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RESUMEN

Se aislaron 20 cepas de Rhizoblum spp en cinco sitios de la Meseta
Central de Costa Rica. Se e#aluaron en jarras de Leonard, y se selec -
cionaron las diez mejores cepas con base a los mejores promedios segiin
las variables de respuesta: biomasa aérea, biomasa nodular, y N~ Total.
Se seleccionaron las cepas 8,15, y 21 procedentes de Heredia; cepas 5,

11, 14, 16, 17 y 18 de Turrialba; vy cepa 24 de Tres Rios.

Los resultados de la seleccitn en jarras sugirieron la posibilidad
de explotar el germoplasma bacteriano mids efectivo en la fijacién de ni~

trégeno con la leguminosa arbOrea Erythrina poeppigiana. Tal evaluacién

se realizd en tres suelos noe alterados : San José& (Typic Eutrandept),
Puriscal (Ustic Tropohumult), y Turrialba (Typic Humitropept). Los ni -
veles de saturacidn de aluminio fueron de 1% en el suelo de San José,

37% para el de Puriscal, y 567 en el sueloa de Turrialba.

Con base a los resultados obtenides no hubo respuesta positiva a
la inoculacidn en el suelo de San José, y se observd una alta incidencia
de cepas nativas en el testigo absolute (0,276 g biomasa nodular/planta).
Estos resultados se podrian asumir basicamente a treg factores: (a) la
abundancia de cepas nativas que muchas veces son responsables de la falta
de respuesta a la inoculacidn, (b) competencia entre cepas nativas y la
introducida, y (c¢) presencia de altos contenidos de nitrdgeno en el suelo
que afectan el proceso de fijacidén. No hubo respuesta positiva a la ino-
culacidén en el suelo de Puriscal, por el contrario, el testigo abseoluto
arroja el mayor valor promedio de biomasa area (2,24 g/planta), y con-
tenido de N total (56,88 mg N/planta), lo cual podria atribuirse a una
mayor demanda energética por parte de las plantas fuertemente noduladas.
En el suelo de Turrialba se observd una respuesta positiva a la inocula -
cidén con la cepa 3, que obtuvo un incremento de 220 por ciento en biomasa
nodular con respecto al testigo absoluto, y 89 por ciento de incremento
en el contenido de N total. Estos resultados sugieren que la estrategia
de seleccidn de cepas para este género puede ser provechosa, puesto que
fueron aparentemente responsables de una simbiosis efectiva en suelos con

altos niveles de saturacidn de aluminio.



Se sugiere continuar emnsayos de seleccidn y respuesta a la inoeu-
lacién bajo diferentes condiciones de campo con las cepas mids promiso -
rias (cepa 5 v 16 de Turrialba, v cepa 24 de Tres Rios). Se suglere -
evaluar el efecto de estas bacterias sobre el enraizamiento vy estableci
miento de estacas en el pord; asi como realizar estudios a largoe plazo
para evaluar el comportamiento de dichas cepas, y lograr su caracteriza-

cién.,

Palabras Claves:

Fijacidén de nitrdgeno, seleccibén de cepas, Erythrina poeppiglana,

Rhizobium.
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SUMMARY

"Response of seedlings of Erythrinapoeppigiana (Walpers) 0. F.

(Pord gigante) to inoculation with selected Rhizobium spp .

strains in three soils of Costra Rica"

Twenty Rhizéblum spp. strains from five different locations were
isolated from the Meseta Central of Costa Rica. They were evaluated in
Leonard jars and ten strains were selected on the basis of the highest
mean values for the following parameters: leaf biomass production, no-
dule biomass production and total N. The selected stralns were: 8, 15,

21 from Heredia; 5, 11, 14, 16, 17 and 18 from Turrialba; and strain 24

from Tres Rios.

These strains were evaluated for effectiveness of N fixatien on the

woody legume Erythrina poeppigiana in undisturbed soil cores from three

representative Costa Rican soils: San Jos& (Typic Eutrandept), Puriscal
(Ustic Tropohumult), and Turrialba (Typic Humitropept). Aluminum satu -
ration levels were 1% in the San José& soil, 37% in the Purisecal soil, and

56% in the Turrialba soil indices variancia.

There was no positive response to inoculation in the San José soil,
a high incidence of native strains was observed in the contrel (0,276 g
nodular biomass/plant). These results can be attributed basically to
three factors: (a) abundance of natiﬁe strains which are responsable for
the lack of response to inoculation in some circumstances, (b) compeltition
between native and introduced strains, and (c) the presence of a high level
of mineral nitrogen in the soil that might inhibit the fixation process.
There was no positive response to the inoculation in Puriscal soil; fur -
thermore, the control gave the higher average value for leaf biomass -
(2, 24 g/plant), and total N (56,88 mg N/plant). This might be attributed
to the high energy demands of the heavily nodulated plants. There was a
significant positive respeonse to inoculation in the Turrialba soil with -
strain 5, which had a 220 per cent increase in nedular biomass against
the control, and an increase of 89 per cent in the tetal N. This finding
sugpgests thatfthe strategy of strain selection for this genus may be -

productive, as this strain was apparently responsible for high rates of N

®ii



fixation in soils with a high level of Al saturation.

Further research should include continued screening for effective
strains under unfavorable soil conditions and field testing of the most
promising isolates (strain 5 and 16 from Turrialba, and strain 24 from
Tres Rios). It is possible that these strains might be of value in
promoting rooting of cuttings of "Pord!'. Their long-term behavior in

the field should also be characterized.

Key words:

Nitrogen fixation, strain selection. Erythrina poepigiana, Rhizobium

xiii



Cuadro No.

LISTA DE CUADROS

Andlisis fislco y quimico de 1los suelos donde
se efectud @] BNSaAYO. . i ueeinacsraconceracnnsnssnss

Caracterizacién de las cepas de Rhizobium spp
aisladas a partir de nédulos de Erythrina
POSPPIglaNa .. i sttt inrerotnsnannsnsasnsssanaansnsrs

Observaciones de distribucidn, pigmentacidn,
tamafio y cantidad de nédulos en pliantulas de
E. poeppigiana (12 semanas de edad) sembrada
en jarras de Leonard...cieessecscisvannnsacnrnnce

Observaciones cualitativa de la nodulacién en
plantas de FErythrina poeppigiana (16 semanas
edad) sembradas en bolsas de $UEl0. i iuernnsnass

Peso seco de biomasa aérea {g), peso seco de

biomasa nodular (g) ¥y plantas de E. poeppigiana

(16 semanas edad) sembradas en bolsas con suelo
(Typic BUtTandeDPL ) sevuenoresnsssoraneannnsnnenses

Peso seco de biomasa aérea (g), peso seco de
biomasa nodular (g) ¥y contenido de nitrégeno
total (mg) de plantas de E. poeppigiana (16 sema-
nas de edad) sembradas en bolsas con suelo (Typic
Humitropept v Ustic TropohumulE )., v en e evueenses s

En el apendice

Cuadro

1A

2A

3A

Solucidén de nutrimentos libre de nitrdgeno.......

Peso seco de biomasa aérea y peso seco de biomasa
nodular y contenido de N-total de plantas de
E. poeppigiana sembradas en jarras de Leonard....

Andlisis de variancia para la variable peso seco

de biomasa aérea (g/2 plantas) de E. poeppigiana
{12 semanas) sembradas en jarras lLeomnard...... .o

®xiv

Pagina

22

38

42

45

35

56

B7

88

89



Cuadro

44

5A

6A

7A

8A

0A

10A

11A

Andlisis de variancia de la variable peso seco

de biomasa nodular (g/2 plantas) E. poeppigiana

{12 semanas) sembradas en jarras Leonard.........

Anélisis de variancia para la variable contenido

de nitrégeno (mg N/2 plantas) de E. poeppigiana

(12 semanas) sembrada en jarras de Leonard........

Anélisis de varianclia para la variable peso seco

de biomasa aérea (g/planta) de E. poeppigiana

(16 semanas) sembrada en bolsa con suelo de San
José (Typilc Eutrandeplt)uieeveerveouvarsosonnonass

Andlisis de variancia para la variable peso seco

de biomasa nodular (g/planta) de E. poeppigiana

(16 semanas) sembrada en bolsa con suelo de S$an
José (Typic ButrTandepl ) .. eeeeanensssasssacnnnes

Andlisis de variancia de la variable contenido

de nitrégeno (mg N/planta) de E. poeppigiana

(16 semanas) sembrada en bolsas con suelo de
San José (Typic Eutrandepl ) ... veerecensasennnonnes

Andlisis de variancia para la variable peso seco
de biomasa aérea (g/planta) de E., poeppigiana
{16 semanas) sembrada en bolsas con suelo de
Puriscal (Ustic Tropohumult) y Turrialba {(Typic
HUM L rOPE P ) i st s v s s s vursssasusnssosonnannnssnsss

Andlisis de variancia de la variable peso seco
de biomasa nédular (g/planta) de E. poeppigiana
(16 semanas) sembradal en bolsas con suelo de
Puriscal (Ustic Tropohumulir) y Turrialba (Typic
Humitrope P ) e e i ittt i i tststoncnnnnearanosennesss

Anadlisis de variancia de la variable contenido
de nitrégeno (mg N/planta) de E. poeppigiana
(16 semanas) sembrada en bolsas con suelo de
Puriscal (Ustic Tropohumult) y Turrialba (Typic
Humitropept) .. veieveaaas D, e ean

XV

Pagina

89

90

90

91

91

92

93

94



Figura No.

LISTA DE FIGURAS

Esquema de las jarras de Leonard que se utili-~

ZAT O, s s we s ssssenssosvanmsssrsasasassansnsssrnsan

Distribucidén de nédulos en plantulas de E. poe-
PPLEIANA . csatanarassssssatosanssnnrnonnsnassssaase

Peso seco de biomasa aérea de plantulas de Ery-
thrina poeppiligiana inoculadas con diversas cepas
de Rhizobium spp y sembradas en jarras Leonard..

Peso seco de biomasa nodular de Erythrina poe-

ppigiana inoculadas en diversas cepas de Rhizobium

spp vy sembradas en jarras de Leconard,...........

Contenido de N total de Erythrina poeppigiana
inoculada con diversas cepas de Rhizobium spp
v sembrada en jarras Leonard........ciaeavannvas

En el apéndice

Figura

1A,

ZA.

34,

LY

Peso seco de biomasa aérea de Erythrina poepi-

ggiana (16 semanas edad) sembrada en bolsa con
suelo Typic Butrandept e inoculada con diferentes
cepas de Rhizobium SPPeeeeeeacse

LR R L N I R N I N

Peso seco de blomasa nodular de Erythrina poeppi-

giana (16 semanas edad) sembrada en bolsa con
suelo Typic Eutrandept e inoculada con diferen-
tes cepas de Rhizobium SPPuueeeieee s eanennennna
Contenido de nitrégeno total de Erythrina poeppi-
giana (16 semanas edad) sembrada en bolsa con

suelo Typic Eutrandept e inoculada con diferentes
cepas de Rhizobium spp...c.vsvennrennn..

Peso seco de biomasa aérea de Brythrina poeppi~
giana (16 semanas edad) sembrada en bolsas con
suelo (Typic Humitropept y Ustic Tropohumult)
e inoculada con diferentes cepas de Rhizobium

=] & I S

xvi

Pagina

29

34

48

51

53

95

96

97

98



Figura

SA.

6A.

Peso seco de biomasa nodular de Erythrina poeppi-
giana (16 semanas edad) sembrada en bolsas con
suelo (Typic Humitropept y Ustic Tropohumult)
e 1lnoculada con diferentes cepas de Rhizobium

B s e ssesetrnannecvarsesansas st raarrenanansesunnn

Contenido de nitrogeno total de Erythrina poeppi-
gilana (16 semanas edad) sembrada en bolsas con
suelo (Typic Humitropept vy Ustic Tropohumult)
e dinoculada con diferentes cepas de Rhizobium

Sppoo-c-hln-..-.-cp.cl-.n..l.-h-qoo.---ct-.nl'-nn-

Xvii

Pagina

99

100



1. INTRODUCCION

Tradicionalmente en el cultive del café en Costa Rica se han u ~
tilizado especies arbdreas leguminosas como sombra. Estas especies
también juegan un papel importante en la produccidn del café, cacao y
pastos, a través de la adicidn de nitrégeno via fijacién simbidtica
(27, 79, 93). En efecto, los drboles fijadores de nitrégeno tienen un
gran potencial de uso, y son de particular importancia en los sistemas
agroforestales al contribuir con la produceildn diversificada (10, 19).
Sin embargo, poca o ninguna investigacidn se ha realizado para cuanti-
ficar el aporte de nitrdgeno al sistema via fijacifn, o en lo referente
al estudio de la biclogia de la simbiosis Rhizobium - leguminosas arbd-

reas.

Segiin la literatura (69, 90) la simbiosis Rhizobium- leguminosa
en forma generalizada puede aportar de 50 a 200 kg N/ha/afoc o mds, lo
cual podria ser uma fuente importante v econdmica de nitrdgeno £3cil -
mente disponible para las plantas no fijadoras en los diversos esquemas
agroforestales, Este aporte beneficiosc de las leguminosas se podria
incrementar con un manejo adecuado del sistema suelo-planta-bacteria

(42).

De acuerdec a varios autores {3, 31, 41, 80), una estrategia desea~
ble en esta linea seria la seleccidn de cepas de Rhizobium mis efectivas
en la fijacidn de nitrdgeno atmosférico a partir de la poblacidén nativa

del suelo, para su posterior utilizacidn en inoculantes.

La inoculacidn con cepas de Rhizobium seleccionadas ha tenido éxito

en especies leguminosas arbfreas tales como Leucaena leucocephala ( 70 )

y Mimosa caesalpinifolia ( 41 }, ésta Gltima del sur de Prasil. No se han

realizado estudios de esta naturaleza en Erythrina poeppigiana conocida

en Costa Rica como "pord gigante" & "pord', a pesar de ser esta una espe-
cie de mdltiples usos y gran potencial (19, 20). Por lo tanto, es impor-

tapte estudiar la biologia de la simbiosis entre Rhizobium ~ Erythrina,

para poder establecer algunas pautas de manejo que puedan aumentar el



beneficio que deriva esta especie de dicha simbiosis.
Los objetives de esta investigacidn fueron:

a) Aislar cepas de Rhizobium spp. a partir de nddulos de &rboles

de E. poeppiglana (Pord) establecidos en diferentes sitios.

b} Seleccionar las cepas mds eficientes en la fijacidn de nitré-

geno, en jarras de Leonard.

¢) Evaluar la respuesta de la inoculacién de pord con estas cepas

seleccionadas de Rhizobium spp, en tres suelos de Costa Rica.

Esta estrategia de investigacidn es un primer paso para establecer
las necesidades de inoculacidn, para eﬁentualmente manipular a través de
la misma 1z simbiosis entre Rhizobium pord, y asi aumentar los beneficios
de mayor productividad en los diﬁersos sistemas agroforestales en los

caules esta leguminosa es empleada.

Basados en los objetivos del presente trabajo de investigacidn se

plantearon las siguientes hipGtesis:

a) Existen diferencias en la capacidad de fijar nitrdgenc entre
cepas de Rhizobium spp asociadas con I, poeppigiana, por lo tanto
es posible seleccionar cepas de Rhizobium spp aisladas de nddulos
de Arboles de pord creciendo en diferentes sitios, que fijen mis

nitrdogeno atmosférico que otras.

b} La inoculacidn con diferentes aislamientos de Rhizobium spp
tiene efecte en la produccidn de biomasa aérea y contenido de ni-
trégeno total de plantulas de E. poeppigiana sembradas en tres

suelos diferentes.

c) El tipo de suelo tiene efecto sobre la incculacidén con los di-

ferentes aislamientos de Rhizobium spp en pldntulas de E. poeppigiana.



2.1.

2. REVISION DE LITERATURA

Descripcién de Erythrina poeppigiana

2.1.1. Taxonomia y Distribucidn.

Erythrina poeppigiana (Walpers) O.F. Cook) pertenece a la familia

Legumincsae, subfamilia Papilionoideae, tribu Phaseclae y subtribu
Diocleinae {64, 66).

Conocida entre otros nombres vulgares como "Cachingo" (Huila, Co-
lombia), "Pu~ru-to-kaspi'" (indios de Putumayc, Colombia), "chucho"
"Rojizo" o "Peonia" (Colombia} ( 66 }; "Poré Gigante" o "Poré
extranjero" (Costa Rica) ( 58 ); "Bucare" y "Bucare anauco', o
"cachimbo" (Venezuela) ( 66 ). Ademds se le conoce como "mountain

immortelle o coral tree" en inglés ( 9 ).
g

Es una especie originaria del pedemonte peruano. Hoy su presencia
gsta muy difundida por accidn humana y se reproduce espontdnea -~
mente en numerosas regiones tropicales bajas himedas, como en Cuba,
Jamaica, Hairti,Repfiblica Dominicana, Puerto Rico, Guadalupe, Mar -
tinica, Trinidad v Tobago, Mé&xico, Guatemala, El Salvador, Honduras,
Nicaragua, Cesta Rica, y Panamd (26, 66). Como sombra en café, se
ha extendido su distribucién hasta 1600 msnm, a veces mds (2000 msnm
han sido reportados en Colombia), pero no soporta temperaturas frias
{ 66 ).

2.1.2. Descripcidn General.

E. poeppigiana es un drbol grande, llegando a alcanzar alturas de
30 m o mads y difmetros de hasta lm algunas veces mds. Presenta un
fuste raras veces recto, y con abundantes ramas laterales (9, 58},
corteza lisa vy generalmente con aguijones tanto en troncos j&venes
como en las ramas { 58 ). Su madera es clara, liviana y de escaza

durabilidad { 26 ).



Es un Arbol deciduo; las hojas son trifoliadas alternas y sin
estipulas (16, 58) y presentan un par de nectarios extra-flora-
les que son caracteristicos en el peciolo, y a veces aguijones

en el raquis ( 58 ).

Sus flores son color coral (anaranjado-rojize) brillante, muy
vistosas ( 9 ). Presenta inflorescencias terminales con flores

zigomérficas completas ( 58 ).

El fruto es una vaina seca, dehiscente, color pardo~claro, de 7
a 11 cm de longitud y de 10 a 14 mm de ancho, generalmente con 2

a 4 semillas reniformes alargadas color pardo-morado { 58 }.

Segin Krukoff ( 66 ), no se conoce el niimero de cromosomas para
esta especie en particular, pero la mayoria en el género Erythrina
poseen 2n = 42, La constancia en el nimero de cromosomas parece
indicar que la mutacidn genética es la responsable de la diversi-

dad de especies en este género, y no la poliploidia.

2.1.3. Usos y aplicaciones.

El género Erythrina ha sido ampliamente estudiade entre otros por
citotaxdnomos vy quimicos debide a su multiplicidad de usos, te: -

niendo gran importancia en la produccidn de alcaloides.

E. poeppigiana se emplea principalmente como arbol de sombra en
cafetales, donde sus ramas se podan anualmente. Asi en la zomna

de Turrialba en Costa Rica se efectfian dos podas anuales drdsticas
en el pord (enero-febrero, y julio-agosto) para regular la canti-
dad de sombra. Sin embargo, se pueden presentar variaciones a
este sistema. de poda ( 81 ). Los &rboles de pord por lo general
se plantan a un espaciamiento de 6m x 6m dentro del cafetal, pero
esta distancia varia segin la densidad de plantacidén del café, la
poda usada y la especie de caf&. Asi, el pord juega un papel im-
portante dentro del ciclo del agroecosistema del café por su posi
ble aporte de nitrégeno via fijacién simbidtica. Segln estimaciones
de Bornemisza ( 15), una hectdrea de café puede recibir unos 100

Kg Wha/afio por concepto de fijacién simbidtica entre Arboles de



sombra y mineralizacidén de la materia orgédnica. Russo ( 81 )
registré un aporte de 11800 Kg de biomasa a&rea por hectdrea pro-
veniente de la poda del pord en un cafetal bajo estudio en
Turrialba, lo cual comstituye potencialmente una gran fuente de
nitrdégenc y otros nutrimentos para el suelo. Segilin estudios rea
lizados por Aranguren, Escalante y Herrera ( 8 ) en café en Vene-
zuela, el flujec de nitrfgeno ascciado con la caida de hojarasca
estaba dominado por la fraccidén de hojas de los drboles de sombra
que constribuyeron con 86 KgN/ha/afio del total de 189KgN/ha/afio.
Estog autores encontraron que el sistema (café-leguminosas de -
sombra) puede compensar ampliamente la salida de nitrdgenoc por
cosecha con el subsidio proveniente de los #rboles de sombra

(Inga y Erythrina).

