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"RESPUESTA DE FRIJOL, MUNGO (Vigna radiata) A LA INOCULACION DE TRES CEPAS DE
Rhizobium Spp. EN LA FINCA SABANA GRANDE, ESCUINTLA, GUATEMALA "

"MUNGO BEAN (Vigna radiata) RESPONSE TO INOCULATION OF THREE STRAINS OF
Rhizobium Spp. AT THE SABANA GRANDE FARM, ESCUINTLA, GUATEMALA."

RESUMEN

El fijol mungo (Vigna radiata), tiene la capacidad de asociarse en forma simbiotica con bacterias del
genero Rhizobium y fijar nitrégeno atmosférico, por lo que manejando adecuadamente este proceso, se puede
tener un ahorro parcial de fertilizantes nitrogenados y disminuir la contaminacion por aplicacién de quimicos
al suelo. En tal sentido, se establecio la respuesta de frijol mungo a la inoculacion con las cepas especificas de
Rhizobium TAL 209,420 y 441 con fines de determinar la infeciividad y efectividad de éstas cepas al ser
inoculadas al frijol mungo. El planteamiento y ejecucion del presenie trabajo de investigacion, surgio a raiz
de que en Guatemala, n exdste informacion sobre la simbiésis leguminosa-Rhizobium en el cultivo de frijol
mungo.

La parte metodologica consistio de dos fases, una de laboratorio yla otra de campo. En la fase de
laboratorto se propagaron las cepas enviadas por el Proyecto Nif TAL Hawaii hasta lograr la concentracién
de células de Rhizobium deseada. En la fase de campo, se trazé un disefic en bloques al azar con cuatro
tratamientos, cuairo repeticiones y un fotal de 16 unidades experimentales.

Se concluy6, que el frijol mungo es una especie promiscua, ya que se enconiraron en la raiz de la planta
nodulos de Rhuzobium provenientes del area de estudio, en la cual nunca antes se habia sembrado v mucho
menos moculado éste cultivo. Los noédulos provenientes de la inoculacién se concentraron en la corona de la

raiz y raices secundarias.
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La cepa con mejor capacidad de fijacién biclégica de mirogeno, fue la cepa TAL 441, que reportd
en todas las variables de respuesta evaluadas los promedios mas altos. En rendimiento de grano al 14 %
de humedad, ésia cepa superd al testigo en 430.91 Kg/Ha, lo cual significa un 29.25% mas de
rendimiento. En fuluros ensayos de simbiosis en frijol mungo, es importante evaluar las cepas utilizadas

en éste trabajo de investigacion bajo otras condiciones de suelo, lugar y tiempo.




1. INTRODUCCION

El cultivo de frijol mungo (Yigna radiata) es una leguminosa herbacea de origen Indu, el alto
contemdo de proteina que posee (23.9 %) ha llevado a paises como la la India y China a cultivarlo en
grandes extensiones (2).

En los paises latinoamericanos y especificamente en Guaiemala, son casi desconocidas las
bondades agronémicas de éste cultivo,

Guaternala, principalmente el 4rea rural basa la alimentacion en el consumo del frijol comun
(Phaseolus vulganis L), pero en la actualidad existen factores que limitan la produccion, como lo son, el
incremento de los costos para producirlo especificamente en lo que respecta a la fertilizacion quimica,
Ante ésta problematica se hace necesario tecnificar un nuevo cultivo y poder ofrecerlo en el futuro como una
alternativa alimentaria de alto valor biologico y de bajo costo.

El fojol tiene la capacidad de asociarse en forma simbiética con bacterias del género Rhizobium y
fijar nitrogeno atmosférico, por lo que, mediante el manejo adecuado de dicho proceso, se puede obtener un
ahorro parcial de los fertilizantes nitrogenados. Guedes (15), indica que debido a la crisis energética a
partir de 1,973 causada por el aumento del costo de los hidrocarburos, se hace interesanie el estudio de la
asocliacion simbiotica Rhizobium-Leguminosa. La bisqueda de respuesta a una accion simbiotica, que
reduzea la necesidad de aplicar nitrégeno quimico al suelo como fuente de nutrientes, redundaré
indiscutiblemente en una economia asi como a la disminucion de contaminantes por aplicacion de quimicos
al suelo.

En tal sentido, se establecio la inoculacion a la semilla de frijol mungo con bacterias especificas del
género Rhizobium, con fines de generar conocimiento sobre la fijacion biolégica de nitrégeno dada por la
agoclacion simbidtica Rhizobium-Leguminosa.

La ejecucion de éste trabajo de investigacion, se realizr')r en la umdad docente productiva "Sabana
Grande", Escuintla, ubicada en la parte sur del pais.

El ciclo de cultivo durd sesenta y siete dias é partir de la siembra hasta la cosecha, durante el
periodo comprendido del 17 de agosto al 23 de octubre de 1,994.
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2. DEFINICION DEL PROBLEMA

Cuando se trata de resolver el problema de la desnutricion en los sectores desposidos de la poblacion
y en general de los paises latinoamericanos, en donde existen bajos suministros de proteina, de inmediato
aparecen las leguminosas como una solucién inmediata al problema (12).

Fl planteamiento y ejecucién del presente trabajo de investigacion, surgio a raiz de que en Guatemala
né existe informacion sobre la simbidsis leguminosa- Rhizobium en el cultivo del frijol mungo (Vigna
madiata) ademas por el alto costo que significa en la actualidad producir el frijol comun (Phasedlus vulgans 1)
ast como otras leguminosas de grano para la alimentacién.

El Centro Universitanio del sur (CUNSUR), como umidad académica de la Universidad de San
Carlos de Guatemala, con fines de técnificar el frijo} mungo en Guatemala, ha geperado informaciéon basica
acerca de éste culiivo en la parte Sur del pais, pero no habia sido evaluado dentro de los aspectos de
tecnificacion del cultivo, las bondades que represenia para el agriculior, el uso de cepas eficientes para fijar
mitrégeno atmosfénco (13).

Considerando todo lo anteriormente expuesto, el presente trabajo de investigacion evaluo la
respuesta del frijol mungo (Vigpa radiata), a la inoculacion de 3 cepas especificas de Rhizobjum, con
caracteristicas de ser altamente infectivas y efectivas, y con ello, obtener informacién que perrmta producir
en Guatemala el inéculo que mejor se halla comportado en el frijol mungo.

La evaluacion de la nodulacién es muy util cuando es analizdda en diferentes fratamienios
conjuntamente con €l rendimiento de nitrogeno y los pardmetros que se pueden tomar en cuenta son los
siguientes: el nimero, €l peso v la distribucion. Durante 1a fase vegetativa, la actividad de fijjacion de mitrégeno
alcanza un maximo y luego declina cuando se inicia la competencia por carbohudratos para la produccion de
semfllas. La bacteria reduce los nitratos a amonio v luego lo incorpora a la planta en forma de biopolimeros
nitrogenados. El amonio formado es asimilado en forma de aminoacidos y la enzima encargada de catalizar la

reaccion es la nitrogenasa (16),



3. MARCO TEORICO
3.1. MARCO CONCEPTUAL
3.1.1, LAS LEGUMINOSAS

Las leguminosas son una familia muy amplia, poseen alrededor de 750 géneros y 20,000 especies,
incliyendo fanto plantas cultivadas como numerosos arboles, plantas herbéceas y arbustos que juegan
un papel wmportante dentro de varios ecosistemas. Las plantas de ésta familia presentan particular
imporiancia en la alimentacion humana (granos) o animal (forrajes), al igual que en la economia del
mtrogeno del suelo, ya que la mineralizacion de sus residuos constituye un aporte de nitrdgeno disponible
(15).

Las leguminosas se caracterizan por poseer hojas compuestas aunque algiinas solamente las tienen
en su estado juvenil, como Acacia Spp., Clitoria Spp., frutos en forma de vaina y en la mayoria de ellas,
nédulos radicales fijadores de nitrogeno (6).

