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CONTRIBUCION A LA INOCULACION BACTERIANA
DE SEMILLAS DE SOYA

Por Alvaro Posada Borrero*

INTRODUCCION

Los trabajos cientificos y practicos sobre inoculacién de las semi-
llas de las leguminosas alcanzan hoy en dia a varios millares y el te-
ma en cuestion continta sin perder actualidad.

Las investigaciones acerca de la simbiosis entre las leguminosas
y los Rhizobium aun revelan muchos secretos y todos los resultados
que se publican contribuyen a que sea mayor el interés cientifico y
y practico de la cuestion porque ellos dan explicacion a los muchos
factores que regulan un fenomeno tan complejo como es la infeccion,
por una bacteria, de una planta superior con la consiguiente fijacion
del nitrégeno atmosférico.

La inoculacién bacteriana de las semillas de las leguminosas con
las diferentes razas de Rhizobium, segiin la especifidad de la planta
huésped, ha llegado a ser, con justificado motivo, una practica muy
usual en todos los paises y la inmensa cantidad de productos comer-
ciales muestran gue de ano en ano crece el consumo de los diferentes
nitrocultivos pues ha sido plenamente comprobado el aumento en el
rendimiento de las cosechas con esta practica.

En Colombia también se ha introducido el uso del Rhizobium co-
mo nitrofijador del complejo simbidtico y especialmente con el incre-
mento que ha alcanzado el cultivo de la soya en los ultimos afios, ha
aumentado el empleo de Rhizobium para esta planta y muchos culti-
vadores aprecian hoy el valor de la inoculacion bacteriana principal-
mente al sembrar por primera vez en suelos nuevos en los cuales no
ha crecide anteriormente esta leguminosa,

Una vez que se ha sembrado soya inoculada y se han formado los
conocidos nodulos, el suelo esta infectado con estas baeterias radici-
colas y la proxima siembra ya cuenta con la existencia de estos or-
ganismos con poder infectivo para efectuar su trabajo beneficioso.

Pero es muy necesario vigilar el comportamiento de estas bacte-
rias para poder aprovecharlas eficazmente; los factores internos y ex-
ternos, especialmente factores ambientales, climatolégicos, como la ilu-

* Tesis presentada como requisito parcial para optar al titulo de Ingeniero
Agronome.
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minacion, la temperatura, la humedad, la presencia de bacteriofagos,
etc. actilan constantemente sobre estas bacterias y especialmente so-
bre sus poderes infectivos, tornando las razas de eficientes a ine-
ficaces.

Todo el conjunto de los diferentes factores, especialmente bajo
condiciones tropicales, parecen actuar mas desfavorablemente sobre la
nitrofijacion atmosférica que en otras regiones del mundo.

Se ha observado en ensayos de invernadero con sus oscilaciones
inmensas de temperatura que van desde 18 a 50c Celsius y 50 a 99%
de humedad y en cultivos de campo a condiciones del ambiente, que
se presentan muchas veces alteraciones en los sintomas normales del
poder infectivo de las bacterias indigenas del suelo en la formacion
de nodulos en las raices y en el rendimienio de las cosechas. Se han
presentado efectos tipicamente hambrientos de Nitrogeno a pesar de
encontrarse esie elemento en cantidad suficiente en el suelo y se ha
observado una formacion de nodulos de una manera extraha y no
comunmente conocida.

Los factores que transforman una raza eficiente de Rhizobium
en una ineficaz, han sido objeto de muchos estudios durante los lti-
mos anos.

A continuacion se exponen algunas de las principales teorias que
tratan de darle una explicacién a este fenémeno:

a — Bacteriofagos

La presencia de bacteriofagos en el suelo ha sido conocida desde
hace mucho tiempo. Estos bacteriofagos son ultra-microbios muy pa-
recidos a los virus que son letales para una o varias cepas de bacterias
y producen necrosis o muerie de las mismas.

Demolen y Dunez (6, 1938-1940), Vandecavaye y Katznelson (6,
1936), Laird (6, 1932), Krasilnikow (6, 1942) Marcilla, Aguirre y Xandri
(6, 1950) y otros pudieron demostrar que ciertos bacteriofagos dismi-
nuyen en alto grado la virulencia del Rhizobium y con eso el poder
infectivo y naturalmente el rendimiento de las cosechas. Datta (4,
1944) encontro correlacion entre la presencia de bacteriéfagos y el cul-
tivo prolongado de las plantas notando que estos aumentaban con la
edad de los nodulos y la aplicacion de enmendantes al suelo.

b — Substancias inhibideras

Casas (3, 1947), investigo la presencia de substancias inhibidoras
en el suelo, producidas muchas veces por las mismas bacterias, como
factor lisante del poder infectivo del Rhizobium. Shvetsova (12, 1944)
observo la acumulacion de agentes liticos alrededor de las raices de las
leguminosas que inhiben la actividad de las bacterias formadoras de
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nédul_os. Nutman (10,1945) en cultivos de trébol hechos en agar, en-
contro que las raices producen una secrecién que inhibe la formacion
de nodulos.