El género también es utilizada como sombra en cacaotales. Hardy

{ 55 ) menciona un aporte de 46 Kg N/ha por Arboles de Erythrina
en cacaotales en Trinidad y Tobage. Thorold ( 93 ) menciona su
efecto bendfico sobre el cacac en Trinidad. Santana y Cabala Ro-
sand ( 82 ) detectaron altas concentraciones de N en muestras de
suelo tomadas cerca de los drboles de Erythrina usados como sombra
de cacao en Brasil, en promedio los suelos de la zona sombreada
contenian 480 mgN/ha por encima del promedio de los suelos en plan-

taciones sin sombra.

Daccaret v Blydenstein ( 27 ) settalaron el potencial de E. poeppl-
giana como drbol de sombra en potreros, ya que se aumentd el con-
tenido de nitrégeno en el suelo y forraje cuando se establecid la
asociacidén con el poré. Rodriguez ( 78 ) estudiando la asociacién

de pord com King grass (Pennisetum purpureum), concluyd que dicha

asociacidn incrementd la produccién de biomasa total y proteina
cruda total del pasto en un 36 por ciento y 193 por ciento, res-
pectivamente, y la produccidn de biomasa comestible y proteina cru
da de la biomasa comestible en un 18 por ciento y 167 por cilento,

respectivamente.

Una de las respectivas utilizaciones del pord es el empleo de su

follaje y ramas jdvenes como suplemento proteico en la alimentacidn



animal. Por sus caracteristicas cualitativas las hojas de pord
constituyen un recurso forrajero proteico de gran valor. En el
CATIE se ha utilizado a nivel experimental como parte de la die-
ta de alimentacidn de rumidntes menores (cabras y ovejas) (11,
19). De acuerdo con los resultados preliminares obtenidos en es-
ta etapa, su empleo e-mayor escala podria llegar a hacerse comin
en la dieta animal. En el caso del empleo de drboles como fuente
de forraje es importante tomar em cuenta que existe gran variabi-
lidad de valor nutritivo entre los diferentes componentes de la
rama (hojas, peciolo, tallo y corteza) y entre las diferentes
fracciones de la rama; asi, Benavides ( 11 ) encontrd los siguien
tes porcentajes de proteina cruda del pord segiin la parte de la
rama: 31,3 por ciento en las hojas, 12,2 por cinto en el peciolo,
16,7 por ciento para el tallo y 14,1 por ciento en la corteza. La
variabilidad estd determinada por las funciones fisioldgicas y la

edad de cada una de las partes de la rama ( 11 )},

Ademds, existen antecedentes de la utilizacidn de su madera en la

elaboracidn de celulosa ( 81 ).

2.2. BSimbiosis entre Fizobiwm gpp y Erythrina poeppigiana

Poco se conoce sobre el mecanismo de la simbiosis en la legumi-
nosas arbdreas, y no existen estudics concluyentes sobre los mecanismos
de infeccidn v penetracidn de las bacterias, asi como de la formacién
de los nédulos en drboles. En el presente trabajo no se estudid especi-
ficamente la simbiosis; sin embargo, se hizo una sinopsis de la informa
cidn existente al respecto, por la importancia de este proceso en esta

leguminosa.

2.2.1. Especificidad hospedero-simbiente.

Segdn Alexander ( 2 ), la relacitn entre bacteria-ambiente se
debe considerar desde dos puntos de vista: el organismo en el
suelo como su hdbitat y la bacteria dentro del nddulo. La inclu
sifn de bacterias dentro del género Rhizobium se basa en la capa-
cidad del organismo de formar nddulos en las ralces de plantas

leguminosas; la denominacién por especie va de acuerdo com el



hospedero que nodulen, o sea, en su eapecificidad (32, 99). La
ciasificacién de especies por grupos de inoculacidn cruzada re -~
sulta controversial ( 101 ), sin embargo, la idea de agrupar las
bacterias de Rhizobium segin el ambito de hospederos que nodulen
se hizo con el objeto de presentar al lector las interrelaciones
que existen entre las diferentes especies de Rhizobium asi como
el potencial de rango de hospedercs de estas cepas ( 99 )., A
continuacidn se presentan algunos grupos de inoculacidn cruzada,

seglin Trinick ( 95 ):

Grupo . Género representativo . Especie de
Rhizobium
Trébol Trifolium R, trifolii
Arveia Pisum, Lathyrus, Lens, Vieia R. leguminosarum
Frijol Phaseolus, Melilotus, Trigonella R. meliloti
Soya Glycine max R. japonicum
Lupus Lupinus, Ornithopus R. lupini
Caupi Un gran ndmero de géneros de
las tres subfamilias de Legu -
minosae R. spp.
Otros Pequefios grupos de uno o mis

géneros o especies que son "es-

pecificos' en su Rhizobium i.e.
Lotus, Sesbania, Mimosa, Cicer,
Leucaena, Coronilla, Onobrychis
etc.

|

Spp

Dentro del grupo caui se incluyen todas aquellas bacterias del
género Rhizobium que no presentan especificidad, y que por lo

tanto pueden nodular & un amplio dmbito de hospederos ( 74, 99).

Los primeros informes sobre la nodulacidn en E. poeppipgiana fue-
ron dados por Allen y Allen ( 4 ) en Hawaii, y por De Souza {( 36 )

en Trinidad Tobage.



En una experimento realizado por Allen y Allen { 4 ) se inoculd
E. poeppigiana con infculo homdloge, y con inGeulo de cepas de
caupi. Las plantas inoculadas se beneficiaron con su inécule
homdlogo lo cual se pudo observar por la abundancia de nédulos
formados, asi como por el mejor crecimiento y color de las plan-
tas. Los autores concluyeron que si bien E. poeppigiana pertene
ce al grupo caupi, se ve beneficiada cuando se inocula con Rhizo-

bium homélogo.

2.2.2. Nodulos en E. poeppigiana.

Estudios realizado en el estado de pladntula en E. poeppigiana de-
muestran que los nédulos se localizaron principalmente en la raiz
prinecipal préximos al cuello. Russo ( 81 ) encontrd que, en drbo
les, los nddulos se hallan en las raices laterales secundarias y
terciarias con un tamado de 0,2 a 5,5 mm de difmetro, y de forma

asférico - ovoidal.

Los pelos radicales son los sitios de infeccitdn de Rhizobium en un
gran nimero de leguminosas. Se reporta la excepcitén de Neptunia
oleracea, una leguminosa acudtica que carece de pelos radicales; en
este caso Rhizobium penetra a través de ;células epidérmicas. Otra
ruta importante de penetracidn es el punto de emergencia de las
rafces laterales ( 30 ), tal como se ha observado en los géneros

Efythrina e Inga (*). Los géneros Sesbania y Aeschaenomyne pre -

sentan nédulos en el tallo, caracteristicas muy particular ( 30 ).

La bacteria dentro del nddulo sufre cambios fisiclégicos y bioqui-
micos para transformarse a bacteroide y posteriormente tiene lugar
la fijacidén de nitrSgeno si se establece la simbiosis adecuada (29,
36 ). 8i solamente penetra una bacteria la poblacidn de bacteroides

serd genéticamente homogéneo, si son muchas bacterias, la poblacidn

(%*) Ramirez, C., y Roskoski, J. Comunicacidn personal. I Semi~
nario Centroamericano sobre Fijacidén Bioldgica de Nitrdgeno.
Zamorano, Tegucigalpa, Honduras, 24 a 28 de junio de 1985.



serd heterogénea ( 29, 53). Johnston y Beringer ( 61 ) han demos-
trado que en un ndduloc hay mis de una cepa dé Rhizobium, y postu -

laron que la bacteria se puede conjugar durante la infeceidn.

Posteriormente a la formacidn del nédulo comienza la produccidn de
leghemoglobina, un pigmento que contiene hierro en su molécula vy
cuya funcidn consiste en transportar oxIgemo ( 7 ). Cuando los
nédulos estdn activos se observa una coloracidn rojiza al partir-
los, producto de la presencia de la leghemoglobina. S5i se inte -
rrumpe la fijacidn de nitrdgeno esta se conﬁierte en legcoleglobina

de color verde ( 7 ).

2.2.3. PFactores que afectan la simbiocsis.

Existen abundante informacidn sobre los factores que afectan la
simbiosis entre Rhizobium y las leguminosas en general ( 15, 21,
3% ). Sin embargo, es importante enumerar algunos de los aspectos
que influyen en el proceso de fijacidn simbiStica del nitrdgeno
atmosférico, y que definen el Exite o el fracaso en el estableci-~

miento de las diferentes asociaciones.

Entre los factores que afectan la simbiosis se pueden distinguir

los siguientes: factores bidticos, fisicos vy quimicos.

Dentro de los factores bidticos se pueden separar:

- La leguminosas: especificidad, y nodulacién ( 2, 101 ).

-~ La bacteria: potencial genético, capacidad de tolerar condiciones
de estrés, competencia entre cepas por sitiocs de infeccidn (90,
92, 101}.

- Otros microorganismos: antagonistas, y depredadores ( 2, 31 ).

Dentro de los factores fisicos se pueden citar leos siguientes:

- Temperatura: ejerce una influencia en el proceso de infeccidn y
formacidén del nddulo, presentando un Gptimo entre 18-28°C (39,
100 ).

- Aereacidn: 1la nodulacifén y fijacidn se reducen considerablemente

a niveles de 02 inferiores a 0,21 atm ( 50, 100 ).
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-~ HBumedad: la sequia afecta en el mismo grado tanto el desarrollo

de la planta como la fijacidn de nitrdgeno. La carencia de a -

gua es la mayor causa de falta de nodulacidn ( 101 ).

Dentro de los factores quimicos que afectan la simbiosis se pueden

distinguir los siguientes:

EE‘

ﬁ_:

jro

=
[«

™~
]

Mn :

Otros:

existen diferencias en la capacidad de tolerar la acidez del
gsuelo (6, 71, 72).

pequenas cantidades de nitrégeno (de 10 a 30 ppmN) estimu-
lan el crecimiento inicial de plantulas y la nodulacién

(62, 71). Posteriormente se da un efecto negativo del ni -
trdgeno en la nodulacidn y fijacidn que se va acentuando

con la edad de las plantas ( 71 ). EL efecto inhibitorie
del nitrdgeno en la fijacidn bioldgica depende en gran parte
del periodo de su aplicacidn, de la cepa de Rhizobium en
cuestidn, y de la concentracién del fertilizante (71, 83,
88).

: posee un efecto especifico en la nodulacidn ( 6, 94}; se

requiere mis calcio para la formacidn del hilo de infec -
cifn e iniciacidn que para el desarrollo del nédulo. La
deficiencia mediana de calcio produce un funcionamiento

irregular de los nddulos que puede proﬁocar un sintoma de

deficiencia de nitrdgeno.

: no es claro si el efecto es directo o si occurre a través

del crecimiento limitado del hospedero ( 94 ).

la aplicacidn de f&sforo ejerce un efecto beneficioso sobre
la nodulacidn ( 94 ). La toxicidad de fdsforo reduce el ni
mero de nédulos asi como la actividad nodular ( 70, 72 ).
los requisitos de molibdeno para la fijacidn de N2 son ma -
yores que para la nodulacidn ( 49, 96 ).

la deficiencia de zinec reduce el peso de brotes, el peso de
nédulos, la concentracidn de leghemoglobina preducida y el
N fijado (50).

el manganeso interfiere bésicamente en el desarrollo de la
planta ( 40 ).

potasio, azufre, clore, hierro, boro, cobre, cobalto (45,

71, 94).
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2.2.4. Problemas del pH, Al y Mn sobre la nodulacidn.

El pH afecta el crecimiento y la scbrevivencia de Rhizobium en
suelo, afecta la infeccidn de las rafces y el inicio de nédulo,
asi, como también la eficlencia de la simbiosis y la nutricidn de
la leguminosa % 6, 46 ). A pH bajo hay poco calcio disponible y

un exceso de H+, asi como deficiencia de molibdeno ( 6, 40 ).

Existe un fuerte interaccidn entre el calcio disponible y el pH
asi el efecto del pH domina sobre la deficiencia de Ca. Basado
en esta interaccidn, Andrew ( 6 ) acota los siguientes puntos:

a) las especies leguminosas difieren en la capacidad de nodular

a diferentes sustratos y concentraciones de pH y Ca; b) el creci-
miento Sptimo de plantas noduladas y la méxima produccidn de ni -
trégeno depende del pH y Ca presentes; y c) los efectos del pH ¥y
Ca en el crecimiento de las plantas son menores cuando hay sufi-

ciente nitrdgeno, que cuando el N estd ausente.

En relacién a las cepas de Rhizobium, estas presentan diferencias
en la capacidad de tolerar la acidez del suelo. Las bacterias de

crecimiento lento (R. japonicum, R, lupini, caupi) son mis &cido

resistentes que los tipos de crecimiento rapide (R. meliloti)(95).

El efecto del aluminio en la fijacién de nitrdSgeno se relaciona
con el efecto en el crecimiento de las raices. Segiin Sartain y
Kamprath ( 83 ) a mayor porcentaje de saturacifn de aluminic se
producen pocos nddulos grandes y aparentemente inefectivos, a me-
nor porcentaje de saturacidn de aluminio se produce una gran can-
tidad de ndédulos pequelios y efectivos. Andrew ( 6 ) menciona que
existe una tolerancia diferencial del aluminio porespecies, aunque

las razones no se conocen bien.

Dobereiner ( 40 } estudiando el efecto de la toxicidad de manganeso

en Phaseolus vulgaris concluyd que el dafioc depende de la cepa de

Rhizobium involucrada. El efecto se manifiesta como una reduccidén
en el niimero y tamado de nédulos. De acuerdo con Andrew ( 6 ), las
leguminosas son mds sensibles a la toxicidad de Mn que las no-le~

guminosas, segiin el autor, el problema se relaciona bidsicamente con



2.3.

el desarrollo de la planta.

Segln Norris y Date (74) las leguminosas tropicales son més toleran
tes a la acidez del suelo que las leguminosas de zonas templadas.
Al enfocar el problema de acidez del suelc y su relacidn con la
fijacion de nitrdgeno, se deben distinguir los siguientes efec~
tos: a) el efecto directo del pH per se; b) la deficiencia de

calcio y molibdeno; y ¢) la toxicidad de manganeso y aluminio.

Par@metros para cuantificar la fljacidn bilolégica de nitrégeno

2.3,1. Método de la diferencia.

El andlisis del peso seco de la planta por el método Kjeldahl se
ha utilizado para determinar el contenido de nitrdgeno total de
las plantas ( 37 ). Sin embargo, no es posible distinguir entre
el nitrégeno proveniente de la filjacidn y el nitrdgeno (nitrato
o amonio) del suelo . El "método de la diferencia' consiste en
comparar el N-total de la parte aérea de la leguminosa nodulada
y una planta indicadora {no-leguminosa, o bien una leguminosa no
nodulada). E1 N adicional, que se obtiene por diferencia, se con
sidera ¥ fijado ( 12 ). Esta técnica considera que tanto la le-
guminosa nodulada como la planta indicadora, toman las mismas
cantidades de nitrégenc del suelo. Sin embargo, el potencial de
asimilacidn de nitrdgenc de una gran parte de plantas no-legumi-
nosas no es tan alto come es el caso de las leguminosas, resul -

tando asi en una sobreestimacién del N fijade ( 65 }.

Con una ventaja a este método se seflala que es una medida direc-
ta del crecimiento de las plantas y del ingreso de nitrdgeno. La
mayor desventaja se presenta en la necesidad de uniformizar las

condiciones de crecimiento y capacidad de absorcidn de nitrdgeno
de los dos tipos de plantas en estudio, porque de lo contrario se

pueden obtener sobre o subestimaciones de la fijacidén ( 12, 65 ).
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2.3.2. Métodos que utilizan lSNu

Dilucidn de isGtopos. Consiste en agregar al suelo fertilizante

(nitrégeno orgdnico o inorgdnico) enriquecido con 1SN, ¥ poste -
riormente se determina la concentracidén de 1SN en la planta fija-
dora y la no—fijadora. Por diferencia se determina la cantidad
de nitrégeno fijado ( 12 ). Rennié et al ( 77 ) expresaron esa

cantidad como:

%Nz fijado = 1~ Z exceso 15N (leguminosa) x 100

% exceso lSN (no—£fijadora)

La té&cnica se basa en que ambas plantas toman el nitrégeno del
suelo de la misma composicidn isotdpica, aunque la cantidad total

removida pueda ser diferente ( 77 ).

La técnica de dilucidn de isGtopos es potencialmente el método més
preciso de determinar la fijacidn de nitrdgeno en el campo. Pre-
senta dos grandes desventajas: una, se relaciona con su alto costo
de use, y la otra, con los aspectos cuantitativos en la determina-
cifn de las cantidades de isdtopos (lSN/14N) que toman ambas plantas
del suelo ( 12 ).

MB&tode de la abundancia natural. Esta técnica determina la varia-

s = . 15 . I y
cidén de la abundancia natural de "N que ocurre por discriminacién

durante la fijacién de NZ’ v que favorece al isi;opo l‘{}N (12).
Shearer et al ( 84 ) demostraron que el isdtopo "N excede en pro-
medio 9,22 por ciento en una gran variedad de suelos al contenido

en la atmGsfera, Por lo tanto, las plantas no fijadoras que depen-
den del nitrégenc del suelo deberian contener mis lSN que las plantas
fijadoras. La té&cnica se encuentra aln en fase de desarrolle, y las
ventajas y desventajas que presenta son similares a aquellas mencio-

nadas para el método de dilucidn de isdtopos ( B4 ).

2.3.3. Método de determinacidn de ureido.

Los ureidog, alantoina y acido alantoico, son sustancias consideradas
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como el producto final de la fijacidn de nitrdgeno en algunas
leguminosas, y se encuentran en la fracecifn de nitrégeno soluble
de secciones de plantas asi como en el xilema ( 68 ). Al deter~
minar los contenidos de nitrato y ureidos se establece la depen
dencia simbidtica de 1la planta y proporciona una medicidn de la

planta y proporciona una medicién de la fijacidn de N2 (12, 68).

Entre las limitaciones de este método se mencionan la dificultad
en el gitio de muestreo para la determinacidm de los ureidos,
limitacidén a nivel de campo de obtener los exudados, la distri-
bucidn de los ureidos en la planta, y la edad de la planta (68,
89). Las ventajas que presenta este método consiste en la faci-
lidad de analizar y separar entre fuentes de N, ademis, se puede
analizar la parte de la planta en el suelo y asi se obtiene in -

formacidn por debajo del nivel del mismo (12, 68).

7.3.4. Técnica de reduceidén de acetileno.

La téecnica de reduccifén de acetileno se basa en que la nitroge-
nasa (enzima del sistema de fijacidén de nitrédgeno) puede reducir
el acetilenc o etileno. Asi, la actividad de la nitrogenasa es

una medida indirecta para determinar la fijacidn de N2 {12, 85).

La té&cnica ha sido ampliamente utilizada entre otros métodos por
su rapidez, economia, facilidad de manejo de las muestras y el
equipo. Sin embargo, presenta dos grandes limitaciones; 1) Va -
riabilidad debida al muestreo, edad de la plantas y de los nddulos,
actividad nodular en relacién a lahora del dia, recuperacifn del
tejido nodular, efectos de las condiciones climdticas (12, 33),

y 2) Interpretacién de la tasa de CZHZ reducido en té&rminos de
fijacién de N,. Existe un Ambito tedrico de 3 moles reducidos
CZH2: 1 mol f;jado NZ’ pero &ste varia ampliamente segin las con-
diciones del experimento. Gibson (53) utilizando la técnica en
el campo,con Lupinus, encontrd que la tasa de conversifn varid de
0,9: 1 a 6,6: 1 segiin la edad de la planta. Ademds, se critica

el hecho de que el acetileno no es el sustrato real del mecanis-

mo de la fijacidn simbidtica (12, 85 ).
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2.3.5. Otros.

