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The experiment was conducted in the Soconusco Region of Chiapas State,
Mexico, and it was done to evaluate, through nodulation and grain yield, two different
techniques of inoculation to soybean (var. Jupiter) Strains of Rhizobium japonicum
(ENCB 517, 502 and 516) were utilized to prepare peat-noss inoculants, a conmmercial
inoculant was also utilized Smme treatments were studied plus N fertilizer {80 kg N as

ureafha}

Results showed that nodule numbers and yields were Iigher in soil inoculation
than in seed inocilation. No nodules were found when inoculated with the conmmercial
moculaint, Best yields were obtained with strains 502 and 516 in both techniques of
inoculation, with and without N fertilization. Sofl reatiment with the strain 502 (with-
out N fertilizer) was significatively better to all other treatinents

Introduccién

e ha incrementado ripidamente en los dliimos

anos ¢l interés regional sobre la soya dadas las

necesidades de los paises en la adquisicidn de
este grano. S$6lo en México el total de granos impor-
1ados en 1982 fue equivalente a § 1 700 000 ddlares,
ocupando la soya el cuarto Jugar

Dentro de las estrategias por considerar para la
inoculacion de lepuminosas en paises en desarrollo,
ademds de ia sefeccion de cepas, la implementacion de
una tecnologia adecuada es un aspecio fundamental

(2)

Cuando se siembra soya por primera vez aparece
con frecuencia un fendmeno que los campesinos Ha-
man “soya tricolor”; se ha podido comiprobar que
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este fendmeno estd relactonado con ia nodulacién de
fa planta, es decir, en un mismo (erreno aparecen
plantas amarillas (sin nddulos), plantas verde claro
(con pocos nddulos) y verde oscuro (con nodulos
abundantes) Por otro lado, muchos de los suelos
recién abiertos al cultivo de la soya son suelos donde
previamente v por muchos afios ha sido cultivado ai-
goddén, cultivo fertilizado con altas dosis de nitrdge-
no, pudiéndose encontrar residuos en cantidades tales
que puedan afectar negativamente la simbiosis Rhizo-
Bium japonicion soya. Este nitrdgeno residual es qui-
zids la razon por la cual en algunas ocasiones, cuando
se siembra soya por primera vez y sin que presente
nodulos radiculares, los rendimientos son zltos; tam-
bién podria explicar la irregularidad de 1z nodulacion
en los primeros aflos de siembra, sunque este dltimo
hecho podsis también ser debido a un mal uso det
inoculante

El objetivo de este estudio es evaivar dos formas
de inoculacion a la soya, asi como de verificar si
existe algun efecto en la simbiosis causado por la
presencia en el suelo del fertilizante nitrogenado

El mélodo mds comun de inoculacidn consiste en
aplicar el inoculante directamente a la semifla {2} Sin
embargo, en algunos casos este método puede no ser
el mejor, debido # la necesidad de disminuir la inci-
dencia de enfermedades preemergentes o de ataques a
i semilla por insectos, mediante el uso de plaguicidas
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que pueden ser tédxicos a fos rhizobiz (1}, disminuyen-
do el nimero viable de bacterias inoculadas en la cu-
bierta de la semilla, lo cual puede afectar negativa-
mente la posterior nodulacion de la plintula. Por otro
lado, la cubierta de la semilla de soya es muy deli-
cada y la adicidn de adherente e inoculanie puede
estropearla; muchas veces cuando la festa de la
semilla estd dafinda se facilita Ia invasion de paté-
genos, lo cual afects a su vez la germinacidn (Reza,
A. R, Comunicacién personal, 1932}

Cuando en el suelo hay problemas de humedad
y de temperatura, para lograr el nimero de rhizobia
necesario para la nodulacidn efectiva, el método de
inoculacion a la semilla no es recomendable (4). En
los suelos con poblaciones bajas de rhizobia, las cepas
introducidas por inoculacion forman casi el 100% de
los nédulos (10); sin embargo, cuando hay poblacio-
nes numerosas de rhizobia indigena, inicamente alre-
dedor de un 5% de los nddulos son formados por las
cepas introducidas (7). En estas circunstancias es me-
jor introducir las bacterias por otros medios que per-
mitan la inoctlacién de un mayor nimero de ellas.

