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INTRODUCCION 

No. 1 

Los trabajos científicos y prácticos sobre inoculación de las semi* 
llas de las leguminosas alcanzan hoy en día a varios millares y el te­
ma en cuestión continúa sin perder actualidad. 

Las investigaciones acerca de la simbiosis entre las leguminosas 
y los Rhizobium aún revelan muchos secretos y todos los resultados 
que se publican contribuyen a que sea mayor el interés científico y 
y prácti.co de la cuestión porque ellos dan explicación a los muchos 
factores que regulan un fenómeno tan complejo como es la infección, 
por una bacteria, de una planta superior con la consiguiente fijación 
del nitrógeno atmosférico. 

La inoculación bacteriana de las semillas de las leguminosas con 
las diferentes razas de Rhizobium, según la cspecifidad de la planta 
huésped, ha llegado a ser, con justificado motivo, una práctica muy 
usual en todos los países y la inmensa cantidad de productos comer­
ciales muestran que de año en año crece el consumo de los diferentes 
nitrocultivos pues ha sido plenamente comprobado el aumento en el 
rendimiento de las cosechas con esta práctica. 

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

Una vez que se ha sembrado soya inoculada y se han farmado los 
conocidos nódulos, el suelo está infectado con estas bacterias radicí­
colas y la próxima 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, climatológicos, como la ilu-

• Tesis presentada como requisito parcial para optar al título de Ingeniero 
Agrónomo. 
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minac10n, la temperatura, la humedad, la presencia de bacteriófagos, 
etc. adúan constantemente sobre estas bacterias y especialmente so­
bre sus poderes infectivos, tornando las razas de eficientes a ine~ 
ficacet:. 

Todo el conjunto de los d iferentes factores, especialmente bajo 
condiciones tropicales, parecen actuar m ás desfavorablemente sobre la 
nitrofijación a tmosférica 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 Jos síntomas normales del 
pode::- infectivo de las bacterias indígenas del suelo en la formación 
de nódulos en las raíces y en el rendimiento de las cosechas. Se han 
presentado efectos típicamente hambrientos de Nitrógeno a pesar d<: 
encontrarse este elemento en cantidad suficiente en el suelo y se ha 
observado una formación de nódulos de una manera extraña y no 
comunmente conocida. 

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

A continuación se exPonen algunas de las principales teorías que 
tratan de darle una explicación a este fenómeno: 

a - Bacteriófagos 

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

0 C".:nolcn y Dunez (6, 1938-1940), V.andecavaye y Katznelson (6, 
1936), Laird (6, 1932), Krasilnikow (6, 1942) Marcilla, Aguirre y Xandri 
(6, 1950) y otros pudieron demostrar que ciertos bacteriófagos 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) encontró correlación entre la presencia de bact eriófagos y el cul­
tivo prolongado de las plantas notando que estos aumentaban con la 
~dad de los nódulos y la aplicación de enmendantes al suelo. 

b - Substanciat~ inhibidoras 

Casas (3, 1947), investigó 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) 
observó la acumulación de agentes líticos alrededor de las raíces de las 
leguminosas que inhiben la actividad de las bacterias formadoras rl~ 
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nódulos. Nutman (10,1945) en cultivos de. trébol hechos en agar1 en­
contró que las raíces Producen una secre.ción que inhibe la formación 
d e nódulos . 

.e - Substancias antibióticas 

Trusell y Sarles (13, 1943) in forman que a lgunas substancias an­
tibióticas antimicrobianas (act inomicina. gra micidína, t irotricina) pr o­
ducidas por la microflora del suelo ejercen una influencia o acción in­
h ibidora sobre los Rhizobium. F red, Ba ldwin y Me Coy (6, 1932) , 
Krasilnikow y Koreniako (7, 1944) mencionan la misma microflora, 
hoy conocida como productora de substancias antibióticas y en parte 
también inhibidoras, como factor que inhibe la actividad del Rhizo­
bium. 

d - Substancias activ.adoras 

Nanndor:f y Nilson (6, 1940-41) determinar on que la falta de cier­
tas substancias activas, como ciertas vitamin as y fitohormonas, impi­
de la transformación de las bacterias en bacter iodes, transformación 
necesaria para la fi jadón del nit r ógeno atmosférico. 

e - Substancias nutritivas 

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

La fa lta de substancias nutr itivas y de elementos menor es, p. e . 
Molibdeno, es para Poschenrieder, Snmnet y Fischer (11, 1940) la cau­
sa de una simbiosis perturbada. Wilson (6, 1940) probó en medio de 
laboratorio y en el campo que la presencia de a bundantes nitratos in­
hibe la formación de pelos radicales que es siempre premonitoria de 
la iniciación de la infección. 

