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INFRODUCCION

La investigacién sobre inoculacién a plantas de frijol con
bacterias de género Rhizobium es escasa en nuestro pais, asi
como el material bibliografico para consulta.

En algunos paises de Latinoamérica como Perd, Uruguay,
Chile, Brasil, Argentina (4), México y Colombia, ya se ha
empezado a efectuar investigacion sobre Rhizobium desde hace
algunos afios, aunque no enfocada exclusivamente al grupo que

nédula al frijol (Phaseolus vulgaris).

El problema de las bajas producciones obtenidas en frijol
es bien conocido. Datos referidos al cultivo nos muestran que el
promedio en 1970/71 fue de 331 Kg/Ha, lo cual significa una
produccién de 61,154 T.M. en 185,269 Ha que fue o sembrado
(16). Esta produccién no lena los requisitos minimos de
consumo, pues el INCAP (13) informa que en 1969-70 se
necesitaron 91,250 T.M. de grano para tal efecto.

El bajo rendimiento del cultivo de frijol es debido a un
gran nitmero de factores, entre los que se puede contar la
deficiente nutricién de Nitrégeno de las plantas. Esta deficiente
nutricion de nitrbgeno puede ser debida a una escasa
disponibilidad de este elemento en el suelo, una deficiente
aplicacién de nitrogeno mineral, o bien a una ineficaz fijacion del
nitrégeno libre por bacterias del género Rhizobium.

Se hace mecesario encontrar una soluciom efectiva y
econbdmica. Estd comprobado que algunos tipos de leguminosas
responden muy bien a una adecuada inoculacién de Rhizobios y
con ésta base se ha iniciado éste trabejo.

Los precios del nitrogeno mineral estin registrando aflo
con afio aumentos antiecondmicos para la produceion, lo que
hace otra razdn de peso para la investigacion en este campo. En
1972 el precio del quintal de Urea era de Q.5.00 2 Q.7.00 ¥y
actualmente éste ha superado los Q.20.00.

[ ——— )



La inoculacién de la semilla para sembrar un campo de
leguminosas cualquiera que sea es relativamente barata, segin
Sandmann (21) cuesta unicamente § 1.87/Ha. A simple vista la
inoculacion significa una economia que es significativamente
diferente al costo derivado de aplicar nitrégeno mineral,

C b S



I REVISION DE LITERATURA

2.1  Caracterfsticas mas importantes de Rhizobium

El Rhizobium ha sido intensamente estudiado por
numerosos investigadores y fue Beijerinck citado por Waksman
(23), el que primero logré cultivar en vitro L bacteria,
contribuyendo en esa forma al avance de los estudios sobre lu
misma. Varios autores (8, 22, 23) al escribir sobre el Rhizobium
lo colocan en el grupo de bacterias de reaccidn Grarn-negativo y
de condicién aerébica de vida. Por otro lado Erdman (12}, da
algunas caracteristicas de su tama#io, indicando gue oscila entre
1.2 a 3.0 micras, cuando presentan su forma habitual de bastén.

Se ha mencionado entonces ya un tamaio para una forma
de la bacteria, lo que da la idea que existen otras formas. Brock
(6) describe rapidamente estas otras formas como parte del ciclo
bioldgico de la misma, y comienza diciendo: EI Rhizobium en su
estado bacilar transforma el tripiafano exudado por las raices, en
Acido indol acético, con el cual ablunda los tejidos de los pelos
radicales y penetra causando la infeccion. En este momento
algunos Rhizobios se convierten en células cortas casi redondas y
con muchos flegelos que se sitiian en células tetraploides de la
raiz donde proliferan transformdindose mds tarde en células
hinchadas y deformes lamadas bacteroides los cuales con el
tiempo envejecen y al destruirse el nddulo gue habian formado
quedan libres conjuntamente con otras células bacilares que
penmanecieron  inactivas 'y que serdn fuente de nuevas
infecciones.

2.2 Algunos factores importantes que pueden influir en la
planta; sobre todo en la fijacién de Nitrogeno y la
infeccidbn natural o provocada de los Rhizobios en las
raices de las leguminosas.

Son varios los factores que pueden influir al respecto,

siendo ellos los externos e internos: Se pueden citar entre los
factores externos mds importantes el pH, la temperatura del suelo




 los niveles de fertilidad del mismo, y entre los factores internos
la variedad de la plania y la raza de Rhizobium actuante.
Dobereiner, Arruda y Penteado (10) estudiando estos factores
concluyen que el tamafio ¥ la cantidad de nddulos en las raices
puede ser afectado por estos.