¢ — Substancias antibidticas

Trusell y Sarles (13, 1943) informan que algunas substancias an-
tibioticas antimicrobianas (actinomicina, gramiecidina, tirotricina) pro-
ducidas por la microflora del suelo ejercen una influencia o accién in-
hibidora sobre los Rhizobium. Fred, Baldwin y Mec Coy (6, 1932),
Krasilnikow y Koreniako (7, 1944) mencionan la misma microflora,
hoy conocida como productora de substancias antibiéticas y en parte
también inhibidoras, como factor que inhibe la actividad del Rhizo-
bium.

d — Substancias activadoras

Naundorf y Nilson (6, 1940-41) detlerminaron que la falta de cier-
tas substancias activas, como ciertas vitaminas y fitohormonas, impi-
de la transformacion de las bacterias en bacteriodes, transformacion
necesaria para la fijacién del nitrégeno atmosférico.

¢ — Substancias nutritivas

Mc Calla (6, 1940-41), Wilson (8, 1947) etc., han demostrado la in-
fluencia desfavorable de ciertas sales minerales y especialmente de
la acumulacion de estas en el suelo.

La falta de substancias nutritivas y de elementos menores, p. e.
Molibdeno, es para Poschenrieder, Samnet y Fischer (11, 1940) la cau-
sa de una simbiosis perturbada. Wilson (6, 1940) probo en medio de
laboratorio v en el campo que la presencia de abundantes nitratos in-
hibe la formacion de pelos radicales que es siempre premonitoria de
la iniciacion de la infeccion.

t — Fopetores ambientales

Segiin Marcilla, Aguirre v Xandri (6, 1950) los factores climato-
légicos son los que influyen en mayor grado. Davis (5, 1944) en ensa-
yos efectuados en alfalfa concluy6 que la ausencia de nodulos en plan-
tas provenientes de semillas inoculadas con cultivos comerciales se
debio a una prolongada seguia después de la siembra que impidié e!
establecimiento de las bacterias.

g — Teoria de la hemoproteina

En las cepas efectivas existe un pigmento rcjo, especie de hemc-
proteina o hemoglobina, esencialmente ligado a la fijacion de nitro-
geno y necesario para que se efectie este fenémeno. Este pigmento



56 ACTA AGRONOMICA VOLUMEN IL

funcicna almacenando oxigeno y cuando el nodulo esta llegando a su
fin, cambia el color de rojo a verde.

Virtanen (15, 1945) formuld la hipotesis de que la causa de ia in-
habilidad de una cepa infectiva para fijar nitrogeno en los nodulos de
la raiz se debia principalmente a un ligero tejido que rodeaba la bac-
teria; éste previene el suministro de oxigeno y al mismo tiempo la
formacion de hemoglobina es inhibida.

i — Inmunidad de la planta

Virtanen y Linkola (14, 1947) observaron que cuando se aplicaba
una cepa efectiva después de que se habian formado los primeruvs né-
dulos a causa de una cepa inefectiva, no se producia formacion de
nodulos. Los citados autores concluyeron que probablemente se pro-
ducia una inmunidad en la planta que impedia la infeccion por parte-
de la cepa efectiva.

1 — Influencia de insecticidas, herbicidas, desinfectantes y o!ras subs-
tancias quimicas

Appleman y Sears (1, 1946) observaron que el DDT a ciertas con-
centraciones afecta a las bacterias formadoras de nodulvs.

Carlyle y Thorpe (2, 1947) en ensayos con frijol, guisantes, trébol
rojo y alfalfa comprobaron que sales de 2,4-D presentes en la solucion
del suelo, en la proporcion de 0,5 p.p.m., restringen seriamente Ila
germinacion, limitan el crecimiento y practicamente inhiben la forma-
cion de nodulos en estas leguminosas,

Este complejo de los diferentes factores que intervizrnen sobre el
comportamiento de las bacterias en el suelo, hace imposible fijar con
exactitud la verdadera causa, para cada caso especial, de la pérdida
parcial o total del poder infectivo del Rhizobium o las alteraciones
desfavorables en la formacién normal de nédulos y la dweninucion en
log rendimientos.

En este trabajo, el autor se interesa en demostrar, en primer iu-
gar, efectos y fendmenos raros y anormales en la formacion de les
nodulos y combinado con este fenéomeno, la disminucion de los ren-
dimientos de las cosechas.