t - Frdores ambientales 

Según Mar cilla, Aguirre y Xand .. i (6, 1950) los factores climato­
lógicos son los que influyen en mayor grado. Davis (5, 1944) en ensa­
yos efectuados en a lfalfa concluyó que la ausencia de nódulos en plan­
tas provenientes de semillas inoculadas con cult~vos comerciales se 
debió a una prolongada seguía después de la siembra que impidió e! 
establecimiento de las bacterias. 

g - Teoría de la hemop.roteína 

En las cepas efectivas existe un pigmento rojo, especie de hemu­
proteína o hemoglobina, esencialmente ligado a la fijación de nitró­
geno y necesario para que se efe~túe este fenómeno. Este pigment o 
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funciona almacenando oxígeno y cuando el nódulo está llegando a su 
fin, cambia el color de rojo a verde. 

Virtanen (15, 1945) formuló la hipótesis de que la causa de la in­
habilidad de una cepa infectiva para fijar nitrógeno en los nódulos de 
la raíz se debía principalmente a un ligero tejido que rodeaba la b,\c­
tería; éste previene el suministro de oxígeno y al mismo tiempo la 
formación de hemoglobina es inhibida. 

ll - Inmunidad de la planta 

Virtanen y Linkoln (14, 1947) observaron que cuando se aphcaba 
una cepa efectiva después de que se habían formado los Primerus nó­
dulos a causa de una cepa inefectiva, no se producía formación de 
nódulos. Los dtados autores concluyeron que probablemente se pro­
ducía una inmunidad en la planta que impedía la infección por pe::rte 
de 1~ cepa electiva. 

1 - Influencia de insecticidas, herbicidas, desi.nfectantes :r o!ras subs·· 
tancias químicas 

Allpleman y Sears (1 , 1946) observaron que e l DDT a ciertas con­
centraciones afecta a las bacterias formadoras de nódulvs. 

Carlyle y Thorpe (2, 1947) en ensayos con f ríjol, gutsante:;, trébol 
rojo y alfalfa comprobaron que sales de 2,4-D presen tes en la solución 
del suelo, en la propor-ción de 0,5 p.p.m., restringen seriamente la 
germinación, limitan el crecimiento y prácticamente inhiben la forma­
ción de nódulos en estas leguminosas. 

Este complejo de los diferentes factores que intervl-:!nen sobre el 
comportamiento de las bacterias en el suelo, hace ímpm;ibJt• f ijnr con 
exactitud la verdadera causa, para cada caso especial, de la pérdida 
parcial o total del poder infectivo del Rhizobium o la:; a lt.e::-c.ciones 
desfavorables en la formación normal de nódulos y la d1SJr_inución en 
l.Ol; rend imientos. 

En este b'abajo, el autor se interesa en demostrar, en prim(:r lu­
ga r, efectos y fenómenos raros y anormales en la forma~ión de los 
nódulos y combinado con este fenómeno, la disminuci0n de los :-en­
dimientos de las cosechas. 

También se interesa el autor en demostrar el valor de la. :nocula­
ción en general y de la reinoculación en suelos ya infectaci.O!; para e­
vitar disminución en los rendimientos económicos sin fijarse en el 
momento en las diferentes causas de estos fenómenos que" t ienen que 
ser objeto de un posterior estudio cuando se conozcan más datos s0bre 
el problema en cuestión. 
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MATERIALEe Y METODOS 

La semilla emPleada en todos los ensayos fue de la variedad Mis­
soy cuyo cultivo es el que más se ha generalizado en la región debido 
a su alta producción, riqueza en grasa y resistencia al medio. 

En todos los casos se usó semilla recién cosechada para asegurar 
un satisfactorio porcentaje de germinación y siempre se desinfectó 
con alcohol etílico al 70%. 

Como fuentes de inoculación se emplearon tres clases de cepas de 
Rhizobium Soya: 

1- Cepa recién aislada, muy virulenta, según exámen previo en et 
laboratorio y que en el trabajo se llama "cepa nueva". 

2- Cepa tomada de un Lote de la Estación Agrícola en el que ya se 
había sembrado una cosecha de soya. 

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

Para hacer la inoculación de las semillas se usaron las tres cepas 
en forma de polvo, método este indicado por Kurnik (8, 1950) como 
el mejor, aplicándose 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 ~o. 33 de la Estación Agrícola. 

En ninguno de estos medios se había sembrado soya anteriormen­
te con lo que se aseguraba la ausencia de los Rhizobium. Además de 
esta condición, 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 akohol al 70}'(:; en la balsa del invernadero se deja­
ron espacios vacíos de 0,20 mts. entre en un tratamiento y otro los 1ue 
se desinfectaron 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 plántulas 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, sembrándose cuatro granos por sitio en dos sur..:cs, 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 iol·ma­
,ción de nódulos y determinar proteínas. 

