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INTRODUCCION

El estudio de la nodulacién y crecimiento de las leguminosas en los
trépicos es muy importante, pues éstas constituyen por su alto contenido en
proteinas y otros.elementos un alimento primordial, Al mismo tiempo son de
vital importancia para el consumo humano, para el mantenimiento y mejoramlen
to de la ganaderfa y como cultivo de cobertura para proveer de nitrbgeno a
diversos cultivos de valor comercial,

En general, la nodulacidén y crecimiento de las leguminosas se ven afec-
tados por numerosos factores, tales como las deficiencias de ciertos elemen-
tos esenciales (en especial molibdeno, boro y otfos), v por la falta de bac-
terios fijadores apropiados para el normal desarrollo del proceso de Ta fija
cibn.

las investipgaciones llevadas a cabo sobre la nodulacién y crecimiento
de las leguminosas han sido realizadas en su mayoria en las regiones de cli-
ma templado; poco se conoce en los trépicos.

Por ser tanto el boro como el molibdeno microelementos de gran impor-
tancia en la nodulacién y fijacidén de nitrégeno en el suelo, se ha creldo
conveniente estudiar su comporfamiento en suelos tropicales, sobre todo en
zonas lixiviadas, donde se supone que 1la concentracién de estos elementos es
muy baja o que tal vez no se encuentren en estado disponible para las plantas
debido 2 la acidez del suelo, hecho tan comfin en estas zonas de alta precipi-
tacién.

Los factores nutricionales pueden afectar la acumulacidn de nitrégeno
por las leguminosas en dos formas: primeramente pueden ser responsables de
la aguda deficiencia de nitrégeno y, secundariamente, influyen en la forma-
cién de protefnas a partir de los componentes primarios del nitrdégeno.

Los factores comprendidos dentro del primer grupo operan principalmente
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a través del nédulo, influenciando en la formacién y funcidn de éste, mien~
tras que el resto son principalmente concernientes al metabolismo de la plap
ta huésped, 8in embargo, la asociacién entre el nédulo y la planta huésped
estd estrechamente ligada con muchos procesos interdependientes.

El estudio se llevd a cabo en suelos provenientes de la localidad de
Paraiso (Costa Rica) por tener esta zona suelos pobres y bastante lixivia~-
dos, cuyas caracteristicas son similares a aquellas zonas de muchos palses
latinoamericanos, donde el comportamiento de las leguminosas es desunifor-
me, tal vez debido a las causas mencionadas.

Se han elegido las especies Stylosanthes gracilis, S. puayanensis y

Leucaena glauca para este estudio por razones que son leguminosas no sélo

de gran valor alimenticio sino también por su buena aceptacidén por el gana-
do,

El presente trabajo es una contribucidn al conocimiento de las causas
que impiden un normal crecimiento y nodulacién de las leguminosas en algu~
nas partes de los tropicos. Los principales objetivos que se persiguen
con este estudio son:

1. Determinar la influencia del molibdeno, boro, grade de acidez

del suelo e indcule sobre el nimero y tamafio de los nédulos
de la planta.

2. Determinar el efecte del molibdeno, boro y cal en el contenido

de nitrégenc en el suelo y en las plantas, considerando raiz y
parte aérea independientemente.

3. Determinar la influencia de los factores arriba mencionados

sobre el crecimiento, floracién y rendimiento en peso seco.
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REVISION DE LITERATURA

I. STYLOSANTHES GRACILIS

A. Centro de origen y drea de dispersién

Parodi (86) reporta que el género Stylosanthes es una leguminosa perte-

necliente a 1a subfamilia de las Papilionoideas y a la tribu de las Hedisareas.

Segin Fscobar (32) este género comprende muchas especies propias de
Asia, Africa y América. En la Argentina existen seis especies y algunas va-
riedades, tanto en el centro como en el norte de la RepGblica. OSu distribu-

cifn es la signiente: Stylosanthes scabra Vog.en la regidén de Salta y Jujuy;

S. viscosa Sw,abarca la zona del Chaco; S. leiocarpa Vog. estd difundida en
las &reas de Uruguay y Brasil; 5. macrosoma Blake en las zonas de Tucumén,
Chaco, Corrientes y en el Paraguay; S. gracilis H.BK que es una especie po-

linorfa de la Argentina subtropical, llega hasta Cérdoba y el norte de la

bProvincia de Buenos Aires; S. montevidensis Vog, existe también en la zona de
la Argentina subtropical hasta el norte de la provincia de Buenos Aires y en
el Uruguay; S. juncea estd ampliamente difundida en Misiones, Corrientes y

el Paraguay (26).

White (113) menciona algunas otras especies de este género que estén
adaptadas en diversos lugares del mundo, tales como 3. bojeri que es una es-
pecie africana, procumbente, perenne, més resistente a las heladas y a la
sequia que S. gracilis; 5. erecta se adapta a los prados permanentes en los
suelos arencsos de Sierra Leona; S. sundaica que es originaria de Suddfrica,
crece en los prados subtropicales de Australia y estd muy extendida por los
lugares de la zona costera de Queensland.

Pittier (89) reporta que en Venezuela existen siete especies de

Stylosanthes nativas.




B. Caracteristicas

La especie S. gracilis o gulanensis es una planta vigorosa, perenne, de

30 a 60 cm. de altura, originaria de la regidn tropical de la América del
Sur. Tiende a arraigar por los nudos y su gama de adaptabilidad es muy
grande. En Queensland se ha cultivado con éxito en muchos tipos de suelos
¥ parece que prospera en los lugares secos y en los himedos; tolera la aci-
dez, pero no las condiciones pantanosas., 2sta leguminosa tiene un aspecto
algo semejante a la alfalfa, pero se vuelve muy lefiosa si se le deja crecer
mucho; si se mantiene corta se convierte en una planta frondosa.

En lo que respecta a su palatabilidad, hay diversas opiniones, perc pa-
rece que cuando el ganado se acostumbra a elia, la pasta con gusto. Produ-
ce una gran cantidad de semillas que maduran de un modo desigual, circuns-
tancia que dificulta su recoleccién (113),

Paul (87) reporta que en Ceylan es una buena leguminosa pastoral para
praderas temporales en las tierras bajas y hﬁmedas del pails, donde vegeta

bien junto con Brachiaria distachia, Paspalum dilatatum y Alysicarpus

vaginalis; este mismo autor dice que la especie S, gracilis compite favora-
blemente con la alfalfa.

Graham (38) informa que esta especie se adapta bien en las diversas zo-
nas de Queensland y prospera muy bien en las asociaciones con la hierbaz gor-

dura (Melinis minutiflora) y hierba guinea (Panicum meximum). En el Brasil

se emplea en las zonas donde no puede crecer la alfalfa, sobre todo en los
suelos dcidos.

Nwosu (84) concluye que la especie S. gracilis llamada cominmente
Halfalfa del Brasil", fue introducida a la Federacién de HWigeria (Africa)
en el aflo de 1947 desde Queensland (Australia)., Bn la regién este del pals
ha obtenido mis uso como abono verde, mientras que en otras regiones es usa-

do como alimento para el ganado en forma verde o de heno por su alto
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contenido en proteinas, y también para 1z conservacidn de suelos gracias a
su rdpido crecimiento. Debido al alto contenido en proteinas y minerales,
la especie 8. gracilis ha alcanzado gran importancia en esta regidn de

Africa.

IT. LEUCAENA GLAUCA

4. Centro de oripen ¥ &rea de dispersidn

El género Leucaena, perteneciente a la familia de las leguminosas, com-
prende de 30 - AO especies cuyo centro de polimorfismo es México, con algu-
nas especies hasta Perd y Venezuela y una en Oceanfa. Otra, L. glauca (L)
Benth, es muy difundida en pafses cdlidos por ser cultivada inclusive en el
norte de la Argentina (Tucumdn, La Rioja, Chaco, Misiones). L. glauca es
de origen antillano y centroamericano (26).

White et. al. (113) afirman que el género Leucaena comprende unas 10 es-
pecies de drboles y arbustos siempre verdes, inermes, que se asemejan bastan
te a la acacia. Estos autores dicen que son nativas de América Central, Sur
y de las islas del Pacifico.

Bailey (16) indica que este género incluye 4drboles conocidos en el sur
de Florida; también es cultivado en el sur de {alifornia,

Escobar (32) reporta que a este género pertenecen las siguientes espe-

cies: Leucaena microcarpa, conocida en kéxico como guajillo, Leucaena

esculenta o guaje, Leucaena pulvurulenta o tepecuaje y Leucaena glauca o

acacia pdlida.