También se interesa el autor en demostrar el valor de la :nocula-
cién en general y de la reinoculaciéon en suelos ya infectados para e-
vitar disminucion en los rendimientos econdmicos sin fijarse en el
momento en las diferentes causas de esfos fenémenos gque tienen que
ser objeto de un posterior estudio cuando se conozcan mas datos sobre
el problema en cuestion.
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MATERIALESE Y METODOS

La semilla empleada en todos los ensayos fue de la variedad Mis-
soy cuyo cultivo es el que més se ha generalizado en la region debido
a su alta produccién, riqueza en grasa y resistencia al medio.

En todos los casos se us6 semilla recién cosechada para asegurar
un satisfactorio porcentaje de germinacién y siempre se desinfectd
con alecohol etilico al 70%.

~Como fuentes de inoculacion se emplearon tres clases de cepas de
Rhizobium Soya:

1— Cepa recién aislada, muy virulenta, segin examen previo en el
laboratorio y que en el trabajo se llama “cepa nueva”.

2— Cepa tomada de un Lote de la Estacién Agricola en el que ya se
habia sembrado una cosecha de soya.

3— Cepa tomada de un suelo en el cual se habian cultivado dos co-
sechas sucesivas de soya. en condiciones de invernadero y con
la que se habian observado efectos anormales en la raiz.

Para hacer la inoculacién de las semillas se usaron las tres cepas
en forma de polvo, método este indicado por Kurnik (8, 1950) como

el mejor, aplicandose éste sobre los surcos en el momento de hacer la
siembra,

Los ensayos se desarrollaron en los siguientes medios:
1— Propagadores viejos de cacao en cultivo de arena lavada.
2— En el invernadero con tierra.

3— En el campo, Lote No. 33 de la Estacién Agricola.

En ninguno de estos medios se habia sembrado soya anteriormen-
te con lo que se aseguraba la ausencia de los Rhizobium. Ademas de
esta condicion, se tomaron varias precauciones tendientes a evitar la
mezcla de las distintas cepas en los varios tratamientos.

Las manos del operador se desinfectaron constantemente duran-
te la siembra con alecohol al 70% ; en la balsa del invernadero se deja-
ron espacios vacios de 0,20 mts. entre en un tratamiento y otro los jue
se desintectaron con bicloruro de mercurio con el objeto de evitar el
movimiento de las bacterias a través del suelo. En el campo se elimi-
naron las plantulas que estaban a 0,20 mts. de cada lado de las parce-
las para descartar la posibilidad de que en los resultados intervinieran
cepas de otros tratamientos.

En el ensayo en arena se hicieron dos replicaciones de cada tra-
tamiento, sembrandose cuatro granos por sitio en dos surccs, a dis-
tancias de 0,35 mts. entre surcos y 0.30 mts. entre planta..
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A las cinco semanas se tomaron muestras para observar forma-
cion de nodulos y determinar proteinas.

La balsa escogida en el invernadero se dividié en cuatro secciones
para hacer un tratamiento en cada una de ellas; se senibraron tres
semillas por sitio, a 0,30 mts. en cuadro.

Al mes de hechas las siembras, se tomaron muestras para obser-
var la formacién de nédulos y hacer analisis de proteinas,

Los ensayos en el campo se distribuyeron en bloques al azar, en
parcelas de 25 metros cuadrados, con seis replicaciones para cada tra-
tamiento. Las distancias de siembra fueron de 0,60 mts. enfre surcos
y 0,10 mts. entre plantas dejandose en cada parcela un borde libre
de 0,10 mts.; la siembra se hizo a mano a la distancia ya dicha. A los
42 dias se tomaron muestras para hacer observaciones sobre nodula-
cion y para determinar proteinas.

En todos los casos, las proteinas se determinaron por el clasico
método de Kjeldahl.

Los andlisis estadisticos se hicieron por el método de variancia v
por medio de la prueba de “t”.

ENSAYOS EN ARENA

Los primeros ensayos se efectuaron en cultivos de arena, em-
pleando los viejos propagadores de cacao.

Para los diferentes experimentos de inoculacion se emplearon las
tres cepas distintas de Rhizobium enumeradas ya en el capitulo an-
terio..

La siembra se hizo el 28 de Abril y las semillas se regaron con
solueidn nutritiva de Knop en la que faltaba el compuesto nitrogena-
de.

La germinacion de las semillas fue normal y en los primeros dias
de desarrollo el crecimiento de las plantulas no inoculadas fue mejor
fendmeno éste que se encuentra frecuentemente después de hacer una
inoculacion. Después de cinco semanas, al final del mes de Mayo, las
plantas inoculadas presentaban mejor aspecto que las testigo.