La balsa escogida en el invernadero se dividió en cucJtro ~ecciones 
para hacer un tratamiento en cada una de ellas; se sen1braron tres 
semillas por sitio, a 0,30 mts. en cuadro. • 

Al mes de hechas las siembras, se tomaron muestras para obser­
var la formación de nódulos y hacer aná1isis de proteína:>. 

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. ~ntre wrcos 
y 0,10 mts. entre plantas dejándose en cada parcela un bode libre 
de 0,10 mts.; la siembra se hizo a mano a la distancia ya dicha. A los 
42 días se tomaron muestras para hacer observaciones :.:>bre nodula­
ción y para determinar proteínas. 

En todos los casos, las proteínas se determinaron P"~' el <'lásico 
método de Kjeldahl. 

Los análisis estadísticos se hicieron por el método de variancia y 
_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 inoculación se emplearon las 
tres cepas distintas de Rhizobium enumeradas ya en el capítulo an­
terio:. 

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

La germinación de las semillas fue normal y en los primeros días 
de desarrollo el crecimiento de las plántulas no inoculadas fue mejor 
fenómeno éste que se encuentra frecuentemente después de hacer una 
inoculación. Después de cinco semanas, al final del mes de Mayo, las 
plantas inoculadas presentaban mejor aspe.cto que las testigo. 

Las fotografías Nos. 1 y 2 nos muestran una comparación 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 
observación sobre formación de nódulos y también un contaje de es­
tos elaborándose con estos datos la Tabla No. l. 



1952 POSADA-CONTRIBUCION A LA INOCULACION BACTERIANA 5!f 

Fig. 1.- In fl uencia de la Inoculación en el desarrollo de la !::>c).\él. 

Izquierda: Plantas test igo. Derecha: Plantas Inoculadas con cepa nueva de 
Rhizobium Soya.-· (Foto Rengifo). 

Fig 2.- Formación d e Nódulos en las raíces de Soya. Izquierda: Plantas Tes­
tigo. Derecha: Plantas Inoculadas.- (Foto Rengifo). 
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TABLA Nc. 1 

F'ORMACION DE NODULOS EN SOYA EN CULTIVO DE AREN.\ 

Tratamiento 

1'estigo 
Cepa nueva 
Cepa de 1 cosecha 

Cepa de 2 cosechas 

Número de 
Nódulos(> 

o 
25,1 
10,0 

6,5 

9Promedio por planta 

Observaciones 

Crecimiento moderado 
Crecimiento mejor 
Crecimiento algo mejor que el 
control 
Crecimiento .casi como el tes­
tigo pero más retardado. Cre­
cimiento de raíz anormal. 

De la Tabla No. J se deduce que las plantas provenientes de se­
millas no inoculadas no formaron nódulos en la raíz; la soya inocuin­
da con la cepa nueva dió el n úmero mayor de nódulos y la nodulació:1 
en las plantas inoculadas con las cepas de una y dos cosechas fue 
bastante baja y ya se observaron los fenómenos anormales en la raíz, 
.que pueden apreciarse en la fotografía No. 3. 

Este fenómeno coincide, como puede verse en la fo tografía, con 
la formación aumentada de raíces laterales, raí::es latera les hinchadas 
y raíces que tienen casi el aspecto de un nódulo. 

Esta observación se hizo especialmente y en mayor número en 
las raíces ele las plantas provenientes de semillas que habían sido ino­
culadas con cepa de Rhizobium que tenía su origen en un campo en 
el cual se habían cultivado dos cosechas sucesivas de soya. En este 
caso la formación de nódulos en lu r aíz fue muy escasa. 

Este fenómeno solamente se explica con el siguiente hecho: las 
bacterias contenidas en el material de inoculación proveniente del 
campo ya mencionado, penetran en la r aíz sin efectuar la formación 
normal de nódulos porque ya han perdido su efectividad y desarrollan 
un parasitismo sin dar al h uésped el nitrógeno que éste necesita. 

La formación aumentada de las raíces 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 formación de raíces latera­
les y causa hinchamiento en las raíces jóvenes y germinativas. 

Estos resultados encontrados explican en parte también el hecho 
<le que en campos en donde se ha cultivado varias veces la soya, dis­
minuye constantemente la producción. 
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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 elaboró la Tabla No. 2. 

TABLA Nc. 2 

CONTENIDO EN MATERIA SECA Y P ROTEINAS DE P LANTAS DE 
SOY A SEGUN JNOCULACIOl'l. 

(Plantas de ocho semanas) 

Tratamiento 
• 

Testigo 
CePa nueva 
Cepa de 1 cosecha 
Cepa de 2 cosechas 

Materia seca 

Grs . 

21,1 
24,9 
25,9 
21,0 

Pt·oteina 

)-;, de la materia seca. 