La mejor manera de interpretar la eficiencia simbidtica entre las
leguminosa vy Rhizobium sin recurrir a métodos que muchas veces en
nuestro medio resultan poco pricticos por limitaciones de orden
econdmico u otra indole, consiste en la determinacidn del peso seco
de la parte aérea de las plantas y el peso seco de nédulos. Segin
Van Kessek y Roskoski (98, 79) la biomasa nodular se correlaciona
altamente con la biomasa foliar {(r= 0,73; 0,70; 0,79; 0,96; 0,78).
Esto es comprensible puesto que para la nodulacidn y la fijacidn

de nitrdgeno se requiere de fotosintatos, de ahi que a mayor can-
tidad de biomasa aérea joven (potencial de fotosintesis mds alto)

se egpera una mayor biomasa nedular.

Dommergues { 44 ) cita como otra alternativa de evaluar el potencial
de fijacién de nitrégeno por drbol, la determinacidn del peso seco
total de nddulos. Segin el autor, en el campo se puede eﬁaluar
ademds, el incremento de N del suelo bajo el &rbol y el incremento
de N inmovilizado en la biomasa de la planta. Dobereiner, Bergallo
y De Figuereido ( 43 ) encontraron regresiones significativas entre

el logoritmo de N-total de la planta con el, peso seco de nddulos.

2.4. Importancia de la simbiosis Ahizobium - leguminosas arbdreas.

La informacidn disponible sobre la capacidad actual de fijacidn de
nitrégeno por parte de las leguminosas arbdreas es muy limitada. A con~
tinuacifn se presentan algunos de los avances obtenidos por variocs auto-
res:

Lindbland y Russo (*) determinaron la actividad de nddulos de E.
poeppigiana asociada con café& y obtuvieron valores de reduccién de ace-
tileno entre 5,% y 26,1lnmoles Czﬁamg (peso seco nédulos)ulh—l, con  un
promedio de 15,7nmoles CzH& mg (peso seco nédulos)_lh—l. Estos valores

concuerdan con un dmbito obtenido por Escalante, Herrera y Aranguren

( 47 ) en el sistema E. poeppigiana - cacao en Venezuela .

(*#) Lindblad, y Russo, R. Comunicacidn personal. Fijacidn de nitrégeno
en E. poeppiglana (perd). Centro Agronémico Tropical de Inves -
tigacidén y Ensefianza, Turrialba, febrero, 1985.
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Roskoski ( 79 ) obtuvo un valor promedio de 35 kgN/ha/afo fijado
por Inga juinicuil en plantaciones de café en México, luego de 13 meses
bajo estudio. Este valor podria ser mayor en otras condiciones puesto
que los drboles en estudio se encontraromn en suelos con altos niﬁeles
de N 950 ppm NH¢+ y nitrégeno total 0,5 por ciento ). En otro estudio
(80) la misma autora encontrd que el total de fijaeién aparente fue ma-
yor en el sitio con 1. juinicuil , equivalente a mis de 40 kgN/ha/afio
(asumiendo una relacién de 3:1 para CEHZ: NZ)' La fijacidn de nitrdgeno
para el sitio con I. juinicuil equivale a 53 por ciento de la cantidad
del fertilizante nitrogenado aplicado anualmente, lo cual puede tomarse
como indicativo de que la fijacién de nitrégenc por leguminosas, adicio-

nales al cultivo, puede ser una fuente importante de N para el café.

Cadimas y Alvim (22 ) en el sistema cacao ~ E. glauca (= fusca)

encontraron que los cacaoteros vecinos a los 3rboles de sombra produjeron
mds que los alejados de E. glauca. La diferencia de produccidn estd
aparentemente relacionada con algunos factores edafolégicos {(contenido

de elementos nutritiﬁos, N, materia orgidnica, densidad real, humedad)

de importancia para el crecimiento de los cacaoteros.

H&gberg ( 57 )} obtuvo una tasa de fijacidn de 110 pa 30 KgN/ha/afio

por reduccidn de acetileno para L. leucocephala en Tanzania.

Segiin Santana y Cabala ( 82 ) existe una fuerte evidencia que
Erythrina aumenta el contenide de N del suelo en plantaciones de cacao
en Brasil, y que la entrada de N al sistema via hojarasca mds lluvia
puede ser mayor que la removida por la cosecha de 1500 Kg de grano seco/

ha.

Por otro lade, la inoculacidén con cepas seleccionadas ha tenido

éxito en leguminosas arbéreas tales como L. leucocephala (70), y Mimosa

ceasalpinifolia ( 41 ). Dobereiner ( 41 ) demostrd la especificidad para

la leguminosa M. caesalpinifolia. Después de siete meses el porcentaje

se sobrevivencia de las plantas inoculadas fue de 94 por ciento mientras
que en las plantas no inoculadas fue de 32 por ciento. Las plantas ino-

culadas crecieron mis ripido v mejor que las no inoculadas.
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Seleccidn de cepas

2.5.1. Terminologia.

Inoculacién: La inoculacidn es una forma de manejo que asegura
la presencia de una cepa adecuada en el momento preciso vy en ni-
mero suficiente para lograr una infeccidn rdpida v efectiva en
el cultivo en cuestidn, y asi lograr una mayor fijacidn de ni -
trégeno (42, 69). EI primer paso para una inoculacidn efectiva

consiste en seleccionar las cepas dé Rhizobium apropiadas ( 90 ).

Segin Dommergues ( 44 ) la respuesta a la inoculacidn depende de
una cepa adecuada de Rhizobium y de la especificidad de la legu-~
minosa, esto es, en la habilidad de nodular con un amplio dmbito
de cepas de Rhizobium, o con una cepa en particular. El autor
menciona que, excepto en suelos muy pobres, es poco probable la

necesidad de inoculacidn en &rboles leguminosos.

Cepa: Vincent ( 99 ) define una cepa "como cualquier cultivo
de Rhizobium que no tenga historial comiin con ningn otro cultivo
y agrega, que la indentidad e historial de cada cepa se debe con~

servar y no debe ser confundida'.

Un ndmero de cepas puede ser agrupado de acuerdo a caracteristi-
cas, por ejemplo, "serotipo" y, segdn el grado de similitud, for
man "tipos" que se mantendrdn bajo determinada coleccidn o grupo
de cepas. Estas no necesariamente estdn relacionadas, por lo tan-
to, seria un error extrapolar de tal grupe para predecir otros as-

pecto relacionados con el comportamiento de la cepa ( 100 ).

Rhizobium: Las bacterias del género Rhizobium pertenecen a la fa-
milia Rhizobiaceae ( 49 ). Son bacilos gram negativo, quimiorga-
notrdficos aerdbicos, generalmente méviles cuando tienen flagelos
peritricos, polar o subpolares, sin endosporas, pero poseen gra -
nulos provenientes de poli-B-hidroxibutirato, entre otras caracte

risticas ( 99, 100 }.
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Por su tiempo de generacidn se reconocen dos grandes grupos: (1)
de crecimiento rdpido, y (2) de crecimiento lento. Las bacterias
del primer grupo presentan un tiempo promedio de generacidn de
2-4 horas, forman colonias gomosas y blancas, y alcanzan un dis-
metro de 2-4 mm en 3-5 dias. Las del segundo grupo tienen un
tiempo de generacidén promedio de 6~8 horas, formando colonias pe-
queiias ( £ 1 mm en 10 dias), menos gomosas que las primeras,

densas y pegajosas ( 99, 100 ).

Seleccidn de cepas: Las diferentes cepas de Rhizobium varfan en

su capacidad de fijar nitrégeno atmosf8rico en simbiosis con le-
guminosas. Bajo el término "seleccién de cepas" se reiinen una

serie de metodologias que conllevan a obtener aquellas bacterias
que sobresalen por su capacidad de aumentar el rendimiento de las

plantas asociadas, asi como su contenido de nitrdgeno ( 90 ).

De acuerdo con Pereira ( 76 ) la promiscuidad es mis comiin en re-
giones tropicales que en zonas templadas. Por lo tanto, resulta
mds dificil introducir cepas eficientes de Rhizobium, y el mismo
autor considera que con las leguminosas del grupo caupi se puede
obtener una mayor eficiencia simbiftica a través de la introduc-

cién de cepas seleccionadas.

Boonker, Weber y Bezdicek ( 13 ) consideran la introduccidn de
cepas mds eficientes en la fijacidn de nitrdgeno como una impor-
tante meta en el manejo. Dommergues ( 44 ) como resultado de in
vestigaciones preliminares, considera que los requisitos de Rhi-
zobium por Arboles leguminosos, son tan complejos como en legumi
nosas anuales, v que por lo tanto, es necesario realizar mas

investigacidén en este campo.

2.5.2. Metodologias para la seleccidn de cepas.

La primera etapa de la investigacidn sobre la relacién simbidtica
entre Rhizobium y las leguminosas requiere de una evaluacidn de la
necesidad de inoculacidn en suelos representativos. Vincent ( 99 )

describe un método para determinar la necesidad de inoculacién que
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se basa en observar la nodulacidn de la lepuminosa en el drea en
estudio y asi evaluar los siguientes aspectos: la proporcion de
plantas noduladas; la abundancia o escasez de nddulos en las plan-
tas noduladas; la ubicacidn de los nddulos en el sistema radical
(cuello, distal, rafz principal o lateral); v el color de los né-

dules (blanco, rojo, verde) para determinar su funcionalidad.

Date {( 30 ) basa la necesidad de inocular de acuerdo a los resul-
tados que se obtengan en un experimento de tres tratamientos

1- testigo sin inocular para determinar la presencia de cepas ne-
gativas; 2- inoculacidén con cepas que presentan alto potencial de
fijacién; y 3~ inoculacién con la misma cepa mis adicidn de fer-

tilizante nitrogenado.

Para obviar el efecto de la mineralizacién del nitrfgenc debido a
la alteracidn delsuelo, Sylvester et al ( 91 ) utilizaron un sis-
tema de cilindros de suelo no alterado para evaluar la respuesta
de cuatro leguminosas forrajeras a la inoculacién y fertilizacidn
nitrogenada en Oxisoles de Colombia. Obtuvieron, de esta forma,
cepas seleccionadas. Segln los mismos autores, los potes de suelo
alterado no son tan {tiles para la seleccidn de cepas Rhizobium
porque la perturbacifn del suelo causa acumulacidn de NOB— en el
suelo. El método que utilizaron consistif en la introduccién de
tubos de PVC (10 cm de difmetro y 25 cm de longitud) en el suelo
hasta aproximadamente 1 cm de borde superior. Posteriormente -se
retird el bloque entero (suelo, raices, cilindro) con ayuda de un
cuchillo para su posterior traslado al invernadero. Se utilizd
un bajo nivel de fertilizacidén pero adecuado para el crecimiento
de las leguminosas. El fertilizante nitrogenado (30 kg N/ha urea)
se agregd en forma fraccionada, y el indculo se agregd en forma

granular { > 108 bacterias/g) ( 91 ).

Seglin Date ( 31, 33 ) la seleccidn de cepas incluye los siguientes
pasos: a) establecer la compatibilidad genética de las mismas con
el huedped; b) evaluar la capacidad fijadora en jarras de Leonard;
¢) inocular en el suelo en vasijas, potes, cilindros, otros, en

condiciones de imvernadero; y d) ensayos de campo. Existen muchas
modificaciones de esta metodologia para seleccifn de cepas y ensa-

yvos de inoculacidn.
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3. MATERTALES Y METODOS

Organizacidn y secuencia

Este trabajo de investigacidn se dividid en tres etapas:

a) primeramente se realizaron trabajos de recoleccidn de nddulos
aislamiento y caracterilzacidn merfolégica de las colonias de
Rhizoblum spp; b) la segunda etapa correspondid a la seleccidn
de cepas dé Rhizobium spp en jarras de Leonard ( 99 ); vy ¢) 1a
etapa correspondid a la evaluacién en inﬁernadero de la inocula-
cifn con cepas de Rhizobium spp sobre E. poeppigiana (pord), uti

lizando el sistema de suelo no alterade ( 91, 92 ).

A continuacidn se presenta una descripcidn de las localidades en

las cuales se realizd cada una de las etapas:

3.1.1. Ubicacién.

Recoleceifn de nddulos: La recoleccidn de nédulos de pord se e-

fectud en diferentes sitios del valle intermontano de Costa Rica,
a saber: Cabiria y La Montana en el Centro Agrondmico Tropical

de Investigacién y Ensefianza, Turrialbza (600 msnm, 2700 mm ppt
prom. anual, 9°5'"N y 83°"W) (23): La Unidn de Tres Rios, Cartago
(1260 wsnm, 2220 mm ppt. prom. anual, 9°54'N y 84°00'W); San Rafael
de Escazi, San Jos€ (1042 msom 1712 mm ppt. prom. anual, 9°35'N y
84°08'W); Barrioc Sanchez de Curridabat, San José (1250 msnm 2220
mm ppt. prom. anual 9°535'N v 84°00'W); Santa Lucia de Barva, He -
redia (1159 msnm, 2000 mm ppt, 10°00'N v B84°07'W); Bo. La Valencia
de Santa Rosa, Turrialba (1118 msnm, 2000 mm ppt. 9°58'N y B84°05W
{24, 59).

Aislamiento de colonias: El aislamiento y la caracterizacién mor-

foldgica de las diferentes cepas de Rhizobium spp a partir de nd -
dulos de pord se realizé en el laboratorio de Microbiologia de
Suelos del Centro de Investigaciones Agrondmicas de la Universidad

de Costa Rica, ubicade en Sabanilla de Montes de Oca, San José.
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Seleccidn de cepas en jarras de Leonard: La seleccidn en jarras

de Leonard se llevd a cabo en los inﬁarnaderos del Centro de In-
vestigaciones Agrondmicas de la Universidad de Costa Rica (1305
msnm, 19°C temp. promedio anual, 1712 mm ppt. promedic anual de
la zona, y ubicado a 09°56'43" N y 84°01'32" W, segiin datos del

Instituto Meteoroldgico Nacional) (59).

Seleccidn e incculacidn en bolsas con suelo: La evaluacidn de la

inoculacién y seleccidn de cepas de Rhizobium spp utilizando suelo
como sustrate se llevé a cabo en el in&ernadero del Centro Agro -~
ndémico Tropical de Inﬁestigacién y Ensefianza ublcado en Cabiria.
La Temperatura anual promedio de la zona esde 26,42°C max. y
18,00°C Min., segiin datos de la Estacidn Agrometeorolégica del
CATIE (23), no se cuenta alin con datos propios del invernadero por

ser de reciente construccidn,

3.1.2. Suelos.

Se muestrearon suelos en Puriscal, Turrialba y San José.
En el cuadro 1 se muestran los resultados de los analisis fisico y

guimico para estos suelos.

El suelo de Puriscal se recolectd en la finca del Ministerieo de
Agricultura y Ganaderia en ese lugar (1200 msnm, 2700 mm ppt pro-
medio anual, 21°C temp. promedio, 0°51" N y 84°18'W ), el cual ha

sido clasificado como Ustic Tropohumult ( 5 ).

El suelo de San José se tomd en terrenos de la Facultad de Agrono-
mia de la Universidad de Costa Rica (1303 msnm, 1712 mm ppt prome-
dio anual, 19,3°C. temp. promedio anual, 9°56' N-B4°01'W), clasi-

ficado como Typic Eutrandept ( 60 ).

£l suelo de Turrialba se tomd de un cafetal en la Montana, CATIE
(600 msnm, 2700 mm ppt promedio anual, 9°5" N y 83°38"W ), el cual

ha sido clasificado como Iypic Humitropept ( 1 ).
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Diserio Expérimental

3.2,1. Disefio y tratamientos.

Para la evaluacidn en jarras de Leonard se utilizé un disefioc irres-
trictamente al azar con cuatro repeticiones, y dos plantas por ja =

rra.

Se utilizan 20 cepas de Rhizébiﬁm spp de aislamientos homélogos de
E. poeppigiana, y cuyo procedimiento se detalla en el acdpite 3.4.1.
(pag.22); 2 cepas dé RhiZObium spp procedentes de coleccién (6032
"ecaupi" de Nitragin, USA, y la 6302 ”caupif procedente de Mircen,
Brasil); un testigo absoluto (éin Rhizébiﬁm sin nitrégeno); y un
testigo nitrogenado (sin Rhiﬁébiﬁm con 70 ppm NwKNOB), como se pre-

senta a continuacidn:

No. tratamiento Tratamiento No. tratamiento Tratamiento
01 -N - Rh 13 cepa # 19
02 cepa # 14 14 cepa # 02
03 cepa # 07 15 cepa # 13
04 cepa # 23 16 cepa #6302
05 cepa # 01 17 cepa # 34
06 cepa # 05 18 cepa # 11
07 +¥ - Rh 19 cepa # 17
08 cepa # 15 20 cepa # 22
09 cepa # 03 21 cepa # 20
10 cepa # 21 22 cepa f## 18
11 cepa #6032 23 cepa # 16
12 cepa # 10 24 cepa # 08

El modelo estadistico para las diferentes variables consideradas fue:

=u+T, + ;
L TS LR S S S S ,23
J= 1, 2, 2, 4
Donde:
Yi§= variable considerada’
u = media peblacional
Ti = pfecto del 1'ésimo tratamiento
Eij= error experimental

Para la evaluacién en bolsas de suelo no alterado se utilizé ung di-
sefio irrectrictamente al azar con cuatro repeticiones, y dos plantas
por bolsa de suelo, en un arregle factorial 3 x 11 ( suelo x indculo),
ademds se incluyd un testigo nitrogenado (50 Kg N/ha urea) en cada
suelo. Se obtuve un total de 36 tratamientos que se muestran a con-

tinuacidn.



No, Tratamieotos . Suelo InSculo Nitrégeno

01 Typic Humitropept - -
02 Typic Eutrandept - -
03 Ustic Tropohumult - -
04 Typie Humitropept - +
05 Typic Butrandept - +
06 Ustic Tropohumule - +
07 Typlc Humitropet cepa f# 05 -
08 Typic Eutrandept ceps # 05 -
09 Ustic Tropohumult cepa f 05 -
10 Typic Eutrandept cepa # 08 -
11 Typic Humitropept cepa ## 0B -
12 Ustic Tropohumult cepa § 08 -
13 Typlc Humitropept cepa # 11 -
14 Typic Eutrandept cepa # 11 ~
15 Ustic Tropohumule cepa # 11 -
16 Typic Humitropept cepa # 14 -
17 Typic Eutrandept cepa # 14 -
18 Ustic Tropohumult cepa # 14 -
19 Typic Humitrepepr cepa # 15 -
20 Typic Eutrandept cepa 15 -
21 Ustic Tropohumult cepa # 15 -
22 Typic Humitropept cepa # 16 -
23 Typle Eucrandept cepa # 16 -
24 Ustic Tropohumult cepa #f 16 -
25 Typtc Humitropept cepa # 17 -
26 Typic Eutrandept cepa # 17 -
27 listic Tropohumult cepa # 17 -
28 Typic Humitropept cepa # 18 -
25 Typle Eutrandept cepa # 18 -
30 Ustiec Tropohumult cepa # 18 -
1 Typlc Humitropet cepa # 21 -
32 Iypic Eutrandept cepa # 21 -
33 Ustic Tropohumule cepa # 21 -
34 Typic Humitropept cepa & 24 -
35 Typic Eutrandept cepa # 24 -
36 Ustic Tropochumulr cepa #f 24 -

El modelo estadfstico para las diferentes variahles consideradas fue:

=y 4 + +
Ymge "V T AL B B ¥ 3+ E

k
t=1,2,3
wm= 1, 2,......., 11
j=1, 2

k=1, 2,3, 4

Donde:

Y = varlable considerada
imik
u = media pobiacional
Ai = efecto del 1'ésimo syels
Bm = ¢fecto del 1'ésimo indeulo
(A.B)im = efecte de la interaccion suelo x 1ndculo
i = error de bolsas en tratamienros
E = grror experimental
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Para el sistema de bolsas con suelo no disturbado se utilizaron
bolsas negras de polietileno de dos kilos de capaecidad. Se con-
siderd como unidad experimental cada bolsa de sueloc con dos plan-

tas de E. poeppigiana (ver seccidn 3.5.3.)