2.2.1 Factores externos

Datos de adaptabilidad de la bacteria han sido
conseguidos con la experimentacion. Es asi como numerosos
. investigadores (8, 14, 20, 23) hablan de diferentes valores de pH
en el que sobrevidke adecuadamente el Rhizobium, pero un
andlisis de estos datos lo enmarcan en un rango que va de 5.5 a
7.5. La temperatura como factor actuante ha sido considerada
con leves discrepancias (8, 20) que oscila entre los 18°C y 30°C,
sin causar efectos negativos en el Rhizobium. De tal manera
Barros, Raggio M. y Raggio N. (2) encontraron que la variedad de
frijol pencil Pod inoculada con la cepa 316C17 de la Cia Nitragin,
obtenia su mefor nodulacién a los 2590C,

Franco y Dobereiner (15) efectuando estudios con
algunos elementos nutritivos para las plantas, encontraron que el
molibdeno y el calcio fueron capaces de aumentar la fijacion del
nitrogeno por el Rhizobium aunque el molibdeno en exceso fue
perjudicial,

Ruschel, Alvahydo y Penteado (20) trabajaron con
magnesio, y dicen que este es indispensable para el desarrollo del
Rhizobium, dado que experimentos efectuados demostraron que
en ausencia de éste la bacteria prolifera poco.

Hablando siempre sobre el factor fertilidad, se cita a
Erdman (12), el cual dice que: En los suelos de alta fertilidad,
con altos niveles naturales de Nitrogeno en forma de nitratos las
leguminosas pueden fijar poco o nada el nitrégeno atmosférico.



22,2 Factores internos

Se menciond como factores importantes internos el
efecto de la variedad y de la raza de Rhizobium actuante. Los
estudios efectuados a la fecha han sido enfocados bajo diferentes
puntos de vista.

En forma de introduccion puede citarse a Erdman {12)
que dice textualmente “Algunas variedades de leguminosas
especialmente la soya y los guisantes, tienen predileccién por una
bacteria determinada. Una especie gue produce excelentes
resulados en una variedad, puede resultar ineficaz para fijar el
nitrdgeno en otra”. Este principio de selectividad ha sido
estudiado  intensamente; Franco y Débereiner (15), lo
confirmaron al efectuar experimentos combinados con plantas de
frijol. Gran niimero de investigaciones giran sobre lo anterior
buscando la respuesta al fenémeno que se presenta para
comprenderlo mejor.

Asi Brakel (5) estudiando la actividad de fijacion del
Rhizobium en frijol concluye que ésta depende de la cepa
inoculada a la planta y expresa que una buena raza de bacterias
puede superar los rendimientos que se producirian con un nivel
de nitrégeno mineral de 50 Kg/Ha. Burton, Allen y Berger (7)
encontraron que plantas noduladas por razas de Rhizobium
efectivas capaces de fijar nitrogeno no retardaron el crecimiento
de la planta; no asi las razas que se mostraron inefectivas en la

fijacién de dicho elemento.

Débereiner y Ruschel (11) al hablar de sus experiencias
obtenidas con Phaseolus vulgaris e inoculadas con Rhizobium
dicen, que la fijacion de nitrégeno en muchas variedades varia
con la estirpe inoculada, asi como también que en algunas
variedades es posible obtener una fijacién de nitrégeno tal, que la
necesidad de éste elemento por la planta gueda suplida por lo
menos hasta antes de la floracion.

Otro punto de vista de la selectividad entre la relacién
planta-Rhizobium fue estudiado por Chailakhyan y Megrabyan,




lo s cuales cita Peters vy Alexander (18) ¥ que dicen gue las
exudaciones de las raices de leguminosas contienen un factor
selectivo que incita a los Rhizobios homélogos a penetrar y
causar la infeccion,

2.3 Efecto del numero y la posicion de los nddulos en 1a Raiz

Es importante citar estas caracteristicas de las infecciones
de Rhizobium, ya que en el presente estudio se comsideran con
mayor enfasis dichas caracteristicas. Bhaduri y Sen (4) estudiaron
la posicién de los nédulos en la raiz v encontraron 3 formas de
manifestarse:

a) Localizados solo en la parte superior
b} Difundidos en la parte superior e inferior
c) Colocados en pequerios grupos en la partesuperior y con

tendencia a difundirse hacia la parte inferior.

