CNT2 y C.CUB. al
alcanzar valores mediosde 2,35y 2,12
mg N/g de materia seca radicular,
estos promedios fueron superiores a los
alcanzados por los tratamientos CC2,
CC1, CNT1 y el control, que no
presentaron diferencias significativas
entre si.

Al estudiar la fijacién de
nitrégeno en la raiz en los diferentes
muestreos se observd que hubo
diferencias altamente significativas
(P<0,001) entre los tres muestreos
realizados, se observo un incremento
en el contenido de nitrégeno promedio
en la raiz en la medida que
aumentaron los dias de evaluacién.

El mayor promedio lo presentd el
tercer muestreo con 2,51 mg N/g de
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MSR, seguido por el segundo con
un valor promedio de 1,32 mg N/g
de MSR y este por el primer muestreo
con 0,55 mg N/ g de MRS. Estos valores
presentaron correlacién positiva con la
MSA con r = 0,83 (P<0,0001); con
MSR r = 0,95 (P<0,0001), pero no
presentd correlacion con el nimero de
noédulos.

Este incremento lineal en el
contenido de nitrégeno se explica como
consecuencia de una mayor
disponibilidad de carbohidratos parael
desarrollo de la planta y mayor
disponibilidad para el crecimiento
radicular de acuerdo a Bartholomeu
(5), quien sefala que el desarrollo de
la parte aérea afecta la fijacién de
nitrégeno, ya que la formacién,
desarrollo y funcionamiento de los
ndédulos depende de los fotosintatos
para su funcionamiento, segun lo
concluido por Aparicio— Tejo et al (2).
Al analizar los resultados se aprecia
que la cepa nativa CNT2 presenta
valores mas altos de nitrégeno radicu-
lar en los muestreos 1y 2, asi mismo
la cepa CNT1 para el segundo
muestreo no musetra diferencias
significativa con la cepa cubanay las
cepas comerciales de la ULA. En
cuanto a las cepas de la ULA (CCly
CC2) parecen no presentar mucha
eficiencia en la fijacion de nitrégeno en
la leucaena, pues sus valores de
nitrégeno no alcanzaron los de las
cepas nativas y la Cubana durante los
muestreos 1y 2.

Nitrogeno Total por Planta
(NitT). Para el contenido del
nitrogeno total (NitT) (cuadro 4), se
encontraron diferencias altamente
significativas (P<0,001) entre los
muestreos. El tercer muestreo (6,22 mg



Cuadro 3. Nitrégeno en la materia seca radicular (mg N/g).

Rincon et al.

Tratamientos Muestreo 01 Muestreo 02 Muestreo 03 Promedio
por
tratamiento
Control 0,48+0,44%* 0,76+0,19° 1,74+0,482 0,90 +0,59°
CNT1 0,52+0,41% 1,01+0,72% 0,98+0,302 0,91+0,57°
CNT2 1,05+0,102 2,03+0,222 3,98+2,992 2,35+0,182
CC1i 0,25+0,12° 0,98+0,37» 282+0,812 1,35+0,12°
cc2 0,62+0,44%* 126+0,86% 1,79+1,762 1,22+0,12°
C.CuB 1,10+0,282 1,85+0,482 3,40+1,032 2,12+0,11 2
Promedio
por muestreo 0,55¢ 1,32° 2512

Medias con igual letra en la misma columna no presentan diferencias significativas (P<0,01)

N/g MST) superé al segundo y al
primero los cuales no presentaron
diferencias significativas entre si (3,44
y 2,70 mg N/g MST, respectivamente).

Al estudiar el efecto de la
inoculacioén en el tiempo, las cepas que

aportaron mejores promedios con
diferencias altamente significativas
(P<0,01) en contenido de NitT fueron
C.CUB. y CNT2 con valores promedios
de 5,31 y 5,45 mg N/g MST
respectivamente, seguidas por las

Cuadro 4. Nitrégeno en la materia seca total (mg N/g.).