La especie Leucaena glauca también es conocida como Acacia glauca,

Acacia leucociphela Link. y Mimosa glauca (32). En la Argentina la conocen

como acacia bella o también lantoro (26).

Dijkman (29) reporta que la especie Leucaena glauca Benth. es una
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leguminosa arborescente, perteneciente a las Mimosédceas; su medio original
es México, dende se encontrd al principio desde Jalisco hasta Michoacén, en
Chiapas y Yucatdn. No se conoce la fecha de su introduccidn en la regidn
oriental del Pacifico, pero probablemente estd ligada a la ocupacidn espa-
fiola en las Filipinas e Indonesia.

La primera mencién de la importancia agricola de esta leguminosa, se
encuentra en la literatura cafetalera de Java alld por el afio 1900, donde
se le menciona en conexidn con la sombra y el mantenimiento de la fertilidad
del suelo,

Este mismo autor informa que Leucaena glauca fue introducida oficial-

mente a El Salvador en junioc de 1947, con procedencia de Honoluld, Hawaii,
y sembrada en las Estaciones Experimentales de San Andrés, y Santa Cruz

Porrillo,

A pesar de que esta especie es de América Tropical e islas del Pacifico,
existe también en Texas y estd también naturalizada en el Viejo Mumdo (16)

y en Indonesia, Hawaii, India y Africa (113).

B. Caracteristicas

La especie Leucaena glauca es un 4rbol o arbusto arborescente, de rai-

ces profundas; que mide de 2 a 10 metros de altura, con hojas bipinadas,
foliolos lanceolados y flores de color blanco-amarillento, en inflorescen-
cia terminal.

Dijkman (29) reporta que la raiz principal es vigorosa y bien desarro~
llada y crece con gran rapidez, sus escasas raices laterales parten de la
ralz principal hacia abajo en un dngulo agudo. Otra caracteristica impor-
tante es que las raices perforan un estrato compacto, abriendo y aereando
de este modo los suelos impermeables.

La Leucaena glauca tiene muy buenas propiedades para fijar nitrdgeno
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siempre que el bacterio que forma los ndédulos y fija dicho elemento esté
presente en la tierra; en ausencia del bacterio compite con las otras plan-
tas por el nitrdégeno,

Con su sistema radical profundo la Leucaena extrae nutrientes de un es—
trato gque no es accesible a la mayoria de las otras plantas. Gradualmente
devuelve estos elementos a la capa superficial, mediante sus hojas caidas,
las cuales se pudren rédpidamente. Una cualidad singular es que crece fdcil-
mente y prospera en las pendientes mds agudas y pedregosas.

White et al. (113) informan que esta especie requiere que el suelo ten-
ga buen avenamiento, pero se adapta a una fertilidad bastante baja. En
Ceildn crece sin dificultad desde el nivel del mar hasta 750 metros de alti-
tud, dentro de las zonas que tienen una precipitacidén de 1651 a 2540 mm.

Con respecto 2 los extremos de la precipitacidén pluvial que puede resis-
tir, sea como cultive para sombra o para la conservacidén del suelo, es inte-
resante saber que se utiliza en regiones con LOOO mm. de lluvia al afio, lo
mismo gue en regiones con sélo 700 mm.

Ia Leucaena silvestre se encuentra en Indonesia desde el nivel del mar
hasta 500 m., mientras que en el cultivo de café y té& hasta 1500 m.

In Hawaii se encuentra en condiciones naturales hasta 170 m. sobre el
nivel del mar en las zonas de abundante lluvia y hasta 330 m. en las loca-

lidades de sotavento mds secas (29).

Ademis, de los diversos usos que se le da, la Leucaena glauca es tembién
una planta forrajera. El forraje tierno es muy sabroso, nutritivo y rico en
proteinas; en algunos paises las semillas y las vainas se usan como concen-—
trados. Sin embargo, el follaje sélo es apropiade para los rumiantes; no
asi para los animales monogdstricos como caballos y cerdos. ILa toxicidad pa

ra éstos se debe al elevado contenido de mimosina que tienen en sus hojas y
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semillas, alcaloide que da origen a una enfermedad que es causa de alopecia.
Se sospecha también que a veces esta especie podria originar esterilidad en
vacas y en cerdas., C(uando se cultiva.para forraje, el primer corte se puede
hacer a los 6 6 9 meses de la siembra y los siguientes a intervalos de unos

4 meses (113},

ITI. NODULACICN

A. Desarreollo y funcién de los nédulos

En las primeras teorfas sobre la naturaleza y funciones de los nédulos
radicales de las leguminosas, existia la tendencia a clasificar éstos ya co-
mo productos de algin desorden patolégico, ya como érganos de reserva (113),
Allen y Allen (4), Dart y Pate (28) consideraron los nédulos como una estrug
tura de la planta. Bergersen (18)'investigé el desarrollo de los nédulos
radicales de las leguminosas, para lo cual los dividid deniro de sus diver-
sos estados y estudid las barreras que impiden la fijacidn de nitrdgeno de
los nédulos inefectivos. Cuando Ward (citado por White et al. 113) demostré
que la formacifn de nédulos se deblfa a la infeccién bacteriana, se compren-
dibé que el nédulo es una caracteristica de la mayoria de los miembros de la
familia de las leguminosus, y que tienen ademds una gran importancia desde
el punto de vista de la nutricién.

Ia forma, el nimero y la distribucidn de los nédulos varian mucho de una
planta a otra. Ilas plantas anuales cultivadas tienen en general nddulos
grandes, carnosos, esféricos, piriformes, claviformes o flavelados, aislados
0 en grupos, y distribuldos sobre todeo en torno a las ralces axonomorfas o a
las laterales primafias. las plantas perennes o bienales tienden a producir
nbédulos mds pequefios, alargados, arracimados y muy distribuidos; en las par-

tes jévenes del sistema radical se forman nuevos nbédulos constantemente.
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El nfmerc total de nudosidades en una sola planta oscila entre algunos y va-
rios millares, aunque la presencia de un gran nfmero de nédulos no ha de to-

marse necesariamente como garantfa de una fijacidn eficiente de nitrégeno

(113).

B., Multiplicacién de Rhizobium v disponibilidad de la planta huésped para

la infeceidn

la rizosfera y el rol de las plantas en su composicidn requiere todavia
un estudio intensivo., Rovira (99) compard la rizosfera del trébol rojo con
la graminea Paspalum en un suelo dcido. Encontré que los bacterios del tipo
Rhizobium fueron mds numerosos y contribuyeron en forma méds notable en la
mejora de los suelos alrededor de las ralces del trébol rojo. Ia cantidad
del factor de crecimiento, contenido en las exudaciones de las rafces del
guisante, es el responsable para la estimulacidn de los microorganismos de la
rizosfera (98).

Numerosas investigaciones mostraron que el nimero de nédulos tiene cier-
ta relacidn con el nlmero de bacterios del génerc Rhizobium en la rizosfera
vy también con la cantidad de inéculo existente (20)., Ia dificultad involu-
crada en estos estudios es que existe una multiplicacidn de los bacterios en
el medio y como resultado el inbculo inicial no es representativo del nlmero
de bacterios disponibles luego para la infeccién., Purchase y Nutman (90)
evitaron este en la mayoria de los casos con une fuerte incculacidn en la
cual una raza no virulenta actla como diluyente de 1la virulenta. lLa estimu-
lacién del crecimiento de Rhizobium en la rizosfera del trébol y de la alfal
fa es independiente del hdbito de nodulacidn de las plantas y del medio so-
bre el cual ellos estdn creciendo.

Los mismos autores mostraron que el ntmero de nédulos estd asintética-

mente relacionado con la densidad bacterial y que el nimero de bacterios de
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Rhizobium usualmente presentes en la rigosfera excede grandemente al recque-
rido para la méxdima nodulacién.

Mulder y van Veen (70) encontraron que para una éptima nodulacién se re-
queria introducir 60,000 células de Rhizobium dentrc de 500 gramos de suelo,

sobre el cual antes no hubo nodulacién del Trifolium pratense.

Aparte de sustancias nutritivas y de factorses de crecimiento, se tiene
la idea de que las ralces secrebtan también unas sustancias que son necesa-
rias para la invasién radical. Nutman {81) encontré una respuesta a la ino-
culacidn antes del sembrio ¥y concluyd que las secreciones radicales aceleran
la nodulacién a bajos niveles, pero inhiben la formacidn de nédulos a altos
niveles. Sin embargo, Gibson y Nutman (36) mostraron que ambos efectos pue-
den ser generalmente explicados por la eliminacién antes del sembric de los
nitratos contenidos en el agua corriente usada para el medio de cultivo del
Rhizobium,

Fn cultivos de agar, trébol y alfalfa alcanzan una midximaz susceptibili-
dad para la infeccidn aproximadamente a la edad de dos semanas y entonces la
formacién de nédulos ocurre dentro de un minimo de cuatro dfas (81).