Débereiner, Arruda y Penieado (9) mencionan el
concepto generalmente aceptado que dice; no existe una
correlacion entre el nimero de nédulos y la fijacién de ni trogeno,
mas si hay existencia de nédulos grandes situados en las raices
primarias este es indice de una simbiosis eficiente. Estos mismos
investigadores citan a Burton, el cual observd que la posicion de
los nédulos es debida a la inoculacidén de las raices y que plantas
de frijol con nodulacién natural distribuida en todo el sistema
radicular puede ser tan eficiente en la simbiosis de Rhizobium
como cuando se inoculan estas.




Il MATERIALES Y METODOS

3.1°  Sede de los experimentos.

El estudio de seleccion de cepas se llevd a cabo en
invernadero, utilizando el sistema de Jarras de Leonard.

Para tal efecto se montaron 2 experimentos en el
invernadero del ICTA (Instituto de Ciencia y Tecnologia
Agricolas) situado en la 7a. Av. 3-67 zona 13 en la ciudad de
CGuatemala y que forma parte de las instalaciones de los
laboratorios de suelos y microbiologia de la institucion citadas.

3.2 Descripcion del Sistema de Jarras de Leonard

Vincent (22} describe un sistema wmodificado de
preparacion de Jarras de Leonard, el cual se tomd como base para
preparar las Jarras que se usaron en los experimentos, y a las
cuales se le hicieron otras modificaciones en base de experiencias
obtenidas a priori por el autor de este trabajo de tésis.

El sistema descrito por Vincent se puede resumir asi: Una
botella cortada del fondo de una capacidad de 700 ml se tapona
en su boca con un pedazo de algoddn, el cual a la vez sostiene
una mecha de algoddm colocada a lo largo de ella. A continuacion
se coloca arena gruesa de rio en su interior y se pone cuello abajo
sobre un frasco de vidrio.

Luego se coloca una solucién nutritiva en el frasco de
vidrio y se recubre el conjunto (frasco y botella) con una bolsa de
papel resistente al agua hasta el borde cortado de la botella.
Usando una caja de Petri se recubre el fondo cortado de la botella
y este conjunto se coloca a un autoclave a 120°C por 2 horas
para eterilizarlo.

Posterior a la siembra se debe aplicar una capa de arena

parafinada sobre la superficie de la arena de la botella.




Las modificaciones efectuadas al sistema mencionado
podran ser notadas al describir a continuacion la forma en que se
realizd la preparacién de cada Jarra de Leonard. Una botella de
cerveza cortada en el fondo con capacidad para 460 gr de arena
fina de rio fue taponada en la boca con un tapém de algodon bien
apretado. A continuacion los 460 gr de arena se colocaron en una
bolsa plistica en la cual se aplicaron los nutrientes necesarios de
acuerdo a las dosis que establece Sandmann por jarra (21). Los
nutrientes aplicados se homogeneizaron perfectamente y la bolsa
con arena se colocd en una caja de cartén la que se llevd a
esterilizacion en un autoclave a 120°C y a 15 libras de presién

por 2 horas.

Por otra parte a cada botella cortada v taponada se les
colocé una cubierta de papel Kraft en su extremo cortado, y
amarrada con una pita de algoddn, se colocd cuello abajo en un
frasco de vidrio vy se esterilizb en un horno marca Blue M modelo
FC 572 a 170°C por 2 horas.

Previo a la siembra se deposité la arena esteril y
fertilizada en la botella, y en el frasco de vidrio se aplicé agua
destilada para que maniuviera hitmeda la arena por capilaridad.

3.2.1 Preparacion de la arena y aplicacion de nutrientes a la
misma.

La arena, previo al tratamiento mencionado en el parrafo
anterior fue necesario tamizarla a 1 mm de didmetro. Esta arena
tamizada se lavd varias veces hasta que la {iltima agua de lavado
salié libre de particulas coloidales del suelo, procediendo a
secarse y colocarse en bolsas plasticas conteniendo 460 gr. cada
una {cada porcién correspondié a una jarra de Leonard).

Cada bolsa plistica con arema recibié el tratamiento
nutritivo que recomienda Sandmann (21). Las cantidades de
compuestos nutritivos que se aplicaron se indican en la siguiente

tabla.



Compuesto
KCt.

MgSO 47H 40
K, ,HPOy
CuSO45H 30
ZnSO47H 50
MnSO 44H 50
(NHy4) Mo 70 p44H 50
H3BO;
FeSOy
CgHgO4H 70
CaSO42H 50

KNO_;*

Aplicados
en solucion en sélido  gr. aplic./].L.

+

+

Aplicados  Peso comp. en

0.1241900
0.469500
0.331400
0.00007%
0.00022
0.00203
8.000010
0.00113
0.0025
0.0025

+ 0.6904

0.0114

* Aplicado 10 dias después de la siembra.
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3.3 Descripcion y obtencién de las cepas de Rhizobium.