Los métados alternativos incluyen tanto inoculan-
tes liquidos como sdlidos aplicados al suelo antes de
sembrar {1} El inoculante liquido simplemente se
suspende en solucion acuosa para aplicarlo. En cuanio
al inoculante solido, se aplica al suelo tal como se
produce comercialmente en forma granular y en la
dosis recomendada por el productor. Esto podria ser
mis aceptable y prictico para el agricultor pues se in-
corpora al suelo en la misma forma que se aplics el
fertilizante.

La inhibicidn de la fijacién simbidtica de nitro-
geno por nitrogeno mineral estd bien documentada
(5,9).

Existen diferencias en la respuesta simbidtica @ la
presencia de nitratos, dependiendo ésia tanto de la
planta como de la bacteria de que se trate {3, 5, 6).
En cuanto a las cepas de R, japonicum, su tolerancia
a los efectos de N mineral es de gran importancia
economica para el ecosistema, pues la soya es un buen
removedor de N mineral en los suelos (8), lo que po-
dria afectar aGn mds la formacidén de nddulos y el
nitrégeno fijado simbidticamente.

Materiales vy métodos

El experimento se realizd en el verano de 1982
en la estacidn auxiliar del Campo Agricola Experi-
mental Rosario lzapa, INIA, localizado en el km 20
de ia carretera Tapachula-Puerto Madero Ef suelo
presenta un pH de 71, una capacidad de retencién

de agua del 60%, estd clasificado como medianamen-
te rico en materia orgdnica y tiene una textura fina
con clasificacion textural migajén-arcillosa Su clasi-
ficacién de acuerdo a FAO es como unidad un Nito-
sol, como subunidad Districo; en otra clasificacidn
corresponderia a un Andosol himico (Carta Edafo-
légica del Atlas Nal. del Medio Fisico, Secretaria
de Programacién y Presupuesto, México}. LI tipg
climdtico correspondiente a la zona es Aw”2{w)'
g, es decir, cdlido-limedo

El terreno no habia sido previamente sembrado
con soya. Para el estudio se utilizé la variedad de
soys Japiter que es la recomendada por el Institu-
to Nacional de Investigaciones Agricolas para la re-
gion, a ung densidad de 100 kg/ha con una distan-
cia entre surcos de 61 em. El tamafio de la parceia
total fue de 144 m?, considerando como parceia
utii los dos surcos centrales La distancia entre par-
celas y bloques fue de 2 m.

Las cepas de R. japanicum ensayadas fueron
ENCB 502, ENCB 517 y ENCB 5i6. Las dos pri-
meras fueron proporcionadas por el Dr. P Williams
del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientifi-
cas y cuya nomenciatura para esas cepas es IVIC 2 e
IVIC 34; la tercera cepa la proporciond el Dr. J
R Jardim Freire del Centro de Recursos Microbio-
logicos {MIRCEN/UNESCO) de Porto-Alegre, Brasil,
en cuyo cepario estd bajo la denominacion de SEMIA
587 También se utilizd el inoculante comercial
Nitragin de fabricacion nacional. Las cepas fueron
previamente seleccionadas bajo condiciones controla-
das en el solario del Laboratorio de Microbiologia
Agricola de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas
del IPN.

Con las cepas puras se prepararon inoculantes
unicepa a base de turba con una cuents de 10° cé-
lufas/g de turba para cada inoculante Para preparar
el inoculante multicepa se mezclaron en proporciones
iguales los inoculantes unicepa En el caso del inocu-
lante comercial no se hizo recuento de células viables
de R japonicum.