Chen y Thorton {(citade por Allen y Allen 4) dijeron que las infecciones
ocurren algunas horas después de la inoculacién, perc hay un periodo de re-
sistencia (81) que se extiende por algunos dias después de iniciada la ger-
minacién., Thorton (citado por Raggio et al. 91) dice que la infeccidn de
la alfalfa coincide con el desarrollo de las primeras hojas verdaderas, pero
la nodulacién ocurre igual en las plantas que estdn produciendo solamente los
cotiledones.

Raggio et al. (92) han demostrado que los nédulos pueden ser formados
sobre rafces cortadas de frijol, inoculados con la variedad apropiada de

Rhizobiun.
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la formacidén de nédulos efectivos sobre raices cortadas (93) no excluye
complebamente la posibilidad que las sustanclas especificas requeridas para
la fijacidn de nitrdgeno o nodulacidn o para ambas deben ser trasladadas de
los cotiledones, puesto que las ralces estudiadas fueron coriadas después de
cuatro dlas de la germinacidn.

Kefford et. al. (48) consideran que el nfmerc de nédulos producidos en
un determinado volumen de suelo es limitade por la cantidad de dcido indo-

lacético formada por el Hhizobium del tryptdfano secretado por las ralces,

C. Crecimiento de los nédulos

La nodulacién generaimente se verifica mds o menos en el momento de bro-
tar la primera hoja verdadera, pero el mecanismo y la entrada del Rhizobium
a la raiz permanece todavia oscuro (4). Ciertos informes asocian la infec~
cién con la produccidn de ciertas sustancias estimulativas de la ralz y la
aparicifn de la primera hoja verdadera.

Los bacterios del género Rhizobium penetran a las raices de las legumi-
nosas a través de los pelos absorbentes (21}, Se puede infestar un gran
nfimero de pelos radicales, pero sdlo a partir de una pequela proporcidn se
forman nédulos. BEn la inmediata proximidad de esos pelos absorbentes proli-
feran los bacterios, sin duda a consecuencia de los productos que excretan
las rafces de la planta. Ia proliferacidn riza los pelos de las rafces debi
do a unas Secreciones honﬁonaies del tipo awxinas (113). La infeccidn de los
pelos radicales es seguida inmediatamente por un alineamiento del Rhizobium
dentro de un hilo que crece en direccién de la célula basal. ILa migracién
del bacterio desde el sitio de infeccidn al interior de la pared ds la cé-
lula epidemmal requiere entre 18 a 48 horas, dependiendo esto de la especie
de planta (21).

En muchas especies el hilo de infeccidn atraviesa las células exteriores
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de la corteza de la raiz; en €l caso de la soya la penetracidn afecta dnica-
mente las 5 & 6 primeras capas celulares del espeso parénquima cortical de
la raiz axonomorfa. &n las rafces laterales, donde la resistencia de las
células es menor, puede llegar a alcanzar hasta el periciclo (21). Los
bacterios luego se liberan del hilo de infeccidn en los tejidos corticales
¥ penetran en las células, donde proliferan. Al mismo tiempo estas células
y las vecinas se dividen bajo el estimulo de los bacterios (41, 118).
De acuerdo con Wipf y Cooper (117), las células infectadas de los nddulos
del trébol, veza y gulsantes son regulammente tetraploides. Este mismo au-
tor (118) hipotetiza que las células disomiticas son pre-requisitos para li-
berar el Rhizobium del hilo y para la proliferacién de los tejidos que cul-
minan con la formacidén del nédulo. Segln ciertas hipdtesis, el Rhizobium
secreta sustanclas hormonales capaceé de provocar poliploidia; otras suponen
que los nédulos se forman (nicamente en los puntos donde ya existe una o mis
céliulas tetraploides en el fejido cortical.

Bergersen (18) observd un crecimientc cortical retardado, y unos hincha-
mientos que asumieron la forma de pequefios ndédulos eran producidos por una

raza de R. trifolii sobre Trifolium subterraneun. Las células del tejido

central son monosomdticas y su ndcleo es degenerado rédpidamente después de
la invasidn de las células por el hilo. Esos posteriormente permanecen in-~
tactos hasta la desintegracién del tejido nodular y desarrollo del tejide
disomdtico inutilizado.

Nutman (873) encontré gue los nédulos efectivos, producidos sobre plantas
de trébol rojo, homocigotas para genes recesivos le son grandes, en contras-
te a muchos nédulos inefectivos, porque los meristemas contindan su desarro-
1lo a pesar del anormal funcionamiento del tejido central infectado., Ninguna
multiplicacidn de la raza ni fommacidén bacteroide es encontrada; la hemoglo--

bina es ausente. La célula madre anormal es un resultado de tumorizaciones
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(19). Nutman (82, 83) reportd que los nédulos inefectivos, formados sobre
ii de las plantas de trébol rojo, son notables porque en la subsiguiente mul
tiplicacibén el bacterio permanece en forma de varillas. Obviamente la for-
macidén bacteroide no estd condicionada solamente por uno u otro participe,
porque es inhibida solamente con una raza particular de Rhizobium.

Es importante notar aqui que la controversia sobre la necesidad de bac-
terios para la fijacién no estd todavia establecida. Bergersen (18) pensé
que los camblos estructurales ocurren cuando las varillas llegan a ser bac-
teroides y los cambios fundamentales en el metabolismo probablemente resul-
tan de la hipertrofia de los nflcleos bacteriales,

Bergersen (17) encontrd un polisacdrido (dextrina) entre el protoplasma
y la pared celular de ias células infectadas y las adyacentes, tantc en né-

dulos inefectivos de T. ambiguum como en T. subterraneum y T. repens. In

nédulos efectivos de T. ambiguum el carbohidrato periférico se encuentra so-
lamente en una zona muy angosta de las células, a corta distancia detrds del
meristema del nédulo, donde los bacteroides son todavia inmaduros; igual cosa
sucede con los bacteroides de los nédulos inefectivos. HEsas observaciones

sugieren que la acunulacidén de carbohidratos en el nédulo es en alguna forma
conectada con los bacteroides de desarrollo detenido y que de alli puede re-

sultar la inefectividad de éstos,

D. Simbiosis v el problema de la inoculacidn cruzada

Los bacterios del género Rhizobium son pequefias células en forma de bas-
toneitos que al principio se mueven por medio de flagelos periféricos, pero
que mis tarde pierden la mo¥ilidad, se hipertroffan y se convierten en célu-
las asociadas e irregulares denominadas "bacterocides', que son frecuentes
gobre todo en los nédulos y mis raras en cultivos puros.

En las primeras hipdtesis se les atribuia un cicle vital complicado, en
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el que pasaban por una serie de metamorfosis; pero las dltimas investigacio-
nes no han logrado establecer correlaciones definidas entre las funciones
asociadas y las diferencias morfolégicas (113),

Norris (76, 77) postula que las leguminosas originadas bajo condiciones
himedas y calientes son relacionacdas a suelos lavados y bajos en nutrientes
disponibles, Algunas tribus (mayormente de las subfamilias Mimosoideae y

Cesalpinoideae) no se adaptaron al sufrir un cambio climdtico, mientras que

otras (Papilionoideae) adaptadas a climas templados y suelos calcdreos férti

les sI se adaptaron.

La simbiosis con Rhizobium ha tenido que originarse antes que la diferen
ciacidn causada por el cambio climitico y la aislacién géogréfica. Norris
también cree que la promiscuidad simbidtica en muchas leguminosas modermas
de polinizacidn libre (114, 115) representa una condicién ancestral. Sola-
mente el Rhizobium del frijol estd asociado con las leguminosas tropicales,
compitiendo en suelos muy pobres y &cidos; por lo tanto, estas razas simbid-
ticamente promiscuas y de crecimiento lento (en cultivos puros), representa-
rian el tipe primitivo, mientras que el Rhizobium de las tribus Trifolieae y
Vicieae serian de tipo reciente y simbiéticamente restrictos. Bond et. al.
(23) también creen que la nodulacién y fijacidn concomitantes son caracteres
muy antiguos. Parker (85) ha enfatizado las posibles etapas en el desarro-
1llo de la asociacién, Segfin Norris, los grupos de inoculacién cruzada debe~
rian ser sustitufdos por un sistema simbiético comin (76, 78).