16,:3 
27,5 
20,4 
17,0 

Fig. 3.- Influencia de las cepas viejas de Rhizobium en la formació.a 
de nódulos. 

Derecha: Nódulos normales. 
Izquierda: Nódulos anormales y formación abundante de raíces latera· 

les hinchadas, anormales. 
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Según esta Tabla encontramos un aumento bastante elevado de 
la materia seca y de las substancias proteínicas en las hojas de la 
soya inoculada con la cepa nueva de Rhizobium y con la cepa prove­
niente del f:ampo en donde se había sembrado soya por una vez. 

El ensavo nos demuestra claramente el alto valor de la inocula­
ción de la ~oya, del empleo de cepas nuevas recién aisladas y com­
probadas y demuestra además que la fijación del nitrógeno atmosfé­
rico disminuye empleando ~epas que han permanecido ya varios me­
ses y especiaimente más de un año en un suelo cultivado con soya. 

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

T ABLA N<:. 3 

INFLUENCIA DE LA DIFERENTE INOCULAClON CON RHIZOBIUM 
SOYA S OBRE LA PRODUCCION DE GRANOS 

(Cultivo en arena) v 

Tratamiento Grs./planta Contenido Contemdo 
Peso grasa /é proteínas ,. 

, ( 

Testigo (o ... 1 ·- C,5 15,8 21,0 ., 1 ,.-
Cepa nueva 32,4 1 0,9 20,6 31,2 ,.-
Cepa de 1 cosecha 30,7 + 1,2 20,7 27,3 
Cepa de 2 cosechas 9,8 + 0,6 17,9 23,5 

'>Las cif¡·as indican la cantidad de granos en gramos por planta sobre 
Uf'. promedio de 72 p lantas. 

El t•esultado final ele este ensayo en arena, según se ve en la Ta­
bla No. 3, indica experimentalmente la necesidad de una inoculación. 

Es natural que las difercnci?s entre testigos y p:antas inoculadas 
en cualquic,· suelo o campo de cultivo no se presentan conspicuas co­
mo en el caso del cultivo en arena. 

La cosecha obtenida nos muestra además que para la inoculación 
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 la cantidad ele proteínas ~ue 
siempre disminuyó en un 12',( ; esto quiere decir que la ÜJaciór< del 
nitrógeno atmosférico fue menor. 

Los valores muy bajos que muestra la soya inoculada co1: la cep3 
origina r ia del campo de dos cosechas, son casi sim ilares a io::: que da, 
€l testige. 
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ENSAYOS EN EL l NVERNADEHO 

Los ensayos en el Invernade1 o se hicieron en dos ""c•ri t.>.> ¡J..:ra h~\­
cer una a preciación más exo<; ta de los rcsu ltndos. 

El análisis químico de l suelo en donde se dcsmro!;nnm esíos Cl1-
sayos dió los siguientes valores : 

N Tota l c,nG· 
p tota l C,050' . 

so luble 112,5 lü:;. 

K 312,5 

Ca 4500.0 .. 

pH 6,0 

E l procedimiento empleado para r eahza r este ensayo fue el mis­
mo usado en el pasado y descri to en <.:apítu los ._ ntctrot e''· 

Con los r esultados obtenidos en este cns;.1yo ('e c laboril l..t T., . 
bla No. 4. 

TABLI\ No. '~ 

INFLUENCIA DF. DIFERENTES INOCULACIONF.~ !'Onf{l•: i.'( ll : .-vli\CI· l ; .r 
DE NODULOS, CRECI MIENTO Y DESARROLLO m : :-.:o Y,\ 

(Promed io d e 50 plantas ) 

(¡) ... ~~ 
-- -~_ ... ___ ..__... 

o as o -o 8. u .... .... , 
CoiC C ·- e .... . 

<liEc ·- ~ <1l o., "' "' E E á:: 
Tratamiento ~ -3 ~ o O. e v~ .. o Ohs<>J vctc-ion<>s :J :a 'ü o ,, ., :..<:1 

(¡) ... 01 ;:l O.l- n. ·;:1:8~ p.. o o c .s:;¡ ,_ 

Zs::o. o. 
"'~ 

,(> o .... 
v~ v. 

Testigo 32 14,3 ú :~e ! i Núclul os gta ndcs .\' 
¡wq u e i1os. 

Cepa nueva 35 17,2 20,2 .n.o N ódu lcs )Jl'(j t ll' llOS. 

Cepa de 1 
cosecha 31 15,1 5.5 :lO,!) ?-Sód ulos gnmdes. 

Cepa dt 2 
cosechas 8 10,1 - 41.5 23,4 Poros · nódu lo:; y de-

1ot mación ,, n la<; 
I'()Í(Tl':i. Formación de 

~ 

1 a íccs la1 era les. 
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Los val01·es de e::; ta Tabla no son inmed iatamente comparables con 
los rt!Sultados del ensavo en arena. Se t uvo mucho cuidado al efectuar 
la siembt•a y el persot~al fue muy bien instruido y vig ilado pero d~;>­
df' luego en los resultados se presentó una infección con Rhízobium. 