La inoculacién se hizo tanto al suelo como a la
semilla La cantidad de indculo fue al 4% con res-
pecto al peso de ia semilla La inoculacion de la
semilla fue directa usando como adherente goma
arabiga al 10%. La inoculacién zl suelo se hizo mez-
clando el inoculante con aserrin {pH 6 5) en una can-
tidad equivalente a 16.6 kg/ha, v previamente ta-
mizado {(malla aproximada de Imm) a través de
un morral comun de pldstico. Los tratamientos sin
inocular también fueron suplementados con aserrin,

Como fuente de nitrégeno se utilizd urea en una
dosis de 80 kg/ha y como {dsforo, superfosfato de
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calcio triple, también equivalente a 80 kg/ha. Este
ultimo fue aplicado en todos los tratamientos con
inoculacién. La aplicacion del fertilizante fue antes
de la siembra en el fondo del surco y tapado antes
de depositar la semilla.

Tratamientos y disefio experimental

Niimero Tratamientos

R. japonicum ENCB 517

R. japonicum ENCB 502

R. japonicum ENCB 516
Mezcla de las 3 cepas

R. japonicum Nitragin

R. japonicum ENCB 517 + N
R. japonicum ENCB 502 + N
R. japonicum ENCB 516 + N
Mezcla de las 3 cepas + N

10 R. japonicum Nitragin + N
11 Nitrégeno

12 Nitrégeno + Fdsforo

13 Testigo

O 00O N B WA

Se utilizo6 el disefio de bloques al azar con 4 repeti-
ciones, analizandose los datos por el mismo método.

Variables consideradas

Durante la floracion se muestrearon 5 plantas por
parcela (20 por tratamiento) para cuantificar el nime-
ro de nddulos; estos se colocaron en una estufa a
80°C hasta peso seco. Una parte de los nddulos de las
plantas inoculadas con la mezcla de cepas se conserva-
ron congelados para identificar posteriormente la
cepa que habia formado cada nédulo. La identifica-
cién se hizo por método seroldgico previamente des-
crito (11).

Al final del ciclo vegetativo se cuantificé produc-
cién de grano.

Resultados y discusion

Durante el ensayo hubo disturbios climdticos im-
portantes. Después de instalado el experimento se
present una sequia de 20 dias consecutivos. Poste-
riormente, cuando la vaina ya estuvo formada, la
precipitacion pluvial fue tan intensa que el terreno
se inundd, permaneciendo asi durante 5 dias. De esta
manera tanto las células fijadoras de nitrégeno como
las plantas estuvieron bajo condiciones muy adversas.
La Figura 1 muestra el climograma para 1982.

Precipitacion mm
w
8

Junio Jutio 4 Agosto Setiembre Octubre
siembra

Fig. 1. Climograma del sitio experimental “La Costa”
segin Bagnouls y Gaussen para 1982.
w, = déficit hidrico.

En forma general la nodulacién fue incrementada
al inocular el suelo (Cuadro 1). Bajo ninguno de los 2
métodos de inoculacién el inoculante comercial fue
capaz de nodular las plantas. En ambos métodos la
nodulacion de la cepa R. japonicum ENCB 512 no
fue considerable, siendo ain menor al inocular el sue-
lo en presencia de nitrégeno.

Los incrementos mayores en el nimero de nédulos
al inocular el suelo se observaron en los siguientes tra-
tamientos (Cuadro 1): mezcla de cepas, cuyo incremen-
to fue de 2.5 nddulos por planta cuando se inocula se-
milla, a 7.7 nddulos por planta al inocular suelo; la
misma mezcla mds fertilizante nitrogenado, con un
aumento de 2.2 a 14 nddulos y la cepa ENCB 502
mas el mismo fertilizante aumentando el nimero de
nddulos por plantade 1.2 2 16.5.

Cuadro 1. No. de ndédulos comparativo cuando se inocula
suelo o semilla de soya var. Jupiter con diferen-
tes cepas de R. japonicum.