En el caso de los tratamiento inoculados, esta operacidn se realizd
aparte de aquellos tratamientos que no 1le§aron indculo para evitar
contaminacifng y entre los tratamientos inoculados, se tomd la

precaucién de inocular una cepa a la vez con el fin de evitar mez-

clas entre indculos o contaminacidn.

3,2.2.Variables consideradas.

Las variables evaluadas en el proceso de seleccidn fueron las si-
guientes:

~ Peso seco de biomasa aérea en gramos por planta a las 12 y 16
semanas de edad, segln la etapa de la inﬁestigacién. Para ello se
cortd cada planta a partir del punto de unién entre el tallo y la
rafz, posteriormente la muestra se secd en estufa a 70°C por 72
horas hasta obtener peso constante.

-~ Peso seco de biomasa nodular en gramos. Se tomaron todos los
nédulos adheridos a las raices y se secaron hasta obtepmer peso cons-
tante como se menciond anteriormente.

- Contenido de N-total de biomasa aérea por planta, de acuerdo a la
siguiente formula:

(%)

mgN-total/planta= biomasa aérea (peso seco Yy x 2N
100

(#) El porcentaje de nitrdgeno se obtuvo por el método de micro-
Kjelhdal (37).

Se consideraron otras variables cualitativas (no consideradas para
efectos estadisticos) tales como: distribucién de ndédulos en las
rafces, tamafio, color y cantidad de nddulos. Estas variables se
tomaron como informacidén adicional con el objeto de facilitar en

alguna forma la interpretacidén de los resultados.
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Muesgtreos.
3.3.1. Muestreo de nddulos.
Para el muestrec de nédulos se identificd primeramente el drbol

de E. poeppigiana a muestrear con base en sus caracteristicas

taxondmicas ( 58 ). Una vez que se identificd cada drbol, se

seleccionaron aquellos con apariencia sana (libres de patdgenas

o insectos). Se excavd alrededor del tronco y se extrajeron

raices enteras para observar la nodulacidén. Los nédulos se en-
contraron principalmente cerca de la base del tronco (0-1 m) vy
a unos 0-10 cm de profundidad en las axilas de las raices jove-

nes.

Se procedid a examinar los nddulos (estade: entero, partido, po=-
drido, hueco, seco, turgente; color: caf&, rojo blance, verde)},
Se recolectaron de 5 a 10 nddulos por drbol y de ila 2 arboles
por sitio segfin su abundancia. El muestreo de nddulos se realizd
por conveniencia, en el mes de enero de 1934, Para el muestreo
de nddulos se utilizd la metodologia descrita por Date ( 33 ).
Posteriormente los nddulos se trasladaron en frascos al labora-

torio para proceder con el aislamiento de las colonias.
3.3.2. Muestreo del suelo.

Para el muestreo del suelo se utilizé un cilindro de metal de 10
cm de didmetro y 25 cm de longitud, el cual se introdujo en el
suelo hasta unos 20 cm de profundidad, y se extrajo el bloque com

pleto removiendo alrededor con una pala ( 91 ).

Una vez que se extrajo el suelo, se colocd en una bolsa negra de
polietileno de 2 kileos de capacidad; y con ayuda de una espétula
y dando ligeros golpes al cilindro se deposité el bloque comple-
to de suelo en la bolsa, para su posterior traslado al inverna -
dero. El método que se utilizd en este trabajo de investigacidn
es una modificacién del método utilizado por Sylvester et al

( 91 ).
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Aislamiento v caracterizacién de las cepas de #hizobium spp,

3.4.1. Aislamiento dé Rhizébium a partir de ndédulos.

El primer paso para el aislamiento de cepas de Rhizobium a partir
de los nddulos obtenidos, consistid en la esterilizaclén de la su-
perficie de los mismos con agua destilada est&ril. Debido a pro -~
blemas de contaminacidn que se presentaron durante el proceso de
aislamiento se procedid a eﬁaluar tres métodos descritos en la 1i-~
teratura para el aislamiento de nddulos. El método que se escogid
para este trabajo fue el deserito por Vincent ( 99 ); los otros dos
métodos se describen en el ap@ndice 1A, Se utilizd el método de
Vincent por ser el que presentaba un alto grado de recuperacién de
colonias a partir de los nddulos recolectados, y se describe a con~
tinuacidn: una vez esterilizada la superficie externa del nddulo,
se colocd en alecohol 95°C durante 5-10 seg., luego en cloruroc de
mercurio 0,1 por ciento durante 4-5 seg. Posteriormente se trans-
firié com pinza estéril a tubos de ensayo con agua destilada estéril
y se lavé de 5-7 ﬁeces, dejindolos unos minutos en el agua del Gl -
timo lavado. Luego se macerd cada nbdulo con un policia estéril.
Una vez macerado todo el tejido nodular, se tomdé 2-3 azadas de sus-—
pensién lechosa con una aza bacterioldgica, vy se colocé en platos de
Petri con extracto de agar-levadura-manitol (ALM, ver preparacidn
del medic en el apéndice 2A) para aislar por estria cruzada. Se

estriaron cuatro placas por nddulo.

Las placas estriadas se dejaron incubando a temperatura ambiente en
cdmara de transferencia previamente desinfectada hasta obtener cre-
cimiento visible de las colonias de Rhizobium. Este se observd de
7 a 11 dfas segiin la cepa (ver cuadro 2. pag._22 ). Las colonias
visibles y libres de contaminacién se pasaron a nuevas placas para

obtener cultivos puros de las probables cepas de Rhizobium.

3.4.7. Caracterizacién de las cepas de Rhizobium aisladas.

Cada colonia aislada se observd al estereoscopie (10X) para deter-
minar su tamafo, forma del borde, superficie, forma de la colonia,

color y consistencia ( 99 ).
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Posteriormente se realizd la prueba de tincidn de Gram de cada una
las colonias aisladas, y cuyo procedimiento se describe en el a -

péndice 3A ( 86 ).

Se realizdé la prueba de caracterizacidn del crecimiento dé Rhizobium
en agar-glucosa-peptona + pidrpura de bromocresel, para la cual se
inoculd cada cepa de Rhizobium aislada, en tube inclinado de A-glu-
pept + p. bromocresol y se dejaron en incubacifn a 30°C por 24 ho -
ras. En el apéndice No. 4A se describif la preparacidn del medio y

el procedimiento ( 86 ).

Los resultados de cada una de estas pruebas se muestran en el cuadro
No. 2.

Una vez se caracterizaron las probables cepas dé Rhizobium se pre-
servaron los cultivos puros en medios de agar en tubos con tapdn de

rosca a 4°C, y posteriormente se liofilizaron ( 99, 86 ).

Seleccidn de cepas de fizobiwm en jarias de Leonard

La segunda etapa de esta investigacién correspondid a la seleccidn

de cepas de Rhizobium aisladas de nfdulos de pord, en jarras de Leonard

( 99 ) bajo condiciones de invernadero. Se utilizo 1la metodologia des -

crita por Vincent ( 99 ) y Stowers v Elkan ( 90 ).

3.5.1. Preparacion de las jarras de Leonard.

En la fig. 1 se muestra un esquema de la jarra de Leonard que se u-
tiliz8. Se emplearon botellas de vidrio cortadas. Se colocd arena
de rio alta en silice en la parte superior de la jarra, luego se co-
locé una mecha doble de hile de algoddn para hacer llegar la solucién
nutritiva por capilaridad. Posteriormente se colocé la jarra com -
pleta en una bolsa de papel y se esterilizd en autoclave a 121°¢c -

durante 1 a 2 horas.

Se prepard la solucién nutritiva libre de N (ver cuadro 1lA) a partir
de las soluciones madres estériles, y se agregd aproximadamente 500
ml de solucidn nutritiva estéril por jarra, ademfs, se agregé 1 ml -

de solucidn de N—KNO3 (15 ppm N) ( 86 ) a cada una de las jarras
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Fig. 1 Esquema de las jarras de Leonard que se utilizaron.

3.5.2, Esterilizacidn de la semilla y siembra en jarras.

La semilla de E. poeppigiana se recolecté del suelo en un cafetal
en San Rafael de Escazd, San José (1042 msnm, con 1712 mm precipi-
tacién promedio anual, 21, 1°C temperatura promedio anual; y a
09°55"'55"N y 84°08'05"W) ( 23, 59 ), en Calle Pavas, el 30 de marzo
1984, En este cafetal se observd la presencia de drboles de

Tabebuia, Ficus e Inga en su mayorfa, y unos cuantos de_E. poeppi-

giana dejados como &rboles de sombra en forma dispersa. Por las
dimensiones de estos drboles (15-20m de altura y hasta 1,0m de dia
metro) se presume que podrian tener por lo menos diez afos de edad,
¥y que no han sufrido los efectos de la poda, prdactica bastante comin
en Costa Rica, o bien lo que parece mis probable, que se han dejado

de podar desde hace varios afios.

El porcentaje de germinacifn de la semilla que se recolectd fue de

95 por ciento en platos de Petri con medio de agar-agua.

Esterilizacidn de la semilla: Para la siembra se utilizé semilla

pre-germinada., Debido a la cantidad de patSgenos (hongos y bacte-
rias no identificadas) presentes en el interior y exterior de las
semillas, se procedio a la evaluacidn en el laboratorio de tres mé-

todos para su esterilizacidén. A continuacién se presenta el método
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que se utilizd en este trabajo de investigacidn (los otros dos

se describen en el ap&ndice No. 5A), debido a que presentd el
menor grado de contaminacidn: se trabajdé con cristaleria esté-
ril. Se lavé la semilla en grupos de 50 con agua destilada esté~-
ril de 4-5 veces. Luego se agregd etanol 95% agitando por un minu
to. Después de lavé con cloruro de mercurio 0,5% agitando de 5

a 7 min., luego se hicieron lavados con agua destilada estéril de
6 a 7 veces, espaciados cada unc de 10 a 30 minutos . Se dejaron
las semillas en el agua del dltimo laﬁado por espacio de 24 horas
para embeberlas. A las 24 horas se Qolﬁié a lavar con etanol 95%

y posteriormente se lavd con agua destilada estéril dos a cuatro

veces { 99, 100 ).

Las semillas asi esterilizadas se colocaron en platos de Petri con
medio de agar—agua al 0,75% (ver apéndice No. 6A) para su germina-

cién a temperatura ambiente en cdmara de transferencia.

Siembra: Se sembré el 29 de abril, 1984. Una vez que la radicula
alcanzd lem de longitud en los platos de Petri (lo cual ocurrid
despuds de cuatro o cinco dias), se seleccionaron aquellas que fue-
ron mas similares en tamano v estado, que estuvieran libres de pa-
tégenos y con buen color, y se sembraron tres pléantulas por jarra

con ayuda de pinza y policia estéril,

La siembra se realizd en cimara de transferencia, y 211i se dejaron
las jarras durante cinco dias antes de pasarlas al invernadero pa-

ra facilitar la adaptacifn de las plintulas al nuevo medio.

Una vez pasadas al invernadero se raled dejando las dos plantas

mas homogéneas por jarra.

3.5.3. Incculacidn.

Los cultivos de cada una de las cepas de Rhizobium spp a inocular
se establecieron en botellas con agar inclinado (apéndice 7A).

Una vez obtenido el crecimiento de la bacteria en el agar se tomd
una azada y se realizd la prueba de tincidén de Gram para determinar

la pureza del indculo.
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A cada botella, con la fuente de indculo, se le agregd diez per-
litas de vidrio esté&riles mds 10ml de solucidn salina estéril,
para romper el crecimiento por agitacidn de 1a botella.

Se tomd una alicuota de 1 ml de suspensién lechosa del indculo,

y se inoculd a la base del tallo de cada una de las dos pldntulas
dejadas por jarra. Se inoculd a los 15 dias de la siembra. Para
evitar en parte la contaminacidn, se agregd una capa de piedra y
vermiculita esterilizada en autoclave a 121°C por una hora, sobre
las jarras. Luege se agregd un poco de agua destilada estéril so-

bre esta capa de material.

De acuerdo con la comparacidn visual del Nefeldmetro de MacFarland
(ver apéndice 8A) se agregd un inoculante que contenia aproximada-

g , .
mente 3 x 107 bacterias/ml en cada cultivo.

3.5.4, Pri3cticas de manejo.

Durante el periodo de establecimiento hasta la cosecha se llevd
una constante supervisidn del ensayo., Se agregd solucidn nutriti-
va y agua destilada conforme lo demandara el crecimiento de las
plantas de pord. La solucidn nutritiva se agregdé cuatro veces -

durante la duracidn del ensayo.

El tratamiento nitrogenado (70 ppm NwKNO3) recibié la siguiente
fertilizacidn fraccionada: 15ppm N al inicio del ensayo (lml de
solucidn de N-KNO, 0,125 g KNOB/ml), 27 ppm"N a los 40 dias
(1,8 ml solucidén N—KNOB), vy 28 ppm N a los 58 dias.

Al inicio del ensayo se presentd un ataque de "mal de talluelo”
provocado per Pythium sp , que se controld con aplicaciones de
Benlate (0,6 g Benlate/litro), ademds, se atomizd con Lannate -

(0,6 g Lannate/litro) ante el ataque de Cicadélidos.

3.5.5. Cosecha.

Se cosechd el 31 de agosto, 1984, a las 12 semanas de edad de las
plantas. Se procedid a sacar la planta entera de la jarra y se

observé la nodulacién . Luego se cortd la parte aérea de la raiz



32

en la base del cuello, vy se lavd el sistema radical. Posteriormen-

te se separaron los nddulos,

Se embolsé el material de la biomasa a&rea y nddulos obtenidos, y
se congelo para su posterior andlisis. Se procedid a secar el fo -
llaje en estufa a 70°C durante 72 horas, y posteriormente se pesd
en balanza analitica. Los nddulos se colocaron en c8maras desecan-

tes hasta obtener peso constante.

La biomasa aérea se molid para determinar el porcentaje de nitrégeno

por el método de micro-Kjelhdal ( 37, 38 ).

La seleccifn de.cepas se hizo en base a los diez mejores promedios =~
obtenidos por las diferentes variables en estudio, y comparando contra

el testigo absoluto,

Seleceidn en bolsas de suelec no altérado

3.6.1. Siembra.

Se sembrs el 8 de diciembre, 1984, a partir de pléntulas pre-germi -
nadas con radiculas de aproximadamente 1 cm de longitud. La semilla
se pregermind en cajas de germinacidn, desinfectadas con etanol 95%
sabre papel de perminacién, y se cubrieron con bolsas negras de po-
lietileno manteniendo suficiente humedad. Se atomizd con Benlate -
(0,6 g/litro) para evitar la proliferacién de hongos. Se obtuvo un

62% de germinacidn de la semilla.

Se sembraron de tres a cuatro plintulas por bolsa y se raledé poste-
riormente a dos. Se aplicd fertilizante en agua de riego en dosis
de 150 Kg P ha v 1 Kg Mo, O, Na/ha (22 g P, 0. + 0,14 g Mo 07Na/

2 05 4 77 275
4 litros de agua) a todos los tratamientos.

4

El tratamiento nitrogenado recibid una dosis de 50 KgN/ha fraccienado

en tres partes a partir de una solucidn madre de 0,6 g urea/litro.

3.6.2. Inoculacidén.

La inoculacidn de las pléantulas en bolsas de suelo se realizé aproxi-

madamente a los 20 dias de la siembra segln metodologia descrita an-
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teriormente en el capitulo 3.5.3.

Los tratamientos nitrogenados y testigos absolutos se colocaron apar-
te de los tratamientos inoculados durante el procese de inoculacidn
para evitar posible contaminacién. Se les agregd una capa de pie -

dra y vermiculita como aislante.

3.6.3., Practicas de manejo.

Las labores de manejo de las plantas en esta etapa de la investiga-
cidn consistieron en observaciones periddicas del ensayo. Se aplicé

riego por aspersidn con chorro fino de agua de tubo todos los dias,
Se deshierb6 manualmente las malezas que se presentaron.

Se hicieron atomizaciones ocasionales con Benlate y Lannate (0,6 g/
litro) para contrarrestar el ataque de insectos (cicadélicos princi-
palmente) y dafios sufridos por el ataque de hongos (no se identifi -

caromn).

A las ocho semanas de edad de las plantas se atomizaron con abono fo-
liar (Fetrilon combi) en dosis de 23 g/litro, ya que estas presentaban
cierta clorosis y sintomas de deficiencias aparente de elementos me -

nores (%).

3.6.4., Cosecha.

La cosecha se realizd el 28 de abril, 1985, aproximadamente a las 16

semanas de edad de las plantas.

Se extrajo cada planta de la bolsa de suelo. Se limpiaron las raices
y se hicieron las observaciones de la nodulacidn {(figura 2 ). Poste-
riormente se cortd la base del tallo y se embolsd el follaje, este se
secd en estufa a 70°C durante 72 horas. Se separaron los nddulos de

las rafces y se secaron en estufa hasta la obtencidén de peso constante.

(*) Kass, D., y Galindo. J. (Especialista en Manejo de Suelos, y Fi-
topatdlogo). Observaciones personales en visista al sitie
del ensayo, CATIE, 19 de febreroc, 1985.



(1) Nodulacidén en la corona (2) En la raiz principal
0 cuello de la raiz

{3) En raices secundarias vy (4) En toda la raiz
terciarias

Fig. 2 Distribucifn de noédulos en plidntulas de E. poeppigiana

34
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El follaje y los nddulos se pesaron en balanza analitica. La bio-
masa aérea se molid para posteriomente determinar el percentaje

de nitrdgeno por el método micro-Kijelhdal ( 38, 38 ).

Andlisis

3.7.1. An3lisis de suelo y foliares.

Los andlisis de suelo se realizaron en el Laboratorio de Suelos del
CATIE, segiin metodologia descrita por Dfaz Romeu v Hunter ( 38 ).
El porcentaje de nitrdgeno de la biomasa adrea se determind en el

mismo laboratorio segilin el método micro-Kjelhdal ( 37 ),
3.7.2. Andlisis de datos.
El andlisis de los datos obtenidos se realizd en el Centro de Clmputo

del CATIE, consistiendo en andlisis de varianza de las diferentes -

variables en estudio, y pruebas de &mbito mdltiple de Duncan (103).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Recoleccidn de nddulos dé Erythrina peoppigiana, aislamiento vy

caracterizacidn de cepas de Fhizobium spp.

4.1.1. Recoleccidn de nfdulos y aislamiento de Rhizobium spp.

En el casc del presente estudio, la receleceidn de nédulos se rea-
1iz8 en la época de inicio de la floracidn del pord, al fimal de

la 8poca de lluvia., Al respecto, Date (33) sugiere que la recolec-
cidn se realice en la Epoca de mayor crecimienta vegetativo de la
planta, durante la época de lluvia, para obtener mayor nGmero de nd-

dulos funcionales.

Una de las razones para proceder al aislamlento en esta época fue el
hecho de obtener suficiente niimero de nddulos activos para el ais -
lamiento de las bacterias, a pesar de estar la actividad nodular
probablemente bajo el mayor "estrés' hidrico del afio, y el mayor
"estrés" nutricionmal de los nddulos, porque no hay fotosintatos dis-
ponibles, vy por otro lado, las reservas de la planta son translocadas
a la floracidn, v posteriormente al llenado de las vainas. En futuros
trabajos se sugiere realizar el muestreo de nddulos en diferentes é~
pocas del afio, con el objeto de evaluar las posibles variaciones es-

tacionales en esta leguminosa arbdrea.

Los nédulos se encontraron a poca profundidaddel suelo, entre los 0-
15 cm, en las raices jdvenes del pord localizadas préximas al tronco
del drbol y hasta 1 m de distancia. Los uSdulos eran de color café
en su exterior v rojos en su interior, de forma esferoidal con bordes
irregulares. Su tamafio varid segidn el sitio de muestrec (observacién
personal), asi los nddulos recolectados en Heredia y Turrialba presen
taron aparentemente los mayores didmetros, desde 0,2 cm hasta 1,5 cm,
mientras que los nddulos recolectados en los varios sitios en San

José y Tres Rios presentaron didmetros inferiores a 1 cm,

tados debido al sobrecrecimiento de otros mlcroorganismeos asociados

a los mismos. Similarmente Vincent (99, 101) menciond el problema al
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aislar Rhizobium de nddulos de plantas adultas por la razdn ante -
riormente expuesta. Por tal motivo, se procedid a la evaluacidn de
tres métodos sugeridos para el aislamiento de nédulos, ver acdpite
3.4, y en el apéndice No. 1A. Como resultado de esta evaluacién se
obtuvo que el método descrito por Vincent (99) v Date (33) fue el
mds adecuado en este estudio, segin lo observado en el laboratorio,
ya que se presentd un alto grado de recuperacidn de colonias de Rhi-
zoblum libres de contaminantes. El resultado se atribuyd a la mayor
frecuencia de lavado de los nddulos, asi como a una expasicidn mids
prolongada de los mismos a los desinfectantes utilizados en este -

procedimiento.