Se considera que la barrera que ofrecen a la entrada de los bacterios las
plantas que no pertenecen al grupo de inoculacidén cruzada o las leguminosas,
estd al nivel del pelo radical {go).

Varias veces se ha tratado de contrarrestar la barrera de inoculacidn
cruzada por medio de injertos., HNutman (80) no tuvo éxito en obtener nodula-—

cidn de rafces resistentes de trébol rojo que habia sido injertado con
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material de trébol rojo susceptible, Hely et. al. (42) si tuvieron éxito

con muchos injertos intergenéricos e interespecificos.

E. Pactores fisicos que afectan 1la nodulaciédn

Con respecto a los factores fisicos, la mayoria de los tipos de
Rhizobium se desarrollan en forma 6ptima entre los 29 y 31%@; pero se
conocen estirpes de R. melilotii que tienen un éptimo de 352C. Todas las
razas muestran la misma tolerancia a la alcalinidad, con un limite aproxima-
do de pH_Q.é;'la acidez los afecta de manera variable, siendo el R. melilotii
el menos tolerante, con un limite aproximado de pH 5.0 y el R. lupini y
R. Japonicum ;Qs mds tolerantes con limites de pH 3.2 a A.%.

Aunque el Hhizobium es un orgenismo fundamentalmente aerobio, su desarrg
1lo en el suelo o en los nédulos tiene lugar en condiciones de contenido de
oxlgeno inferiores a las del aire atmosférico. En efecto, toleran tensiones
de oxfgeno del 5% o menos con una pérdida insignificante de actividad; en un
rmedio artificial el potencial de oxidacidn/reduccién es un factor importante
que condiciona el crecimiento y se prefieren condiciones ligeramente reduc-
toras (113),

Stalder (citado por Raggio et. al. 91) tratd de separar el efecto de la
temperatura en la infeccidn de sus efectos sobre el desarrollo del nddulo
de guisante, Su método fue inadecuado para la separacidn de estas etapas,
pero sus resultados muestran que los nédulos se forman entre 7 y 27203 so-
bre 272C el nimero de nédulos baja bruscamente, mientras que el peso del
nbdulo individual aumenta; a 72C la nodulacidn es un 10% de la méxima a 212C;
también aumenta en este caso el peso del nddulo,

Meyer y Anderson (63) encontraron que la fijacidn y no la nodulacidn es

afectada en el T. subberraneum sobre 252C. OSugirieron que los efectos de-

trimentales informados por alta intensidad de luz pueden ser explicados
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principalmente como debidos a la alta temperatura,

Sinroval (105) y colaboradores (104) reclamaron la corroboracidn de exe
perimentos anteriores (l06) indicando que, a pesar del efecto fotoperiédico,
la nodulacidn es mejor durante dfas largos. Bn estos experimentos los efec-
tos fotoperiddicos fueron opacados por la interferencia fotosintética debido
a la alta intensidad de la luz dada a las plantas de dfas largos en el perig
do adicional al dia de ocho horas. Lo que se demostrd una vez més fue que
1la fotosintesis se necesita para la nodulacién y que dentro de limites la
nodulacién depende de la disponibilidad de carbohidratos (91).

Trabajos realizados por Raggio et. al. (92, 93) han demostrado que las
rafices aisladas de guisante, frijol y de soya nodulan cuando se les suple de
sucrosa y algunas vitaminas y que los nédulos formados en estas condiciones
fijan nitrdégeno.

Bach et. al. (15) han demostrado que la adicidn de azdcares aumenta 1a

1
fijacidn de N2 ? en nédulos partidos de soya.

T. Factores gulmicos gque afectan la nodulacién

1. Nitrégeno
Raggio et. al., {91) reportan que es diffcil evaluar la mayoria de

los experimentos en los cuales se estudian los niveles de nitrégeno o cual-
quier otro nutriente en relacidén con la nodulacidn o fijacidn, porque no se
toman precauciones para mantener una compoesicidn constante del ambiente.
Toda la evidéncia de leguminosas y no leguminosas coincide con las observa-
ciones comunes que sefialan hacia una inhibiecién de ambos procesos por un
alto nivel de nitrdgeno disponible. Sin embargo, Gibson y Nutman (26),

Mac Connell et. al, (57), informen que un bajo contenido de nitrdgeno
(alrededor de 5 ppm y atn hasta 50 prm) es beneficioso para la nodulacién ¥

fijacibn, si es aplicado en forma de nitratos. Puede ser que al comienzo
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la nodulacidn es retardada. Gibson y Nutman (36) dicen que el aumento del
nimero de nédulos es obtenido con 16 ppm de nitrégeno en forma de nitratos,
nitrites o urea, perc solamente N03“ ¥y NOz_ retardan el comienzo de la nodu-
lacidn. Esto y otras evidencias sugieren que los efectos en el tiempo de la
nodulacidn y en el nimero de nédulos producidos son independientes y més ailn,
que los carbohidratos disponibles o la relacidn C:H es una explicacidén in-
adecuada del efecto inhibidor del nitrato.

White et. al. (113) concluyeron que si se abonan las leguminosas con
fertilizantes compuestos que contienen nitrégenq, la absorcién de este ele-
mento por la planta puede ajustarse a una relacidén C:N y se reduce la fija-
cidn de nitrégeno; si esto se prolonga durante mucho tiempo, se inicia la
degeneracidn del nédulo. Ademds, ellos consideran que la relacidén C:N afec-
ta también la formacidén de nédulos en la planta. Un alto nivel de nitrégeno
contenido en los fertilizantes compuestos en el suelo impedird que se defor-
men los pelos absorbentes de las raices,

Me Auliffe et. al., (56) han estudiado en el campo la influencia de
fertilizantes con nitrégeno en la fijacidn simbidtica mediante el uso de com
puestos de nitrégeno marcados N,

Raggio et. al. (92) encontraron que en las raices del guisante, tra-
tadas con NOB", se inhibe la nodulacién, si la adicién es hecha en un medio
comfn para la raiz y €l bacterio, pero no si se administra a través de la
base de la raiz,

2. Qalcio, magnesio y pd

Loneragan y Dowling (54) encontraron una interaccién de los iones de

calcio y de hidrégeno en la nodulacién de T. subbterraneum en soluciones nu-

tritivas., A un pH 4.0 o inferior no se forman ndédulos a ninguna concentra-

cidén de calcio. Si la concentracién de calcio es 0.0l mi o inferior no
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aparecen nédulos a ningin pH usado (3.5 a 6). El crecimiento de las plantas
es prdcticamente uniforme entre los pH 4.5 a 6 y a concentraciones de 0.1 a
10 mM de calcio.

Ias interacciones de calcio y pH fueron estudiadas en experimentos de
campo y en macetas por Mulder y van Veen (71). Andrew y Norris (12) encon-
traron que la formacién de nddulos es sensitiva al calcio, tanto en especies
tropicales como templadas. La sobrevivencia de leguminosas tropicales en
suelos muy pobres estd relacionada con: a) su capacidad para extraer del
suelo mds calcio que las leguminosas templadas; b) al hecho de que las ar-
cillas kaoliniticas que prevalecen en suelos tropicales, a pesar de poseer
menos cantidad de bases, las ceden més libremente a las plantas que a otros
tipos de arcilla. Con respecto al cultivo de leguminosas las prdcticas agril
colas en los trépicos deben poner mayor énfasis en las razas apropiadas de
Rhizobium y un abastecimiento balanceado de nutrientes en vez del uso de
cal (77).

Loneragan y Dowling (54) encentraron que una raza de R. trifolii
crecid bien sin mds calcio disponible que aquél que estd presente como impu-
reza en fertilizantes y refutd el punto de vista de Norris de gue €l
Rhizobium del trébol es calcicola. Al mismo tiempo Norris (79) comenzé a
reinvestigar el problema del diferente comportamiento nodular de legumino-
sas nativas e introducidas en suelos australianos bajos en calcio. EL encon
trd que el caleio era a lo sumo un micronutriente para todas las razas pro-

badas, incluyendo aquellas de Viciesze, Trifolieae. Simultéineamente mostrd

que el magnesio era esencial., La necesidad de magnesio fue confirmada por
Vincent y Colburn (109). Ia deficiencia de calecio demostrd inducir hincha-
miento y vacuclacién en R. trifolii.