La famiha de las leguminosas, posee 3 sub-familias: MIMOSACEAS, con mas de 50 géneros y 2,900
especies, adaptadas a las regiones tropicales. La mayoria son arbustos y arboles con muy pocas plantas
herbaceas. Casi todas las especies estudiadas de ésta sub-familia, forman nédulos. Entre los géneros con
mayor ndmero de especies estin: Inga, Albizzia, Acacia, Mimosa. CESALPINACEAS, adaptadas a las
regiones tropicales, la mayoria son 4rboles y arbustos. Posee alrededor de 100 géneros y 1,800 especies,
pocas de las especies estudiadas forman nédulos (alrededor de un 30%). Entre los géneros mas conocidos
de ésta sub-familia estan: Copaifera, Casgia, Caesalpinia, Tamariundus. PAPILONACEAS: Contiene
aproximadamente unos 400 generos y 14,000 especies en el mundo, dentro de las cuales se encuentran casi
todas las leguminosas de imporiancia agricola. Son plantas herbiceas, raramente arbustos o arboles, y

la mayoria de ellas forman nodulos fijadores de nitrégeno. Entre sus géneros mas importantes estan:

Lupinus, Lotus, Arachis, Pisum, Phaseolus, Vigna, Glycine, Cenirosema, Pueraria, Stylosanthes etc. (15).

3.1.2. ORIGEN DEL FRIJOL MUNGO

El fojol munge (Vigna radiata), es una leguminosa herbécea anual, originaria de la India, tiene un
periode de maduracion breve, se cultiva extensamente en la India, Iran, Malacta, Africa Oriental y Grecia,
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es una legumunosa importante de la zona tropical de la India. Es frecuente que sus semillas se coman
después de germnadas. Esta planta también se cultiva como fuente de abono verde. Se considera que en la
actualidad puede ser infroducida en nuevas areas o nuevas regiones del mundo con el fin de contnbuir a frepar

las deficiencias nutricionales (2).

3.1.3. ATRIBUTOS NUTRITIVOS DEL FRIJOL MUNGO

El fnjol mungo tiene atributos agrondmicos que lo hacen ser una de las leguminosas de gran
importancia, ya que aporta al menor costo (Q. 1.84/100 g) protetna de alta calidad, con una digestibilidad del
81%, un valor biologico del orden del 70%, ademés, es importante mencionar que en términos de
rendimiento de proteina por hectarea, va mas alla del maiz, arroz, mania y otros (12,13).

El contemdo de amino4cidos del frijol mungo, comparado con el contenido de amnoacidos de la soya

¥ el huevo entero, pueden apreciarse en el cuadro 1.

CUADRO 1. Contenido de aminoacidos de dos leguminosas (frijol mungo y soya) y de
huevo entero en (Mg/g de niirégeno), 1,977 (12).

IAMINOACIDOS | Isoleusina Leusina Lisina Metionina treonina Triptofano
ICULTIVO |

F. Mungo 223 441 504 77 200 50

IF. Soya 284 486 390 162 242 78
Huevo Entero 393 551 436 363 320 93

Es importante mencionar que el incremento del acido ascdrbico es significativo después de

haber germinado el frijol mungo. Las leguminosas germinadas han sido utilizadas como factor
antiescorbutico basicamente en su forma germinada. Los rendimienios de proteina por unidad de area
son satisfactorios (0.55 TM/Ha) y por ser de origen vegeial la proteina es mas barata que la que procede de

origen animal, encontrandose la proteina de origen vegetal entre un rango de 17% a 38% (11,13).



3.1.4. CARACTERISTICAS AGRONOMICAS DEL FRIJOL MUNGO
El frjol mungo germina a los 5 dias después de la siembra, la floracion se inicia a los 37 dias |
aproximadame:iidespués de sembrado el cultivo y completa su ciclo de vida a los 62 dias. La planta
alcanza una alturp de 0.32 metros, con tallos herbaceos, flor de color amarillo, el fruto es una vaina, grano de
color vérde palido y la raiz alcanza una profundidad de 0.20 a 0.30 metros de profundidad. Los

rendimientos que se han obtenido en la India son de 2,228.57 Kg/Ha (11,13).

3.1.5. IMPORTANCIA DE LA FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO

Los fertilizantes nitrogenados son ampliamente utilizados para corregir la deficiencia de nitrogeno
y obtener mejores rendimientos en las cosechas. Sin embargo, debido a los altos precios alcanzados
ultimamente por ¢l petroleo y gas natural (Recursos energéticos que son materia prima para la

elaboracion de fertilizantes nitrogenados), han creado la necesidad de buscar alternativas para sustentar

rendimientos adecuados, especialmente en zonas agricolas marginales (5).

El proceso industrial utilizado para la fabricacion de fertilizantes nitrogenados, denominado
proceso de Haber-Bosch, tiene una alta demanda de fuentes energéticas debido a dos requerimientos:
PRIMERO, el proceso requiere hidroégeno diatomico (1-12) para la reaccion con N2 que normalmente se
provee a fravés de la descomposicion de carbohidratos fosiles, como gas natural o petroleo. SEGUNDO, el
proceso industrial requiere temperaturas elevadas (300 a 600 grados centigrados) v alta presion (20 a 80 mPa)
para activar la reaccion (2).

La fijacion biologica de nitrogeno también es un proceso que involucra alta demanda de energia,
pero ésta se obtiene de la radiacion solar bajo condiciones ambientales. Esto se logra gracias a la alta
eficiencia de la enzima nitrogenasa, que actia como catalizador de la reaccion. De aqui se origina la gran
importancia que tiene para la agricultura el proceso de la fijacion biologica de nitrégeno v la necesidad de
mplementar una tecnologia adecuada para maximizar el aprovechamiento de la simbi6sis dada por la

asociacion Rhizobium-Leguminosa (8).




3.1.6. ORGANISMOS QUE FIJAN NITROGENO

Ciertos organismos procaridticos del suelo son capaces de fijar el nitrogeno atmosférico. Alginos de
éstos microorganismos son de vida libre, mientras que otros forman asociaciones simbidticas con las plantas
superiores, con hongos o con helechos como en el caso de Anabaena, con el alga Azolla y el Rhizobium con
las plantas leguminosas (25).

Los diferentes microorganimos capaces de fijar nitrogeno obtienen la energia requerida a partir de
varias fuentes, directamente de la fotosintesis (en ef caso de las algas verde-azules) o indirectamente de
carbohidratos producidos por la fotosintesis. Fn  éste ultimo caso los microorganismos obtienen los
carbohidratos por su localizacién dentro de la planta, en la rizosfera, o de sustratos organicos en el suelo, el

agua etc. (25).

3.1.6.1. Los Rhuzobios

Los rhizobios son bacterias del suelo caracterizadas por su habilidad Gnica para infectar plantas
leguminosas e inducir nodulos efectivos fijadores de mitrégeno que se forman sobre las maices. Hasta
el afio 1,984 la familia Rhizobiaceae incluia dos géneros, Rhizobium y Agrobacterium. El género
Rhizobium , se subdividio en dos grupos teniende en cuenia la tasa de crecimiento y la produccion de
acidéz o alcalinidad en medio de levadura manitol (LM), la disposicion de los flagelos, la composicion
de 1a base del ADN y los géneros de plantas hospedantes que son noduladas. Se ubicaron las bacterias de
crecimiento lento que producen alcalinidad en medio LM en el género Bradvrhizobium. Las bacterias de
ripido crecimiento que producen acidéz en medio LM se dejaron en el género Rhizobum (15).

Los rhizobios de ambos géneros son bastones de 0.5 a 0.9 por 1.2 a 3.0 wum, pero se toman
polimérficos en ciertas condiciones de crecimiento. Son bactenas moviles, aerobicas y gram negativas que
no forman esporas. La temperatura y pH Optimos para su crecimiento estan entre 25-30 grados centigrados
y 6 a 7 de pH respectivamente. Existe cierta especificidad en la simbiosis entre los rhizobios y las plantas
hospedantes (8).