Las cepas de Rhizobium probadas fueron 14; de las
mismas 8, fueron traidas en ampollas liofilizadas de la coleccién
del Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) situado
en Cali, Colombia, en donde ya habian sido seleccionadas y
probadas con variedades comerciales de ese~puals. Las 6 cepas
restantes fueron aisladas de plantas de frijol encontradas en
Guatemala con wédulos grandes y rosados que segim varios
autores (6, 21, 12) son efivientes para la fijacitn de nitrogeno
atmosférico y actualmente forman parte de la coleccion del
Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas (ICTA ).

Elniimero de coleccién del ICTA con el que se reconocen
actualmente las cepas de Rhizobium mencionado son:

Para las 8 cepas Colombianas: ICTA No. 1, 2,3,4, 5,6, 7
y 8.

Para las 6 cepas Guatemaltecas: ICTA No. 21, 22, 23, 24,
25y 26.

El proceso de multiplicacién de las razas de Rhizobium
que venian liofilizadas, asi como el aislamiento de las bacterias a
partir de nédulos se llevd a cabo utilizando diversos materiales y
técnicas de laboratorio las cuales se describen a continuacion:

3.3.1 Multiplicacién de la bacteria partiendo de ampollas con
Rhizobium lLiofilizado.

Con una lima para vidrio se rompe la ampolla y a
continuacién con una pipeta Pasteur esteril conteniendo 1/2 ml
de agua esteril, se disuelve el contenido de la misma hasta formar
una suspension que se coloca en varias cajas de petri conteniendo
un medio apropiado de cultivo. Con un asa bacterioldgica se
distribuye la bacteria en el medio y se espera que crezca para
proceder a su subcultivacion y multiplicacién.



11

3.3.2 Método para aislar el Rhizobium de los nédulos de la

raiz.

Los mejores nédulos som separados de la rafz y a
continuacion se lavan perfectamente. En cajas de Petri
debidamente esterilizadas se desinfesta el nddulo en las siguientes
etapas:

1) Colocacion del nédulo en alcohol etilico absoluto por 3
mMinutos.

2) Paso del nédulo a una soluciom de bicloruro de mercurio
al 0.1olo acidificado con HCI' grado reactivo (5 ml.
en 100 de sol..de HgCl)..

3) Cinco lavados sucesivos en agua destilada vy esteril.

Con este proceso el nédulo queda desinfestado
externamente v el mismo se traslada una caja de Petri con un
medio adecuado para el desarrollo de la bacteria en donde se
presiona con una pinza y luego se distribuye su contenido en la
superfitie del medio, utilizando una -asa bacteriologica.

El siguiente paso serd el de purificacion de la misma a
base de sub-cultivos sucesivos.

Las técnicas anotadas en el parrafo 3.3.1 y 3.3.2 se basan
en las técnicas expuestas por Vincent (22) y en experiencias
adquiridas en entrenamiento previo (1)

3.4  Medio utilizado para el cultivo de! Rhizobium.

El medio que se utilizd para este proceso es el que anota
Vincent (22) y el cual estd preparado a partir de los siguientes
materiales:
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KoHPO4 0.5 gr.
MgSO47H 0 0.2 g4r

. NaCl 0.1 gr.
Mannitol 10.0 gr.
Extracto de levadura 100 ml.
Agar 20 gr
pH 6.8
Agua destilada necesaria para llevar a

1000 ml de medio

Todo esto esterilizado a 120°C y 15 libras de presién por

20 minutos,

3.5  Variedades de Frijol (Phaseolus vulgaris).

Las variedades de frijol seleccionadas para este estudio

fueron:

Ipala 72, San Pedro Pinula 72 y Negro Jalpatagua, Todas
son recomendadas comercialmente por el Programa de Frijol del
ICTA, por su dlto rendimiento vy resistencia a las enfermedades
mds comunes. Tomando sus caracteristicas mds importantes,

Molina (17) las describe asi’:




13

Descripcitn San Pedro Negro Jal
de Planta Ipala 72 Pinula 72 patzgua
Tamadio 60 cms 65 cms 50 cms

Hibito de crecimien-

to Semideterminado Determinado Determinado
DMas de Floracion 34-20 35-40 30-40

Color de Ia Flor rosada rosaca morada
Ciclo vegetativo 85-90 dias 90-95 dias 8590 dias
Color de 1a semills negro negro negro
Rendimiento en Kg/Ha, 1300-3000 1300-1200 1300-2000
Adaptacién en MSNM  300-1 504 300-1500 100-1000