Las fotografias Nos. 1 y 2 nos muestran una comparacion entre
plantas testigo y plantas inoculadas con una cepa nueva de Rhizo-
bium,

A las seis semanas de desarrollo (10 de Junio), se hizo la primera
observacion sobre formacion de nédulos y también un contaje de es-
tos elaborandose con estos datos la Tabla No. 1,
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Fig. 1.— Influencia de la Inoculacion en el desarrollo de la Sova.
Izquierda: Plantas testigo. Derecha: Plantas Inoculadas con cepa nueva de
Rhizobium Soya.— (Fotc Rengifo).

Fig 2.— Formacion de Nédulos en las raices de Soya. Izquierda: Plantas Tes-
tigo. Derecha: Plantas Inoculadas.— (Foto Rengifo).
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TABLA Ne. 1
FORMACION DE NODULOS EN SOYA EN CULTIVO DE ARENA

Tratamiento Numero de Ob .
Nodulos? servaciones
Testigo 0 Crecimiento moderado
Cepa nueva 25,1 Crecimiento mejor
Cepa de 1 cosecha 10,0 Crecimiento algo mejor que el
control
Cepa de 2 cosechas 6,5 Crecimiento casi como el tes-

tigo pero mas retardado. Cre-
cimiento de raiz anormal.

®Promedio por planta

De la Tabla No. 1 se deduce que las plantas provenientes de se-
millas no inoculadas no formaron nodulos en la raiz; la soya inocuia-
da con la cepa nueva di6é el numero mayor de nodulos y la nodulacion
en las plantas inoculadas con las cepas de una y dos cosechas fue
bastante baja y ya se observaron los fenomenos anormales en la raiz,
que pueden apreciarse en la fotografia No. 3.

Este fenomeno coincide, como puede verse en la fotografia, con
la formacion aumentada de raices laterales, raices laterales hinchadas
vy raices que tienen casi €l aspecto de un nodulo.

Esta observacion se hizo especialmente y en mayor numero en
las raices de las plantas provenientes de semillas que habian sido ino-
culadas con cepa de Rhizobium que tenia su origen en un campo en
€] cual se habian cultivado dos cosechas sucesivas de sova. En este
caso la formacién de nodulos en la raiz fue muy escasa.

Este fenomeno solamente se explica con el siguiente hecho: las
bacterias contenidas en el material de inoculacion proveniente del
campo ya mencionado, penetran en la raiz sin efectuar la formacion
normal de nodulos porque ya han perdido su efectividad y desarrollan
un parasitismo sin dar al huésped el nitrogeno que éste necesita.

La formacién aumentada de las raices laterales es ocasionada por
los productos de metabolismo de estas bacterias entre los cuales en-
contramos, entre otros, la heteroauxina (Link, 9. 1937), conocida como
substancia de crecimiento que favorece la formacién de raices latera-
les y causa hinchamiento en las raices jovenes y germinativas.

Estos resultados encontrados explican en parte también el hecho
de que en campos en donde se ha cultivado varias veces la soya, dis-
minuye constantemente la produccién.
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Del mismo ensayo se tomaron muestras para determinar el con-
tenido proteico y de estas determinaciones se obtuvieron los siguien-
tes valores con los que se elabord la Tabla No. 2.

TABLA Nc. 2

CONTENIDO EN MATERIA SECA Y PROTEINAS DE PLANTAS DE
SOYA SEGUN INOCULACION.

{Plantas de ocho semanas)

Materia seca Proteina
Tratamiento
Grs. <o de la materia seca.
Testigo 21,1 16,3
Cepa nueva 249 27,5
Cepa de 1 cosecha 25,9 20,4
Cepa de 2 cosechas 21,0 17,0

Fig. 3.— Influencia de las cepas viejas de Rhizobium en la formacios
de nddulos.

Derecha: Nodulog normales.

Izquierda: Noédulos anormales v formacién abundante de raices latera-
les hinchadas, anormales.
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Segun esta Tabla encontramos un aumento bastante elevado de
la materia seca y de las substancias proteinicas en las hojas de la
soya inoculada con la cepa nueva de Rhizobium y con la cepa prove-
niente del campo en donde se habia sembrado soya por una vez.

El ensayo nos demuestra claramente el alto valor de la inocula-
cion de la soya, del empleo de cepas nuevas recién aisladas y com-
probadas y demuesira ademas que la fijacion del nitrogeno atmosié-
rico disminuye empleando cepas que han permanecido ya varios me-
ses v especiaimente mas de un ano en un suelo cultivado con soya.

El 26 de agosto se cosecharon las plantas sembradas en los pro-
pagaclores y se obtuvieron los siguientes valores que se presentan en
la Tabla No. 3.