3.1.7. LA SIMBIOSIS LEGUMINOSA RHIZOBIO

La relacion entre los rhuzobios y la leguminosa, constan de varias etdpas que se describen a
confinuacion:

a) Vida libre y multiplicacion en la nzdsfera

Los rhizobios son capaces de vivir heterotréficamente en el suelo, bajo éstas condiciones, las cepas de
rhizobio varian en su tolerancia al calor, al déficit de humedad y a los valores extremos de pH, lo cual afecta
la habilidad de las cepas individuales para sobrevivir y persistir en el campo en ausencia de su leguminosa
hospedante. Una véz que una planta hospedante inicia el crecimiento, en la nzosfera se crean condiciones
favorables para la multiplicacién de los rhizobios. Con ésto se inicia el proceso que conduce a la simbiésis
(8).

b) Infeccion y formacion de nodulos

Generalmente, el proceso de infeccion ocurre a través de los pelos radicales, los thizobios se
multiplican sobre la superficie de la raiz, y el pelo radical se curva. Los rhizobios penetran entonces a través
de un hilo de infeccion, el hilo de nfeccion crece deniro de la cortéza de la raiz, lo cual permite que los
rhizobios penetren en las células corticales. Estas células junto con los rhizobios, empiezan a multiplicarse
para formar el nédulo (16).

El estimulo de crecimiento de la bactena en la nzosfera parece no ser especifico sino general fanto
para cepas capaces de infectar la leguminosa como para muchos microorganisimos, aunque existen casos en los
cuales las secreciones radicales estimulan selectivamente a las cepas de rhizobios del grupo infectivo
asociado con la planta. Trabajos con R. japonicum, sugirieron la parficipacion de las lectmas (proteinas o
glicoproteinas con capacidad de reconocer y umirse a ciertos azicares en una forma muy especifica) en la
adsorcion selectiva del rhizobio a las raices de las leguminosas. La lectina forma un puente que une al
thizobio con la leguminosa. Luego ocurre una deformacion extrema en la cual la punta del pelo radical se
tuerce en 180 grados formando el "callado del pastor” ésta deformacion es observada unicamente en las
combinaciones Rhizobium-Leguminosa y es producida por un factor que parece estar unido a la superficie de
la bacteria (16).




La teoria que es m4s aceptada es aquella en la cual el rhizobio produce un polisacando determinado
que mnduce la produccién de poligalacturonasa por fa plania con el consecuente ablandamiento de la pared
del pelo radical y formacion del hilo infectivo {15).
¢) Funcion de los nédulos

Ademas de la energia requerida para la formacion de su mantenimiento, 1a actividad de fijacion
de nitrégeno también depende de un suministro adecuado de carbohidratos por parte de la planta. El
sumnistro de carbohidratos varia con el ciclo de vida de la planta. Durante 1a fase vegetativa, la actividad de
fijacion de mitrégeno alcanza un maximo y luego declina cuando se injcia Ia competencia por carbohidratos
para la produccion de semillas. Los cambios en la tasa de fotosintesis son causados por vanos factores {ales
como luz, temperatura, humedad, etc. (8).

d) Muerte del nodulo

Ia muerte del nodulo es causada por la senescencia de la planta, o por otros factores adversos que

afectan su crecimiento vegetativo, como la sequia, inundacion, deficiencias nutricionales ¥ cortes o pastoreo

fuerte (21).

3.1.8. CARACTERISTICAS DE LOS NODULOS

Los nédulos determinados tienen un merstema de corta vida y son de forma esférica, los nédulos
indeterminados tienen un meristema persistente v son de forma alargada, y pueden ser ramificados. Los
thizobios presentes en ambos tipos de nddulos son pleomérficos ¥ 8¢ conocer como bacterdides. Los
bacteroides contienen nitrogenasa, la enzima que les permite fijar nitrégeno. De uno a ocho bacterdides
pueden estar incluidos en una membrana peribacteroide. La leghemoglobina se localiza enire ésia membrana y
las células bacteroides, v desde alli cumple su importante funcién de suministrar oxigeno a ésios
microorganismos aerébicos, mientras mantiene el oxigeno libre a bajos nivéles (16).

Los nodulos en general pueden ser desprendidos facilmente al tirar suavemente de ellos, ésto permite
distinguirlos de las agallas de nematodos. La aparicion de los nodulos visibles después de la germinacion
puede demostrar, dependiendo de la cepa de rhizobio, la leguminosa, y el tamafio de la semilla, la

presencia de nitrogeno en el suelo y otros factores ambientales (21).



Los nédulos varian en su forma (pueden ser redondos, alargados o ramificados) y en tamaflo.
Alginas leguminosas forman nédulos muy pequefios como Stylosanthes, Zomia y Desmodium, mientras
que otras forman nédulos mayores como Phaseolus, Centrosema, Pueraria, y Vigna, sin embargo, dentro de
una especie el tamafio de los nddulos depende de la cepa de rhizobio y las condiciones ambientales. Fl
color interno de nodulos efectivos por lo general es rojo o rosado debido a la presencia de
leghemoglobina. Si el color interno del nodulo es blanco o verde, generalmente es inefectivo. Sin embargo
aunque la presencia de nodulos grandes, abundantes y de color interno rojo puede indicar alta fijacion de
mtrogeno, éstos no son parametros definitivos para evaluar la fijacion de nitrégeno, los nédulos de color
ojo y abundantes pueden ser inefectivos (8).

A medida que los nodulos se vuelven viejos vy senescentes la leghemoglobina se convierte en
legcholeglobina , de color verde. Un solo nodulo efectivo puede mostrar simultaneamente zonas blancas,
rojas y verdes, que indican respectivamente las areas de crecimiento del nodulo, de fijacion activa de
mitrégeno y de senescencia. Un nodulo muerto es blando y pierde su estructura rapidamente. Las plantas
deficientes en molibdeno, tienden a formar nédulos de mayor {amafio y con aspecto normal, al hacerles un

corte, sin embargo, se observan de color verde v aspecto senescente (16).

3.1.9. TERMINOLOGIA DESCRIPTIVA DE LA SIMBIOSIS

LEGUMINOSA-RHIZOBIO

La habilidad de las cepas de formar nédulos se denomina INFECTIVIDAD, en cuanto a la
habilidad de los nédulos de fijar nitrogeno se denomina EFECTIVIDAD, a la evaluacién de cepas en
cuanto a su efectividad potencial e infectividad potencial se conducen bajo condiciones éptimas de
crecimiento y sin competencia de otros microorganismos. Ciertas especies de leguminosas solo forman
nodulos con un rango himitado de cepas de rhizobios. Estas leguminosas se denominan especificas, otras
leguminosas forman nédulos con un rango amplio de rhizobios aislados de diferentes especies de

leguminosas y se denominan promiscuas (15).




3.1.10. LA IMPORTANCIA DE INOCULACION EN DIFERENTES

CONDICIONES AMBIENTALES

Se encueniran poblaciones nativas de rhizobios en casi todos los suelos. Sin embargo, éstas
poblaciones varian en cantidad, especificidad y efectividad. Se puede utilizar la inoculacion para modificar
la poblacion de rhizobios en el suelo. Es mas probable que una leguminosa especifica responda a fa
inocalacion en el campo que una leguminosa promiscua, debido a la escaséz de cepas en el suelo que nodulan
con leguminosas especificas (16).

Sin embargo, atnm en el caso de una leguminosa promiscua que forme nodulos abundantes con las
cepas nativas, existen varios factores que afectan la efectividad de la simbiosis en el campo, por ejemplo, la
mézcla de cepas nativas en el suelo puede no incluir cepas efectivas. Una cepa inefectiva puede competir con
las cepas efectivas y prevenir la nodulacion por ellas. El ambiente puede modificar la efectividad de la
simbiosis cuando una leguminosa crece bajo condiciones de campo. Como resultado de éstos factores, ain
una leguminocsa clasificada come promiscua puede requerir inoculacion bajo condiciones de campo, al
igual que una leguminosa especifica. Comunmente se observa que las leguminosas promiscuas demuesiran
nodulacion "semi-efectiva” con las cepas nativas en el campo (nodulan pero fijan una cantidad reducida de
nitrégeno que no les permite alcanzar su potencial de rendimiento (15).