Tratamientos Muestreo 01 Muestreo 02 Muestreo 03 Promedio
por
tratamiento
Control 1,80 +1,612 2,01+0,64° 3,25+1,592 2,22 ¢
CNT1 2,39+0,262 252+1,46° 3,05+0,96 2 2,64 ¢
CNT2 3,10+0,252 5,91+0,702 7,97 + 6,09 2 5,45 2
CC1i 1,60+0,782 2,95+0,99 9,10+ 3,022 4,55 P
cc2 2,89+0,972 2,93+2,09° 5,23+4,21¢2 3,54 °
C.CuB 3,62+1,102 4,38 +0,90 2 8,25+2,362 5312
Promedio
por muestreo 2,70° 3,44° 6,22 2

Medias con igual letra en la misma columna no presentan diferencias significativas (P<0,01)
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cepas CC1ly CC2 con promedios de 4,55
y 3,54 mg N/g MST, las cuales
superaron los promedios alcanzados por
la cepa CNT1 Yy el control 2,64y 2,22
mg N/g MST respectivamente siendo
estadisticamente similares. Al evaluar
el indice de eficiencia de la inoculacion
(IEI) (35) para el contenido total de
nitrégeno se encontré que los valores
de IEI para cada tratamiento fueron;
58.19%y 59.27% para los tratamientos
C.CUB. yCNT2, respectivamente y de
51.21%, 37.29% y 15,90% para los
tratamientos CC1, CC2 y CNT1, lo
cual demuestra que las inoculaciones
presentaron efecto positivo en la
fijacion de nitrégeno con respecto a las
plantas sin inocular (control).

Para el primer muestreo no se
encontraron diferencias entre los
tratamientos y el control. Durante el
segundo muestreo el tratamiento
CNT2 presenté el mejor promedio
(P<0,01), seguido por los tratamientos
C.CUB. y CC1, que superaron a los
tratamientos CC2, CNT1 Yy el control
que no presentaron diferencias
significativas entre si. Estos resultados
evidencian que la inoculacién
efectuada fuese positiva.

Para el tercer muestreo no se
encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos, esto
posiblemente como consecuencia de las
defoliaciones causadas por el acridido,
sin embargo, se puede considerar que
los promedios alcanzados por los
tratamientos CC1, C.CUB., CNT2 son
mas favorables que el alcanzado por el
control, demostrando un efecto positivo
de la inoculacion de éstas cepas. El
efecto de la defoliacion, pudo causar
una reduccion en el nimero de nédulos
por varias causas; la primera que el
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estrés inducido por la defoliacién caus6
necrosamiento de los nédulos segun lo
indicado en otros trabajos de
investigacion relacionados con el tema
(1,2), la segunda posiblemente por una
desviacion de los fotosintatos
producidos en la fotosintesis a la
formacion de nuevas hojas (3), por lo
tanto, las diferencias observadas en el
contenido de nitrégeno en la parte
aérea pudiera ser explicado como una
traslocacion de nitrogeno desde la
parte radicular hasta la parte aérea,
ya que existe una correlacion de r=
0,83; (P<0,0001) entre el nitréogeno
radicular y el peso de la parte aérea,
asi mismo el nitrégeno de la parte
aérea presenta una correlaciéon de r=
0,72; (P<0,0001) entre el nitrogeno de
la parte aérea y el peso seco de las
raices. También existe una relacion
lineal positiva entre el nitrégeno de la
parte aérea y contenido de nitrégeno
total y la produccion de MST al
estudiar la correlacién entre ambas
variables la cual fue de r = 0,93;
(P<0,0001). Estos resultados coinciden
con quienes manifiestan que existe una
alta relacion entre el contenido de
nitrégeno en la planta y la produccion
de materia seca (4, 8).

No se observaron diferencias en
el contenido de nitrégeno total en el
primer y tercer muestreo, lo cual se
puede explicar debido al poco desarrollo
inicial (acumulacion de materia seca
total) observado en la leucaena (cuadro
5)y larelacién que existe entre la ma-
teria seca y el contenido de nitrégeno
(40). Este lento desarrollo puede estar
afectado por las condiciones de
fertilidad del suelo (34), debido a una
disminucion de los aportes de
fotosintatos, los cuales afectan en
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Cuadro 5. Materia seca por muestreo (g/pta.).