Bl suelo nunca había sido cultivado con soya pero posiblemente 
l"O Jt e 1 ri(~go se t rasladaron bacterias de un campo a otro no obstan­
h~ la cuidadosa scpara<:ión que existía entre ellos. También ha podido 
sPr posible que durante las desyerbas, .las manos del operador hubie­
rnn trasltdado las bncterias de un si ti o a otro. 

Siempre la cepa recién aislada y virulenta (efectiva ) dió la me­
jor cosecha. Las plantas se cosecharon diez semanas despuP.; de la 
~aembra ~n un estado en el cual se encontraban todav ía vt>rdes pero 
y:~ habían terminado la floración y tenían vainas bien cles.wrolladas. 

No hubo así d iferencia entre testigos y plantas inoculadas con 
bacterias del campo de una cosecha pero de nuevo se observó 1:> gran 
diferenciá entre testigos y plantas inoculadas con la cepa oc dos co­
-E>cl•as, detenninándos~ un;t disminución de un 41 ,5' : en la produc­
d~m y al hacer la comparación con la inoculación con cepa v:r~t!C'nta 
.;e t icne una disrninución de más o menos 70', . 

No solamente la inoculación con cepa de dos cosechas tuvo efec­
hJ t•n la disminución de los rendimientos sino también que empeoró 
lu c·;.llictad ele la soya con respecto a su contenido en albúminas. 

Al obser\'ar las raíces de plantas jóvenes inocu ladas con ce!Jn de 
do:-; cosc{'has, el autor encontró el mismo fenómeno ya descrito el: los 
l ' l ! f:tyos en a rena: formación aumentada de raíces laterales, raíce~ la­
\(: rales hinchadas con aspecto <le nódulos y nódulos deformes. 

Unu vez cosechado este ensayo, se sembró soya de nuevo en 1.1 
111ism;t balsa y sobre e l misrno suelo (últimos días de Junio) y se co­
~~· •· hú al fi nnl de septie mbre; con los resultados se elaboró la Tabla 
)\; . :. 

l~n C'sta ocasión no se h izo inoculación ele las semillas pero sí se 
tLl\·c, 1 ::~ prec-aución de desinfectarlas previamente con alcohol del 70' < . 