En el caso de leguminosas que forman una simbidsis semi-efectiva con las cepas nativas es
necesario que las cepas en el inoculante sean capaces de competir con las cepas pativas por los sitios de
nodulacién. Por otro lado, si el inoculante falla no tiene conmsecuencia muy grave, porque las cepas nativas
fijan algo de nitrdgeno, aunque no sea una cantidad muy alta. Cuando se inoculan legurainosas especificas
que no nodulan con las cepas nativas en el suelo, no hay problema de competencia entre las cepas nativas y

¢l inoculante. Pero si el inoculante falla por otro motivo, la planta sufiiria deficiencia aguda de nitrégeno (8).

3.1.11. CONSERVACION DE CEPAS Y EVALUACION DE INOCULQOS
3.1.11.1. Liofilizacién
La liofilizacion o desecado en frio es un método amphamente utilizado para la preservacion de

MICTOOrganismos.



Constste en un répido enfriamiento de las cepas a temperaturas muy bajas, seguido de una rapida
deshidratacion mediante sublimacion de alto vacio. Se deben usar cultivos de bacterias completamenie
puros, y es convenlente usar platos en donde se pueda distinguir perfectamente si hay o no contaminacién.
El medio usado para suspender las cepas es peptona 5% v sucrosa 10%. Las cepas liofilizadas se
conservan al vacio en ampolletas de wvidrio. Para reconstituirlas se rompe la ampolleta, se suspenden las
células en solucién salina o medio de cultivo, y se resiembran en medio LMA, sin embargo, pueden
demorarse en crecer mas que los cultivos frescos. Los cultivos liofilizados pueden permanecer viables

durante varios afios (17).

3.1.11.2. Evaluacién de calidad de los inoculanies.

Aunque un inoculante supuestamente contenga cepas efectivas de rhizobios, existe la posibilidad
de que el medio de cultivo est¢ contaminado o que halla ocurrido una alta mortalidad de células de
rhizobios en el inoculante o en las semillas inoculadas. Por ésto se recomienda hacer recuentos de los
rhizobios tanto en el inoculante como en las semillas inoculadas. Esto ayuda a definir las causas de una falta
de respuesta a la mnoculacion en el campo. Se considera que 2x107 thizobios por gramo de inoculante o 300
thizobios por semilla son las cantidades minimas de rhizobios requeridas para obtener una nodulacién
adecuada. Sin embargo, son aconsejables mivéles mayores (104~ 106 por semilla), especialmente cuando existe
competencia con cepas nativas (8).

Para evaluar la cabidad de los inoculantes existen en general dos métodos: El recuento de los
rthizobios en cajas de petriy la formacién de nodulos en las plantas de leguminosas.

Los recuentos en cajas de petri se pueden realizar si el indculo esta libre de contaminantes, va que si
crecen contaminantes en las cajas es muy dificil reconocer lag colonias de rhizobios. Este método supone que
cada colonia se origina a partir de una sola célula de rhizobio. Para realizar el recuento, se distribuyen
alicuotas de las diluciones preparadas en medic LMA en cajas de petrd, y se hace un conteo en la dilucion

donde las colonias sean bien separadas (17).




3.1.12. PARAMETROS PARA LAS EVALUACIONES DE CAMPO
3.1.12.1. Ewvaluacion de 1a nodulacion

Aunque los parametros de nodulacion no estan directamente relacionados con la fijacion de
nitrogeno y para cada combinacion Leguminosa-Rhizobio el nivél optimo de nodulacién es diferente, las
evaluaciones ser muy ufiles cuando son analizadas en diferentes tratamientos conjuntamente con el
rendimiento de nitrégeno. Los parametros que se pueden tomar en cuenta en la evaluacién de la nodulacion
son los siguientes: abundancia, tamatio, distribucion y color interno (21).
a) Abundancia y tamafie de los nddules

Estos dos parametros se complementan, ya que pocos nodulos grandes o muchos nodulos pequetios
pueden tener la misma cantidad de tejido celular activo para fijar nitrégeno (16).
b) Distribucion

Los nodulos en corona son los primeros en formarse, vy tienen mayor probabilidad de provenir
de las cepas inoculadas. Generalmente son mas efectivos por estar mas cercanos a la fuente de carbohidratos
(16).
¢) Color interno

El color intemo de los nodulos vivos puede ser rojo, rosado, verde, blanco, negro o marron, un solo
nodulo puede presentar dos colores. El color interno de un nédulo  efectivo generalmente es rojo o rosade,
debido a la presencia de leghemoglobina. Sin embargo, algupas cepas inefectivas también pueden
formar nodulos rojos. Los nodulos blancos v verdes generalmente son inefectivos. Existen algunas cepas que

causan la formacién de nodulos negros (16).

3.1.12.2. Evaluacion del rendimiento

Fl vigor vegetativo estd relacionado muchas veces con la fijacion del nitrégeno, por ello, las
plantas que se cosechan para evaluar la nodulacion pueden ser secadas y pesadas para obiener una estimacion
de su vigor. La planta alcanza el maximo contenido de nitrégeno durante la etapa de floracion. Las plantas

pueden cosecharse en ése momento para determinar el nitrogeno total, aunque es mas usual evaluar la

produccion de grano {15).



3.1.13. ELEMENTOS MINERALES IMPORTANTES EN LA

FIIACION BIOLOGICA DE NITROGENO

El calcio es el factor esencial para la formacién de nédulos y el buen funcionamiento de ellos. Sin
embargo, adem4s del calcio debe haber también un buen abastecimiento de boro, molibdeno, fosforo y

potasio, El buen balance y disponibilidad de los nutrimentos incrementan el niimero y peso seco de los nodulos
(3).

3.1.14. PRACTICAS CULTURALES PARA LA SIEMBRA DE

LEGUMINOSAS INOCULADAS

Para la siembra se debe escoger un dia en que el suelo esté hiimedo, v que no esté lloviendo o
haciendo sol intenso. Es importante tapar las semillas con un poco de suelo que se compacte bien con un
implemento o con el pi¢ para evitar que la lluvia las arrastre. Los surcos deben hacerse a una profundidad de
0.10 a 0.15 metros, con un azadon o un cultivador. Debe contarse con suficientes plantas para evaluar la

nodulacion. Es mmportante que en el area elegida para el experimento no hallan sembrado leguminosas con

anteriondad (8).

3.2. MARCO REFERENCIAL

3.2.1. CARACTERISTICAS HISTORICAS DEL LUGAR

La unidad docente productiva "Sabana Grande", Es propiedad de la Facultad de Agronomia de la
Universidad de San Carlos de Guatemala, fué donada por el Gobiemo de Guaternalala, segiin consta en el
libro mimero 27 folio 233-SC del registro en la municipalidad de Escuintla. Con una extension total de 221
Has. Esta finca antes de ser donada a la Universidad de San Carlos, pertenecia al departamento de fincas
nacionales de la nacién (4).