Loneragan (53) reporté que el Rhizobium no responde al calcio pero es
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afectado por un pH debajo de 5. Crela que el efecto especifico del calcio
sobre la fijacién de nitrégenoc estd relacionado con su influencia en el abag
tecimiento de metabolitos al nédwlo en vez de una participacién directa en
la fijacién y que el requisito de calcio para la nodulacién es mds alto que

para el crecimiento de cualquier planta simbidntica.

IV, INFLUENCIA DE LA NUTRICICON MINERAL SCBRE LA FIJACION DE

NITROGENO Y CRECIMIENTO DE IAS LEGUMINOSAS

4. Tactores responsables de la deficiencia de nitrégeno

Andrew ( 9 ) opina que los factores nutricionales pueden afectar la fija-
cién de nitrdgeno en dos formas: primeramente, ellos son responsables de la
aguda deficiencia de nitrégeno y, segundo, influyen en la formacidén de protel
nas a partir de los componentes primarios de nitrdgeno y tienen un efecto ip
directo sobre el aspecto cuantitativo de la fijacién de nitrdgeno.

Los factores comprendidos dentro del primer grupo operan principalmente
a través de los microorganismos simbiénticos del nédulo, influenciando la
formacidn y funcibn de éste, mientras que los restantes son principalmente
concernientes con el metabolismo de la planta huésped. Sin embargo, la aso-
ciacién entre los bacterios del nédulo y la planta huésped estd estrechamente
ligada con muchos procesos interdependientes,

Nutman (citado también por Andrew 9 ) sumarizé la fisiologla de la forma
cibn de nédulos y claramente describié el método de infeccidn. Enfatizd la
importancia de la planta huésped, con particular referencia al desarrollo de
la raiz, especialmente de los pelos radicales.

El efecto de los factores nutricionales sobre el desarrollc de la raiz y
su funcionamiento estén inclufdos en el primer grupo, grupo que comprende fag

tores tales como la acidez del suelo, deficiencias de molibdeno, calecic, boro
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y de algunos otros elementos que juegan un rol importante en dichos procesos,
Fl segundo grupo de los factores afecta principalmente al metabolismo del

nitrégeno y crecimiento general de las plantas.

B. Acidez del suelo vy concentracién del ion hidrbgeno

Casi todos los trabajos hechos sobre el efecto de la concentracidn del
ion hidrdgeno sobre el crecimiento de las plantas han sido hechos en plantas
no leguminosas,

Armon et. al. (13) trabajando con plantas de tomate, lechuge y zacate
Bermuda encontraron que los efectos de la acidez fueron solamente notables
fuera del rango de pH 4L - 8, y que en este dmbito gran cantidad de nutrien-
tes fue disponible para la planta; también encontraron que una alta concen-—
tracibén del ion hidfégeno reducia la absorcién de calcio por la lechuga.
Esto fue comprobado por Schmehl (103), quien trabajando con alfalfa, encon-
tré que el rango de absorcidn de calcio fue reducido en presencia de AT
y en menor grado en presencia de Mn " y H" en soluciones nutritivas. Los
mismos autores dicen que el bajo contenido de calcio observaedo en plantas que
estdn creciendo en suelos dcidos, puede ser debido a efectos antagénicos de
Al+4“t kin ++y 4" sobre la absorcidn de calcio, asi como el crecimiento res-
tringido de las raices, en lugar de ser debido al poco contenido de calcio
en el suelo,

No obstante de carecer de conocimientos completos sobre el efecto de la
concentracidn del ion hidrégeno sobre el crecimiento de las leguminosas,
numerosos trabajos han citado valores Optimos de pH del suelo para diversos
cultivos.

Hay pocos resultados publicados para las leguminosas tropicales y éstos

estén limitados a Pueraria phaseoloides (Kudzd tropical). Samuels y Landrau

(101) reportarcn de Puerto Rico respuestas en rendimiento a 1a aplicacidn de
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cal sobre un suelo lateritico arcilloso de pH A4.4. BSin embarge, el contenido
de nitrégeno del Kudzd tropical fue inalterado. Riera (96) dijo que en sue-
los encalados en Puerto Rice con un pH 7.0 obtuvieron mayores rendimientos
que con suelos no encalados de pH 4.5 a 6.0. Abrufia et. al. (1) reportaron
gque el encalado incrementd el rendimiento en materia seca y el contenido de
proteina (de 14.9 a 18.1%) en Kudzf tropical que crecid sobre un suelo arci-

llosc de la serie Catalina ¥y que tuvo un pH de 4.8,

C. pH y Rhizobium, pH y la absorcién de nutrientes

Hay una creencia general que el Rhizobium es mis sensitivo a la acldez
que la planta huésped. Jensen (citado por Andrew 9 ) reporta que el pH
del medio adecuado para el eficlente funcionamiento del tejido nodular fue
mds bajo que el requerido para la sobrevivencia de los microorganismos y la
infeccidn de la planta. Wiveles criticos de pH han sido determinados para
Rhizobium de casi todas las legumincsas de clima templado, pero todavia no
se tienen datos concernientes para razas de Rhizobium de las leguminosas tro
picales., Bryan {citado por Spencer 107) encontrd que la alfalfa tenfa un pH
eritico alrededor de 5.0, trébol rojo de 4.5 a 4.7 y frijol de soya de 3.0 a

3.5. Los valores para el Trifolium subterraneum estén comprendidos entre pH

5.0 a 5.2,

Ha sido sugerido por varios investigadores que la adicidén de nuirientes,
partiailarmente de calcio y nitrdégeno, puede modificar los efectos deleté-
reos del bajo pH y viceversa.

Arnon y Jomnson (13) encontraron que el dafio en las raices de las plan.-
tas superiores ocurrfa a un pH 3.0 o inferior. A pH 3.0 no se produce la
absorcidn de nutrientes, al contrario, el fdsforo y calcio fueron cedidos de
la planta a2l medio. A pH 9.0 se redujo la extraccién del fésforo y a pH 4.0

a 5.0 la absorcién de calcio fue la mds baja, particularmente en lechuga ¥
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tomate, Iintre pH 4.0 y 9.0 no fue observado un efecto profundo sobre la ab-
sorcidn de magnesio, potasio o nitrato.

Pérdidas de potasic de la planta hacia el medio a pH bajo han sido atri~
buifdas a ia pérdida pasiva (35, 39, 75). Murphy (73) estudié el efecto de
la concentracidén del ion hidrégenoc sobre la absorcién de potasio por las

ralces de Lolium pererme y concluyé que el ion hidréseno compitié con otros

cationes, particularmente potasio.

Ia toxicidad de manganeso es usualmente asociada con la acidez del suelo.
Lohnis (52) investigd el efecto del exceso de manganesc scbre el crecimiento
de guisante y otras leguminosas de clima templado y encontrd que Phaseolus

vulgaris, Vicia sativa y alfalfa fueron susceptibles, mientras que el trébol

rojo, trébol blanco y Vicia faba fueron mucho menos sensibles.

las interacciones de manganeso con algunos otros nutrientes han sido
reportadas y se ha sugerido gue el exceso de manganeso puede inducir defi-
ciencias de molibdeno en un suelo deficiente en este elemento (5, 8, 110).
Walker et. al. (110) concluyeron que el efecto del exceso de manganeso So-
bre la efectividad del molibdeno fue mayor en el casoc de la fijacidn de ni-
trégeno que sobre la planta huésped.

ILas interacciones de calcio y manganeso han sido reportadas por varios
autores. Schmehl et. al. (102) establecieron que la alfalfa desarrolla sin-
tomas de exceso de manganeso cuando la relacidén calcio: manganeso fue < 75.

Similares relaciones han sido obtenidas por Wallace (111).

D. Galeio
Andrew et. al, { 9) reportaron gue el aprovechamientc del caleio, tanto

por la planta como por el Rhizobium, es sumamente complejo. Aparte de su

efecto en el pH y sus consecuentes efectos indirectos, el ion calecio es im-

portante en el desarrollo de nuevos tejidos, particularmente el de las
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raices, La deficiencia de calcio en los tréboles se muestra por el marchi-
tamiento y caida de los pedicelos y peciolos, mientras que en la alfalfa,

Phaseolus latyroides, Desmodium uncinatum y otras leguminosas tropicales el

efecto es la muerfe y calda de los brotes terminales; las raices estdn limi-
tadas en su crecimiento, descoloridas y muy ramificadas, con los extremos
engrosados.,

Albrecht (2) usé mezclas de arcilla y arena en la investigacién de la
nodulacidn y crecimiento de soya, Concluyd que el principal beneficio del
encalado provenia del calcio como nutriente de las plantas., iM4s reciente-
mente Norris (79) informé de la poca evidencia de que el calcio sea necesa=
ric para el crecimiento del Rhizobium bajo condiciones de cultive, pero
que si el magnesio era esencial. Loneragan (53) ha demostrado que el conte-
nido de calcie del tejido nodular es menor que el de las raices y partes
aéreas de la planta huésped y afirmbd que los efectos de la deficiencia de
caleio en la fijacidn de nitrégeno no eran necesariamente ocasionados por el
déficit de calcio en el nédulo, pero que podfan ser debidos a un suministro
restringido posiblemente de hidratos de carbono, resultantes de la deficiencia
de caleic en la planta huésped.