TABLA Nec. 3

INFLUENCIA DE LA DIFERENTE INOCULACION CON RHIZOBIUM
SOYA SOBRE LA PRODUCCION DE GRANOS

(Cultive en arena)?

Tratamiento Grs./plants Contenido Contenido
Feso grasa % proteinas
Testigo 47 + — €5 15,8 21,0
Cepa nueva 324 sy 20,6 31,2
Cepa de 1 cosecha 30,7 - — 1.2 20,7 27,3
Cepa de 2 cosechas 9,8 - — 06

17,9 23,5

“Las cifras indican la cantidad de granos en grames por planta sobre
ur promedic de 72 plantas.

El resultado final de este ensayo en arena, segun se ve en la Ta-
bla No. 3, indica experimentalmente la necesidad de una inoculacion.

Es natural que las diferencies entre testigos y piantas incculadas
en cualquier suelo o campo de cultivo no se presentan conspicuas co-
mo en el caso del cultivo en arena.

La cosecha obtenida nos muesira ademéas que para la inoculacion
es necesario emplear bacterias virulentas. La cepa originaria del
campo de una cosecha casi alcanza los valores de la soya inoculada
con bacterias virulentas, excepto en Ia cantidad de proteinas que
siempre disminuy6 en un 129 ; esto quiere decir que la fijacion del
nitrégeno atmosferico fue menor.

Les valores muy bajos que muestra la soya inoculada ceix la cepa
originaria del campo de dos cosechas, son casi similares a ioc que da,
€] testigce,
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ENSAYOS EN EL INVERNADERO

Los ensayos en el Invernadero se hicieron en dos sevies pava ha-
cer una apreciacion mas exacta de los resultados.

El analisis quimico del suelo en donde se desarroliaron estos en-
savos dio los siguientes valores:

N Total G,136"

P total 6,050,
soluble 112,56 Kga.

K 3125 *

Ca 4506.0

pH 6,0

El procedimiento empleado para realizar este ensayo fue el mis-
mo usado en el pasado y descrife en capitulos anteriores,

Con los resultados obtenidos en este ensavo ce elabora la Ta-
bla No. 4.
TABLA No. 4

INFLUENCTA DE DIFERENTES INOCULACIONES SOBRE FORMACION
DE NODULOS, CRECIMIENTO Y DESARROLLO DI SOYA

(Promedio de 50 plantas)

i

@ ke :. I
AR EE Ra S g
88y .= GEES fEY N
Tratamiento 0-3.2 ?3 5 g;—,,‘-g Bo® servaciones
-5.‘3,5 ol og 254
2 &R B R wg=
;I'_e-s?go 32 14,3 0 283 Nodulos  grandes vy
pequenos.
Cepa nueva 35 172 +-202 3396 Nodules pequenos.
Cepa de 1 1 J,
cosecha 31 15,1 55 309 Nadulos grandes.
Cepa de 2 y
cosechas 8 10,1 —415 234 Pocos- nodulos v de-
formacion  en las
raices. Formacion de
[ 3

raices laterales.
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Los valores de esta Tabla no son inmediatamente comparables con
los resultados del ensayo en arena. Se tuvo mucho cuidado al efectuar
ia siembra y el personal fue muy bien instruide y vigilado pero des-
de Juego en los resultados se presentd una infeccion con Rhizobium,

Kl suelo nunca habia sido cultivado con soya pero posiblemente
con ¢l riego se trasladaron bacterias de un campo a otro no obstan-
te Ja cuidadosa separacion que existia entre ellos. También ha podido
ser posible que durante las desyerbas, las manos del operador hubie-
ran trasladado las bacterias de un sitio a otro,

Siempre la cepa recién aislada v virulenta (efectiva) dio la me-
jor cosecha. Las plantas se cosecharon diez semanas después de la
siembra en un estado en el cual se encontraban todavia verdes pero
va habian terminado la floracion y tenian vainas bien desarrclladas.

No hubo asi diferencia entre testigos y plantas inoculadas con
bacterias del campo de una cosecha pero de nuevo se observé la gran
diferencia entre testigos y plantas inoculadas con la cepa ae dos co-
sechas, determinandose una disminucion de un 41,5% en la produc-
cion y al hacer la comparacion con la inoculacion con cepa viralenta
se tiene una disminucion de mas o menos 70,

No solamente la inoculacion con cepa de dos cosechas tuvo efec-
to en la disminucion de los rendimientos sino también que empeord
la calidad de la sova con respecto a su contenido en albuminas.

Al observar las raices de plantas jovenes inoculadas con cepa de
dos cosechas, el autor encontrd el mismo fenomeno ya descrito ei: los
ensavos en arena: formacion aumentada de raices laterales, raices la-
tevales hinchadas con aspecto de nodulos y nodulos deformes.