La finca Sabana Grande, tiene los siguientes componentes: Subsistema Socioecondmico vy los

Agrosisternas con café, cafia de azicar, maiz, frijol, citricos, bc':squé asi como Aves de corral y bovinos (3).




is

3.2.2. CARACTERISTICAS GEOGRAFICAS
3.2.2.1. Ubicacion

La finca Sabana Grande, se encuentra situada en la aldea El Rodeo, en el mumcipio de Escuintla,
dista 12 kilometros de la cabecera departamental. Se encuentra localizada entre las coordenadas
siguientes: 14°23’ Latitud Norte 90°49" Longitud Oeste a una altura de 747 msnm (figura 2A) (3).
3.2.2.2. Extension

El area total de la finca Sabana Grande, es de 221 Has. distribuidas en cuitivos de cafia de aztcar,
café, citricos, potreros, estacion experimental, casco de la finca vy rancheria (4).
3.2.2.3. Limtes

Colinda al norte con la Aldea El Rodeo y con la finca Tropicana, al sur con la finca Lorena, al éste con la

finca Alsacia y al oeste con la finca Magdalena (4).
3.2.2.4. Vias de comunicacion

De la cabecera departamental de Escuinila a la finca, se cuenta con 8 kilometros de asfalto y con 4
kilémetros de terraceria, también puede llegarse por el departamento de Sacatepéquez con 55 kalometros de
asfalio v 15 de terraceria. En época de invierno, los caminos de terraceria se ven seriamente afectados y en
ocasiones hasta intransitables por desbordamientos del rio Guacalate. Ademas existen caminos dentro de
la finca que comunican todas las subdreas de la finca y un camino ancho que va desde el casco de la finca
hasta la estacion experimental (3).
3.2.2.5. Chma

Segun DE LA CRUZ (7), la finca Sabana Grande se encuentra en la zoma de vida de Bosque sub-
tropical muy hurmedo, caracterizandose por tener una estacion severamente seca de noviembre a abnly
otra muy hiimeda de mayo a octubre. Las lluvias son intensas por las tardes y es muy frecuente que de
noviembre a abrii, la finca esté sujeta a fuertes vienios que soplan en direccidn norte-sur y norte-oeste,

llegando a alcanzar velocidades entre los 50 y 60 Kms/hora (14).



La temperatura media anual es de 23.78 grados centigrados, precipitacion anual de 3,092.50 mm,
humedad relativa absoluta méxima de 96% y minima absoluta de 40% y con una evaporacion a la sombra de
3.66 mm (14).
3.2.2.6. Suelo

Los suelos de la finca Sabana Grande pertenecen a la serie "Alotenango”, los cuales son profundos,
bien drenados, desarrollados sobre ceniza volcanica reciente suelta y de color oscuro. Estos suelos ocupan
pendientes inclinadas y se encuentran a elevaciones entre 750 y 1,800 msnm. Se asemejan a los suelos
Yepocapa, pero éstos estan desarrollados sobre cenizas sementadas y ocupan pendientes de una
inclinacién mas suave que los suelos Alotenango. La reaccién de los suelos Alotenango es de mediana a

hgeramente 4cida, pH alrededor de 6.0 (23).




4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

- Generar conocimiento sobre la infectividad y efectividad de las cepas de Rhizobium TAL 209, 420 y 441
proporcionadas por el proyvecio NifTAL, inoculadas en fijol mungo (Vigna radiata) variedad VC2768A.

4.2. OBJETIVO ESPECIFICO

- Evaluar 3 cepas especificas de Rhizobiom Spp, que puedan ser infectivas y efectivas en la variedad
VC2768A de frjol mungo (Vigna radiata).

5. HIPOTESIS

- La infectividad y efectividad evaluada a través del rendimiento de materia seca, contenido de nitrogeno del
follaje, rendimientode grano, asi como mtimero, peso y volumen aparente de nddulos, serd superior por lo

menos en una de las tres cepas de Rhizobium Spp. inoculadas al frijol mungo (Vigna radiaia).



6. METODOLOGIA

6.1. LOCALIZACION DEL AREA EXPERIMENTAL

El experimento fue realizado en la unidad docente productiva Sabana Grande, ubicada a 12 kms. de la
cabecera departamental de Escuintla, especificamente en la aldea El Rodeo, cuya localizacidn geografica es
de 14° 23" Latitud Norte y 90° 49" de Longitud Oeste del meridiano de Greenwich y a una altitud de 747
msnm (figura 2A) (3).

6.2. ORIGEN DE LOS MATERIALES EXPERIMENTALES
6.2.1. Origen de la semilla

La semilla de fiyjol mungo que se utilizo, fue procedente de la variedad VC2768A originaria de
Taiwan China.
6.2.2. Origen de las cepas

Las cepas de Rhizobium, fueron proporcionadas por "The Rhizobium Hermoplasm Resource" del
proyecto NifTAL de la Umversity of Hawaii (17) y son las siguientes:

Rhizobjum Spp.  Cepa TAL 209

Rhizobium Spp.  Cepa TAL 420

Rhizobium Spp.  Cepa TAL 441.

6.3. PREPARACION DE LOS MATERIALES EXPERIMENTALES

Previo a montar el expenmento, los materiales fueron preparados tanto en el laboratorio como en el
campo, de la siguiente manera:
6.3.1. Preparacion de los materiales en el laboratorio

Se utilizd para la preparacion de los medios de cultivo y propagacion de las cepas el laboratorio de
Fitopatologia de la Facultad de Agronomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala. l.as cepas fueron
enviadas por NifTAL en tubos de ensayo y en cultivo fresco, a base de agar, manitol y extracto de
levadura.

lf‘ﬂ 07irg
ADDF A Ukt
. §ib: WERSINAD 0 San CARLDES

——XLibliote ca C OE SUATEMA;

eRlrgl ¢
]

EI s oo o8 1




6.3.1.1. Multiplicacion de las cepas de Rhizobium

La propagacion de las cepas se realizé en medio nutritivo liquido {medio sin agar), compuesto por las
siguientes sustancias:

Fosfato acido de potasio

Cloruro de calcio dihidratado

Sulfato de magnesio heptahidratado

Cloruro de sodio

Cloruro de hierro hexahidratado

Maanitol

Estracto de levadura (17).

La preparacion del medio nutritivo liquido sin agar, se efectué de la siguiente forma: a un
volurnen de 1000 mi de agua destitada, se le agregaron los siguientes reactivos: en su orden, 6 ml de
fosfato acido de potasio, 6 ml de clorure de calcio dihidratado, 6 ml de sulfato de magnesio heptahidratado,
6 ml de cloruro de sodio, 1.2 ml de cloruro de hierro hexahidratado, 12 gr de manitol y 3.6 gr de estracto de

levadura, aforando el volumen inicial mas los reactivos a un volumen final de 1200 ml. El paso siguiente fue

erlenmeyers de 250 ml, utilizandose 3 erlenmeyers para cada cepa.

La cristaleria que se utilizo para la siembra de las cepas, se colocod para su esterilizacion en un homno
a 180° C. durante dos horas y los 9 erlenmeyers conieniendo el medio de cultivo se esterilizaron en
autoclave a 15 libras de presion durante 20 minutos.

Para la siembra de las cepas, se utilizd una camara de aislamienio marca becton-dickinson. Los
nueve erlenmeyers fueron colocados en un agitador horizontal con um movimiento circular uniforme
durante siete dias, con el fin que los rhizobios crecieran en forma uniforme y se disiribuyeran en todo el
medio de culfivo. El agitador se detuvo cuando el aspecto del medio se observé espeso y luego utilizando una
camara de Petroff se establecié por conteo directo 1a poblacion de células por cc de medio de cultivo. Los
resultados de conteo y prueba de Gram, mostraron que los medios posefan una poblacién de 1x108

celulas/cc y todas las bacterias fueron gram negativas.
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6.4. TRABAJO DE CAMPO
Entre los trabajos de campo que se realizaron estan los sigutentes: Reconocimiento del area,
muestreo de suelos (analisis quimicos), preparacion del terreno (consistit en arar a 0.30 mis. de profundidad

con dos pasadas de rastra para espolvorear el suelo).

6.5. DISENO DEL EXPERIMENTO

Se trazaron 16 umidades experimentales, distribuidas en un disefio de bloques al azar con cuatro

tratamientos y cuatro repeticiones.

6.6. DISTRIBUCION DE LOS TRATAMIENTOS EVALUADOS
Los tratarmientos que se evaluaron fueron los siguientes:
Tt Cepa TAL 209
T2 Cepa TAL 420
T3 Cepa TAL 441
T4 Testigo.

6.7. PARCELA BRUTA Y PARCELA NETA

La parcela bruta que se utilizo fue de 12.6 metros cuadrados, con seis surcos cada parcela y un
distanciamiento de siembra de (.35 mts. entre surcos y 0.05 mts. enire plantas (13).