4.1.2, Caracterizacidén de cepas de Rhizobium spp alsladas a partir
de nddulos de E. poeppigiana.

Los resultados obtenidos para las pruebas de laboratorio en el ais~—

lamiento de cepas de Rhizobium spp se muestran en el cuadro 2. Eg-

ta caracterizacidn se basd en la determinacidn de varias caracteris

ticas morfolégicas que llevaron a la denominacifn de "probable" -~

Rhizobium a aquellas bacterias que cumplieron con los requisitos de

dichas pruebas.

Se observd que el &mbito de aparicidén de las primeras colonias visi-
bles varid de 7 a 11 dias {cuadro 2 ), lo cual concuerda con los
resultados obtenidos por Allen y Allen ( 4 ) y Halliday y Somasega-—
ran ( 54 ), quienes clasificaron la bacteria que nodula al pord como

de crecimiento lento.

El tamafio obtenide por las colonias en ese perfodo oscild entre 0,2
mm de difmetro en el caso de uno de los aislamientos procedentes de
San Rafael de Escazd, San José& (No. 04), hasta 2,5 mm de didmetro -
para la cepa No. 20 procedente de un aislamiente de Turrialba (cua
dro 2). El tamafio promedio que se obtuve para todas las cepas fue
de 1,07 mm de didmetro. Estos resultados estdn dentro de log Ambitos
rormales de tamafio de estas bacterias, si bien Date ( 33 )}, Vinceut
( 99 ) encontraron que las colonias formadas por Rhizobium de creci-
miento lento alcanzan un difmetro inferior a 1 mm después de cinco

dias.
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En cuanto a caracteristicas tales como la forma del borde de la
colonia formada, superficie, forma y consistencia de la colenia,
los resultados presentaron una condicidn de homogeneidad. Todos
los aislamientos presentaron las siguientes caracteristicas: un
borde liso, libre de irregularidades sobre el medio de cultivo -
ELM + agar + rojo congo; una superficie lisa, con forma de lente
gptico ( 51 ) que es caracteristico de la bacteria creciendo en
este medio; forma circular-convexa en todos los casos, asi como

la consistencia gomosa tipica de las bacterias de crecimiento len
to ( 99 ).

En relacidén a la coloracién de las colonias de Rhizoblum se puede
decir, que estas presentan colores de blanco opaco o lechoso bri-
llante cuando proceden de aislamientos de ndédulos de la mayoria de
las leguminosas ( 86 ). Al respecto, Vincent ( 99 ) menciona gue
la coloracidn de las colonias varian del blanco al crema en el ca-
so de Rhizobium que nodula a un gran nimerc de leguminosas, con la
excepcién de colonias aisladas de nddulos de Lotonis cuyo Rhizobium
forma colonias rosadas; o en el caso de colonias aisladas de nodu -

los de Stylosanthes cuyo color es amarillo ( 33 ). En ocasiones si

el medio de cultivo contiene rojo conge, como es el caso del medio
que se utiliz8 en este estudio, las colonias podrian obsorber un
poco del colorante seglin su concentracidén, pero no es la comiin (86},
lo que si ocurre cuando hay presencia de contaminantes. Al utilizar
unt medio de cultivo con rojo congo, se pueden descartar por obser
vacidn visual las colonias formadas por Rhizobium de las colonias -
formadas por organismos contaminantes, tal como ocurrid en el pre -

sente estudio.

La tincidn de Gram ( 86 ) es un procedimiento que separa las bac -
terias en dos grupos: (1) los organismos gram-positivos {contaminan
tes) que son aquellos que retienen el cristal violeta después de
lavarse con alcohol, y presentan coloracién violeta al microscopio,
v (2) leos organismos gram-—negativos, que se decoloran con alcohol,
y toman la coloracidén roja de la safranina ( 86 ). Al realizar la
tincién de gram se separaron estos dos grupos de organismos, asi
se obtuvieron las colonias de ''probable" Rhizobium y se descartaron

las bacterias gram -+ contaminantes.
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Por Gltimo, se utilizd el medio diferencial agar-glucosa peptona +
pirpura de bromocresol (pH 6,8) como prueba indicadora de que las
cepas en estudio fueran "probable' Rhizobium. Segidn varios auto -
res (31, 68, 99), Rhizobium no se desarrolla bien schre agar -~
glucosa ~ peptona, especialmente cuando se incuba a 30°C. Por otro
lado, las bacterias de crecimiento lento producen &lcall en este
medio y el viraje del indicador es al azul, mientras que las bac~-
terias de crecimiento rdpido producen Acido, tornando el medio de
un color amarillo ( 33 ). Con esta prueba fue posible descartar -
algunas cepas Gram del grupo originalmente clasificado como "posi-

ble" Rhizobium,.

Con base en los resultados obtenidos en el laboratorio com las di-
ferentes pruebas realizadas y que se muestran en el cuadro? , se -
obtuvieron 20 "probables" cepas de Rhizobium spp, de las cuales

diez procedian de Turrialba, cuatro de Heredia, dos de Tres Rios,
dos de Curridabat, y dos de San Rafael de Escaz. Posteriormente es-
tas cepas fueron evaluadas utilizando el pord como planta indicadora,

y cuyos resultados se presentaran posteriormente.

4.2. Observaciones cualitativas de la nodulacidn en E. poeppigiana inocu-

lada con diferentes aislamientos de fizobium spp.

Para la seleccién de cepas ''superiores'" de Rhizobium spp el mejor
criterio de efectividad, segilin varios autores (12, 85) es la variable ni-
trégeno total. Sin embargo, es importante realizar otras determinaciones
tales como la observacidn del cclor de la planta (a través de escalas vi-
suales), peso seco de la planta, y caracteristicas de la nodulacién (can-
tidad, tamafio, color y distribucidn de nddulos) con el propdsito de obte~
ner la informacién lo mds completa posible. En los cuadres 3, 4, 5, 6 y 2A
presentan los datos de nodulacifén, v peso seco de planta respectivamente,

para este estudio.

vara este estudic se procedid a determinar las siguientes variables
de nodulacién: distribucién de nddulos en la raiz, ndmero, color, y tama-
fio de los mismos. Estos resultados se muestran en los cuadros 3 y 4, y en

la figura 2 se muestra la distribucién en la ralz de los nédulos.
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4.2.1, Nodulacién de E. poeppigiana sembrada en jarras de Leonard

En el cuadro 3 se muestran los resultados de nodulacidn por el pord
cuando se inoculd con Rhizobium en jarras de Leonard. En los tes-
tigos con inoculacidn, con y sin nitrdgeno, los nédulos se locali-
zaron en diferentes partes de la raiz menos en la corona v cuello,
resultado que se atribuyd a contaminacién con polvo procedente de
los alrededores del invernadero, vy lo cual fue facilitado por una
incubacién larga (12 semanas). Segidn Stowers y Elkan ( 90 ) cuando
hay nodulacidn temprana los nddulos se forman préximos al cuello de
la raiz, por el contrario, si la nodulacidn es tardia los nddulos
se forman en puntos alejados de la corona. En efecto cuando se ino
culé con las cepas Ne. 01, 05, 08, 14, 15, 16, v 21, los nddulos se
formaron en la corona de la raiz vy en otras secciones, lo cual es
indicativo de nodulacifn temprana ( 74 ) producto de una efectiva
inoculacién. El resto de las cepas inoculadas presentaron nddulos

especialmente en la raiz principal y secundarias.

Con base en estos resultados se puede hacer la generalizacidén de

que las cepas No. 0L, 05, 08, 14, 15, 16, 21 y 24 lograron upa no-
dulacidn temprana y eficaz por la distribucién de los nédulos en la
raiz (cuadro 3); y que en el caso de los testigos absoluto y nitro-
genado la nodulacién pudo ser producto de la contaminacién, ya que
la distribucidn de los nddulos no corresponden a una nodulacidn pro
ducto de inoculacién. Dentro de las posibles causas de esta conta-
minacidn se pueden citar: una alta carga de bacterias presentes en
el invernadero v producto de otros experimentos previos, contamina-
cidén de algunos de los recipientes utilizados para adicionar solucidn
nutritiva o agua destilada como parte de las priacticas de manajo del
experimento, presencia de insectos que pudieran facilitar el trans-—
porte de Rhizobium en los tratamientos sin inocular. Ademds, se debe
considerar el periodo de incubacidn largo a que estuvo sujeto el ex-
perimento. la nodulacidén en estos testigos se considerd como tardia
puesto que los nddulos se localizaron en secciones alejadas del cue

llo de la raiz.



Cuadro 3. Observaciones de distribucién, pigmentacién, tamafio y cantidad de
ndédulos en plantulas de E, posppigiana (12 semanas de edad) sembrada
en jarras de Leonard, Los datos son &mbitos de cuatro repeticiones,

Observaciones de nodulacidén
Tratamiento Distribucién¥* Pigmentacidn Tamadnio Cantidad
cm

~N-Rh 2,3 rosado/ blanco 0,3-0,8 0-8
capa 14 1,2 roio 0,3-0,8 8-15
cepa Q7 3 rosado <0(,8 0-15
cepa 23 2,3 rojo 0,3-0,8 8-15
cepa 01 4 caféd/ rojo 0,3-0,8 8-15
cepa 05 1,2 rojo 0,3-0,8 0-15
+N-Rh 2,3 rosado/ blanco »0,8 0-15
cepa 15 1,2 rojo 0,3-0,8 >15
cepa 03 2,3 rojo 0,3-0,8 8~15
cepa 21 1,2 rojo »0,8 0-8
¢, 6032 2 rojo ¢ 0,3 0-8
cepa 10 2,3 rojo 0,3-0,8 0-8
cepa 19 2,3 rojo 0,3-0,8 0-15
cepa 02 2,3 roje 0,3-0,8 015
cepa 13 2,3 rojo 20,8 0-8
c, 6302 2,3 rojo 0,3-0,8 0-8
capa 20 2,3 rofo ¢,3-0,8 0-15
cepa 24 2,3 rojo 0, 3-0,8 0-8
cepa 11 2,3 rajo 0,3-0,8 G-8
cepa 17 2,3 rojo 0,3-0,8 015
cepa 22 2,3 rojo 0,3-0,8 0-15
cepa 18 2,3 rojo/ verde 0,3-0.8 0,15
cepa 16 4 verde/ rojo 0, 3-0,8 8-15
cepa 08 4 rojo 0,3-0,8 »15
(*}

Distribucidn de nddulos (ver fig. 2,). (1) nodulacién en la corona,
(2) en la raiz principal, (3} raices secundarias y terciarias, {(4)
en toda la raiz.

42



43

Con respecto a la pigmentacidn de los nédulos (cuadre 3), predomi-
naron los de coloracién rojiza indicando la presencia de leghemo -
globina cuva produccidn comienza cuando el bacteroide inicia el
procese de fijacidn de nitrdgeno ( 7 }. Tante el testigo absoluto
como el testigo nitrogenado presentaron algunos nddulos blancos
inefectivos del total de los nédulos que formaron las planta, si
bien la biomasa nodular en su mayoria presenté pigmentacidn roja.
En el caso de las cepas Neo. 01 vy No. 11, se observaron unocs pocos
nédulos de color café en su interior, lo cual podria ser indicativo
de senescencia de estos pocos nédulos debido al cese de la actividad
de la nitrogenasa ( 7 ). Las cepas Ne. 16 y No. 1B presentaronm -
algunos ndédulos de color verde en su interior cuando se examing el
total de nd8dulos en las plantas, segin Appleby ( 7 ) cuando se in-
terrumpe la fijacidn se produce legcoleglobina de color verde, o
posiblemente esos nddules eran de reciente formacidn y no habian -

comenzado el proceso de fijacidn, o nunca fijaron.

El tamano promedio de médulos fue de 0,7 cm variande desde un minimo
de 0,1 cm hasta 1,3 cm de didmetro. Seglin el tamafio de nddulos se
agruparon en tres grupos: menores de 0,3 cm, entre 0,3 cm v 0,8 cm,

v mayvores de 0,8 cm. La mayoria de las plantas presentaron nddulos
entre 0,3 v 0,8 cm de di&metro (cuadro 3). Segin Dobereiner, Arrau -
da v Penteado { 43 } no existe correlacidn entre el nimero de nddulos
y la fijacidn de nitrdgeno, mds si hay existencia de nddulos grandes
situados en las raices primarias este es indice de una simbiosis e-
ficiente, como se observd con la inoculacidn de las cepas 3, 10 y 15

(cuadro 3).

Meisner v Gross ( 69 ) se refieren al hecho de que la distribucidn
v el tamanto de los nddulos pueden ser indicadores de la presencia,
ndmero y efectividad de las cepas nativas. Segln estos autores, la
presencia de nddulos grandes en la raiz principal y préximos a la
corona muestran abundancia de cepas competitivas. Por el contrario,
nédulos pequenos y distribuidos irregularmente sobre las raices se-
cundarias son indice de nodulacidn tavdia. Aunque aclaran que estas
normas no se deben interpretar con mucha rigidez ya que siempre hay
excepciones a la regla. Esto covrrobora los resultados obtenidos, en

este estudio, asi los tratamientos testigos con y sin nitrdgeno pre-
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sentaron nddulos més bien pequefios y distribuidos irregularmente,
contraric a la incculacién con las cepas 2, 6, 8, 10 que presen -

taron nddulos grandes en la corona (cuadro 3),.

Para evaluar la cantidad de nddulos del pord sembradeo en jarras de
Leonard se agruparon en plantas con mds de 15 nddulos., Se observd
una abundante cantidad de nddulos formados como producto de la ino-
culacién con las cepas 15, 2, 17, 18, 8; por el contraric, se ob -
servd una escaza nodulacidén en los testigos absoluto v nitrogenado
asi como en el caso de las inoculaciones con las cepas No. 11, 12,
13, 21, 24 y 6032 siendo esta dltima una cepa procedente de colec -

cién del grupe caupi.

Con base en los resultados obtenidos por las diferentes variables
de nodulacidn: color, tamafo, cantidad y distribucién de nddules, se
considerd que las cepas NO. 01, 05, 08, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 21
v 24 lograron una nodulacidn temprana vy eficaz bajo las condiciones

en que se realizd este estudio.

4.2,.2. Nodulacidn de E. poeppigiana sembrada en bolsas de suelo.

Las observaciones cualitativas de la nodulacidn de pord sembrado en
bolsas de suelo sin disturbar se muestran en el cuadro 4. Se puede
observar que hubo nodulacién en tedos les tratamientos evaluados, de
esta forma se evidencid ia presencia de cepas nativas en cada uno de
los suelos. 8Se observd que los nddulos formados presentan pigmen -

tacién roja, indicando la funcionalidad aparente de los mismos ( 7 ).
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Cuadro 4, Observaciones cualitativas de la nodulacién en plantas de Erythrina poeppi-
giana (16 semanas edad) sembradas en bolsas de suelos. Los datos son am-
bites de ocho plantas,

Tratamiento Distribucidn Tamaiio Cantidad Color
suelo inbculo de los nddulos (%) nodulos nddulos nddulos
{cm)

Turrialba-N-Rh, 2 <€0,3 - 0,8 0 - 20 rojo
San Jos& -~N~Rh, 4 > 0,8 >21 rojo
Puriscal-N-Rh 2 0,320,8 08 rojo
Turrialba + N-Rh 2 0,32 0,8 0221 rojo
San José + N-RH 2,3 20,32 0,8 8% 21 rojo
Puriscal + N-RH 2 0,32 0,8 02 rojo
Turrialba cepa 5 4 <0,3 2 0,8 > 21 rojo
San José cepa 5 2,3 <0,32 90,8 > 21 rojo
Puriscal cepa 5 4 0,3 z 0,8 02 rojo
Turrialba cepa 8 4 0,3 z 0,8 8% 21 rojo
San José cepa 8 2,4 <0,3 20,8 02t rojo
Puriscal cepa 8 2,4 €0,3 z 0,8 0221 rojo
Turrialba cepa 11 2 <0,3 20,8 0 -8 rojo
Sen José cepa 11 1,2 <0,320,8 02 rojo
Puriscal cepa il 2 »>0,8 0-8 rojo
Turrialba cepa 14 2 > 0,8 0 -8 roje
San José cepa 14 2 ¥ 0,8 8 - 20 rojo
Puriscal cepa l4 1,2 0,3 20,8 02l rojo
Turrialba cepa 15 1,2 €0,3 20,8 0= 21 rojo
San losé cepa 15 1,2 20,3 20,8 021 rojo
Puriscal cepa 15 2 <0,3% 0,8 0 - 20 rejo
Turrialba cepa 16 1,2 <0,3 2 0,8 Bz21 rojo
San José cepa 16 2 0,3 20,8 0 - 21 rojo
Puriscal cepa 16 2 <0,320,8 022 rojo
Turrialba cepa 17 2.3 <0,3%0,8 oI rojo
San Josb cepa 17 4 0,3% 0,8 8§ - 21 rojo
Puriscal cepa 17 2,3 0,3 % 0,8 0~ 20 rojo
Turrialba cepa 18 1,2 <0,3 0,8 0> 21 rojo
San José cepa 18 4 <0,3 % 0,8 0 - 20 rojo
Puriscal cepa 18 2,3 <0,3 20,8 0 - 20 rojo
Turrialba cepa 21 4 <0,3% 0,8 8221 rojo
San José cepa 21 4 <90,3 ? 0,8 8721 rojo
Puriscal cepa 21 4 <90,50,8 8> 21 rajo
Turrialba cepa 24 4 0,3 z 0,8 8 22 rojo
San José cepa 24 4 <0,320,8 8% 21 rojo
Puriscal cepa 24 4 <0,3 z 0,8 -8 rojo

(*) Distribucion de los nbddulos (ver fig, 2): (1) nodulacidn en la corona de la raiz,
(2} en la raiz principal, (3r en raices secundarias y terciarias, (4) en toda la
raiz.
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Por su distribucidn en la raiz, los nddulos se localizaron prefe-
rentemente en la raiz principal, como en el caso de los testigos
absoluto y nitrogenado en los tres suelos en estudio {cuadro 4).
Con respecto a la inoculacidn con los diferentes aislamientos no se
encontrd una tendencia especifica por cepa y suelo, sin embargo, la
excepcidn la presentd la cepa 24 que mostrd la misma distribucidn
de los nddulos en los tres suelos estudiados. El resto de los -
aislamientos presentd una situacidn similar a los testigos, ya que
los nédulos se localizaron bdsicamente alrededor de la raiz princi-
pal (ver figura 2 ). Algunas cepas, a saber 05, 08, 11, 14, 14, 16
18, vy 21, lograron formar nédulos en la zona del cuello o corona de
la raiz segln el tipo de suelo en que estaban sembradas. Probable~
mente la inoculacidn en el suelo de Turrialba produjo nddulos mnas
temprano que en el casc de los otros dos suelos, ya que para el pri-
mero el nimero de plantas con nédulos en el cuello de la raiz fue

mayor que en los suelos de San José y Puriscal.

Los nbdulos por su tamafio se clagificaron en tres categorias: (1)

¢ 0,3 cm de didmetro, (2) de 0,3 cm a 0,8 cm de didmetro, v (3)
nddulos con mis de 0,8 cm de didmetro. La mavoria de les tratamien-
tos se ubicd en la categoria de tamafio intermedio de nédulos, El
tamafio de nddulos fue muy variable entre y dentro de tratamientos,
esto podria atribuirse en parte a la presencia de cepas nativas de
cada suelo con una poblacidn heterogénea, y en parte la presencia
de las bacterias producto de la inoculaci&n, v como resultado de es-
tas dos poblaciones se presentaron ndédulos de diversos tamafios segin
la bacteria que formara el nddulo en cada caso. De haberse utiliza-
do algiin tipo de técnica de muestreo o seguimiento de las bacterias
inoculadas, tales como inmunofluorescencia o produccién de antisue-
ros { 2, 86 }, se hubiera podido determinar si las bacterias inocu=-
ladas fueron las responsables o no de la formacidn de néduleos v en
que grado lo fueron, pero lamentablemente por limitaciones de tiempo
y de orden técnico no fue posible hacer esta determinacidn; sin em-

bargo es una posibilidad de gran relevancia en futuros trabajos.
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En cuanto a la cantidad de nddulos formados por tratamientos, el
dmbito fue de 0 a mds de 21 (cuadro 4), pero en general hubo abun—
dancia de nédulos con excepcidn de los testigos absoluto y nitro-
genado sembrados en el suelo de Puriscal, y la cepa No. 24 en el

suele de Puriscal.