Tratamientos Muestreo 01 Muestreo 02  Muestreo 03
MSA (materia seca aérea) 0,37¢ 0,53 0,932
MSR (materia seca radicular) 0,18¢ 0,62° 1,032
MST (materia seca total) 0,58¢ 1,15° 1,962

Medias con igual letra en la misma fila no presentan diferencias significativas (P<0,01)

formadirecta el crecimiento inicial en inorganico, el cual aun en
plantas de leucaena (2,5), también concentraciones muy pequefias puede
puede ser consecuencia de la inhibir la fijacion sin perjudicar la
sobrevivencia del Rhizobium, nodulaciéon (5,11,35,40); las
crecimiento de los nédulos y fijacion leguminosas frecuentemente fijan solo

de nitrogeno (44), ya que la actividad una pequefia parte del nitrégeno
nodular depende la actividad contenido en sus tejidos cuando crecen
fotosintética, esto quedd demostrado al y algunas cepas pudieran tener mayor
observar que la defoliacién causada por tolerancia al contenido de nitrdégeno
el acridido en el tercer muestreo afectd mineral en el suelo. Fue demostrado

el contenido de nitrégeno total al en trabajos de fijacion de nitrégeno en
ocurrir una disminucion de la mate- L. leucocephala, que la fijacion
ria seca aérea. dependia de la cepa utilizada y que el

Con respecto al nitrégeno total en nitrégeno fijado por la simbiosis fue de
la planta, las diferencias observadas 34 — 39 % del total encontrado en la
entre tratamientos pueden ser planta (27), lo cual coincide con lo
atribuidas a la seleccién misma de la resefiado por Crespo y Curbelo (9),
plantay las caracteristicas intrinsecas sobre la necesidad de aplicar cantidades
de las cepas utilizadas, en pequefias de nitrogeno en el
concordancia con lo manifestado por establecimiento de leguminosas de
otros investigadores (6,25,40). manera de favorecer el crecimiento
También hay que considerar la inicial y con ello una simbiosis eficiente
presencia en el suelo de nitrégeno en el tiempo.

Conclusiones

Al estudiar el efecto de la como con las introducidas, siendo sus
inoculacién de cepas nativas e respuestas superiores al control. Las
introducidas de Rhizobium en la L. cepas introducidas CCl y CC2
leucocephala, se lleg6 a las siguientes presentaron menor habilidad que las
conclusiones: cepas nativas para formar nédulos y

Bajo las condiciones del ensayo presentaron menores NitT al
la leucaena pudo formar nédulos, tanto compararlas con la cepa nativa CNT2
con las cepas nativas de Rhizobium asi que fue aislada y reinoculada en el
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mismo suelo utilizado en el ensayo. El
aislamiento de cepas nativas de Rhizo-
bium en aquellos suelos donde se piensa
establecer L. leucocephala, puede
favorecer una mejor produccion
forrajera de ésta planta, ya que se
observé un efecto positivo al inocular
rizobios aislados en el mismo suelo en
comparacién con otras cepas
introducidas. No todas las cepas
nativas aisladas causan el mismo
efecto sobre el incremento de
produccién de materia seca y fijacion
de nitrégeno en la leucaena, lo que
parece comprobar que las condiciones
ambientalesy el genotipo de hospedero
son determinantes, posiblemente bajo
diferentes condiciones de siembra,
otras cepas nativas tendran mejor
efecto que las introducidas por tener

mejor adaptacion a las condiciones
ecoldgicas del suelo. La presencia de
los cotiledones a los 30 dias después de
la germinacion, puede limitar la accion
de los rizobios en la formacién de
nodulos, posiblemente debido a que la
planta obtiene de los cotiledones parte
del nitrégeno para su crecimiento
afectando la nodulacién. EI
crecimiento de la planta afecta la
formacion de nédulos, la cual depende
de la presencia de la parte aérea para
su funcionamiento, debido a que de la
fotosintesis se obtienen los
carbohidratos necesarios para su
funcionamiento, y al ser el crecimiento
de la parte aérea afectado, se vera el
nimero de nddulos reducido
proporcionalmente.
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