3.6 Tratamientos seleccionados por experimentos:

Los tratamientos empleados se basaron en la inoculacion
de las 3 variedades de frijol por las 14 cepas de Rhizobium,
dichos tratamientos se resumen asi:
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Experimento No. 1 Experimento No. 2
Variedad de Cepa de Rhizo- Variedad de Cepa de Rhizo-
Frijol bivm inoculada Frijol hivm inoculada
Ipala 72 Testigo Ipala 72 Testigo
ICTA No. 21 ICTA No. 1
” 22 o 2
" 23 v 3
" 24 " 4
" 25 " 3
" 26 o 6
o 7
" 8
San Pedro Testigo o San Pedro Testigo
Pinula 72 ICTANo. 21 Pinuia 72 ICTANo. 1
o 22 ” 2
™ 23 " 3
” 24 " 4
- 25 o 5
" 26 - 6
- 7
” g
Negro Jalpa- Testigo Nepxo Jalpa- Testiéo
tagua tagua

ICTANo. 21 ICTANo. 1
S 22 oo 2
» 23 o 3
» 24 ” 4
” 25 oo 5
" 26 o 6

7

8
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3.7  Disefio de los Experimentos.

El disefio empleado en los experimentos fue en parcelas
sub-divididas con 3 repeticiones, en las cuales cads ioidad
experimental estuvo constituida por una Jarra de Leonard con 2
plantas cada una.

3.8 Toma de Datos

En base a los dias de floracién las plantas se cosecharon a
los 40 dias de la siembra y se tomaron los datos siguientes:

a) Peso de materia seca de la parte aérea de las plantas,
cortadas a nivel de la corona de la rats.

b) Nimero total de nodulos de las raices.

e) Ntmero de nédulos en los primeros 3 centimetros de la
raiz,

d) Peso de materia seca de los nédulos de la rar.

3.9 Conduccién del Experimento
3.9.1° Siembra de los experimentos:

Los experimentos se sembraron con 3 dias de diferencia,
Esto tuvo como objeto dar un tiempo prudencial en la
preparacién de los materiales necesarios para el montaje del otro
experimento, asi como tener a la vez un tiempo adecuado para
poder cosechar los mismos a los 40 dias de su siembra,

Se utilizé en lo siembra semillas perfectamente
desinfestadas con una solucién de bicloruro de mercurio al
0.20f0 acidificado con HCI grado reactivo segin la técnica que
expone Vincent {22,

Se colocaron 4 semillas por Jarra de Leonard, cuya
germinacidn se observd alrededor de los 7 dias, fecha en la cual se
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efectud wn raleo dejando inicamente 2 plantas por jarra con el fin
de que no existiera competencia en el desarrollo de las plantas.

3.9.2 Inoculacion de los Experimentos.

Inmediatamente después del raleo de plantas, se procedié
a inocular el Rhizobium de acuerdo a los tratamientos
seleccionados, esta inoculacién se efectud con una suspension de
bacteria preparada de sub-cultivos de ésta, en cajas de Petri,
preparadas segitn las técnicas ya anotadas.

3.9.3 Aplicacion de Solucién traza de Nitrogeno.

A los diez dias después de sembrados los experimenios se
les aplicé a cada Jarra de Leonard 5 ml de una solucién que
contenia 0.5 ml de solucién madre de KNO3 d 2.230/0.. Esta
minima cantidad de nitrégeno tuvo como fin el mantenimiento

de las plantas mientras los Rhizobios podian multiplicarse y formar
los nédulos en las raices.

3.9.4 Control y mantenimiento de los experimentos.

En los 30 dias siguientes imicamente fue necesaric
mantener el nivel de agua destilada a cada Jarra de Leonard.

3.9.5 Otras observaciones y datos tomados.

Se llevd un control de temperaturas maximas y minimas a
lo largo de todo el periodo vegetativo asi como se considerd
conveniente tomar fotografias al inicio de la fijacién de nitrégeno
por los Rhizobios y a los 39 dias después de la siembra.
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IV ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADO

4.1 Anilisiz de resultados.

Los experimentos realizados se Hevarom a cabo en un
ambiente que cumpliera con lus condiciones extersas de pH,
fertilidad y temperatura enumeradas en el capitulo II.

El pH y la fertilidad se controlaron ficilmente utilizando
las “Jarras de Leonard” como se explica en el capftulo I, y para
conocer la condicitn de temperatura durante el desarrolio de los
experimentos, los primeros 30 dias se Wevd un control diario de
la misma dentro del invernadero.