En el suelo de Puriscal se observé menor cantidad de nddulos en los
diferentes tratamientos, en comparacién con la cantidad de nddulos
formados en el suelo de Turrialba y especialmente en el suelo de
San José., Estos suelos por sus caracteristicas fisicas vy quimicas
difieren bastante entre si, (cuadro 1) estas condiciones, que seran
discutidas posteriormente, pudieron afectar la respuesta a la ino-
culacién. Los resultados obtenidos muestran que la respuesta a la
inoculacidn en cuante a las variables cualitativas de tamarno, can-
tidad y distribucidén de los nédulos en la raiz, varia con el tipo
de suelo, presentdndose interacciones entre cepa v suelo que serdn
discutidas con mayor detalle en las siguientes secciones que se re-
fieren a la respuesta de las variables biomasa aérea, biomasa nodu-
lar y N-total ante la inoculacidn del pord con diferentes aislamientos

de Rhizobium spp.

Resultados de la seleccidn de cepas de fhizobium spp en jarras de

Leonard utilizando E. poeppigiana como planta indicadora.

4.3.1. Peso seco de biomasa aérea de E. poeppiglana (12 semanas -

edad) sembrada en jarras de Leonard.

Los resultados de esta evaluacidn se muestran em la fig. 3. Se ob-
tuvo un valor miximo de 2,57 g/jarva por la inoculacidn con la cepa
No. 15, y un valor miniro de 0,68 g/jarra que correspondid al testigo
absoluto (~M-Ph). El testigo nitregenado obtuvo un valor de 3,52 g/
jarra.  Sepln Norris vy Date { 74 ) el testigo netrogenado no se debe
incluir en el endlisis estadistico con los tratamientos inoculados
diferentes, sin embargo, se utilizd este testigo nitrogenado como

punto de referencia o comparacién de la nutricién adecuada del pord.
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Tretamientos seguidos por la misma letra son estadis-
ticamente iguales seglin prueba de Duncan (p < 0,05).
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El pord presentd crecimiento diferencial segiin el aislamiento o
cepa inoculada, por lo tanto, la inoculacién ejercié efecto sobre

las plantas afectando asi su produccidn de biomasa adrea.

Segin la prueba de Duncan (p < 0,05), la cepa No. 15 did la mejor
respuesta, con un incremento de 420 por ciento contra el testigo
absoluto. En orden descendiente los restantes nueve lugares esta-
rian ocupados por las cepas No. 08, 21, 05, 16, 14, 18, 11, 24 ¥
17.

El comportamiento de las dos cepas "caupi"provenientes de coleccién
indica que el pord presenta cierto grado de especificidad. Date

(31) did una clasificacidn para las leguminosas forrajeras tropica-
les basado en la efectividad en la fijacién de nitrdgenc con un
amplio &mbito de cepas de Rhizobium , v las denominé del grupo PE

si nodulaban efectivamente con un amplio dmbito de cepas, PI a a-
quellas que nodulaban con un amplio dmbito de cepas pero frecuen -
temente inefectivas, y grupos S a aquellas que nodulaban efectivamente
con cepas especificas. De acuerdo a esta clasificacidn y con base

a los resultados obtenidos con la inoculacidn de las dos cepas "caupi”
de coleccidn, y los diferentes aislamientos homélogos, el pord es -
taria dentro del grupo PI, lo cual implica que nodula con varias ce-
pas de Rhizobium spp pero sin establecer una simbicsis efectiva con
todas ellas, solamente con algunas. Este coincidié con los resulta-
dos obtenidos por Allen y Allen ( 4 ), los cuales concluyeron que si

bien E. poeppigiana pertenece al grupo "caupi" se ve beneficiada -~

cuando se inocula con aislamientos homdlogos. De esta manera la es—
trategia de inoculacifn y seleccién de cepas podria ser prometedora

en este género.

Los resultados aqui obtenidos son semejantes a los obtenidos por o~
tros autores trabajando con otras plantas indicadoras: Mackie { 67 )

con Trifolium pratense, Dobereiner ( 41 ) con Mimosa caesalpinifolia

Moreno ( 70 ) con Leucaena leucocephala, y Stowers v Elkan ( 90 ) con

Arachis hypogaea, entre otros.

Esta variabilidad de Rhizobium en efectividad y capacidad de nodular

diferentes especies leguminosas es lo que le da importancia, y de
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esta forma se puede ir seleccionando material, especialmente
cuando el producto final va a ser la produccidn de inoculantes
tan necesarios de las especies de leguminosas y posterior obten—
cidén de cosecha de grano, forraje, abono, proteina, v otros bene-

ficios.

En la fig. 3 se puede apreciar la variable respuesta que dieron -
los diferentes tratamientos, y es con base en esta heterogeneidad
que se establecen los planes de seleccién de organismos "superio-
res', gradualmente en el proceso de seleccifn las respuestas se
van haciendo cada vez mds homogéneas, hasta el punto en que es po-
sible obtener las bacterias seleccionadas y puras para la elabora-

cidén de inoculantes.

4,3.2. Peso seco de biomasa nodular de E. poeppigiana sembrada en

jarras de Leonard.

En la figura 4 se muestran los resultados obtenidos para la variable
peso seco de biomasa nodular de pord. Se observa que la cepa No. 13
presentd el valor mds bajo de biomasa nodular (0,03 g/jarra), y que

el valor m&s alto lo obtuvo la cepa No. 14 0,41 g/jarra.

Las cepas No., 14, 19, 18, 05, 01, 08, 15, 17 y 11 presentaren los
mayores valores de biomasa nodular. La cepa No. 14 presentd un in-
cremento de 35 por ciento con respecto al testigo absoluto, sin em-

bargo este incremento no fue significativo.

Con excepcidn de las cepas No. 13 y No. 6032, el resto de los ais-
lamientos no mostraron mucha diferencia para la variable biomasa ~
nodular, pero se observé la tendencia de ocupar los primeros lugares
por las mismas cepas cuando se analizé el peso seco de biomasa aé-
rea. Lo anterior indica que aparentemente existe cierta correlacidn
entre la masa de tejido fijador y la fijacidén de nitrégeno, tal como
fue expuesto por Dobereiner, Arraunda y Penteado ( 43 ) trabajando

con frijel comin,.
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Fig. 4. Peso seco de biomasa nodular de Erythrina
pogppigiana inoculada con diversas cepas de Rhizoblum
spp v sembrada en Jarras  Leonard.

Tratamientos seguidos por la misma ietra son esta-
disticamente fLguales segiin pryeba de Duncan ( p
< 0,05).
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4.3.3. Contenido de N-total en E. poeppigiana sembrada em jarras

de Leonard.

En la figura 5 se muestran los resultados obtenidos para la varia-
ble contenido de N- total de plantas de E. poeppigiana de 12 sema-

nas de edad.

Las cepas No. 15 y 08 presentaron los mayores valores para esta va-
riable con 115,92 mgN/jarra y 110,15 mgN/jarra respectivamente, con-
tra un valor de 17,68 mgN/jarra obtenido por el testigo abscluto.
Esto reprementd un incremento de 555 por ciento y 523 por ciento de
las cepas No. 5 y 08, respectivamente, en relacidén al testigo ab -
spluto, El testigo nitrogenado obtuve un valor de 88,2 mgN/jarra,
sin embargo hubo aislamientos que permitieron la acumulacidn de N -
por encima y por debajo de este valor, v asi se evidencid la varia-
bilidad genética de las cepas dé Rhizobium aisladas del poré, para-

fijar nitrégenc atmosférico con mayor ¢ menor eficiencia.

Las cepas de coleccidn No. 6032 v No. 6302 presentaron diferencias
significativas entre ellas. La cepa No, 6302 produjo un menor efec-
to en el contenido de N-total que la cepa Neo. 6032, obteniendo esta
Gltima igual respuesta que el tratamiento abscluto, este resultado
se podria atribuir a la poca adaptabilidad de la cepa 6032 a las =~

condiciones de este experimento.

Las cepas No. 15, 08, 05, 16, 21, 14, 24, 17 y 11 estin entre los
diez mejores promedios segiin Duncan (p <0,05). Los resultados ob-
tenidos para el peso seco de biomasa aérea (fig. 3 ) coinciden con
los valores de contenido de N-total, y confirman que las cepas an-
teriormente citadas fueron las diez mejores segin las condiciones

en que se efectud este estudio.

De las diez mejores cepas seleccilonadas segln los valores promedios
obtenidos para las diferentes variables estudiadas en esta primera
etapa de scleccidn, tres se aislaron de Heredia (No. 08, No. 15 vy
Neo. 21}, una de Tres Rios (No. 1l4), y finalmente seis de Turrialba

{No. 05, No, 11, No. 14, No. 16, No. 17 y No. 18 ),
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Fig. 5. Contenido de N total de Erythrina poeppiglana ino-
culada con diversas cepas de Rhizoblum spp y sembrada
en jarras Leonard.

Tratamientos seguidos por la misma letra son esta-
disticamente Lguales seg@in prueba de Duncan (p
< 0,05),

La seleccidn en jarras es una evaluvacidn preliminar de la efectividad
e infectividad de las cepas de Rhizobium con una especie en parti ~
cutar ( 90 ). La evaluacién definitiva se debe hacer bajo condicio-
nes mids restrictivas cemo son las encontradas, toxicidad de aluminio,
etc.), para asi poder establecer el beneficio de las cepas selecciona-

das v su eventual incorperacidn a la produccidn de inoculantes.
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4.4, Resultados de la seleccidn de cepas de #Miizobium vy respuesta a la

inoculacidn en &. poeppigiana sembrada en bolsas con suelo.

La respuesta a la inoculacidn con Rhizobium depende en gran parte
de la presencia de una cepa adecuada y en nlmero suficiente para lograr
una infeccién rdpida vy efectiva del cultivo en cuestidn (69, 90), de ahi
la necesidad de contar con material bacteriano efectiveo en la fijacion
simbidtica de nitrdgeno, lo cual se logra a traﬁés de la seleccidn de -
cepas. Los resultados de la seleccidn en jarras Leonard {(acdpite 4.3 )
sugirieron la posibilidad de explotar el germoplasma bacteriano mis efec—
tiﬁo en la fijacidn de nitrégeno con el pord, puesto que del comjunto -
inicial de cepas eﬁaluadas se logré obtener algunas con mayor capacidad
de fijacidn que otras bajo las mismas condiciones. Con el fin de examinar
tambi&n la variabilidad de este grupo de cepas para inducir una respuesta
a la inoculacidn en el pord, se realizd una segunda evaluacidn empleando
en esta oportunidad tres suelos diferentes como sutrato, a saber: Typic
Eutrandept (San José), Typic Humitropept (Turrialba), y Ustic Tropohumult

(Puriscal).

Es importante sefalar aqui que los suelcos no fueron esterilizados
con el fin de evaluar la presencia o ausencia de poblaciones de Rhizobium
ya existentes, y a las que se denomind "cepas nativas"; por otro lado, a
las cepas de Rhizoblum seleccionadas en jarras Leonard e inoculadas al poré,
se les denomind "'cepas introducidas o indcule', a pesar de que probable -
mente algunas de ellas fueron obtenidas de los suelos en cuestién. Lo an—

terior viene a reafirmar el concepto de '’

'cepa" descrito por Vimcent ( 99 ),
quien define una cepa "como cualquier cultivo de Rhizobium que no tenga his-

torial comin con ningln otro cultivo™.

4.4.1. Peso seco de biomasa nodular de E. poeppiglana sembrada en

tres suelos diferentes.

En los cuadros 5y 6 se muestran los resultados para la variable peso
seco de biomasa nodular en los suelos de San José&, Turrialba y Puris~
cal. El suelo de San José no mostrd diferencias significativas entre

los diferentes tratamientos evaluados, aunque si hubo respuesta dife-
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Cuadro 5. Peso seco de biomasa aérea {g), peso seco de biomasa nodular
{g) y contenido de nitrégeno total {mg)} de plantas de E.
poeppigiana (16 semanas edad) sembradas en bolsas con suelo
(Typic Eutrandept). (Los datos son promedios de ocho plantas}).

Tratamiento Biomasa aérea Biomasa nodular Contenido N-total
(g/planta) {g/planta) {mg/planta)
Cepa {*) 14 2,9112 a 0,2424 a 167,0472 a
08 3,3741 a 00,3132 a 102,2985 b
21 3,1430 a 0,2427 & 84,9434 b
24 3,0866 a 00,2647 a 91,7629 b
17 3,0360 a 00,2345 a 88,5003 b
18 2,8457 a 0,2177 a 78,0485 b
il 2,9397 a 0,2700 a 91,5420 b
05 2,7209 b 00,2072 a 80,3362 b
15 2,6872 b 0,1766 a 71,2463 b
16 2,5600 b 0,2012 a 76,7882 b
~N-Rh { **%) 3,5677 a 0,2765 a 104,1249 b
+N~Rh (**%) 4,0020 00,2710 99,7400
{(*) Cepas de Rhizobium spp seleccionados en jarras Leonard.

{(*¥**) -N-Rh: testigo absoluto sin Rhizobium sin nitrégeno

(***) +N-Rh: testigo sin Rhizobium con nitrégeno (50kg/ha urea).
No se incluye en el andlisis estadistico ya que corres-
pende a un proceso fisioldgico diferente al de la

simbiosis.

Tratamientos sequidos por la misma letra son estadisticamente iguales

segin prueba de Duncan (p ¢ 0,05).
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Cuadzo §, Peso seco de biomasa aédrea (g), peso seco de biomasa nodular
(¢4} y contenide de nitrdgeno total (mg) de plantas de E. poeppigiana
(16 semanas de edad)} sembradas en bolsas con suelo {Typic Humi-
tropept y Ustlic Tropohumult). (Los datos son promedios de ocho

plantas}.
Tratamiento Bicmasa aérea Biomasa nodular Contenido N-total
suelo cepa (%) {¢/planta) {g/planta) {mg/planta}
05 2,2752 a 0,1677 a 63,3554
24 2,1352 a 0,0B69 b 53,1886 b
16 1,9841 a 0,099 b 52,9922
s 18 2,0292 a 0,1025 b 48,5914  be
a 21 1.8909 a 0,1590 & 48,6379 be
E 17 1,7919 a 80,0757 b 45,4917 ¢
3 08 1.7896 a 0,0681 b 43,3190 ¢
9 15 1,5927 a 0,0902 b 40,1527 ¢
3 14 1.461% a 60,0689 b 29,0874 4
11 1,1297 b 0,0287 b 29,6929 4
~N-Rh {**) 1,4640 & 0,0494 b 33,5617 ¢
+N-Rn (wwr) 2,0170 0, 0880 53,1390
21 1,8572 a 0,1118 b 51,4202 b
18 1,7277 a 0,0830 b 51,0282
o8 1,5417 a 0,0765 b 49,3320  be
= 17 31,7236 & 60,0739 o 48 5798  be
g iES 1,5356 a ¢,0855 b 48,8963  be
§ 11 1,6387 & 0,0685 b 47,9074 bc
E 15 1,4092 a 0,0632 b 35,0601 ¢
bt 16 1,5197 a 0,0806 b 41,8277 ¢
§ 24 1,5488 a 06,0624 b 40,8360 ¢
14 1,3139 a 0,0967 b 15,9767 ¢
~N-Rh (*¥) 2,2439 a 0,08 56,8835 b
tN=-Rh {*ww#] 2,1960 0.1080 62,4300

{*) Cepas de Rhizobium spp seleccionadas en jarras Leonard.

(**} Testigo absoluto: sin Rhizobium sin nitrégena

(***} Testigo sin Rhizobium son nitrdgeno (50 kg/ha urea). Por corresponder
& un proceso fisioldgico diferente al de la simbiosis no se ineluye
en el andlisis estadistico.

Tratamientos seguidos por la misma letra son estadisticamente iguales segdan
prueba de Duncan {p < ¢,05)
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rente a la incculacién con respecto a los otros dos sueles. Debido
a la influencia del factor suelo en la respuesta a la inoculacidn

se realizaron andlisis de variancia por separado, uno para el suelo
de San José, y otro para los suelos de Turrialba y Puriscal (cua -~

dros 8A al 11A).

Los mayores valores en biomasa nodular lo obtuvieron los tratamien-
tos en el suelo de San José, con un dmbito que ﬁarié desde 0,31 g/
planta para la cepa 08, hasta 0,17 g/planta de la cepa 15. Los
testigos absoluto y nitrogenado obtu%iaron ﬁalores de 0,276 g/planta
y 0,271 g/planta, respectivamente. Las cepas utilizadas en este
ensayo deberfian ser eﬁaluadas aplicando nitrSgeno de arranque a
diversas dosis para evaluar las interacciones cepa~ planta - nitrd-
geno, pues fueron aislamientos procedentes de cafetales donde se da
una alta aplicacidn de fertilizantes nitrogenados (hasta 300 kgN/
ha/afio) v un manejo intensivo (15), lo cual pudo haber sido un fac-
tor de seleccidn de cepas capaces de fijar alin en presencia de altas
cantidades de nitrdgeno fijo, teniendo como finica evidencia en este
sentido el que la nodulacidn en el testigo nitrogenado no se inhibié
a pesar de haberse agregado 50 Kg urea/ha. Este germoplasma seria
muy valioso en estudios futuros, y desde luego en aplicaciones agri-
colas con otras leguminosas del mismo grupo; esto com el propdsito
de evaluar la respuesta a la inoculacidn bajo condiciones de altos
contenidos de nitrégeno, en quellos suelos que asi lo ameriten, v

que no es la norma en América Latina.

Segln los resultados mostrados en el cuadro 5, hube buena nodulacidn
en el suelo de San José, aln en el tratamiento nitrogenado, lo cual
indicé la presencia de cepas nativas posiblemente eficientes en la
fijacidn bioldgica de nitrégeno. Segilin Boonkerd, Weber y Bezdicek
(13} la abundancia de cepas nativas efectivas en determinado suelo
pueden ser responsables de 1a falta de respuesta a la inoculacién,
posiblemente per competencia por les sitios de infeccidn: esto con-
cuerda con los resultados obtenidos en el suelo de San José donde

no se obtuvo respuesta pesitiva con la inoculacidn de Rhizobium.
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En el cuadro 6 se muestra que hubo diferencias significativas para
la variable biomasa nodular entre los diferemntes tratamientos en

los suelos de Puriscal y Turrialba, per lo tanto, hubo respuesta a
la inoculacién. Asi por ejemplo, la cepa 05 inoculada en el suelo
de Turrialba fue significatiﬁamente diferente (Duncan p<0,05) al
resto de los tratamientos, con un valor de 0,17 g/planta, lo cual
representd un incrmmento de 220 por ciento con respecto al testigo
absoluto (0,05 g/planta) y la cepa 21 inoculada en el mismo suelo
(0,16 g/planta) con un incremento de 218 por ciento. El resto de
los tratamientos no mostraron incrementos significativos con respec-
to al testigo absolute, pero no por esto dejan de temer valor poten-
cial en futuras inﬁestigaciones, estudiando otro factores que puedan
estar limitando la respuesta a la inoculacidn, Al respecto, Sylves-
ter (92) menciona que la falta de respuesta a la inoculacidn puede
ser debida entre otras causas a la presencia de cepas nativas efec-
tivas, o efectos localizados como la presencia de toxinas o antibig-

ticos, que en esta investigacidén no fueron determinados.