Una vez cosechado este ensayo, se sembrd sova de nuevo en la
misma balsa v sobre el mismo suelo (Gltimos dias de Junio) y se co-
secho ul final de septiembre; con los resultados se elaboro la Tabla

(L0 by
AN

En esta ocasion no se hizo inoculacion de las semillas pero si se
iuve la precaucion de desinfectarlas previamente con alcohol del 70¢..

TABLA No. 5

INFLUENCIA DE LAS DIVERSAS INOCULACIONES SOBRE EL
DESARROLLO DE LA SOYA

R 3 T T

! i Granos por planta  Aumento o disminucion
Tratamiento por p 0 L

Gramos “u
Testigo 85,2 TS
Cepa nueva 90,1 + 5.7
Cepa de 1 cosecha 70,4 — 174

Cepa de 2 cosechas 51.0 — 40,2
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Al observar esta Tabla se nota una disminucion de la cosecha en
el suelo en donde ya se habia hecho el cultivo. El poco aumento que
se obtuvo en el suelo que contenia la cepa recién aislada v virulenta
sc encuentra dentro del limite de error 3 ya en la segunda cosechz
se nota la pérdida de virulencia de la cepa nueva, no muy grande pero
siempre marcada. ;

Se realizé un tercer ensayo en el invernadero inoculando las s.-
millas, previamente desinfectadas, con una cepa de tercera casecha io-
mada de la balsa del primer ensayo y con una mezcla de cepa de ier-
cera cosecha ¥ cepa nueva.

La germinacion y el desarrollo de los primeros dias fue compie-
tamente normal pero a las tres semanas se observé un mejor compor-
tamiento en las plantas que habian sido ingculadas con la mezela de la~
cepas mencionadas de Rhizobium. Esto demuestra el alto valor de
reineculacion.

No .se espem el resultado de la cosec‘na de este ensayo pero ias
fot u'-vafias Nos. 4.y 5 muestrah: claramente la gran diferencia entie
las dos inoculaciones. LN

ENSAYO EN EL CAMPO

Ademas de los experimentos en arena y en el invernadero, ss hizn
un ensayo en condiciones de campo (Lote No. 33 de la Estacion A-
gricola), con seis replicaciones en parcelas de 25 mts.2 distribuidas se-
zun el plano que figura a continuacion:

1— Testige.
2— Soya inoculada con Rhizobium recién aislado y viruiento.

3— Soya inoculada con cepa de Rhizobium de dos cosechas.
4. Sova inocula con cepa de una cosecha en el campo.

Distribucion de las parcelas en el campo.

F.a siembra se hizo el 24 de abril en un lote de ferreno en dode
nunca se habia sembrado soya.

Todas las semillas se desinfectaron antes de la siembiz con leo-
hol de 709 y después se inocularon con las diferentes copas de Rhi-
zobium,



66 ACTA AGRONOMICA VOLUMEN Ii

Fig. 4.— Soya inoculada con una cepa de Rhizobium de tercera cosecha. —
Foto Rengifo. i

Fig 5.— Soya inoculada con una mezela de capa de Rhizobium de tercera
cosecha y una cepa nueva. (Reinoculacion).— Foto: Rengifo.
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F! 21 de junio se hizo una apreciacion gobre ¢l estado gque preszen-
taban las parcelas de los distintos tratamientos de inoculacion y ce
calificaron de 1 a 5 segiin su desarrollo y vigor siendo la calificacion 5
para las mejores parcelas o sea aquellas que presentaban un dcsarro-
llo excelente.

Sepnn estas observaciones el estado del cultivo se prescuté en
la siguiente forma:

1— Testigo 350 (Promedio de seis replicaciones)
2— Inoculada 495
3— ¥ 3,25
4— i 4 50

T.a cesecha se recolecto entre el 19 vy el 23 de agosto y cada par-
cela se trilla v pesd por seporado.

T.0s resultados de esta cosecha se presentan en la Tabla No. 6.
TAEBLA No, 6

INFLUENCTIA DE LAS INOCULACIONES CON DIFERENTES CEPAS DE
RHIZOBIUM SOBRE EL RENDIMIENTC DE LA SOYA

mKilogra- Fo
s w e
Replicaciones £ mos por Aumento
Trata- & parcela 0
miento 1 2 3 B 3 o Promedio disminu-
cion.
Testigo 41 .2 405 40 545 506 2840 4,733 0
Cepa ;
nueva 6,4 5,9 4,95 6,0 6,3 5,1 34,65 5,775 4 22,01
Cepa de
2 cose- :
chas 4.0 4.0 4.0 4.2 45 405 24,85 4141 __ 1251
Cepz de
1 cose-

cha 5,9 4,99 505 52 4.8 4,95 30,55 5,091 | 7,36

Suma ... 20,0 20,06 18,06 198 21,15 19,70 11845
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Con los datos presentados en la Tabla No. § se hizo el anilisis de
variancia que dio los siguientes valores:

F.C. — 5848

S5 Total- == 1362

S.C. Replicacienes =— 1,28
S.C. Tratamientos — 84

ES. = 0,296

cV., = 1042%

Para averiguar el merito relativo de los distintos tratamientc
hizo la prucba de “t”, estableciéndose la minima diferencia significa-
tiva (M.D.S.) para los niveles de P=0,05 y P=0,01.