TABLA N(J. 5 

I NI-'l.UF:NCIA DE LAS DIVERSAS INOCULACIONES SOBRF. EL 
DF.SARHOLLO DE LA SOYA 

~~~~--------------=----------------== 
Tratamiento 

Testigo 
Cepa nueva 
Cepa de 1 cose:::ha 
Cepa de 2 cosechas 

Granos por planta 
Gt·amos 

85,2 
90,1 
70,4 
51,0 

Aumento o disminuciÓn 
( 

( 

o 
+ 5.7 

17,4 
- 40,2 

---=~------------·------------~--~ 
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Al observar esta Tabla se nota una disminución de la cosecha ~n 
el suelo en donde ya se había hecho e l cultivo. El poco aun1ento que 
se Qbtuvo en el suelo que contenía la cepa recién a islada ~· viru lenta 
se encuentra dentro del límite de error y·, ya en la segunda co:::ecl_,~ 
se t)ota la pérdida de virulencia de la ·cepa -nueva, no muy grande ¡)c.ro 
siemprü marcada. 

Se rea lizó un tercer ensayo en el invernadero inoculando los :>v 
millas, previamente desinfectadas, con una cepa de tercera cosecha ~o­
macla de la balsa del primer ensayo y con una mezcla de cepa de ter-
cer a cosecha y cepa nueva. · 

L a ger minación y e l desarrollo de lo; primeros d ías fu~ com ple­
tamente normal pero a las tres semanas.·se obser vó un mejor compor­
tamiento en las plantas.q ye ha bía n sido iñ Qculadas con la me:zrcla de las 
cepas mencionadas de Rhizobium .' Estó demuestra el a lto valor de la 
rdnoculación. ' .,. 

' ' . ,..-.;-¡_ 
' No .se esperó el resultádq. de l.a coseél1a de este ensayo pero las 

fo togr afías Nos. 4 -y 5 muestr~a:~ cla!'amente la g ran diferenci a entj:e 
las dos inoculacíones. · 

ENSAYO E N EL CAMPO 
-

Además de los experimeritos ~n- á rena y en el invernadero, se biz.-·, 
l' l ' ensayo en condiciones de campo (Lote N o. 33 de la Ti:stRcio)n A­
grícola), con seis replicaciones e11 1)arcelas de 25 mts.2 distribuidas se­
;;ún el plano que figura a continuación: 

1--· Testigo. 
2- Soya inoculada con Hhizobíum r ecién aislado y vi r nkn tu. 
3- Soya inoculada con cepa de Rhizobíum de dos cosech<ts. 
4- · Soya inocula con cepa de una cosecha en el campo. 

~l 
- . _ ..,_--=:;- -==-: 

1 3 4 2 ., 
,) 4 1 2 

., 
0 ¡! 

1 
' 1 
L •. = 

-- --r··· ·· --r·---·-= .t ¡ -) 1' 

3 4 1 1 2 3 4 1 1 1 2 3 1 4 ?. 

l. _1_ j 1 1 . ~·~~ 

Distribución de las parcelas en el campo. 

J~a siembr a se hizo el 24 de abril e n un Jote de tern~r.o en durtde 
nunca se había sembrado soya. · ¿ - ! 

Todas fas semillas se desinfectaron antes de la sicmbl;:; con ' ,Jco­
- hol de 70% y después se inocularon con la s diferentes c...:pa!! J c :{ hi­
zobium. 
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. 
~-" • !! · 1.- Soya inoculada con una cepa de Rhizobium de tercera cosecha. 
1· oto Rengifo. 

Fig 5.- Soya inoculada con una mezcla de capa de Rhizobium de terce~·a 
cosecha y una cepa nueva. ( Reinoculación ) .- Foto: Rengifo. 

,. 
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F,l 21 de jtnJio g !" hizo unrt aptcciaciúP ~obre ('] estado l)llf' nret•~n­
t:-th<'l n h s p;1rcdé'ls rl_<' los di~tin f os fraté'lmienl os de ino.;uhwión ~~ ~·e 
célli fic<~wn de 1 a 5 scg(m su desarrollo y vigor siendo la cal ificaLÍÓP. 5 
p:1ra bs mcjotr'"; r')rcelas o sea aquellas que presen taban un c~·~:-:<:rro­

tlo cx<::?lentc. 

:~''1.:'1_1., c·~t ;,¡ .. 0h<;er v aci'wes el e!'tado del ~uJtlvo se pre.:;(.. t.t6 en 
1~. siguiente forma : 

1- Testigo :) ,'i•) (Pronwd1o U" seiS rnpli r:a r:ione~) 

2- Inoculada '~,~5 

3- " :~.22.) 

4-- " <:,!)0 

J .:::~ cosecha se rerol P.c1 ó ('n t r<' el J 9 y e l 23 de agosto y célda pur­
cel;:¡ se tri lló y pesó Por sep;1raclo. 

Los r€svltados de esta cof; ecbD. se present<:~n en: la T abla No. G. 

TABLA !';<;. G 

I NFT ,UENCT :\ DE LAS INOC UL/\ClONES CON DfFERC,;NTES CEPAS DE 
RIT TZOBIUM SOBHE EL RJDNDI MIENTO DE L 1-\ S O YA 

~=---~ 

Kilogra- % 
R e ?lica CI O 

í.ll 
Aument~• n e s ¡;: m os por 

Trata- ;::¡ parcel~ o 
·~ 

miento 2 ., 
v 4 ,) " Promedio dísminu-

ción. 

Testigo 4,1 5.2 4.05 4,0 5,45 5,G ~8.40 4,733 o 

Cep?. 
nueva 6,4 5,P 4,95 6.0 6.3 5.1 3~.65 5,715 ~ 22.{)1 

Cep<:~. de 
2 cose-
e has 4.0 ·1,0 4,0 4 ,3 4.5 4,0,J :~ ~.85 4.141 - 12.51 

Ce.pé'. ele 
1 cose-
e ha 5,5 4,!)5 5,05 5,2 4,9 4,95 30,55 5,091 + 7,56 

Suma 20,0 20,05 18,05 10.5 21.15 1!),70 llG,45 

-= 
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Con los datos presentados en la Ta bla No. 6 se h izo e l aná lisis de 
variancia que dió los siguientes valores: 

F .C. 