Oertel et. al. {citado por Evans y Purvis 34) sugieren que uno de los
principales beneficios de la cal para las leguminosas es el aumento de la
solubilidad del molibdeno.

Para el crecimiento de las leguminosas de clima templado en suelos &cidos
es costumbre esparcir grandes cantidades de cal o concentrarla cerca de la se
mila inoculada (6, 7).

Hay muy pocos casos de leguminosas tropicales que no nodulan; sin embar-
go, algunas leguminosas han respondido a la aplicacién de cal. Samuels y

Landrau {101) reportarcn que el Kudzd tropical daba incrementos marcados en
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la nodulacidén cuando crecia en un suelo dcido ligeramente encalado.

Andrew et. al. (11, 12) han encontrado que varias leguminosas tropicales
y subtropicales pueden desarroliarse satisiacioriamente en un suelo 4cido,
mientras que leguminosas de clima templado, creciendo en el mismo suelo,
exhiben sintomas de deficiencias de calcio, En un suelo de pH 5.2, sin cal~

cio agregado, las cuatro leguminosas: alfalfa, Medicago tribuloides Desr.,

Trifolium fragiferum L. y trébol blanco rindieron 1.5, 2.0, 6.5% respectiva-

mente de sus miximos rendimientos en la presencia de calcio agregado. Ilas

leguminosas tropicales Desmodium uncinatum (Jaeq) D.C., Indigofera spicata

Forsk,, Centrosema pubescens Benth., Stylosanthes bojeri Vog. y Phaseolus

lathyroides L. rindieron 25, 40, 52, 64 y 68% respectivamente de sus médximos
rendimientos en comparacidm con encalado. No se observaron sintomas de de~
ficlencia de calcio en las especies tropicales y algunas de ellas, particu-
larmente Sylosanthes, acumularon mds calcio en sus tejidos que las especies
templadas, Se observaron diferencias en la nodulacidn de las especies tro-

picales y el contenido de proteinas de Phaseolus y Centrosema subid con la

adicibén de cal.

Allaway (3) y Mehlich et. al. (60, 61, 62) demostraron que el calcio es
mis rdpidamente removido de la kaolinita que de arcillas montmorriloniticas;
Mehlich también cita que el aprovechamiento del calcio aumenta con la cre-
ciente saturacidn de calecio de las arcillas. Esto recalca la importancia
del balance nutritivo y de las relaciones suelo/planta.

Debe tenerse cuidado con el uso de cal en los suelos tropicales, sobre
todo la cantidad que se aplique. Andrew y Bryan (10,11 ) han informado
que una aplicacidn de 250 kg. de cal por acre es suficiente para provocar un
miximo crecimiento en las especies tropicales y templadas, y en efecto, apli
caciones mayores de cal sobre este limite podfan reducir los rendimientos

particzlamente de las especies de Stylosanthes.




- 25 -

E, Meolibdeno

Numerosos son los autores que han informado de la importancia que tiene el
molibdeno sobre el crecimiento, fijacién de nitrégeno, nodulacidn y rendimien
to de las leguminosas y otras plantas., Asi mismo necesitan molibdeno los
microorganismos fijadores de nitrégeno, ya sea que vivan independientemente
como el Agzotobacter o en simbiosis como el Rhizobium,

Bortelz (24) sefialé que el Rhizobium requeria apreciables cantidades de
molibdeno para fijar nitr6geno atmosférico en arvejas, soya y trébol rojo.
Asi, el molibdeno es esencial en dos fases de la nutricién de las legumino-
sas; primero, en la eficiente fijacidn del nitrégeno por el Rhizobium, y
segundo, en la transformacidn de nitratos a compuestos reducidos de nitrége-
no. Al faltar este elemento aparecen caracteristicos sintomas de deficiencia.
En trébol rojo y trébol hibrido "Alsike clover" las hojuelas se ponen opa=-
cas, verde grisiceas o clorbticas, especialmente alrededor de los mérgenes,
las cuales se enrcllan hacia abajo o hacia arriba, poniéndose rdpidamente
neerdticos (43)., En alfalfa (33, 43, 95) las hojas se marchitan y muestran
un color verde pdlido en las puntas. Un sombreado blanco intervenal, segui-
do por un completo blanqueamientc que se iniciz en las puntas o en el centro
de las hojuelas., Marchitamiento de los extremos de las hojas y peciolos por
la deficienecia de molibdeno también ha sido reportade pars arvejas y frijow
les (44, 59, 116). De planta a planta los requerimieﬁtos de molibdeno varian
grandemente., Dentro de la familia de las leguminosas se ha encontrado que
alfalfa y en general el género Medicago (69, 95, 119}, tienen sustancialmenw
te mds altos requerimientos que los tréboles,

Los experimentos de Arnon y Stout (14) con cultivos de tomate en solu-
ciones nutritivas sin molibdeno, revelaron slntomas de deficiencia en pocas

semanas, Las hojas aparecian abigarradas, se enrollaron y necrosaron en los
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bordes., Ia adicidn de 0.0l ppm de molibdeno impidid la aparicién de dichos
sintomas.

Sintomas de deficiencia similares también fueron observados por Heagland
(45) y Piper (88). Una revisién de literatura por Mogilner y Cenoz (65) di-
ce que la sintomatologia de carencia de este elemento en las plantas supe-
riores se observa primeramente en las hojas, las que se vuelven cloréticas
¥ & veces toman una coloracién verde pilida, pierden la turgencia, lo que
se manifiesta con mayor intensidad en la periferia de la l4mina de las hojas
(trébol y alfalfa) y a veces en la base del limbo (remolacha azucarera).

En ausencia del molibdenc se demora el desarrollo de los meristemas, 1o que
indica que en las plantas deficientes en este elemento se perturba probable-
mente el metabolismo del nitrdgeno y agua,

El mejoramiento, crecimiento y desarrollo de las plantas abonadas con
molibdeno lo observaron Anderson et. al., (6), Bvans y Purvis (34) eit. al,
(37, 49); todos encontraron aumentos significativos con aplicaciones de mo-
1libdato de sodio en cultivos de alfalfa.

Fl papel del molibdeno en la planta estd ligado sobre todo al metabolismo
del nitrégeno, en particular en las leguminosas. Bortelz (24) y Mulder (67)
encontraron en el cultivo de estas plantas un aumento de nitrégeno y del
crecimiento después de la aplicacién de molibdeno al suelo,

Mulder (66), Strong (108), Mashtakov et. al. (58) reportaron que una
gran parte del beneficio del molibdeno parece ser debido a efectos estimula-
tivos sobre el bacterio nitrificador del nddulo y ademds a la ayuda en el
desarrollo de otros microorganismos benéficos, que favorecen la nodulacidn y
fijacidén de nitrdgeno.

Bobko y Savvina (22) observaron la formacién de nédulos en las raices

de guisante sblo después de la adicidén de molibdeno.
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Minina (64) mostrd la necesidad de molibdeno para la reduccidn de nitra-
tos. Lo mismo encontré Mulder (67); este ¢lbtimo autor tembién demostrd la

necesidad de molibdeno para la fijacidén de nitrdgeno gaseoso por Azotobacter

y Bhizobium.

F. Boro

Mulder (68) informé que el boro es esencial para el desarrollo de las ral
ces de las plantas y también para la formacidn de nédulos en las leguminosas.
En ausencia de boro solamente se formaron nddulos rudimentarios, incapaces de
fijar nitrégeno. Brenchley y Thorten (citados por Andrew 9) encontraron
que los requerimientos de boro para la fijacién de nitrégeno son mayores que
para el crecimiento de la planta huésped. Sin embargo, los resultados obte-
nidos por Mulder (48) con arvejas fueron contrarios a esto.

Johmston (47) reporté que en ausencia de boro habla acumulacidn de car-
bohidratos.