A los 40 dias después de la siembra, cuando ya se habia establecido el 50% de plantas floreadas, se
procedio a tomar una muestra de 12 plantas por unidad experimental, realizdandose de la siguiente manera:
En las cabeceras de la parcela bruta, se eliminé un area de borde de 0.5 metros asi como los surcos de
las orillas, quedando una parcela neta de 7 metros cuadrados. Esta parcela neta se dividio en 2 subparcelas,
una de 1.4 metros cuadrados de la cual se extrajeron 12 plantas, tomandose 3 plantas por surco, las cuales
sirvieron para determinar el peso de matena seca, contenido de nitrogeno del follaje, asi como numero,
peso, ¥ volumen aparenie de nédulos y la otra subparcela de 5.6 metros cuadrados se cosechd totalmente

y sirvid para encontrar el rendimiento de grano (Figura 3A).




6.8. INOCULACION A LA SEMILLA

£1 proceso de inoculacion a la semilla se realizé directamente en el campo de la forma siguiente:
- FEn cada tratamiento se utilizo 0.1872 Kgs. de semilla 1a cual se colocd en una bolsa plastica nueva. La
semilla fue humedecida con una solucién de azicar al 10% hasta formar una pelicula fina en la superficie de
cada semilla.
- Seguidamente se colocaron 3 cc de cada inoculante, utilizandose pipetas estériles diferentes en cada
caso. Cada bolsa se agito hasta que el medio nutritivo se distribuyé homogeneamente en toda la semilla,
- Inmediatamente después se esparcio la semilla inoculada sobre papel periodico nuevo y limpio a la sombra
durante 15 minutos para que se secara.
- Para evitar la imadiacion solar sobre la semilla, ésta se tapaba inmediatamente después de sembrada,

primero las parcelas testigo y luego las parcelas con las diferentes cepas.

6.9. SIEMBRA
La siembra se efectud en forma manual. El distanciamiento que se utilizo fue de 0.35 mis. entre
surcos y 0.05 mis. entre plantas. El dia de la siembra e} suelo estaba himedo, no estaba lloviendo i haciendo

sol intenso. La densidad promedio de poblacion fue de 219,736 plantas por hectdrea y la fecha de siembra
fue el 17 de agosto de 1,994.

6.10. CONTROL DE MALEZAS

El primer control de malézas se realizd a los 18 dias después de la siembra en forma manual y el

segundo se realizo a los 38 dias después de sembrado el culiivo.

6.11. CONTROL FITOSANITARIO
10 dias después de la siembra se aplico el insecticida granulado myrex contra el zompopo (Atlta Spp.),
directamente a las troneras. A los 31 dias después de la siembra se efectué una aplicacion de malathion

(belathion 57 CE), para controlar la tortuguilla (Diabrofica sp.).



La aplicacion se efectud con una bomba manual procurindose una pulverizacion fina de las gotas

para cubrir uniformemente el follaje utilizandose una dosis de 50 cc por bomba de cuatro galones.

6.12. COSECHA

La cosecha se realizo en dos cortes, el primero a los 65 dias después de sembrado el cultivo y el
segundo a los 72 dias después de la siembra realizandose en forma manual.

1.as labores de cultivo v cuidados fitosanitarios de la planta y fechas se detallan en el cuadro 2.

CUADRO 2. Labores efectuadas durante el ciclo de desarrollo del cultivo de frijol mungo y sus fechas de

ejecucion.

iLABOREO FECHA
Preparacion del terreno 10 de agosto-94
Siembra 17 de agosto-94
Primer control de malézas 4 de septiembre -94
Segundo Control de malézas 26 de septiembre-94
Aplicacién de insecticidas (Myrex) 28 de agosto-94
Segunda aplicacién de insecticidas (Befatién) 24 de septiembre-94
Cosecha (primer coite) 21 de cctubre-94
Cosecha (segundo corte) 28 de octubre-84

6.13. VARIABLES DE RESPUESTA
Las variables de respuesta que se evaluaron, fueron:

- Rendimiento de materia seca de la parte aérea

Contenido de nitrogeno de la parte aérea de la planta
- Rendimiento de grano al 14% de humedad

Numero, peso y volumen aparente de nédulos.
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6.14. DETERMINACION DE LAS VARIABLES DE RESPUESTA

- La materia seca se determiné pesando la parte aérea de las 12 plantas en una balanza marca Ohaus, con
una sensibilidad de 0.1 gramos. Previamente al peso, las plantas se secaron en el laboratorio de microbiologia
de la Facullad de Agronomia de La Universidad de San Carlos de Guatemala er un homo a una
temperatura de 65° C.

- Ei follaje seco se llevd al laboratorio de suelos de la faculiad de Agronomia para efectuarle el analisis de
nitrégeno al follaje (Cuadro 22A).

- El rendimiento de grano, se determiné cosechando el total de la parcela neta, (5.6 m2 ) la extraccion del
grano de la vaina se realizé en forma manual. Primero se enconiro el peso de campo, seguidamente se
tom6 Jla humedad con wun aparato especificador de humedad marca Dole. La humedad del grano se
multiplico por 0.2 que es un factor de correcion del aparaio, sumando a esie resuliado 0.21 que es el valor
de la temperatura del laboratorio utilizado a 24° C. Con éstas operaciones se encontro la humedad de campo la
cual fue convertida al 14% de humedad.

- El numero, peso, y volumen aparente de nodulos se determinaron de la siguiente forma: A las doce raices
de cada tratamiento se les desprendieron los nodulos, éstos se contaron, pesaron y se les tomo el volumen

aparerite,

6.15. REGISTRO DE LA INFORMACION
Los datos obtenidos se registraron en un cuadro de campo con el objeto de ordenar, clasificar y
faciitar el manejo de los mismos. Los dates tabulados de cada tratamiento con su respectiva repeticion

fueron ingresados en una tabla de doble entrada.

6.16. ANALISIS DEL DISENO

La interpretacion de los resultados se realizé mediante el uso del siguiente modelo lineal:

Y. =M+T +B +E,,.
1 I B



7. RESULTADOS Y DISCUSION
A contimuacion se presentan los resultados y la discusion del efecto que tuvieron las cepas de

Rhizobium TAIL 441,209y 420y la comparacion de éstas con el testigo.

7.1. VARIABLES DE MATERIA SECA Y PORCENTAJE DE NITROGENO
DE LA PARTE AEREA DE LA PLANTA

En el cuadro 3 se presentan los resultados promedios obtenidos para las variables de respuesta de
materia seca y el contenido de mirdgeno de la parte aérea de la planta. El analisis efectuado a éstas vaniables
de respuesta, muestran que al 5% de probabilidad no hubo efecto significativo de las cepas de Rhizobium,
sobre éstos parametros (Cuadros 6A v 7A).

Aunque el analisis estadistico no mostro efectos significativos de las cepas de Rhizobium sobre las
variables de respuesta de materia seca y contenido de nitrdgeno de la parte aérea de la planta, puede
nofarse que los rendimientos de materia seca que se obtuvieron con las cepas TAL 441 y TAL 209 fueron
mayores que los promedios que reportaron la otra cepa evaluada y el testigo, ésias diferencias en
rendimiento no son considerables estadisticamente pero objetivamente existen.

En el cuadro 13A, pueden observarse los valores encontrados para cada tratamiento dentro de su
respectiva repeticion, mostrando éstos resultados como influyeron las condiciones climaticas sobre cada
umdad experimental.