S.C. 'fot&l. 

S.C. Heplicaciones 
S.C. Tratamientos 

E.S. 
C.V. 

= 584,8 
13.62 

1,2,6 
B.4 
0,296 

10 ,42/~ 

Para a ver iguar el mérito rela tivo ele los distintos t ra.tamíenlo::; se 
h;zo la pr ueba de "t", estableciéndose la mínnm1a d ife reneia si.gnVfica­
ti\·a (M. D . S.) para los niveles de P = 0,05 y P:..~O,OL 

Prueba de "t" 

Para : 
p 0,05; 
p = 0,0.1 ; 

M .D .S. 
M .D .S. 

UifereniCia entre inomedios 

0,296 X 2,13 
0.296 X 2,D5 

1- Cepa nueva v.s. test igos: 5,775 - 4.,73:J = 1,0<12 
2- Cepa de 2 cosechas v.s. testigo: 4,141 - 4.,73:5 = 0,f)!l2 
3-- Cepa de 1 cosecha v.s. test igo : 5,091 - 4,7a:J3 = O,a58 
4- Cepa nueva v.s. cepa de 2 cosechas : 5,7'15 - 4,HJ ~ L6;H 
5- Ce pa de 1 cosecha v.s. cepa de 2 cosechas : :>.O~H - '~, tU = 0,950 
6-- Cepa nueva v.s. cepa de 1 cosecha: 5,7'il;) - 5,09 1 = 0 ,68·l 

Observadas las clif<?rencias an tcriores se eonduye qu•~ - bajo las 
condiciones en las cuo les se llevó este expG:úmento, son1 significa t lVilS 
las siguientes d ifer e n<'ias : 

l- CC'pa nueva vs. testi go al n ivel de P = O,n R 
2- Ce pa nueva v.s. cepa de 2 cosechas <~1 nivel de P --0,01. 
3- Ce pa nueva v.s. cep;,~. de J cosedw a X nivel de P -:::::0.05. 
4- Cepa de 1 cosecha v.s. cepa de 2 cosechns a l niv•:::l de P = O,fH. 

Estudiados los resu ltados anteriores se comprobó, bajfJ ~as condi-· 
ci.ones del 11resen te t r :1 ba jo, qu e Ja cepa n ueva¡ Ulto.-mostró se r,: superim: 
a las cepas de 1 y 2 cosechas. 

Igualmente se constató (1uc ]¿1 cepa de 1 co!'cc:lw fue supev-·ior a b 
cepa de dos ..:osechas con lo que :;e com prueba e xpednte ntaDn.1ent.e que 
a medida r¡ue las bac ter ias permanecen en el suelo VD'Ill perd iendn :m 
peder infectivo y por consiguiente su efcctividCJi(l 

Comparando los rendimientos de la soya t ra f.ada eon las dñfel:·cn­
tes cepas de ):{hizobium se observa que Ja solla » rnocuta~dón (~on la c.;:-pa 
virulenta aumentó el rend imiento en un 22' ;~ , que si.gnifica según los 
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datos de la Tabla No. 6, para una hecti1rea de cultivo un producido 
más de 417 kilogramos. 

La producción del testigo alcanza por hectárea 1893 kilogramos y 
la producción de la soya inoculada arroja 2310 kilogramos para la mis­
m~ área. 

Empleando la cepa proven ien te del campo ya con una cosecha, 
la producción disminuye >~preciablemente; la producción por hectárea 
es de 20a6 kilogramos y comparada con la del testigo sólo se obtiene 
un aumento de '7,56~c que significa por hectárea un rendimiento ma­
yor de 143 kilogramos. 

La inoculación con cepa de dos cosechas bajó notoriamente la pro 
~lucción, dando Lll'l rclldimien to menor que el testigo; la procluccion 
e:-; timada por hect{u·ca en este tratamiento es de l . 656 kilogramos lo 
que significa 237 kilogramos menos que el testigo y 654 kilogra;no;:; 
menos que In soya inocu lada con la cepa virulenta y recién a islada. 

El ensayo nos mucstt'a muy c la ro que la pérdida de viru lencia de 
las bacterias puede ~cr per judicial par n el r e11cl imiento de la cosecha. 

Las bacterias penctrarou en la raíz pero produciendo poca forma­
dún de nódulos y formación aumentada de raíces laterales y desarro­
llalldo un parasitismo, no dando a la planta el ni trógeno que ésta ne­
cesitaba y tomando en cambio de ella va liosas substancias nu tritivas. 

DISCUSION DE LOS RESULTADOS 

Vúias observaciones sobre la disminución de los rendimientos de 
las cost-chas de ciertas leguminosas, especia lmen te fríjol y soya, des­
pués el~ cultivos sucesivos en el mismo suelo y bajo condiciones de l 
trópico, condujeron al autor a la realización del Presente trabajo para 
demostra r las causas de esta disminución. 

La revisión de la literatura existente sobre este fenómeno chó a 
conocer un gran número de factores internos y exter nos que pueden 
influír sobre este hecho. 

P rácticamente no existen. investigaciones sobre. la simbiosis d~ las 
leguminosas con Rhizobium en regiones tropicales y seguramení.e ef 
comportamiento de las bacterias que penetran en las raíces de éstas 
para efectuar a llí la fi jación del nitrógeno atmosférico debe de ser 
completamente diferente al que.se observa en las regiones templadas. 

Al estudiar los trabajos científicos de esas regiones, la mayoría 
de los autores indican que una vez infectado el suelo con Rhizobium, 