Crowder (27) trabajando con alfalfea notd que la aplicacidn de boro aumen
t6 significativamente la produccidn en cada época de corte, mientras que el
erecimiento de las plantas sin borax fue anormal., lLas plantas dificilmente
gse desarrollaron y muchas no alcanzaron alturas mayores de 10 cm. Este mis-
mo autor observd que en las puntas de crecimiento se formaron rosetas de
hojas muy pequefias, muchos de los foliolos se deformaron, se tornaron corid-
ceos y en un gran nimero de plantas aparecid clorosis en las yemas termina-
les y el amarillamiento se extendié hacia la parte baja, ocasionando la
muerte de muchas plantas.

Levedev (51) encontrd que cuando el céfamo crece asociado con lupinos,
utiliza el nitrégeno de los nddulos de los lupinos. EL afirmé que el boro
estimuld el desarrollo del bacterio del nédulo de los lupinos y dio un efec-

to positivo sobre el crecimiento y desarrollo de la planta de cdfiamo.
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Echeverri (31) informé que la aplicacidén de fésforo tiene una marcada
influencia en el establecimiento de la alfalfa y que la cal y borax y otros
elanentos menores estimulan el crecimiento.

Naftel (74) dijo que el Trifolivm incarnatwm "Crimson clover" responde

favorablemente a la aplicacidén de boro en suelos donde los fertilizantes y
cal residuales han variado el grado de acidez del suelo. HExaminando las
raices tratadas con borato encontré que éstas eran muy vigorosas, mientras
que las raices no tratadas poseian sélo algunos nédulos.

Wayne y Bryan (112) reportaron una relacién entre el calcio y el boro.
Reeve y Shive {94) también hicieron referencia a la relacién boro-calcio y
ademds consideraron la relacidn boro-potasio; concluyeron que en plantas de
tomate, a cualquier nivel de bore en el sustrato, hay un aumento progresivo
en el contenido de boro en las plantas a razén como incrementa el potasio en
el sustrato. COrecientes cantidades de calgio tienen el mismo efectc sobre
bajos niveles de boro, pero a altos niveles de boro la toxicidad es marcada-
mente reducida por crecilentes adiciones de calecio, Los sintomas de deficien
c¢ia de caleio y bore son similares en algunos aspectos como por ejemplo en
que el crecimiento radical es perjudicado y se decoloran las raices; en am-
bos casos el tejido apical es afectado. Rogers (97) encontrd que frijol de

soya, Trifolium hibridum "Alsike clover" y Lespedeza sericea no respondie-

ron a las aplicaciones de borax en suelos que fueron altamente deficientes

en boro para alfalfa y Trifolium incarnatun "Crimson clover!, También

Rogers demostrd la importancia que tiene el boro en la produccién de semillas,
particularmente en leguminosas, Una de las pocas informaciones sobre las
respuestas de las leguminosas tropicales a las aplicaciones de boro ha sido
dada por Loustalot y Telford (55); encontraron que las deficiencias de boro
reducen el tamafio de las raices y el nlmero y tamafio de los nbdulos en Kudzd

tropical.
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MATERIALES Y METODOS

I. UBICACICN DE LOS EXPERIMENTOS

Los experimentos se realizaron en un invernaderc del Departamento de
Energia Nuclear del Instituto Interamericano de Ciencias Agricolas, situado
en Turrialba, Costa Rica. Las coordenadas geogrdficas del Instituto son:
latitud N 92 56', longitud W de Greenwich 832 35!, altitud 602 m. s.n.m.

El clima es subtropical muy himedo con una temperatura media anual de

22.62C y una precipitacién pluvial media de 2582 mm.

I1. MATERIAL VEGETATIVO USADO Y SIEMBRA

En los experimentos llevados a cabo se usaron semillas de Leucaena

glauca,Stylosanthes gracilis y Stylosanthes guayanensis; las dos primeras

fueron cosechadas del Jardin Agrostolégico del Instituto el dia 20 de febre-
ro de 1962 para su uso posterior, mientras que las semillas de la especie

Stylosanthes guayanensis fue proporcionada por el sefior Arthur Semple,

Las semillas antes de ser usadas fueron seleccionadas mediante un cata-
dor marca "South Dakota', usdndose tan sélo las de tipo pesado. TFueron
sembradas ‘en macetas de metal, las cuales tuvieron un didmetro de
13 em., una altura de 15 cm, y una capacidad para 1500 g. de suelo. lLas
macetas fueron recublertas interiormente con bolsas de material pldstico pa-
ra evitar el posible contacto de las rafces con el metal de 1la maceta.

BEn estos experimentos se usd suelo y subsuelo de la localidad de Paraiso,
del fundo del sefior Ramén Madrigal., Estos suelos fueron previamente secados
¥y cernidos en wn tamiz con orificios de 2 mm. de didmetro. Se efectud un
andlisis quimico y fisico de acuerdo a los diversos métodos especificados.

Bn cada maceta se sembraron 6 semillas. Donde se requirid, fueron
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previamente inoculadas con inéculo C B &1 especifico para Leucaena glauca,

traido de Australia; el inéculo fue usado tanto para Leucaena como para

Stylosanthes, ya que este dltimo carecia de indculo especifico.

I¥I. DISENO DE LOS EXPERIHENTOS

A. Experimento N2 L

En este experimento se usb suelo y subsuelo y la especie Stylosanthes

gracilis, la cual fue sembrada el 24 de abril de 1962 y cosechada en dos
épocas diferentes o sea a los 60 y 90 dias después de la siembra.

Fn este experimento se adoptd el sistema factorial en bloques al azar,
con 3 repeticiones para cada fecha de muestreo, siendo un total de 6 repeti-
ciones, las que en conjunto dieron 120 macetas para suelo y 60 para subsuelo,
como se explicard posteriormente.

Los tratamientos que se utilizaron fueron 20 para cada repebticidn, pues-
to que se tratd de un factorial del tipo 2 x 2 x 5. Este nimero de trata-
mientos resulté de las combinaciones de las variables que se estudiaron.

De acuerde con las pautas establecidas para el estudic de la esencia=; —
iidad de los elementos, se partid de un tratamiento completo o sea aguél
que contenia todos los elementos esencialies para el normal desarrollo de la
planta. A partir de éste se tomaron como tratamientos todos los elementos
menos los en estudio que en este caso fueron: molibdeno y borc y un trata—
miento en el cual se eliminaron los sulfatos de Cu, Zn, in, Fe, Mg.

Los tratamientos gue se usaron en este trabajo fueron:

1. Niveles de los fertilizantes:

a., Testipgo (suelo solo)
b, Tratamiento completo

¢. Tratamiento completo menos B
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d. Tratamiento compieto menos iio
e, Tratamiento completo menos sulfatecs de Cu, Zn, i¥n, Fe, g
(denominado tratamiento menos i)
2, Inbculo a dos niveles (con y sin)
3, Cal a dos niveles (C y L500 Kg./Ha. ).
In el caso de subsuelo se siguieron los mismos tratamientos a excepecidn
de la aplicacién de indculo que fue igual para todos los tratamientos, suge-
rencia hecha por el Dr. 4. Z. Kretschmer de la Universidad de Florida {comu-

nicacidén personal), razdn por la cual se utilizaron sélo 10 tratamientos y

un total de &0 macetas.

B, Hxperimento N2 2

En relacién con el experimento anterior, se llevé a cabo uno similar con

la especie Leucaena glauca, utilizando suelo y subsuelo y variando los nive~

les de cal, pues en este caso se usaron 4500 y 9000 Kg./Ha.
Constd de 3 repeticiones que fueron sembradas el 13 de mayo de 1962 y
cosechadas & los 90 dias,

Los tratamientos fueron similares al anterior, dando un total de 60 ma-

cetas, pero con sbélo una planta por maceta,

C. Experimento N2 3

Con miras a completar los datos obtenidos con los experimentos anterio-
res, se sembrd el siguiente experimento el 13 de agosto de 1962 y se cosechd
a los 80 dfas, en el cual se estudié la fijacién de nitrdgeno en el suelo,
el contenido de éste en las rafices y en la parte aérea. Se usaron los nive-
les de 0, 15, 30 y 60 Kg. de nitrbgeno por Ha. para averiguar su influencia

en 1a nodulacién y crecimiento de la leguminosa Stylosanthes guayanensis.,

Consta de 13 tratamientos en los cuales se estudiaron ademds de los
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niveles de nitrégeno los microelementos boro y molibdeno, permaneciendo
constante en todos los tratamientos la dosis de 500 Kg./Ha. de cal y la pre-
sencia de indculo.