Los testigos absoluto en ambos suelos presentaron mener valor de ~
biomasa nodular (0,08 g/ planta en el suelo de Puriscal, y 0,05 g/
planta en el de Turrialba) con respecto a los testigos nitrogenados
(0,108 g/planta en el suelo de Puriscal, y 0,08 g/planta en el de
Turrialba), lo cual manifestd un efecto estimulatorio de 1a fertili-
zacidn nitrogenada sobre la nodulacidén. Segln Gibson y Nutman (51),
Pate y Dart (73), y Dart y Wilson (29) pequefias cantidades de ni -
trdgene inorgdnico estimulan el crecimiento inicial de pliantulas vy
la nodulacidn. Como consecuencia a esta respuesta surge la importancia
de evaluar en posteriores trabajos el efecto del nitrégeno de arranque
a diversas dosis en estas bacterias, v asi poder determinar el efecto

benéfico de laprdctica de inoculacidén en el poré.

El valeor minimo de biomasa nodular fue obtenido por la cepa 11 (0,028
g/planta) en el suelo de Turrialba, siendo estadisticamente igual a
su correspondiente testigo absoluto. Pero estos valores de hiomasa
nodular en los suelos de Puriscal y Turrialba son bajos si se les -

compara con los obtenidos en el suelo de San Jos&. Esto puede estar
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relacionado entre otras cosas por la acidez del suelo, segiin Ale-
xander (2} en suelos Acidos se observan bajas densidades de pobla-
cidn de RhilZeéblum, ya que el pH afecta el crecimiento y sobrevi -
vencia de las bacterias, afecta el proceso de infeccifn y por ende
la eficiencia simbiftica y la nutricidn de la planta hospedera,

El pH del suelo de Puriscal fue de 4,7 y el de Turrialba fue de 4,6,
los cuales resultan ser diferentes del pH del suelo de San Jos& que
fue de 7,3 (vease cuadro 1), ob&iamente en este dltimo suelo tanto

las bacterias como el pord estaban en ventaia sobre los otros dos.

El testigo absoluto solo fue significativamente diferente de las
cepas 05 y 21 imoculadas en el suelo de Turrialba, con esta respues-
ta se observd poca efectividad vy adaptabilidad de las demds cepas -
inoculadas en estas condiciones, y obﬁiamente pueden existir otros
factores no evaluados en este caso, pero que pueden estar directa -
mente relacionados con la falta de respuesta a la inoculacifn en

algunos de los indculos.

El suelo de Puriscal tuvo pH 4,7 v 37 por ciento de saturacidn de
aluminio (cuadre 1), y el de Turrialba, tuvo pH 4,6 y 56 por ciento
de saturacidén de aluminic. Segin Edwards (46) el efecto del alumi-
nio en la fijacidn de nitrdgeno estd relacionado con el efecto en el
crecimiento de las raices, ya que la toxicidad de este elemento re-
duce el nimero potencial de sitios de infeccidn, afectando adversa-
mente la nodulacidn, tal como se presentd en el suelo de Puriscal;
pero en £l suelo de Turrialba se observd un alto grado de adaptabi-
lidad de la cepa 05 a estas condiciones. Por otro lado, el nivel de
Mn en el suelo de Puriscal (cuadro 1) a pesar de que no fue tan alto
para causar problemas de toxicidad, pudo ser ctro de los factores
limitantes en la respuesta positiva a la inoculacidn, sobre todo si
se desconocen los requisitos nutricionales del pord, segln Dobereiner
{40) el exceso de Mn reduce el nimero vy tamano de lo nddulos, afec-

tande la simbiosis entre Rhizoblum y Phaseolus vulgaris. Munns y

Franco {72) sehalan que la toxicidad de Al y Mn promueven un funcioc-
namiento irregular de los nddulos, y limitan el crecimiento de las
plantas, aunque en el caso del pord no existen informes de deficien-

cia nutricionales ni tampoco problemas de toxicidad. Segln Andrews (6)
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el problema del exceso de Mn radica bdsicamente en que afecta ne-

pativamente el desarrolle de la planta, lo cual al final incide en

una simbilosis deficiente,

Para la wvariable biomasa nodular en el suelo de San José no se -
presentaron diferencias significativas, por el contrario, hubo bue-
na nodulacién en todos los tratamientos incluyendo el testigo ni ~
trogenado. En el suelo de Turrialba se presentaron diferencias -
estadisticamente significativas (Duncan p< 0,05). Los mayores va
lores de respuesta se presentaron en el suelo de San José proba -
blemente debido a su fertilidad, Damirgi, Frederick y Anderson (28)
demostraron que una cepa particular dé Rhizobium se asociaba con
determinados tipos de suelos. Asi pues se obserﬁa en los cuadros 5
y 6 que la cepa 21 presentd altos valores de biomasa nodular en los
tres suelos en estudios; perc la cepa 08 por el contrario, no pre -
sentd una respuesta definida, siendo de 3,37g/planta en el suelo de
San José, de 0,068g/planta en el de Turrialba, y de 0,076g/planta
en el de Puriscal. Seria interesante evaluar la interaccidn suelo
por cepa en futuros trabajos para poder establecer grupos de inocula-

cidén en base al tipo de suelo.

4.4.2. Peso seco de biomasa aérea dé E. poeppigiana sembrada en tres

suelos diferentes,

En los cuadros 5 y 6 se muestran los resultados obtenidos para la
variable peso seco de biomasa aérea de pord en tres suelos diferentes
Typic Humitropept (Turrialba}, Typic Eutrandept (San José), y Ustic
Tropohumult (Puriscal), y cuyas caracteristicas fisicas y quimicas

se presentaron en el cuadro 1 (pdg. 22). L.os resultados obtenidos
en este estudio mostraron que la respuesta a la inoculacidén varid

con el tipo de suelo.

En el cuadro 5 se observa que hubo diferencias significativas entre
algunos de los tratamientos inoculados y el testigo absoluto (3,56
g/planta), este valor fue similar al del testigo nitrogenado (4,0g/

planta) en el suelo de San José.
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En el cuadro 6 se muestra que la cepa 11 inoculada en el suelg
de Turrialba fue el dnico tratamiento estadisticamente diferente
al resto del grupo, con 1,13 g biomasa aérea/planta. Obviamente
entre suelos la respuesta fue diferente, asi el suelo de San
José presentd los mayores valores de biomasa aérea en todos sus

tratamientos con Tespecto a los otros dos suelos.

Por lo general, cuando los tratamientos inoculados superan signi-
ficativamente la respuesta del testigo absoluto, se atribuye
ese incremente de produccidén a la inoculacidén (92), Otra de
las posibilidades para distinguir el inoculante de las cepas
nativas consiste en utilizar técnicas de marcado como la imuno-
fluorescencia o antisueros (2). 3in embargo en este estudio
no fue posible utilizar estos mecanismos. Por otro lado, la fata
de respuesta significativa a la inoculacién dificulté la identi-
ficacién del efecto benefico de esta préctica de manejo en el

poré en el suelo de San José y Puriscal.

La respuesta que se obtuvo en el suelo de San José se podria

atribuilr basicamente a tres factores:

(a). Presencia de gran cantidad de cepas antivas efectivas.
Con base a los resultados obtenidos para la variable bioma-
sa nedular (cuadro 5) se observd gue en el suelo de San
José hubo buena nodulacién en todos los tratamientos,
lo cual indicéd la presencia de cepas nativas eficientes
en la fijacidén bioldégico de nitrégeno. Ahora, si se
toma en cuenta la alta correlacién existente entre la
biomasa nodular y la biomasa aérea, v que ha quedado amplia-
mente demostrada por Van kessel (98), Roskoski (79, 80),

y Dobereiner (41), entre otros, se espera que al haber
buena nodulacién como en este casc, se presente también
mayor biomasa nodular. Si es testigo absoluto presentd
abundancia de nddulos v es porque en el suelo habian efecti-
vamente cepas nativas eficientes vy en nimero suficiente

como para igualar el efecto del indculo.



62

(b). Competencia entre cepas nativas y el inoculante; al respecto,
Sylvester (92) expone que las diferencias en la competiti-
vidad de las cepas nativas con los inoculantes también
pueden rvesultar en diferencias en su capacidad de infectar
raices, también Winarno y Lie (104), Mytton y De Felice
(73) confirman que al haber competencia por lo sitios
de infeccion entre cepas nativas y la introducida se disminuye

la eficiencia simbiética de la fijacidn.

{c). La falta de respuesta a la inoculacién puede estar relaciona-
da al f{factor nitrégemno en el suelo; al respecto, Dean
y Clark (34) manifiestan que un alto contenide de nitratos
pueden provocar una disminucién de la eficiencia simbiética
ya que existen menos carbohidratos disponibles para los
nédulos, puesto que la planta utilizaria el nitrégeno
facilmente disponible del suelo en detrimentro de la simbia-
sis. Por otro lado, Joseph (62) vy Munns (71) mencionan
que pequeflas cantidades de nitrégeno estimulan el crecimiento
de las pléntulas y ia nodulacidn. Bl suelo de San José,
por sus caracteritsticas (cuadro 1), se considera como
fértil y en estas condiciones se puede ver afectada la
respuesta positiva a la inoculacidén debido a la competencia
entre los dos procesos: fijacién simbidtica de nitrégeno,
y absorcién de nitrégeno facilmente disponible del suelo.
Como apoyo, Roskoski (80) encontré que la eficiencia simbidé-

tica de Inga Jjuinicuil se vié disminuida en presencia

de altos niveles de nitrégeno en el suelo. En el suelo
de San José no se inhibidé la nodulacidén en el testigo
nitrogenado (4,0 g b. aérea/planta), por lo cual seria
interesante la evaluacidén posterior con nitrégeno de arran-
que para evaluar su posible efecto.
Aunque la biomasa aérea fue significativamente diferente a la
obtenida por las plantas en los sueleos de Puriscal y Turrialba,
entre estos dos Ultimos no se presentaron diferencias (cuadro
6), con la excepcidén de la cepa 11 en el suelo de Turrialba.
Sin embargo, se observé que en el suelo de Turrialba, por lo

general, los tratamientos d4inoculados presentaron valores mas
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que los mismos tratamientos en el suelo de Puriscal.
Por otro lado, los testigos absoluto y nitrogenado en el suele de
Puriscal obtuvieron los valores mis altos (2,24 g/planta y 2,19 g/
planta, respectivamente) con respecto a los tratamientos inoculados,
es decir, hubo una aparente respuesta negativa a la inoculacidén.
Esta situacidn se presenta cuando existen condiciones que limitan
la fijacidn de nitrdgeno; asi, la inversién de energfia en la forma-
cidn de nédulos no fijadores pone en desventaja el crecimiento de
la planta nodulada con respecto a los testigos, una situacién similar
a la de este estudio fue obtenida por Sylvester et al (91) trabajando

con leguminosas forrajeras.

Obviamente se deben identificar con mayor precisidn otros factores
nutricionales limitantes en el suelo aparte del pH per separa su po-
sible enmienda o para adoptar una estrategia de seleccidn de germo-
plasma mds adaptado (de plantas vy bacterias) a estas condiciones.
Algunas de las estrategias a seguir se podrian basar en la obtencién
de mayor ndmerc de cepas y su evaiuacién en un amplio admbito de -
suelos, asi como la seleccidn de cepas en los suelos en los cuales
fueron obtenidas, asi mismo realizar estudios de fertilizacién gque

ne¢  fueron considerados en este trabajo.

4.4.3. Contenido de N-total de plantas dé E. poeppigiana sembradas

en bolsas de suelo.

En los cuadros 5 y 6 se muestran los resultados obtenidos para 1la
variable N-total en los tres suelos en estudio. No hubo diferencias
significativas en el suelo de San José, con la excepcién de la cepa
14 (Duncan p< 0.05) que obtuvo un valor de 167 mg N/planta; en al -
gunos casos se obtuvo una respuesta aparentemente negativa como en
la cepa 15 (71,24 mg N/planta) con respecto al testigo absoluto
(104,12 mg N/planta), o una respuesta aparentemente positiva como en
la cepa 14 (167,04 mg N/planta).

Los resultados obtenidos en el suelo de Puriscal v en el suelo de
Turrialba muestran diferencias entre suelo e inéculo (cuadro 6).
También se presentaron diferencias entre bolsas (cuadro 11 A) lo cual

podria atribuirse por un lado a la poca adaptabilidad de algunas cepas
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a las condiciones del experimente, v por otro lado, a caracteris-
ticas propias del genotipo de la planta indicadora, en este caso
el poré, que es una especie de polinizacidn cruzada y por lo tanto

no garantiza la homogeneidad genética de la semilla evaluada.

La cepa 5 inoculada en el suelo de Turrialba presentd el mayor va-
lor con 63,35 mg N/planta, contra 33,56 mg N/planta para el testigo
absolute, lo cual presentd un incremento de 89 por ciento. En este
suelo el resto de los tratamientos inoculados fueron iguales al tes-
tigo, excepto las cepas 24, 16, 14 y 11, las dos primeras superaron
el testigo absoluto por 52 por ciento v 58 por ciento, respectiva ~
mente; las cepas 14 y 11 presentaron respuesta negativa, con 13 por
ciento v 11,5 por ciento, respectivamente por debajo del testigo
absoluto. Algunas cepas pueden tener um efecto negativo sobre el
rendimiento de N en la planta, porque la formacidn de nddulos re -

quiere energia, y cuande los nddulos ne fijan N, la planta nodulada

2
crece menos que una planta menos nodulada debido a esta pérdida de
energia (92), esta situacidén se asemeja a la obtenida en este estudio.
Por otro lade, en suelos con menos materia orgénica la inoculacidn
tendria un efecto mayor sobre el rendimiento de N, esto por cuanto

en la materia orgdnica existe nitrdgenc que la planta puede Ctomar

mids fdcilmente sin necesidad de recurrir al nitrdgeno producte de la
simbiosis (91), en este sentido se establece competencia entre el ni-
trégeno de la materia orginica y aquel nitrégeno fijado por el proceso
simbiético. El suelo de Turrialba tenia 8,04 por ciento de materia
orgdnica (cuadro 1), aproximadamente el doble de lo que tenian los
suelos de San José y Puriscal, Si en este suelo de Turrialba el -
contenido de materia orginica fuera menor, probablemente la respues-
ta a la inoculacidn hubiera sido mis significativa, v asi el bene -

ficio de 1a incculacidn seria mayor.

Con waspecte al suelo de Puriscal, los testigos abscoluto y nitroge-
nado obtuvieron los mayores valores de N~total con 56,88 mg N/planta,
y 62,43 mg N/planta, respectivamente, superando de esta forma a los
demas tratamientos. Esta situacidn se podria atribuir a las condi -
ciones de infertilidad del suelo a gque estaban sometidas las plantas,
y por otro lado, las respuestas negativas se podrian atribuir a las

mayores demandas energéticas de las plantas fuertemente doduladas.
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Los mayores valores de N-total para el suelo de Turrialba fueron
obtenidos por las cepas 05, 16, 24, 21 y 18. Y por las cepas 21,
18, 08, 05 y 17 en el suelo de Puriscal. Segiin Pereira (76}, con

el grupo "caupi' se pueden obtener buenos resultados, lo cual impli-
ca mayor eficiencia simbidtica, con la introduccidn de cepas selec-
cionadas. Posiblemente por razones de competencia entre cepas na-—
tivas y/o de adaptabilidad al suelo los incrementos de los diferen-

tes tratamientos no presentaron los aumentos esperados.

Obviamente este es un primer intento para el estudio de la simbiosis
Rhizobium- pord, y de acuerdo con los resultados obtenidos, el tipo
de suelo definitivamente tiene efecto sobre la inocculacidn con los

diferentes aislamientos de Rhizobium sobre el porxéd.

Por otro lado, el efecto de la inoculacidn sobre la produccidn de
biomasa aérea y N-total no estd del tode claro, por lo tanto, es
conveniente continuar los estudios aumentando el nimero de cepas

y el nidmerc de suelos en estudio, asi como estudiar las diferentes
interacciones entre elementos del suelo (micro y macro) y las fuentes
de indculo, ya que podrian existir otros factores limitantes que

enmascaran el efecto de la inoculaciodn.

Es necesario ahora, realizar ensayos, de campo con la cepa 05 (pro-
cedente de Turrialba) que dié resultados positivos en el suelo de
Turrialba, con el fin de corroborar su efecto benéfico sobre el
contenido de N-total del pord. Lo mismo podria hacerse con las ce-
pas 16 y 24 (aisladas de Turrialba y Tres Rios, respectivamente)
que presentan un gran potencial como inoculantes, y se deberian eva-

luar bajo condiciones de campo.

Resulta atractivo también investigar la influencia de la inoculacidn
con hhizobium sobre el enraizamiento y nodulacién de estacas de poré,
fase que es limitante bajo las actuales condicionas de manejo. Ademis,
se podrian ensayar pricticas de inoculacién y fertilizacidn que fa -
vorezcan esta pridctica de manejo, asi como estudiar la posibilidad de
inocular con Rhizobium antagonista a los hongos que producen la

pudricidn de estacas de por6.
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5. CONCLUSIONES

Con base a los resultados obtenidos en el proceso de seleccidn en
jarras de Leonard se considerd que la metodologia utilizada fue
adecuada para identificar cepas de Rhizébium spp con mayor capacidad

de fijacién en asociacidn con la leguminosa arbdrea Erythrina poe-

ppigiana (pord)}.

Se encontré un marcado efecto del tipo de suelo sobre la inoculacidn
de los diferentes aislamientos de Rhizobium spp en el pord. No hubo
respuesta a la inoculacidn en el suelo de San Jos& (Typic Eutrandept ),
y se observd uma alta incidencia de cepas nativas en el testigo ab -
solute. Los sueles de Puriscal (Ustic Tropohumult) y Turrialba -
(Typic Humitropept) presentaron diferencias significativas con res-
pecto al suelo de San Jos&, en cuanto a las diferentes variables -
evaluadas; asi, en el suelo de San Jos& se presentaron los mayores
valores promedios de biomasa aérea, biomasa nodular y contenido de
N-total en les diferentes tratamientos, con respecto a los otros dos

suelos.

Con al menos una de las cepas evaluadas (No. 5) se favorecid la no-
dulacién, crecimiento y contenido de N-~total del pord en el sueloc de
Turrialba. Con esta cepa se obtuvo un incremento de 220 por ciento
en biomasa nodular con respecte al testigo absoluto, _y 89 por
ciento de incremento en el contenide de N~total. Esto corrobora el
beneficio potencial de esta estrategia de inoculacién en el cultive

del pord.

La presencia de cepas nativas eficientes fue una de las caracteris-
ticas mds sobresalientes en este estudio, por lo tanto, con los re-
sultados preliminares obtenidos en este primer proceso de seleccidn
no es posible establecer respuestas concluyentes o definitivas que

puedan ser aplicadas como recomendaciones en el campo. Si bien, se
pudo determinar el papel potencial de la inoculacién en el pord, es

necesario estudiar en detalle los factores nutricionales que limiten
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el establecimiento de la simbiosis Rhizobium-pord, asi como estudiar
las interacciones indculo x suelo que se encontraron, y llevar el
estudio a etapa de campo para dar recomendaciones sobre el estable-

cimiento de la prdctica de inoculacifn y sus implicaciones.
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6. RECOMENDACTONES

Cuando se obtenga material genético caracterizado de Erythrina
poeppiglana es aconsejable aislar nédulos de estas mismas plantas
e incluirlos en el proceso de seleccidn. De esta forma se traba-
jarfia con un material (planta y bacteria) de historial conocido.
En los ensayos de inoculacidn en el campo, debe incluirse material
genético conocide y homogéneo de E. poeppiglana para obviar el po-
sible enmascaramiento de la respuesta a la inoculacidn con Rhizo -

bium por parte del genotipo de la planta hospedera.

En futuros estudios de seleccifn es aconsejable incluir el mayor
niimero posible de cepas de Rhizobium vy suelos para ampliar el ambi-
ﬁé de escogencia, y caracterizar de esta forma grupes de bacterias
eficjentes en fijacidn simbidtica que puedan ser empleadas poste -

riormente en la produccidn de inoculantes para especies afines.

Deben iniciarse ensayos con las cepas mds promisorias para evaluar

el efecto de la inoculacidn de Rhizobium spp sobre la sobrevivencia
v el establecimiento de estacas de pord. A la vez, es deseable in-
cluir en el proceso de seleccidn de cepas el aislamiento de aquellas

gue sean antapdnicas a los hongos patdgenos como Rhizoctonia solani,

gque podrian estar involucradas en la pudricién de las estacas de

poro.