las leguminosas cultivadas sobre éste se aprovechan de las bacter ias 
durante muchos años siendo necesario la reinoculación cada tres a seis 
aüos, en caso que éstas hayan perdido su vir ulencia. 
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El autor empleó intencionadamente soya en todos. llos expe:r ñrn.en~ 
tos por ser esta una planta hasta ahor a muy poco· cultivatda en n ues­
tro medio y corno necesita una cepa especítiea paré!! su ino<.~ulaeián se 
corría muy poco riesgo de encon tra r esta c lase de. Rhñzobíurn en ei 
suelo, lo que no ocurre con el fríjol que es un eul1Livo nmy dHund id.o 
en la región. 

En los primeros ensayos en ar ena lavada s~::: pudo dem.o~~trar per-­
fectamente que es necesario inocular la soya co·n Rhizobiv.u:n p>::'l,n:t ob­
tener buenos r endimientos. 

Los ensayos de inoculación con las cepas de una y dos cosec has, 
también verificadas en arena. comprueban la pérdida de virulenda de 
estas bacterias ya que en los resu ltados prác.EíeHrnenti:e no podia n h i­
t luír otros factores, como por ejemplo, ciertas :substandas i.nh~bidoeas 
en el suelo o el desequilibrio de ciertas sub~tandas rmtritñvas y ac­
tivas. 

Los efectos se mostraron, como ya se ha expuest.n, en la forma­
ción de nódulos anormales y una formación a lnm.dante de rak e.;; la­
tera les hinchadas y anormales. 

Esto nos demuestra que las bacterias hall! penet rado en !las raíces 
de las plantas sin comportarse en forn1a normal, conm la eepa d.e Hhi­
zobium recién aislada y virulen ta ; este fenómeno nos cDennwstra ade­
más que estas dos cepas habían perdido su virult~ncía en e L campo de 
donde fueron aisladas, el cual había sido in ocuLadt) eon cepa reci.en 
aislada y virulenta hacía 8 o 12 meses lo que q¡uie:r·e dledr qtn(! estas. 
bacterias perdieron su poder de infección en e l t ranscur so de esbJ.s me-
ses. 

En los ensayos en .condiciones de invemadet~o y de campo se ob­
servaron los mismos efectos per o na turalmente menos man::.ados que 
en los experimentos en arena. 

Según las observacione::; y experimentos. reali.zad.os, las bacledas 
inoculadas en un campo pierden pr ácticamente :;u pode:r elle infeeciln!i. 
después de la primera cosecha . 

Las causas de esta Pérdida, que no son. objctt.o de e·Ht e estu d no, 
oueden ser diversas y han sido me ncionadas en eR eapit.u ko L 

La dismi nución de los r endimientos en la segunda cose.eha hech~t 
en el mismo sitio no es muy grande y sigue siend!o st~pE:riOl" el ¡yro-· 
ducido ck . la soya inoculada cou cepa nueva :at~ pnoduddn del tt.e.stigo, 
pero ya cosechando por tercera v ez en e1 rnisn1'0 swelu, la infec.eián 
deJas bacterias es perjudicial pa ra la planta y SE~ expre~<:l! en una drs­
minución muy elevada que alcanza valores m.ás baj¡o~;, que e~ testigo. 

De acuerdo con los resultados de estos 1:!nsayos, es. necesario re ­
cornendar no sembrar soya por segunda y l.ere~~l!.'a vez- en el n1ismo 
campo sino hacer una rotación de cultivo o ! eínoeular pm.·a cada sien~.-
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bra, como se demostró en los últimos ensayos de reinoculación hechos 
~n el invernadero. 

Al hacer una rcinoculación, seguramente penetran a la raíz las dos 
cepas empleadas, Pero la cepa nueva aventaja en su .poder de infec­
:ión a las cepas viejas e impide que la vida parásita desarrollada por 
éstas perjudique a la planta, formando en cambio nódulos normales 
~apaces de fijar el nitrógeno atmosférico. 

RESUMEN 

El autor describe sus investigaciones sobre la inocula.ción de la 
~oya en regiones tropicales y los diferentes fenómenos 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 ¡x:>r segunda y tercera vez en el mismo cam­
po, disminuye la producción, efecto que tiene su causa en la pérdida de 
virulencia del Rhizobium en el suelo, como lo demostraron los en­
c;ayos en arena, invernadero y campo .. 

3-La pérdida de la virulencia de las bactenas que penetran a la 
raíz, se manifiesta en cambios morfológicos de ésta, como por ejemplo, 
formación abundante de raíces laterales hinchadas anormales y nó­
dulos anormales. 

4-Una reinoculación de la semilla puede evitar la disminución 
de la producción del cultivo en un suelo sembrado varias veces con 
esta planta. 

5-En la discusión se dan recomendaciones prácticas c'on respecto 
a la inoculación y al cultivo sucesivo en el mismo suelo. 

. .~ 
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