Prom. No. de nédulos/planta

Tratamiento
Inoculacion Inoculacion
a semilla asuelo

R. japonicum ENCB 517 0.7 2.7
R. japonicum ENCB 502 53 7.1
R. japonicum ENCB 516 16.5 19.2
Mezcla de cepas 2.5 7.7
Nitragin 0.0 0.3
R. japonicum ENCB 517 + N 2.4 0.3
R. japonicum ENCB 502 + N 1.2 16.5
R. japonicum ENCB 516 + N 6.7 7.0
Mezcla de cepas + N 2.2 14.1
Nitragin + N 0.1 0.0
N+P 0.2 0.0
Testigo 0.0 0.0
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Dados los grandes cambios en el nimero de nédu-
ios formados, sobre tado con el inoculante elaborado
con la mezela de las 3 cepas ensayadas, se procedid a
identificar los nédulos formados al inocular el suelo
para conocer la dominancia entre ellos de una cepa
u otra. En el caso de la mezcla de cepas sin adicidn de
nitrégeno se encontrd que lp ENCB 502 y la ENCB
516 formaron cada una un 35% de los nddulos y fa
ENCB 517 sélo un 15% . Cuando se adiciond a esta
mezcla el fertilizante nitrogenado, esta ditima cepa
no formd ndédulos, mientras que la ENCB 502 formé
s6lo un 10% de ellos y la ENCB 516 fue la dominante
formando el 85% de los nodulos Estos resultados
confirman lo obtenido en otro ensayo nuestro {(1])
inoculando semillz, donde esta misma cepa se mani-
fiesta dominante en la formacién de nédulos en pre-
sencia de nitrogeno combinado. Sin embargo, la
nodulacién por esta cepa, cuando se inocula indi-
vidualmente tanto a semilla como a suelo, baja en
presencia de nitroégeno

En el caso de la cepa ENCB 502 su comportamien-
to en presencia del fertilizante nitropenado es notoria-
mente diferente cuando se inocula al suelo que cuan-
do se inocula a la semilla, es decir, cuando se inocula
semilla en presencia de fertilizante nitrogenado el nu-
mero de nddulos disminuye y cuando se inocula el
suelo en presencia del fertilizante, el nimero de
nédulos se increments considerablemente. Cuando
s¢ inocula individualmente al suelo, en presencia de
nitrogeno, el nimero de nddulos aumenta, mientras
que disminuye este numero al inocularse con otras
cepas.

En cuanto 2 los rendimientos, mostrados en el
Cuadro 2, no fueron muy altos dado las condiciones
adversas de experimentacion; sin embargo. superan
considerablemente a ln media regional que en este
afio fue de 1 400 kg/ha (Reza, A, R Comunicacidn
personal, 1982).

En todos los casos fueron mejores los mismos cuando
se inoculd el suelo que cuando se inoculd la semilla.
Asi mismo, fas plantas creciendo en el suelo previa-
mente inoculado, mostraron una coloracidn unifor-
me

Cuando se inoculd la semilla, los mejores trata-
mientos fueron con las cepas ENCB 502 y ENCB 516
sin fertilizacion de nitrégeno, presentando diferencias
significativas, con los otros tratamientos.

Cuando se inoculd el suelo los mejores rendimien-
tos fueron para los mismos tratamientos aundndose a
ellos el tratamiento de la mezcla de las 3 cepas, siendo
el mejor el tratamientoe con la cepa 507 sin adicion
de nitrégeno, con diferencia significativa entre tra-
tamientos

Cuadro 2. Rendimiento comparativo de grano (kg/ha) de la
soya variedad Jipiter al inocular semilla o suelo
con diferentes cepas de R japonicum.

Rendimiento de tratamientos

Tratamientos
Inocutacion Inoculacidon
a semilla 2 suelo
R japouicum ENCB 517 146275 bed 2 12325 bed
R foponicum ENCB 502 2022254 2812754
R japonicum ENCB 516 2237500 2 358 25 abed
Mezcla de cepas 1549 00 bed 2 204 25 abed
Nitrogin 1579 505ed 191975 de
R faponicum ENCBS17 + N 158275 bed 2044 75 cde
R japonicum LNCB 5024N 1 84200sbe 261425 ab
R jeponicum ENCB 5164N 1 85375 ab 2 483 00 abe
Mezcla de cepas + N 621 50bed 203225 cde
Nitrsgin + N 149900bed 2161 25 bed
N 147025 ed 1 888.75 de
N+ P 161800bed 2055 00 cde
Testigo 141075d 157750e
DMS = 570 DMS = 5%
47119 51824
Cv=176 CV=166