En el caso de los promedios de nitrogeno en 100 gramos de muestra de la parte aérea de la planta,
las diferencias porcentuales entre el valor mas alto y mas bajo es de 0.21% lo que como consecuencia no
establecié diferencia estadistica al efectuarse el analisis correspondiente (Cuadro 7A).

lLa respuesta a éstos resuliados podria tener su base en lo observado por GUEDES (15), quien
indica que en plantas né inoculadas con cepas de Rhizobium, el mitrogeno encontrado puede proceder del
nitrégeno mineralizado traslocado de la raiz a las hojas ya que el nitrégeno es un elemento muy dinamico en
el suelo y su edaforregulacion no depende del complejo coloidal si no mas bien de su presencia en solucién

achva.
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Guedes (15), indica que el nitrégeno encontrado en plantas no imoculadas, es un nitrégeno
mineralizado v que se encuentra en solucion activa en el suelo y el cual es aprovechado por la planta para la
produceion de follaje y no para la produccion de grano. Lo anterior se puede respaldar con los resultados
encontrados en éste trabajo de investigacion, donde en el cuadro 4 se pueden apreciar los rendimientos de
grano, de plantas inoculadas y plantas no inoculadas. Fn el cuadro 14A se muestran los valores de cada

tratamiento dentro de cada repeticién para el contenido de nitrogeno del follaje de la planta.

CUADRO 3. Promedio de resuliados de maieria seca obtenidos de 12 plantas de frijol mungo (Vigna mdiala)

y el contenido de nitrégeno de la parte aérea de la planta en 100 gramos de muestra.

Cepas de Rhizobium Materia Seca (gr) % de nitrégeno en 100.gr |
TAL - 441 64.98 457 :
TAL - 209 : £3.65 4.49
TAL - 420 | 58.21 ' 4.48
TESTIGO 58.53 | 4.69

DS = al % N.S N.S

DS = Diferencia significativa
NS = No Signifieativo

7.2. VARIABLE DE RENDIMIENTO DE GRANO

En el cuadro 4 se muestran los resuliados obtenidos para el rendimiento de grape al 14% de
humedad, tanto para el niimero total de plantas cosechadas, para poblacién corregida de 400 plantas asi como
el rendimiento de grano expresado en Kg/Ha.

Si comparamos ta cepa 441 con el testigo (total de plantas cosechadag), observaremos que esta
cepa con 17 plantas menos obtuvo un rendimiento mayor de 200 gramos. También las cepas TAL 209 y 420
obtuvieron rendimientos superiores al testigo en 131.8 y 118.77 gramos respectivamente.



n
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Si observamos el rendimiento cuando se cornigio la poblacidén a 400 plantas que es el niimero que cada
unidad experimental debi0 haber tenido, la cepa TAL 441 aumento6 el rendimiento a 241.31 gramos sobre el
testigo, lo mismo sucedio con las otras dos cepas las cuales superaron al testigo en 160.36 y 151.25 gramos.

Al convertir el rendimiento de grano a kilogrdmos por hectarea, la cepa TAL 441 supero al testigo en
430.91 Kg lo cual equivale a un 29.25% mas de produccién. Aunque no existe un efecto significativo al 5%
de probabilidad, si se puede observar la tendencia de las cepas TAL 441, 209 y 420 a la fjjacion biologica
de nitrégeno.

El coeficiente de variacion encontrado en la vaniable de rendimmento de grano para el total de plantas
cosechadas fue del 46 % (Cuadro 8A), este valor se encuentra armiba del recomendado para experimentos
vegetales (1). la variacién la explica el hecho de haber trabajado con microorganismos y que éstos tienen la
caracteristica de presentar alta variabilidad. El coeficiente de varacion para el rendimiento de grano con
poblacion corregida, disminuy6 a 16.45% (Cuadro 9A), debido a que la poblacioén se comigio a 400 plantas
para cada unidad experimental. El cuadro 9A muestra una "P" calculada de 0.0961, siendo un valor muy
cercano a 0.05 el cual se utilizd para encontrar la significancia entre los fratamuentos. El rendirmento de grano
de cada tratamiento dentro de su respectiva repeticion se aprecia en los cuadros 15A y 16A.

CUADRO 4. Promedio de resultados de rendimiento de grano, en gramos, de grano al 14% de humedad,
obtenidos: del total de plantas cosechadas, de poblacién corregida a 400 plantas y de

rendimiento en Kg/Ha.
Cepas Rhizobium [Rend.Grano(gr) / No. Plantas| Rend. Grano (gr) / parcela| Rendimiento en Kg/Ha.
Cepa - 441 762.58 / 370 plantas 824.96 / parceia 1,473.14
Cepa - 209 £04.68 / 375 plantas 744.01 / parcela 1,328.60
Cepa -420 681.65/ 371 plantas 734.90 / parcela 1,312.32
Testigo 562.88 / 387 plantas 583.65 f parcela 1,042.23
D.S. al 5% N.S. N.S. NS.

D.S. = Diferencia significativa
N.S. =No significativo.
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7.3. VARIABLE DEL NUMERGQO, PESO Y VOLUMEN APARENTE DE NODULOS

Los resultados promedios obtenidos para las variables de respuesia del niunero, peso y volumen
aparentie de nodulos, se muestran en el cuadro ninero 5. Se observa al 5% de probabilidad que no hubo
efecto significativo de las cepas de Rhizobium sobre las variables de nodulacion. Sin embargo, las
observaciones efectuadas al realizar la extraccion y conteo de nddulos, mostraron que a excepcion de  los
tratamientos inoculados, los nédulos del testigo fueron muy pequefios y localizados en las raices bajas de la
planta, lo cual ocurre cuando las plantas son noduladas por cepas nativas. Otro aspécio que se notd fue que
los nédulos formados en las plantas inoculadas se concentraron en la corona de la ralz y ralces
adyacentes no asi en el testigo en el cual la nodulacion se localizo en las raices secundarias.

Las plantas de frjol mungo se caracterizaron por poder ser noduladas en forma promiscua, es decir por
diferentes especies de cepas nativas, lo cual explica que aunque no se hubiera sembrado antes esta planta
en el area de estudio, se haya presentado un buen ntmero y peso de néddulos, lo cual no es smoénimo de
eficiencia o efectividad para fijar nitrégeno, sino simplemente una alta tolerancia a ser infectada en el
suelo por las cepas nativas existentes. En funcion de lo anterior se explica el porqué, aungue sean los
resultados no significativos, todas las cepas produjeron un mayor rendimiento de grano tal como ya se
discuti6 y se observa graficamente en la figura 1.

El ntimero, peso y volumen aparente de nodulos que muestra el testigo en el cuadro 5, son nédulos
provenientes de cepas nativas del suelo, indicando ésto el hecho de haberlos encontrado en las raices bajas v
secundarias. Por el contrario los nodulos que provinieron de los tratamientos inoculados fueron grandes y
se localizaron en la corona de la raiz en el tronco de la planta muy cerca de la superficie del suelo.

Los coeficientes de vaniacion enconirados para las variables de nodulaciéon pueden observarse en los
cuadros 10A, 11A y 12A respectivamente, la alta variacién que muestran, se debe a la alta variabilidad que
presentan los microorganismos en el suelo. Los valores de cada traiamiento dentro de cada repeticién se

muestran en log cuadros 174, 18A v 19A respectivamente.



CUADRO 5. Promedio de resultados obtenidos de 12 plantas de fiijol Mungo (Vigna radiata), para las

variables de respuesta: niimero, peso y volumen aparente de nodulos.

Cepas de Rhizobium Namerc Nodulos Peso Nodulos {g) Volumen Ap. de nédulos
TAL - 441 350 8.85 17.25
TAL - 209 307 B.o8 15.25
TAL - 420 250 577 11.43
TESTIGO 207 8.05 15.00
... bS8=as . NS ) N.S N.S

DS =Diferencia Significativa
NS = No Significativo.

La figura 1 muestra los rendimienios promedios de grano al 14% de humedad para las cepas TAL
441,209, 420 yel testigo, en ésia grafica se puede observar claramenie que aunque no existieron efectos
significativos si hubo respuesta de las plantas inoculadas principalmente en las que actué simbitticamente la
cepa TAL 441, ya que super6 al testigo en 430.91 Kg/Ha.
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Figura 1. Rendimiento promedio de grano de los diferentes tratamientos evaluados.