La disposicidn experimental, tanto para suelo como para subsuelo, fue en
bloques randomizados al azar, con 6 repeticiones, que hacian un total de 78

macetas para suelo y subsuele respectivamente,

D, Disposicidn de las macetas

las macetas fueron colocadas en mesas previamente acondicionadas, de tal
manera que permitiesen que parte de la bolsa pidstica entrase en contacto
con un vaso parafinade, colocado debajo de la misma mesa, para recibir el
agua perdida por percolacifn., Cualquier ligquido que pasé fue devuelto a la
maceta para evitar que los fertilizantes se perdiesen.

las macetas estuvieron dispuestas al azar y fueron cambiadas de lugar ca
da 15 dfas, Todos los riegos se hicieron con agua destilada y agua de llu~-
via en ausencia de la anterior,

Ias soluciones se aplicaron después de efectuada la siembra, a excepcidn
de carbonato de calclo y superfosfato que se aplicaron directamente al suelo
por no ser sclubles en agua, razén por la cual se tuvo que mezclar bien con
el suelo para que su distribucién fuese uniforme en cada maceta. Los elemen
tos y cantidades usadas de las diversas sales estdn incluidas en los Cuadros

Nos. 1y 2.
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CUADRC N2 1

FERTTILIZANTES Y SALES USADAS PARA STYLOSANTH:S GRACILIS

Y LEUCAFNA GLAUCA

Fertili Elemento o Fertili Elemento o
Fuente de % de Elemento  zante compuesto zante compuesto
fertilizante o compuesto Kg./Ha. Kg./Ha. mg./maceta mg./maceta
Superfosfato triple 46.0 P505 Sl 250 408 187.7
Muriato de potasio 60.0 X,0 140 8l 105 63.0
Urea 46.0 N _SQ - 108 g8l 37.3
50, Cu 40.0 Cu 17 6.7 12.6 5.04
SOhFe 36.0 Fe 17 6.22 12.6 L.53
SOAMh 37.0 kn 17 6,05 12.6 L.66
30),Zn. 7 Hp0 23.0 Zn 17 3.86 12.6 2.90
SOhMg 20.0 Mg 66 13.20 L9 4 9.88
C04Ca 39.7 Ca 4480.0  1778.5 3360.0 1333.0
Na2MoOA. 2 H,0 40.0 Me 1.12 0.448 C.84 0.33
9.0 B 22,1 2.16 16.80 1.51

Na2BhO7
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CUADRO N2 2

SALES USADAS PARA STYLOSANTHES GUAYANENSIS

Fertili  Elemento o Fertili Elemento o
Fuente de % de Elemento zante compuesto zante compuesio
fertilizante o compuesto Kg./Ha, Kg./Ha. mg./maceta mg./maceta
POLLHNa2 50.0 P205 500.00 250.00 375 201
SOAK 54.0 K20 168.00 91.C0 126 68.1
Urea L6.O N 130.00 6C.00 97.5 L. 8
SOhCu 40.0 Cu 17.00 6.72 12.6 5.0L
SOAMn 36.0 Mn 17.00 6.05 12.6 L.53
SOAFe 37.0 Fe 17.00 6.22 12.6 L.6b
S0pZn. 7 HpO 23,0 Zn 17.00 3.86 12,6 2.89
S0, Mg 20.0 Mg 66.00 13.20 L49.4 9.88
SOhGa 29.0 Ca 560,00 162,40 420.0 122.0
NaQMbOh. 2 Hy0 40.0 Mo 1.12 O 448 0.84 C.33
NasBy O "9.C B 22.40 2.16 16.80 1.51
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IV, DESCRIPCION DEL SUELO USADO

El suelo y subsuelo usado pertenecen a la serie de Paraiso que segln los
estudios realizados por Déndoli y Torres (30) son suelos que se pueden clasi
ficar como lateriticos, que revelan una fertilidad potencial insignificante
como se ha podido comprobar con los andlisis realizados.

la serie de Paraiso se encuentra localizada en los alrededores de la
ciudad de Parafso y se extiende de oceste a este, desde el rio Barquero hasta
un poco mds alld del rio Birrisito; por el sur le sirve de limite la serie
Misceldnea de los Farallones que van hacia los rios Agua Caliente y Reventa—
zén., Cubre un 4drea aproximada de 5000 Ha.

Se caracteriza por ser suelo lateritico més desarrollado de la zona estu
diada. ILa roca madre 1a constituye una "Andesita hipersteno-augitica' muy
meteorizada, aln a varios metros de profundidad.

las caracteristicas del perfil son las siguientes:

A, 0a 20 cm.: es de color pardo oscuro en himedo y pardo claro en
seco, arcilloso, de estructura granular media. Pléstico y lige-
ramente adhesivo en h@mede y ligeramente duro en seco. Permeable,
de regular a bajo contenido de materia orginica. Presenta concre-
sencias ferromagnésicas en forma de “perciigén" pequeiio.,

B. 20 a 200 cn,: color pardo rojizo en himedo y rojo amarillento en
seco; con manchas amarillentas, rojizas y negras y mayor conteni-
do de "perdigén". Arcilloso, de estructura terronosa media, que
cuando seco y triturado entre los dedos fractura en agregados an-~

gulosos pequefios, Las raices lo penetran con facilidad.
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V. ANALISIS DE LABCRATORIO REALIZADOS

En el laboratorio se hicleron las determinaciones de pH, tanto para sue
lo como para subsuelo, por el método del potenciémetro (100). Para esto se
usaron dos muestras, una con agua en la relacidn 1l:2.5 y otra con clorurc de
calcio en la proporcidn 1:2.

También se deteminé el contenide de materia orgénica, siguiendo el
método de Walkley y Black (100). Para la determinacién de bases intercambia
bles, la extraccién se hizo por el método del acetato de amonio (46), la de-
teminacidn de calclo y magnesio se efectud por el método del versenato
(100). El contenido de potasic se determiné por el fotémetro de llama (46)
vy para el f6sforo se uséd el método colerimétrico con molibdate de amonio
(L6),

En cuanto al andlisis fisico, se determind la textura usando el método
de Bouyoucos (25) y la densidad especifica real por el método del frasco de

gravedad especifica (46).

VI. TCKA DI DATOS

Tanto en el Bxperimento N2 1, como en el N2 2, se hicieron las sigulen-
tes mediciones y contadas:

Bn la parte aérea se tomé peso himedo, peso seco, didmetro de la base
del tallo, altura de la planta, nimero de ramas laterales y nGmero de hojas.

Rafces: se tomd la longitud mdxima de las raices, peso himedo, peso seco
v ademds se hizo el conteo y clasificacidn de nddulos.

En el Bxperimento N2 3 se tomd sdlo peso seco de la parte aérea y de
las rafces y se efectud una apreciacién relativa de la nodulacidén. Se deter-

miné también el contenido de nitrégenc de la parte aérea y raiz, usando el
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método micro Kjeldahl (72). Para el andlisis del contenido de nitré;enc del

suelo y subsuelo se usé el método macro Kjeldahl (100).

VII. CONTEC DE HODULGS

Para poder efectuar el conteo de los ndédulos se hizo primeramente un
lavado culdadoso de las raices, usando un chorro fino de agua. Una vez la-
vadas y determinada la longitud y peso himedo, las raices fueron guardadas
en un refrigerador hasta el momento de efectuar la contada de nédulos.
sta se hizo con la ayuda de una lupa de gran aumento de tal manera que per-
mitiese realizar el trabajo con facilidad,

Los nédulos fueron separados en dos tamafios mediante un tamiz con per-
foraciones de 0.84 mm, de didmetro. La separacién se hizo solamente en el

caso de Stylosanthes gracilis que posee nédulos casi completamente esféricos

¥y peaquefios, 1o que permite efectuar la clasificacidn con facilidad,

En Leucaena glauca los nddulos son de forma y tamafio variable, por lo

que no se efectud la clasificacién. Una vez contados los nbédulos con ayuda
de un contdémebtro, fueron guardados en un refrigerador en frascos de vidrio,
en cuyo interior se puso papel himedo rara conservar el material hasta el
momento de la pesada.

Para el peso de las raices, talios y nédulos, el material se secd en
una estufa a 702C durante 48 horas y las pesadas se efectuaron en una balan-

za semiauntomdtica tipo Mebtler.



-~ 38 -
VILII. ANALIGIS ESTADISTICCS

En relacidn a los disefios usados, se efectuaron los andlisis correspon-~
dientes al tipo factorial. HEstos andlisis se hicieron en forma independien—
te para cada dato tomado; luego se usd la prueba de Duncan y el 1limite de
significacién para determimar la variabilidad de cada tratamiento y asi po-

der determinar su efecto.
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