51 se considera que al inocular el suelo el mayor
rendimiento de grano es de 2 81275 kg/ha y que fue
obtenido con inoculacion de la cepa ENCB 502
{mis fosforo) y o comparamos con el rendimiento
obtenido al fertilizar con nitrdgeno (mds fasfora)
que fue de 2 055 kg/ha. significa que el primer
tratamiento supera al segundo en un 36%, por lo
que esta cepa podria substituir y superar al fertili-
zante nitrogenado

Estos incrementos podrian mejorarse si se contara
con condiciones climdticas mejores v si se utilizara
una mayor tasa de inoculacién, lo que es recomenda-
ble cuando se inocula al suelo {2) ya sea con un ino-
culante de mejor calidad (mds bacteria/g de turba}
o agregando mayor cantidad de inoculante

Conclusiones

I El nimero promedic de ndduios par planta fue
mayor al inocular suelo que al inocular semiila

2 La produccion de grano fue mayor al inocular sue-
io que al inocular semilla

3. El mayor rendimiento de grano se obtuvo al ino-

cular al suelo con la ceps R faponicum ENCB 502
superando  significativamente a todos los trata-
mientos, dando esta cepa junto con la 516 los me-
jores rendimientos en todos los casos.
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4. El inoculante comercial no formé nédulos en nin-
gun case y el rendimiento de las plantas fue tan
bajo como los testigos

5. La presencia de N en la dosis utilizada no manifes-
16 efecto negativo en la simbiosis de la soya con
las cepas 502 v 516, y la simbiosis con fa cepa 517
si se mostrd afectada

Reswmen

En ka1 region del Soconusco, Chiapas, México, fue
montado un ensaye con el objete de evaluar a través
de nodulacion y produccion de grano, la inoculacion
al suelo y la inoculacion a la semilla de soya var Jupi-
ter. Las cepas estudiadas fueron Rhizobium japoni-
cum ENCB 517, 502 y 516 con las que se elaboraron
inoculantes uni y muiticepa a base de turba. Se inocu-
6 también con un inoculante comercial. Se incluye-
ron también estos tratamientos adicionados con fer-
tilizantes nitrogenado {80 kg de urea/ha) El numero
promedio de nédulos por planta en general fue mayor
al inccular el suelo que al inocular la semilla, asi mis-
mo el rendimiento en grano. Bajo ninguno de los dos
métodos de inoculacién, el inoculante comercial for-
mo nddulos Los mejores rendimientos en ambos
métodos adicionando vy sin adicionar fertilizante
nitrogenado, se lograron con las cepas de R. japo-
nicum 502 y 516, La cepa 502 superd significativa-
mente todos los tratamientos al inocular el suelo
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Resenia de libros

JENSEN, U, and FAIRBROTHERS, D £ Proteins
and nucleic acids in plant systematics Springer
Verlag 1983 408 p.

Recientemente la Editorial Springer-Verlag publi-
¢6 una serie de conferencias, veintiséis en total, sobre
bioquimica macromolecular, biologia celular, gendti-
ca vegetal, filogenia sisterndtica y otras ciencias afines,
bajo el titulo: “Proteins and Nucleic Acids in Plant
Systematics”, 1983, Las conferencias versaron sobre
temas altamente especializados y se dictaron con
motivo de Ia celebracidn de un simposio internacio-
nal, el cual se Hlevd a cabo en la Universidad de Bay-
reuth, Reptiblica Federal de Alemanin El objetivo
principal de dicho simposio fue el de brindaries a
los cientificos germanos la oportunidad de comuni-
carse con colegas de otras naciones --intercambiando
informacion acerca de los métodos analiticos mds
modemmos— y examinar ¢l rumbo que debe impri-
mirsele a las investigaciones en Biosistemitica Macro-
molecular Vegetsl en el futuro cercuno