Estos datos se presentan en el cuadro 1, puede observarse
gue la temperatura promedio fue de 27.9 y 28°C para cada
experimento respectivamente, lo cual queda dentro del rango ya
anotado en la revision de literatura.

Los analisis de peso de materia seca de plantas, nédulos,
nimero de nbdulos totales y en los primeros 3 cm. de raices se
hicieron por separado y por experimento. Los mismos se
presentan a continuacion en el orden siguiente: Del cuadro 2 al 4
lo referente al Experimento No. 1 y del cuadro 5 al 7 lo referente
al Experimento No. 2. Para efectuar los andlisis de varianza en
ambos experimentos, los niimeros de nédulos totales y en los 3
primeros cm. de raiz, se transformaron a su valor logarftmico
para cumplir con condiciones de dicho andlisis, mas no fue asf
con los datos de materia seca de plantas ¥ nédulos con los cudles
se trabajé en forma normal,

El Experimento No. 1 en el cudl se trabajo con cepas de
Rhizobium nativas hubo diferencias altamente significativas entre
las medias de los tratamientos por inoculantes. Las cudles se
mostraron constantes para los 4 tipos de datos analizados en el
experimento.




18

El andlisis efectuado en el Experimento No. 2 mostré al
igual que el Experimento No. 1, diferencias altamente
significativas entre tratamientos por inoculantes, mostrndose
estas en forma generalizada en los valores promedio del peso de la
materia seca de plantas y nédulos, nivmero de nédulos totales en
la raiz y en los primeros 3 Cms. de la misma.

A un nivel del 50fo de probabilidad y en lo que respecta
unicamente al niimero total de nédulos ¥ en los primeros 3 Cma.
de rafz en el Experimento No. 2, se detectaron diferencias en lus
vartedades estudiadas.

Estos mismos valores mostraron la existencia de una
tnteraccion entre inoculante y variedad a un rivel de significancia

del 1o/o.

El posterior andlisis de los tratamientos con diferencias
significativas se resumen en el cuadro 8 para el Experimento No.
1y enel cuadro 9 y 10 para el Experimento No. 2,

Haciendo referencia al cuadro 8 se observa que las cepas
de Rhizobium ICTA No. 23, 24, 25 y 26 evaluadas en el
Experimento No. 1 mostraron ser estadisticamente iguales pero
superiores a las cepas ICTA No. 21, 22 y el testigo, en su
capacidad de producir mayores promedios de materia seca por
planta. Los valores obtenidos para tnateria seca de nodulos,
numero total de nédulos y niimero de estos en los primeros 3
Cms. de raiz, fueron estadisticamente iguales en todas las cepas
probadas, salvo el testigo que fue el indicador de las diferencias
estadisticas detectadas para estos datos.

Las medias de tratamientos presentadas en el cuadro 9 y
10 para el Experimenta No. 2 respondieron a los tratamientos
aplicados en la siguiente forma:

Para el andlisis de los pesos de materia seca de plantas las
cepas ICTA No. 2, 5, 6 y 8 mostraron ser superiores a las cepas
ICTA No. 1, 3, 4, 7 y el testigo.
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El peso de materia seca de nédulos tuvo sus mds altos
rendimientos con las cepas ICTANo. 1, 2, 5, 6 y 8.

El nimerc total de nddulos en la raiz y en los primeros 3
Cms. de la misma, mostré que las mayores infecciones por las
bacterias se alcanzaban con las cepas ICTA No. 1, 2, 3,5, 6, 7y
8.

Las variedades de frijol gue fueron estadisticamente
superiores por su facilidad de ser infectadas fucron la variedad
San Pedro Pinula 72 y la variedad Negro Jalpatagua.

En el cuadro 10 se muestran las medias de rendimiento de
nddulos totales y en los primeros 3 Cms. de raiz por Jarra de
Leonard, obtenidas de los iratamientos de inoculantes vy
variedades que acusaron un efecto de interaccién. Se observd que
las medias de tratamiento de los inoculantes en cada variedad de
frijol tuvieron una respuesta muy parecida de interaccién con los
inoculantes estudiados, marcindose imicamente en el testigo y en
la cepa ICTA No. 4 diferencias significativamente inferioves al
resto de tratamientos.
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CUADRO 1

CONDICIONES DE LA TEMPERATURA DEL

INVERNADERO DURANTE EL DESARROLLO

DE LOS EXPERIMENTOS

EXPERIMENTO No. 1
Dia temp. Dia Temp.