Deben iniciarse estudios sobre los efectos de la inoculacién a largo
plazo o en ensayos piloto de produccién de campo, con aquellas ce-

pas de Rhizobium que resultaron ser méds prometedoras.

Deben profundizarse estudios para determinar con més claridad la na-
turaleza de las deficiencias nutricionales que limiten el estable -

cimiento de una simbiosis eficiente; evaluando las diferentes inte-

racciones que se presentan entre los macro y micro nutrientes y el

inoculante.
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Conviene establecer los patrones de inoculacidn cruzada de las ce-
pas aisladas utilizando otras leguminosas tropicales, para evaluar

su rango de efectividad.

Conviene establecer estudios de marcacidn de Rhizebium utilizando
las cepas mds promisorias, con el fin de identificar los posibles

movimientos del inoculante y su efecto en la rizosfera.
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APENDICE 1A. Diferentes procedimientos evaluados para el aislamiento
de nédulos de pord.

I. Método descrito por Vimcent ( 92 } vy Date ( 33 ),

El primer paso consiste en lavar la superficie externa de los né-
dulos y colocarlos sobre papel secante. Posteriormente se lavan con
etanol 95% (5 a 10 seg.). Luego se lavan en Cloruro de mercurio (HgCl2
0,1%) durante unos cuatro minutos. Seguidamente se realizan lavados
consecutivos con agua estéril unas 5-6 veces, y se dejan reposando una
hora en el agua del {ltimo lavado si son nddulos viejos, o unos minutos
51 se trata de nddulos frescos. Posteriormente se macera cada nddulo en
tubos estériles enl ml de agua destilada est&ril - con ayuda de un poli-
¢fa estBril. Finalmente se toma de una a tres azadas de suspensidn y se
deposita sobre platos de Petri con medio AlMirojo congotcicloheximida,

para rayar por estria cruzada.
I1. Métode descrito por Norris y Date ( 74 ).

Se lava la superficie externa del nddulo con agua destilada estéril.
Se le agrega H202 (perdxido de hidrdgeno) por unos segundos para desin -
fectar, luego se lava con agua destilada estéril unas 4-5 veces. Poste -
riormente se coloca el nddulo en una placa estéril y se corta con un bisturi
est8ril para dejar expuesta la superficile interna de la cual se toma un
peco de suspensidn con una aza o puntero flameado, y se deposita en una

placa de Petri con medio de cultivo para rayar por estria cruzada.
11I. MEtodo descrito por Somasegaran y Halliday ( 86 ).

Se lavan los nddulos con agua destilada estéril para eliminar resi-
duos de suelo y otras impurezas. Se agrega Lauril Sulfato al 1 por ciento
durante dos a tres minutos. Luego se lavan con etanol 797 de tres a cinco
segundos, posteriormente se lavan sucesivamente con agua destilada estéril
e 5-7 veces. Luegc los nddulos se maceran en tubos estériles con lal de
agua destilada estéril, se toma un poco de la suspensidén lechosa con ayuda
de una aza y se deposita en una placa de Petri con medio de cultivo para

rayar por estria cruzada.
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APENDICE 2A. ALM + rojo congo + cicloheximida ( 86 ).

Agar levadura Manitol (ALM)

Para preparar un litro:

K2HP04 0,5 ¢
Mg804.7H20 0,2 g
NaCl 0,1 g
Manitol 10,0 ¢
Extracto de

levadura 2,0 g
Agar 1530 B
Agua 1,01

Rojo congo:

Se prepara 1,0 g de rojo congo en 400 ml de agua destilada. Se uti-

lizan 10 ml de esta solucién por cada litroc de ALM,

Cicloheximida

Se prepara 1,0 g de cicloheximida y se disuelve en 100 ml de agua
destilada a 50°C, luego se filtra al vacfo. Se utilizan 5 ml de esta

solucidn madre para cada litro de ALM,

Para preparar el medio ELM + agar + rojo congo + cicloheximida, se
disuelven todos los reactivos (excepto la ciloheximida) por agitacidn y
calentamiento. Posteriormente se esteriliza en autoclave a 121°C por 15
minutos. La cicloheximida se agrega después que el medio estd esterili-

zado.
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APENDICE 3A. Tincidn de Gram { 86 }.

Es una tincién diferencial que separa dos grupos de microorganis-—
mos; los gram + v los gram ~. El procedimiento se describe a continuacidn:

En un portaobjetos se deposita un poco del crecimiento de bacte-
rias, luego se pasa unos segundos bajo el mechero para fijar las bacterias.
Luego se le agregan unas gotas de violeta de genciana o cristal violeta vy
unas gotas de blcarbeonato (1 min.), posteriormente se agrega el mordete -
(lugol, yoduro de potasio) por unos 2 minutos, luego se lava con agua, y
se agrega alcohol durante unos segundos para decolorar. Por dltimo se a-
grega la safranina ( un minuto ), se vuelve a lavar con agua, y se deja
secar a temperatura ambiente para observar posteriormente el frotis al mi-

crocospio.

Soluciones para la tincidn de Gram

Solucidén I (solucién de cristal violeta )

Cristal violeta 10 g
Oxalato de amonio 4 g
Etanol 100 ml
Agua (destilada) 400 ml

Solucidn TI1 (solucidn de Yodo)

Yodo lg
Yoduro de peostasio 2 g
Etanol 25 ml

Agua (destilada) 100 ml

Solucidn 111 (alcohol yodado)
Solucidn de yodo- (II) 5 ml
Etanol 95 mil

Solucidn IV {contrastante)
Metanol safranina al 2,5% 10 mi

Agua destilada 100 ml
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APENDICE 4A. Preparacioén del medio Agar- Glucosa- Peptona + plrpura de

bromocresol.

Para preparar un litro de AGP. Pesar:

Glucosa 10 g
Peptona 5g
Agar 15 g

Aforar a 1,000 ml con agua destilada. Se calienta el medio para
disolver el agar, vy se agregar 10 ml del indicador plrpura de bromocre-
sol de una solucién acuosa al 0.1%. Se esteriliza en autoclave a 121°C
por 18 minutos. Se distribuye en tubos y se dejan inclinados sobre una

mesa para su solidificacidn.

APENDICE S5A. Esterilizacidn de la semilla de E. poeppigiana segin tres
métodos sugeridos.

I. Método descrito por Vincent ( 99 )

Se tomaron grupos de 50 a 100 semillas y se lavarom superficial -
mente con agua destilada estéril. Luego se lavaron agitando, con etanol
95% por unos segundos. Posteriormente se volvieron a lavar esta vez com
cloruro de mercurio a 0.5% durante 3-5 minutos, Luego se lavaron con -
solucidn salina estdril o agua destilada estéril unas 5 a 6 veces, de -
jandolas en el agua en el {iltimo enjuague durante 24 horas para embeber-

las.
11, Método descrito por Ramirez (%)

Se colocaron 50 semillas en un kitasato esté@ril y se lavaron con
etanol al 95%. Luego se comectd al liofilizador para crear un vacio. Se
inyecté cloruro de mercurio 0,5% con una jeringa y se dejé asi durante
3 minutos. Posteriormente se hicieron lavados sucesivos (5-6 veces) con
agua destilada estéril. Se dejaron las semillas en el agua del dltimo

lavado durante 24 horas para embeberlas.

(*) Ramirez, C. Comunicacidén personal. Procedimiento para la esteri-
lizacién de semillas. Laboratorio Microbiologia de Suelos,

Centro de Investigaciones Agrondmicas, 14 de mayo de 1984,
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I1I. Métode descrito por Somasegaran y Halliday ( 86 ), v modificado.

Se lavaron grupos de 50 semillas de dos a cuatro veces con agua
destilada est&ril. Posteriormente se les agregd etanol 95% agitando por
un minuto. Se lavaron luego con cloruro de mercurio 0,5% agitando de 5
a 7 minutos. Después se lavaron de 6 a 7 veces con agua destilada esté-
ril, espaciando los enjuagues de 10 a 30 minutos., Se dejaron en el agua
del Gltimo lavado por 24 horas. Luego de este periodo se lavaron de -
nuevo con etanol 95% por unos segundos, y luego con agua destilada estéril
unas dos o cuatro veces.

Los lavados después de las 24 horas de embibicién fue la modifica -
cién que se hizo a este procedimiento, la razén para ello fue el sobre —
crecimiento de hongos y bacterias sobre las semillas que dificultaron su

esterilizacidén ( 86 ).

APENDICE 6A. Preparacidn del medio Agar- Agua ( 86 )

Preparar un medio de agar- agua al 30 por ciento, disolviendo 30 g
de agar en 100 ml de agua destilada y calentar hasta ebullicidn, o hasta
que el agar este totalmente disuelto. Luego se esteriliza el medio en au-
toclave a 121°C durante 15 minutos. Se chorrea sobre platos de Petri has-

ta que solidifique.
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APENDICE 7A. Preparacidn del medio en agar inclinado { 86 )

Para preparar un litro:

CaHPO4 1,0 g
K, HPO, 0,2 g
Mg8027H20 0,2 g
NaCl 0,2 ¢
FeCl3 0,1 g
Agua 160 ml
Agar 8-15 ¢
Microelementos® 1,0 ml

* del patrén que contiene: B, 0,05%, Ma 0,05%, Zn 0,005%, Mo 0,005% y
Cu 0,002%.

Se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 minutos y se distri-
buyeron voldmenes iguales en tubos. Posteriormente se inclina los tubos

sobre una mesa hasta que solidifique el medio.

APENDICE 8A. Nefeldmetro de MacFarland ( 86 ).

El NefelSmetro de MacFarland consiste en una comparacién u obser-
vacifn visual del cultivo bacteriano contra una serie de tubos patrdn
terminar el nimero aproximado de bacterias por ml. Se utilizan los reac-
tivos cloruro de bario 2 H,0 al 1 por ciento, y acido sulfdrico al 1 por

ciento.
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Tubo # Cloruro de Bario Acido Sulfirico Millones bacterias/

mi ml ml aproximadamente
1 0,1 9,9 300
2 0,2 9,8 600
3 0,3 9,7 900
4 0,4 9,6 1200
5 0,5 9,5 1500
6 0,6 9,4 1800
7 0,7 9,3 2100
8 0,8 9,2 2400
9 0,9 9,1 2700
10 1,0 9,0 3000

Una vez completade el juego de tubos, se compara el cultivo bac-
teriano a utilizar con cada una de las diluciones vy se determina cual
es la dilucidn que a simple vista se asemeja mds con el cultiveo, v de

esta forma se determina aproximadamente el niimeroc de bacterias/ml.
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Cuadro 2A, Peso seco de biomasa abrea, pesc seco de biomasa nodular
y contenido de N-total de plantas de E. poeppigiana sembradas
en jarras de Leonard, Los datos son promedio de cuatro re-

peticiones.
Tratamiento Peso seco (g} Peso seco (g) Contenido N-total
b, nodular b, abrea ng N/ jarra
(%
Inbculo 15 0,2800 a 3,5708 a 115,9299 a
14 0,4192 a 2,9508 a 91,3875 a
19 0,3612 a. 2,1085 b 57,4400 b
18 0,3569 a 2,6300 a 89,0199 a
05 0,3417 a 2,5950 a 106,5649 a
01 0,3379 a 1,7242 b 50,5649 a
08 0,3286 a 3,4042 a 110,9299 a
23 0,2764 a 1,8408 b 57,6500 b
17 0,2688 a 2,4675 a 79,6245 a
1 0,2658 a 2,6275 a 76,2475 a
22 0,2469 a 1,7075 b 53,1750 b
02 0,2428 a 1,7842 b 56,6975 b
03 0,2373 a 1,4375 ¢ 29,5675 ¢
20 0,2339 a 1,5642 ¢ 47,3600 b
16 0,2191 b 2,9850 a 105,8799 a
6302 0,1864 b 1,B175 b 77,2075 a
21 0,1757 b 3,1708 a 99,8574 a
24 0,1387 b 2,6975 a 84,8925 a
10 0,1382 b 1,1842 ¢ 32,1625 ¢
07 0,1073 b 0,8258 d 22,6500 ¢
6032 0,0673 b 0,9175 d 18,7200 ¢
13 0,0322 b 1,1707 ¢ 16,8600 d
- N -~ Rh (3¥%) 0,3110 a 0,6808 d 17,6875 d
+N - Rh (¥6%) 0,2700 3,5200 88,2000

{*¥) cepas de Rhizobium spp
{*%) Testigo absoluto sin nitrégeno sin Rhizobium
(¥¥*)  Testigo nitrogenado con 70 ppmN«KNOz sin Rhizobium

Tratamientos seguidos por la misma letra son estadisticamente iguales
segin prueba de Duncan (p <0,0%).



CUADRO 3A. Andlisis de variancia para la ﬁariable peso
seco de biomasa aérea (g/2 plantas) de E.
‘poeppigiana (12 semanas ) sembradas en
jarras Leonard.

Fuente de variacién.. . GL cM F

Indculo 22 0,2952 7,08 ®%%
Residuo 69 0,4169
Total 31

Media general: 2,09

Error estandar de la media: 0,32

C.V = 15,38 por ciento

CUADRO 4A. Andlisis de variancia de la variable peso
seco de biomasa nodular {(g/2? plantas) E.
poeppigiana (12 semanas) sembradas en
jarras Leonard.

Fuente de variacidn GL (&1 F
Indculo 22 0,2638 2,16 #®%*
Residuo 69 0,1220

Total 91

Media General: 0,29

Error estdndar de la media: 0,17

C.V = 59,34 por ciento

89
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CUADRO 5A. Andlisis de variancia para la variable

contenido de nitrégeno (mg N/2 plantas)

de E. poeppiglana (12 semanas) sembrada

en jarras de Leonard.

Fuente de variacicn GL M F
Indculo 22 0,4196 B,64 %%
Residuo 69 0,4856

Total 91

Media general: 65,08

Error estandar de la media: 11,01

C.V : 16,93 por ciento

CUADRO 6A. An&lisis de variancia para la variable peso

seco de biomasa aérea (g/planta) de E.

poeppigiana (16 semanas) sembrada en bolsa con

suelo de San José€ (Typic Eutrandept).

Fuente de variacidn GL CM F
Indculo 10 0,6933 1,41
Repeticidn 3 0,1650 3,35 =%
Bolsa 11 0,9344 0.19
Residuo 63 0,4920 0,10

Total 87

Media CGeneral: 2,99
Error estdndar de la media: 0,24

C. V. 8,27 por ciento



CUADRO 7A. Andlisis de variancia para la varible

peso seco de biomasa nodular (g / planta)

de E. poeppigiana (16 semanas) sembrada

en bolsa con suelo de San José {Typic

Eutrandept).

Fuente de variacidn . GL

CH F
Inéculo 10 0,1227 1,01
Repeticidn 3 0,1565 1,28
Bolsa 11 0,2985 0,24
Residuc 63 0,1219
Total 87

Media general: 0,2406
Error esté@ndar de la Media: 0,03
C. V=16,22 por ciento

CUADRO 8A. Andlisis de variancia de la variable

contenido de nitrégeno (mg N/planta)

de E. poeppigiana (16 semanas) sem-

brada en bolsas con suelo de San

Jos& (Typic Eutrande

pt).

Fuente de variacion GL CM F
Indculo 10 0,5508 1,26
Repeticidn 3 0,1732 0,40
Bolsa il 00,3176 0,73
Residuo 63 0,4371

Total 87

Media General: 94,23
Error estédndar de la media: 23,3
C.V = 24,80 por ciento
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Cuadro 9A. Andlisis de variancia para la variable

peso seco de biomasa aérea (g/planta )

.....

lana

(16 semanas) sembrada

en bolsas con suelo de Puriscal (Ustic

Tropohumult}) y Turrialba (Typic Humi -

tropept).

Fuente de variacidn GL M F
Suelo 1 0,8014 1,70
Inbculo 10 0,6259 1,33
Repeticién 3 0,8254 1,75
Suelo x Indcule 10 0,7950 1,68
Residuo (1) 63 0,4721 5,75 #w&
Bolsa-en-tr 22 0,5807 0,71
Residuo (2) 66 0,8217
Total 175

Media general: 1,70

Error estdndar de la media: 0,07

C. V= 4,29 por ciento



Cuadro 1Q0A. An&lisis de wariancia de la variable

peso seco de biomasa nddular (g /

planta) de E. poeppigiana (16 semanas

sembrada en bolsas con suelo de Puris

cal (Ustic Tropohumult) y Turrialba

(Typic Humitropept).

Fuente de variacidn GL M ¥
Suelo 1 0,4757 1,74
Indeculo 10 0,1044 3,81 #&%
Repeticidn 3 0,3539 1,29
Suele x Indculoe 10 0,5308 1,94 =
Residuo (1) 63 0,2738 1,53
Bolsa-en~tr 22 0,2302 1,28
Regidue (2) 66 0,1794
Total 175

Media general: 0,08
Error estdndar de la media: 00,0056

C.V.: 6,53 por ciento
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CUADRO 11A. Andlisis de variancia de la variable

contenido de nitrSgeno (mg N/planta)

de E. peoppiglana (16 semanas) sem-—

brada en bolsas con suelo de Puris-

cal (Ustic Tropohumult) y Turrialba

(Typic Humitropept).

Fuente de variacién GL M F
Infculeo 1 0,1709 0,52
Suelo 10 0,6931 2.12 ®#*
Repeticidn 3 0,5007 1,53
Suelo x Indculo 10 0,5626 1,72 *
Residuo (1) 63 0,3267 6,48 *¥=
Bolsa~en~tr 22 0,3730 0,74
Residue (2) 66 00,5040
Total 175
Media general: 45,17
Errvor estandar de la media: 1,92

C.V = 4,27 por ciento

94



a
# Cepo NE —
0 3] —
Af e
2
a
025 a B
]
a
- b b
o 024
- b
LA
=l
g 3
= T
o
2 o 013
9
E o
o
A tu
o -
RN
3 [+ 30 W
e
&
05 ]
Eegﬁt:ag:;gﬁ
LD Uuw oo
- 2?
+
Tratamiento
Fig. LA, Peso seco de biomasa aérea de Erythrina peeppiglana (16

semanas edad) sembrada en bolsa con suelo Typic Eutrandept
e inoculada con diferentes cepas de Rhizobium spp.

Tratamientos seguidos por la misma letra son estadiscicamente lguales
segién Duncan { p < G.05)
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Fig. 2A.

Tratamientos
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Tratamiento

Peso seco de blomase nodular de Erythrina poepplglana (16
semanas edad) sembrada en bolsa c¢on suelo Typic Eutrandept
¢ lnoculada con diferentes cepas de Rhizobium spp.

seguidos por la misma letra son estad{sticamente lguales

segdn Duncan ( p< 0.05).
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sembrada en balsa con suelo Typic Futrandepy
e incculada con diferentes cepas de Rhizobium spp.

501 estadlisticamente

lgualies

97



Pe1o saco biomass oeres {g }
{i 8 plantea )

a Sueln Typic Humitropept

[:3 Sueio Ustic Tropahumu

¥ Cepg NO

v S LA B ' T L .
:vgvzwgga-nuhm B~ -0 m £ ¢ £ £
T - = —**——.SWNNM—-.G:NQ:Q:
‘UUUiuuuuuuUUuUuuUUEUiig

¢ - + 1
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Flg. 4A. Peso mseco de biomasa adrea de Erythrina poeppigiana (16 semanas)
edad) sembrada en bolsas con suelo (Typic Humitropept y Ustic
Tropobumule) e lnoeculada cen diferentes cepas de Rhizobium
app. T

Tratamiento seguidos por la misma letra son catadisticamente iguales segln

Duncan ( p< N.05%.
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Fig. 9A. Peso seco de biomasa nodular de Erythrina poepplgiana

(16 gemanas edad) sembrada en belsas con suelo (Typlc
Bumitropept y Ustic Tropohumult) e inoculada con diferentes
cepans de F@!Lgi:f.p_y_i_u__m sSpPp.

fratamientos seguidos por la misma letra son estadistlcamente Lguales
segén Duncan ( p 4 G.05}.
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Fip. 6A Contenide de nitrdgene total de Erythvina poeppigiana

(16 semanas edad) sembrada en bolsas con suelo (Typic
thanitropet v Uactic Tropohumult} e inoculada con diferentes
cnpas e Rhizoblum spp.

[ratamiente seguldos por Ia miama letra son estadistlcamente iguales
segin buncan ( p £ 0.05)
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