Et simposio estuvo plenamente justificado en vir-
tud de la gran cantidad de informacién cientifica
que se habia acumulado desde inicios de la década
de los setenta, cuando se desencadend una avalancha
de estudios sobre biclogia celular y molecular, gené-
tica, taxonomia y filogenia Como se recordard, la
taxonomiz fue la primera disciplina que se desarro-
16 pary clasificar sistemdticamente y ordenar las
caracteristicas especiales de los organismos y grupos
de éstos {taxones) Por otra parte, ls filogenia estudia
las relaciones de parentesco y la historia de grupos
de seres vivos, con base en datos paleontoldgicos, on-
togénicos, anatémicos v de clasificacidn v distribu-
cion de floras v faunas La filogenia sistemdtica o bio-
sistemdtica surgid por la necesidad de correlacionar
diferentes caracteristicas biclogicas con clertos aspec-
tos evolucionistas. En este aspecto, el uso de reaccio-
nes serofogicas hizo posible que se confirmara la ma-
yoria de los grupos taxondmicos establecidos y que,
ademds, se haya podido perfeccionar v hasta corregir
otros. Es interesante sefialar que la portada del libro
resume todo lo antes diche, por medio de una con-
cepcion artistica de las relaciones evolucionistas de
una planta unicelular flagelada, posiblemente Eugle-
na, y una angiosperma representada por o que parece
ser una bellota de algoddn. Verticzlmente v ocupando
una posicidn ceniral se aprecia como emerge una
cadena helicoidal doble (ADN), que equivale a la
linea evolutiva principal del Reino Vegetal

La delicada tarea de confeccionar el libro estuvo
a cargo de dos eminentes profesores e investigadores:

U Jensen de i1 Universidad de Bayreuth, y B E. Fair-
brothers de la Universidad de Rutgers, Nueva Jersey,
EFUU, quienes ademds tuvieron una participacion ac-
tive en el Simposio

Podria pensarse que “‘Proteins and Nucleic Acids
in Plant Systematics™ fue escrita paraz un grupo de
lectores pequefo, dado el alto nivel de la obra. Sin
embargo, después de leerla nos atrevemos a decir, sin
temor de incurrir en exageraciones, que no. La infor-
macidn debe ser de interés y gran utilidad tanto para
el biclogo evolucionista como para ¢l bidlogo celular
y molecular, asi como para ecologos, genetistas, bio-
quimicos vegetales v estudiantes avanzados de diver-
sas ramas de la Biologia Moderna

Ya mencionamos que el libro es de alto nivel y
bastanie especializado, lo cual es cierto Perc tam-
bién lo es e] hecho de que es sumamente diddctico
pues seguramante asi quisieron que lo fuera sus edito-
res Los temas siguen una secuencia légica; estdn ade-
cuadamente entrelazados sin que haya una repeticidn
excesiva de los conceptos fundamentales {genética,
biogquimica, etc ) en que se sustenian los andlisis de
las relaciones evolutivas de las plantas; con igual énfa-
sis se discuten las buenas caracteristicas como las limi-
ciones de los métodos analiticos aplicables en estu-
dios sobre filogeniz y clasificacion de las plantas Pero
por encima de todo eso hay que destacar que todos
los temas se desarrollaron cuidadosa v hibilmente, y
que cada capitulo termina con una discusion en la
cual se repasan los puntos sobresalientes y se hacen
valiosas recomendaciones para gue las futurass inves.
tigaciones sean adin mds eficaces Sin duda aiguna,
se trata de una excelente obra cientifica

Consideramos que “Proteins and Nucleic Acids
in Plant Systematics’ es ideal para un curso avanzado
en Botdnica, y que el estudio de esa materia puede
servir para que los nuevos profesionales en ciencissg
biologicas ~y Agricultura es una de ellas— descubran
por ellos mismos otros campos en que desenvolverse
téenica o cientificamente. Para nadie es un secreto
que los mercados tradicionales de trabajo estdn satu-
rados ¥y que esta situacidn posiblemente siga igual
mientras perdure la serfa crisis econdmica por la que
atravesamos los paises pobres Quizds porque creemos
en el valor de la superacion profesional como requisi-
to para la superacidn socioecondmica, es que la lec-
tura de esta importante obra resulté tan estimulante
para nosotros. Ojald tenga igual efecto en otros lec-
tores

EDUARDO JIMENEZ
FSCUELA DE BIOLOGIA
UNIVERSIDAD DE COSTA RICA