Prueba de “t”

Fara:
P=1005 MDS. = 0296 < 213 = 0,63
P = 00l M.D.:S. = 0,296 < 295 = (97

Diferenczia entre promedios

l1— Cepa nueva v.s. testigos: 5,775 — 4,733 — 1,042
2— Cepa de 2 cosechas v.s, testigo: 4,141 — 4743 — 0,092
3~ Cepa de 1 cosecha v.s. testigo: 5,091 — 47333 — G358

4-— Cepa nueva v.s. cepa de 2 cosechas: 5,795 — 4,141 — 1634
5— Cepa de 1 cosecha v.s. cepa de 2 cosechas: 5,091 — 4,141 — 0,950
6-— Cepa nueva v.s. cepa de 1 cosecha: 5773 — 5,091 — 0,654

Observadas las diferencias anteriores se concluye que. hajo jas
condiciones en las cuales se llevo este experimento, son significativas
las siguientes diferencias:

1-— Cepa nueva vs. tesligo al nivel de P—0,01

2— Cepa nueva v.s. cepa de 2 cosechas al nivel de P00,

3— Cepa nueva v.s. cepn de 1 cosecha al nivel de P—=005.

4— Cepa de 1 cosecha v.s. cepa de 2 cosechus al nivel de =001

FEstudiados los resultados anteriores se comprobo, bajo las condi-
ciones del presente frabajo, que la cepa nueva demostro ser superior
a las cepas de 1 v 2 cosechas.

Igualmente se constato que la cepa de 1 cosecha fue superior a la
cepa de dos cosechas con lo gque se comprueba experimentalmente que
a medida que las baclerias permanecen en el suelo van perdiendo su
peder infectivo v por consiguiente su efectividad.

Comparando los rendimientos de la soya tratads con las diferen-
tes cepas de Rhizobium se observa que la sola inoculacin con la cepa
virulenta aumento el rendimiento en un 2247 que signilica segun los
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datos de la Tabla No. 6, para una hectarea de cultivo un producido
mas de 417 kilogramos.

La produccion del testigo aleanza por hectarea 1893 kilogramos y
la produccion de la sova inoculada arroja 2310 kilogramos para la mis-
ma area.

Empleando la cepa proveniente del campo ya con una cosecha,
la produccion disminuye apreciablemente; la produecion por hectarea
es de 2036 kilogramos y comparada con la del testigo solo se obtiene
un aumento de 7,56 que significa por hectirea un rendimiento ma-
vor de 143 kilogramos,

La inoculacion con ecepa de dos cosechas bajo notoriamente la pro
duceion, dando un rendimiento menor que el testigo; la produccion
estimada por héctarea en este tratamiento es de 1.666 kilogramos lo
que significa 237 kilogramos menos que el testigo y 0654 kilograinos
menos que la soya inoculada con la cepa virulenta y recién aislada.

El ensayo nos muestra muy claro que la pérdida de virulencia de
las bacterias puede ser perjudicial para el rendimiento de la cosecha.

Las bacterias penetraron en la raiz pero produciendo poca forma-
cion de nodulos y formaecion aumentada de raices laterales y desarro-
llando un parasitismo, no dando a la planta el nitrogeno que ésta ne-
cesitaba y tomando en cambio de ella valiosas substancias nutritivas,

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Varias observaciones sobre la disminuciéon de los rendimientos de
las cosécthas de ciertas leguminosas, especialmente frijol v soya, des-
pués dé cultivos sucesivos en el mismo suelo y bajo condiciones del
tropico, condujeron al autor a la realizacion del presente trabajo para
demostrar las causas de esta disminucion,

La revision de la literatura existente sobre este fenomeno dido a
conocer un gran numero de factores internos y externos que pueden
influir sobre este hecho.

Practicamente no existen investigaciones sobre la simbiosis de lasg
leguminosas con Rhizobium en regiones tropicales y seguramenie el
comportamiento de las bacterias que penetran en las raices de éstas
para efectuar alli la fijacion del nitrogeno atmosférico debe de ser
completamente diferente al que se observa en las regiones templadas.