1 272,59 16
2 30.0°C 17
3 300 18
4 310 1%
5 320 20
6 31.5 21
7 285 22
g8 29.0 23
e 300 24
1m0 29.0 25
11 31.¢ 26
12 3490 27
13 285 28
14 299 29
15 280 30
Media

32.0°C

29.5
24.0
24.0
25.0
26,0
26.0
27.0
28.5
27.5
27.5
27.0
27.5
27.0
24.0

28.39C

EXPERIMENTO No. 2

Dia Temp.
1 315°C
2 2859%
3 29.0
4 30,0
5 290
& 310
7 34.0
8 285
g 290
10 28.0
11 320
12 29.5
13 24.0
14 24.0
15 250

Media

Dia Temp.

16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

26.00C
26,0
27.0
28.5
27.5
27.5
27.0
27.5
27.0
24.0
29.0
28.0
28.0
27.0
28.5

27.9°C
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4.2 DISCUSION DE RESULTADOS.

En los andlisis efectuados a los experimentos se utilizarén
los datos que de acuerdo a Vircent {22) Sandmann (21,
Débereiner, Arruda y Penteado (%), pueden reflejar los efectos
de la fijacién de nitrégeno por el Rhizobium en las plantas
inoculadas con este.

Se inicia esta discusion de resultados partiendo del No, de
nddulos en los primeros 3 Cms. de rarz.

Puede decirse que los resultados obtenidos aqui
concuerdan en cierta forma con las observaciones de Burton,
citadas por Débereiner et al (9), ya que las plantas inoculadas con
las diferentes cepas de Rhizobium en ambos experimentos no
mostraron ser diferentes umas a otras, pues en el caso del
experimento No. 2 que al analizarlo bajo este punto e vista hubo
diferencias altamente significativas entre el testigo y la cepa ICTA
No. 4, con respecto al resto de cepas, desde el inicio de desarrollo
de la planta la cepa No. 4 se comporté como el testigo, y de lo
cual hablaré mas adelante.

Burton (7), sefiala que la posicién de los nédulos es
debida a un efecto de la técnica de inoculaciom y se corrobord,
con las variedades empleadas en este estudio, pues observaciones
apriori de la nodulacién de estas en el suelo acusaron una amplia
distribucidn en sus raices como lo sefiala el investigador citado.
Estas razones hacen pensar que la interpretacién de eficiencia
simbidtica no puede ser evaluada a travez de estos datos ya que la
posicion de los mismos se puede considerar influenciada por el
tipo de inoculcién empleada, gue acumuld en grandes porcentajes
los nédulos en esta pequefia regién de la raiz en los experimentos
efectuados.

Los andlisis del nimero total nédulos en la raiz no
muestran para nuestro caso diferencias de wvalor prdctico en
cuanto al efecto de inoculantes se refiere, pues estos valores no
reflejan el tamafio o desarrollo de los mismos en la raiz. Este dato
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estd apoyado por las observaciones que hace Disbereiner, Arruda
¥ Penteado (%), cuando dice que no existe una correlacién entre
el niimero de nédulos y la fijacién de nitrégeno atmosférico. Si se
presenta siempre el mismo caso que nos ocupa no es posible
pensar en diferenciar con este criterio la mejro o mefores cepas
fijadoras de nitrégeno para las variedades estudiadas.

Al observar los datos de materia seca de plantas y nédulos
nos acercamos mds a la realidad observada, pues a pesar que en el
experimento 1 no existieron diferencias reales en el peso de
materia seca de nédulos provocadas por la aplicacion de los
inoculantes estudiados, en el experimento 2 si se marcaron
diferencias de un grupo de cepas con otro. En ambas casos el
grupo de cepas de Rhizobium con diferencias altamente
significativas y con las cifras mds altas enmarcé al grupo de cepas
gue produjeron los rendimientos mds altos de materia seca de
plantas y que fueron ICTA No. 23, 24, 25,26, 2,5, 6 ¥ 8.

La evaluacién arriba citada para seleccionar las cepas con
mayor capacidad de fijacién de nitrgeno pueden apovarse en la
tésis de Dabereiner, Arruda y Penteado (9), gue ercontraron que
existe una relacién bastante constante entre la cantidad de ‘téjido
nodular y la cantidad de nitrogenc fijado.

Las diferencias entre variedades, detectadas en el
experimento 2 cuando se analizb el niimero de nbédulos totales y
en los primeros 3 Cms. de raiz, presentan una interrogante, pues
las mismas variedades no mostraron ser diferentes en el
experimento 1, por lo cual creemos que sera conveniente tener
mas elementos de juicio para su discusién.

Utilizando las mismas variables en este experimento,
también se pudo observar un efecto de interaccibn entre
inoculante y variedad, lo que corrobora el efecto de selectividad
entre hospedero y cepa de Rhizobium que menciona Erdman
(12) y Dobereiner (15). Estos resultados fueron levemente
detectados ya que todos los inoculantes, salvo el testigo y la cepa
ICTA No. 4, fueron iguales estadisticamente, aunque para fines
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prdcticos pueden considerarse a la  cepas con mas alto valor
promedio como las mas eficientes para la infeccién de las rafces
de las variedades empleadas. De tal manera la cepa ICTA No. 6 es
la gue mejor nodula a la variedad T pala 72. La cepa ICTA No. 5 a
la variedad San Pedro Pinula 72 y la cepa ICTANo. 1y 5 ala
variedad Negro Jalpatagua.

Los resultados mostrados a través de los amdlisis
efectuados nos dan un rango bastante amplio para escoger entre
las cepas estudiadas, la mejor para una determinada variedad.
Aunque en base a los principios de selectividad (12, 15) y las
conclusiones de Brakel [5) Burton, Allen vy Berger (7),
Débereiner y Ruschel (11), Débereiner, Arruda y Penteado (9)y
principalmente tomando en consideracién que los mejores
rendimientos, en peso de materia seca de plantas bajo las
condiciones de los experimentos realizados, pueden ser un indice
de una buena fijacion del nitrégenoc atmosférico por el
Rhizobium.

Se consideran como las mejores cepas las siguientes: Cepa
ICTA No. 26 para la variedad Ipala 72 y Cepa ICTA No. 8 para la
variedad Negro Jalpatagua y San Pedro Pinula 72, ya que estas
tmostraron promover una mayor cantidad de peso de materia seca
total (ver cuadro No. 8 y 9).

En el apéndice se presentan varias fotografias y gréficas
para que el lector pueda tene una comprensién mds amplia sobre
esie estudio.



33

Y CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en los experimen os discutidos

permiten concluir que:

3.1

5.2

43

5.4

55

5.6

La evaluacién de las cepas de Rhizobium gue lograron
mejor desarrolio de las plantas cualquiera que fuese la
variedad de frijol en los 2 experimentos son las siguientes:
ICTA No. 24, 25, 23, 26, 6, 2, Sy &

El pesgo total de materia seca de nédulos puede ser un
indice de eficiencia simbiStica, ya que fueron en cierta
forma coincidentes los ditos obtenidos con el desarrollo
¥ contenido de materia seca, observado en las plantas.

Para utilidad prictica pueden usarse las cepas ICTA No.
26 para la variedad Ipala 72 y la Cepa ICTA No. & para
las variedades Negro Jalpatagua y San Pedro Pinula 72,
pues fueron las que mejor rendimiento promedio de
materia seca produjeron en las plantas al ser inoculadas.

La mejor manera de interpretar la eficiencia simbidtica
entre la planta y el Rhizobium, utilizando el sistema de
seleccién con Jarras de Leonard, fué: Analizando el peso
de materia seca de plantas y nddulos.

El nimero de nodulos tan grande que se observé en la
base de la raiz fué debido a la forma de inocular las
plantas y a las condiciones de desarrollo de las mismas en
las Jarras de Leonard.

Las cepas con mayor capacidad de infectar a las
variedades con relacién al nimero de nodulos por planta
fueron:

ICTA No. 6 para la variedad Iapala 72.

ICTA No. 5 para la variedad San Pedro Pinula 72.

ICTA Na..1 y 5 para la variedad Negro Jalpatagua,

PSR ——
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5.7

5.8

5.9

La mayor capacidad de infectar, no necesariamente es
inidicador de una mayor fijaciéi  de  nitrégeno
atmosférico.

La cepa ICTA No. 4 que marcd un comportamiento
similar al testigo es de suponer que equivocadamente fué
aislada y sub-cultivada como Rhizobium, por lo gue no
deberd ser usada en futuros trabajos.

Las diferencias observadas entre las variedades estudiadas
en el experimento 2 necesitan ser corroboradas para ser

discutidas.

La evaluacion de los resultados permite inferir que en
principio se logré el objetivo buscado, pero los
inaculantes seleccionados deberin ser evaluados bajo
condiviones naturales del cultivo, lo cual serfa wnu
aplicacién de este trabajo que convendria realizar.
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Foto 1
Panorama General de los experimentos en el invernadero.

Foto 2
Comparacion de plantas de frijol utilizando en su fase inicial el
nitrogeno atmosférico fijado por las cepas ICTA 24 y 26 contra

el testigo.




Foto 3
Comparacién a los 39 dias de siembra del efecto de la cepa ICTA

26 contra el testigo
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