Al estudiar los trabajos cientificos de esas regiones, la mayoria
de los autores indican que una vez infectado el suelo con Rhizobium,
las leguminosas cultivadas sobre éste se aprovechan de las bacterias
durante muchos anos siendo necesario la reinoculacion cada tres a seis
anos, en caso que éstas hayan perdido su virulencia.
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El autor empled intencionadamente sova en tedos log experimen-
tos por ser esta una planta hasta ahora muy poco cullivada en nues-
tro medio y como necesita una cepa especifica para su inoculacion se
corria muy poco riesgo de encontrar esta clase de Rhizobium en el
suelo, lo que no ccurre con el frijel que es un euliivo muy difundida
en la region.

En los primeros ensayos en arena lavada se pudso demosirar per-
fectamente que es necesario inocular la soya con Rhizobium para ob-
tener buenos rendimientos,

Los ensayos de inoculacion con las cepas de una v dos cosechas,
también verificadas en arena. comprueban la pérdida de virulencia de
estas bacterias ya que en los resultados practicamente no podian in-
fluir otros factores, como per ejemplo, ciertas substancias inhibidoras
en el suelo o el desequilibric de ciertas subsfancias nuiritivas v ac-
tivas.

Los efectos se mostraron, como yva se ha expuests, en la forma-
cion de nodulos anormales vy una [ormacion abundante de raices la-
terales hinchadas y anormales.

Esto nos demuestra que las bacterias han penefrado en las ralces
de las plantias sin comportarse en forma normal, como la cepa de Rhi-
zobium recien aislada y virulenta; este fenomeno nos demuestra ade-
mas gue estas dos cepas habian perdido su viruiencia en el campo de
donde fueron aisladas, el cual habla sido incculade con cepd recien
aislada y virulenta hacia 8 o 12 meses lo que guilere decir gque eslas
bacterias perdieron su poder de infeccion en el transcurso de estos me-
ses.

En los ensayos en condiciones de invernadero y de campo se ob-
servaron los mismos efectos pero naturalmente menos marcados que
en los experimentos en arena.

Segun las observaciones y experimentos realizades, las bacterias
inoculadas en un campo pierden practicamente su poder de infeceion
después de la primera cosecha.

Las causas de esta pérdida, que no son objeto de este estudig,
oueden ser diversas y han sido mencionadas en el capitulo L

La disminucion de los rendimientos en la segunda cosecha hecha
en el mismo sitio ne es muy grande y sigue siendo superior el pro-
ducido de la soya inoculada con cepa nueva al producido del testigo,
pero va cosechande por tercera vez en el mismo suelo, la infeccion
de las bacterias es perjudicial para la planta v se expresa en una dis-
minucidon muy elevada que alcanza valores mias bajos gue el testigo.

De acuerdo con los resultados de estos ensaves, es necesario re-
comendar no sembrar sova por segunda v tercera vez en el mismo
campo sino hacer una rotacion de cultivo o reinocular para cada siem-
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bra, como se demostro en los Gltimos ensayos de reinoculacién hechos
¢n el invernadero.

Al hacer una reinoculacién, seguramente penetran a la raiz las dos
cepas empleadas, pero la cepa nueva aventaja en su,poder de infec-
*ion a las cepas viejas e impide que la vida parasita desarrollada por
éstas perjudique a la planta, formando en cambio nédulos normales
capaces de fijar el nitrogeno atmosférico.

RESUMEN

El autor describe sus investigaciones sobre la inoculacion de la
soya en regiones tropicales y los diferentes fenomenos que se presen-
tan en cultivos continuos de esta planta sobre el mismo suelo con res-
pecto a la simbiosis entre Rhizobium del grupo soya con su huésped;
también trata de la efectividad de diferentes cepas de esta bacteria.

Se obtuvieron los siguientes resultados:

1— Para obtener altos rendimientos es necesario, en tierras que
nunca han sido cultivadas con soya, inocular la semilla,_,

2— Cultivando soya por segunda y tercera vez en el mismo cam-
po, disminuye la produccién, efecto que tiene su causa en la pérdida de
virulencia del Rhizobium en el suelo, como lo demostraron los en-
sayos en arena, invernadero y campo..

3—La pérdida de la virulencia de las bacterias que penetran a la
raiz, se manifiesta en cambios morfoldgicos de ésta, como por ejemplo,
formacion abundante de raices laterales hinchadas anormales y né-
dulos anormales.

4—Una reinoculacion de la semilla puede evitar la disminucién
de la produccion del cultivo en un suelo sembrado varias veces con
esta planta.

5—En la discusion se dan recomendaciones practicas con respecto
a la inoculacién y al cultivo sucesivo en el mismo suelo.
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