8. CONCLUSIONES
En base a los resultados obtenidos en el presenie trabajo de investigacién, objetivos e hipébtesis

planteadas, se derivan las siguientes conclusiones:

1. En las vanables evaluadas, se manifestd una mayor respuesta de las plantas de frijol mungo inoculadas

con la cepa de Rinzobium TAL 441, aunque al 5% de probabilidad no halla exisiido significancia estadistica.

2. El fiyol mungo es una especie vegetal promiscua, ya que presento tolerancia a ser infectado por cepas
nativas de Rhizobium existentes en el suelo en donde se efectué el estudio y en donde ntinca anles se habia

sembrado frijol mungo, fambién presentd alta tolerancia a ser infeciado por las cepas de Rhizobinm

moculadas.

3. Los rendinuentos de grano obfenidos en las plantas inoculadas con la cepa TAL 441 fueron de 430.91
kilogramos por hectarea arriba de los rendimientos del testigo, lo cual representa un 29.25% mas con la

practica sencilla de inocular el grano.



9. RECOMENDACIONES

1. Considerando que ésta es la primera evaluacion que se efectia en Guatemala, inoculando Rhizobium en

frijol mungo, se recomienda:

a) Evaluar bajo condiciones controladas de invernadero, Ja respuesta de las cepas utilizadas en éste
ensayo y otras provenientes de otros cenfros de investigacion: en diferentes suelos, con potencial de ser

sembradas con frijol mungo.

b) Evaluar otras cepas de Rhizobium Spp. seleccionadas para fiijol mungo en condiciones de campo y

en otras condiciones de suelos, lugar v tiemnpo.
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‘UADRO 6A. Analisis de varianza del peso seco de la parte aérea de 12 plantas de frijol mungo.

'uente de Grados de Suma de Cuadrados P
‘ariacion libertad cuadrados medios Calculada
i{epeticiones 3 700.72

‘ratamientos 3 145.54 48.514 0.9176 N.S.
irror 9 2654.40 294.94

“otal 15 3500.70

SV, = 27.99%
0.8, = No sigmficativo

%IUADRO 7A. Analisis de varianza del contenido de mitrégeno de la parte aérea de frijol mungo en 100 gr de

muestra.
fuente de Grados de Suma de Cuadrados P
rariacion libertad cuadrados medios Calculada
iepeticiones 3 0.24585
ratarnientos 3 0.11645 0.038816 0.5520 N.S.
irror 9 0.46910 0.052122

fotal 15 0.83140

CV.= 5%
N.5.= N¢ significativo




CUADRO 8A. Anilisis de varianza del rendimiento de grano en base al mimero total de plantas cosechada:

de fnjol mungo, al 14% de humedad (en gramos)

Fuete de Gados de Suma de Cuadrados P
variacion libertad cuadrados medios Caleulada
Repeticiones 3 75568
Tratamientos 3 82688 27563 0.0974 N.S.
Error 9 87018 96687
Total 15 245270

C.V. = 46%

N.8. = N¢ siguificativo

CUADRO 9A. Analisis de vanianza del rendimiento de grano por parcela de 5.6 m’ con poblacion corregidzi

de frijol mungo, en gramos.

Fuenie de Grados de Suma de Cuadrados p
variacion libertad Cuadrados medios Calculada
Repeticiones 3 80216
Tratamientos 3 121580 40525 0.0961
Error 9 127130 14126
Total 15 328930

CV.= 1645%

N.S. = No significativo



CUADRO 10A. Analisis de vananza del nimero de nodulos de 12 plantas de frijol mungo.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados P
variacion libertad cuadrados medios calculada
Repeticiones 3 28049

Tratamientos 3 20283 6761.2 0.4737 N.S.
Error 9 66854 7428.2

Total 15 115190

CV. = 28.64%
N.S. = No significativo

CUADRO 11A. Analisis de varianza del peso de nodulos de 12 plantas de frijol mungo, en gramos.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados P
vanacion libertad cuadrados medios calculada
Repeticiones 3 21.039
Tratamientos 3 21.246 7.0819 0.3084 N.S
Error 9 45.936 5.1040
Total 15 38.220

C.V. = 29.39%

N.S. = No significativo




CUADRO 12A. Analisis de varianza del volumen aparente de nodulos de 12 plantas de fnjol mungo, en cc.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados p
variacion hbertad cuadrados medios caiculada
Repeticiones 3 81.017
Tratamientos 3 70.467 23.489 0.2624
Error 9 134,250 14.917
Total 15 285.730

CV.= 2622%

N.S. = N6 significativo

CUADRO 13A. Valores de materia seca (en gramos) de la parte aérea de 12 plantas de frijol mungo,

obtenidos de cada tratamiento y de cada repeticion, asi como las medias.

REPETICIONES | CEPA200 | CEPA420 | CEPAM41 TESTIGO
1 ' 50.83 56.73 ' 51.74 57.93
i 60.83 69.84 90.44 64.94
[l - 4714 58.33 : 83.83 60.92
v 86.83 46.92 ' 33.04 50.34
MEDIA 63.66 58.21 64.98 58.53




CUADRO 14A. Valores del contenido de nitrogeno (en porcentaje), en 100 gramos de muestra de la parte
aérea de la planta de frijol mungo,obtenidos de cada tratamiento dentro de cada repeticién,

as1 como las medias de cada tratamiento. .

REPETICIONES CEPA 208 CEPA 420 CEPA 441 TESTIGO
I 435 442 448 4.19
i 4.49 428 4.34 514
1] 4.46 469 4.67 4.69
N 467 455 477 477
MEDIA 4.49 448 4.57 4.69

CUADRO 15A. Valores de rendimiento de grano (en gramos), del niimero total de plantas de frijol

mungo cosechadas en cada tratamiento dentro de cada repeticion, asi como, las medias de

cada tratamiento.
REPETICIONES CEPA 209 CEPA 420 CEPA 441 TESTIGO
1 663.2 516.2 680.4 5451
H 5741 608.8 691.3 486.0
m 897.7 847.3 7966 849.4
) 643.7 B864.3 8820 571.0
MEDIA 694.68 681.65 762.58 562.88




CUADRO 16A. Valores de rendimiento de grano (en gramos), para poblacion corregida de 400 plantas de

frijol mungo, cosechado en cada tratamiento dentro de cada repeticion, asi como las medias

de cada tratamiento.
REPETICIONES CEPA 209 CEPA 420 CEPA 441 TESTIGO
1 73688 555.05 764 49 588 01
i 58582 776.44 720.10 476.47
i 975.76 688.62 85656 £76.45
' 67758 916.47 988.70 58265
MEDIA 744 01 734.90 $24.96 58385

CUADRO 17A.Valores del numero de noédulos de las raices de 12 plantas de frijol mungo, obtenidos de cada

tratamiento, dentro de cada repeticion, asi como las medias de cada tratamiento.

REPETICIONES CEPA 209 CEPA 420 CEPA 441 TESTIGO
| 308 288 327 122
i 312 312 382 445
i 260 233 456 316
i 345 167 236 306
MEDIA 306.50 250.00 350.30 287.30




CUADRO 18A. Valores del peso de nodulos (en gramos) de las raices de 12 plantas de frijol mungo,

obtenidos de cada tratamiento, dentro de cada repeticion, asi como las medias de cada

tratarniento.
REPETICIONES CEPA 209 CEPA 420 CEPA 441 TESTIGO
I 8.90 718 7.60 3.42
] 7.96 6.01 11.00 11.78
Hi 6.68 6.14 1064 10.10
v 878 374 6.14 6.92
MEDIAS 8.08 5.17 8.85 8.05

CUADRO 19A. Valores del volumen aparente de nodulos {en cc.), de 12 plantas de frijol mungo, obtenidos

en cada tratamiento, dentro de cada repeticion, asi como las medias de cada tratamiento.

REPETICIONES CEPA 209 CEPA 420 CEPA 441 TESTIGO
l 15 15 15 7
It 17 12 20 22
I 13 12 21 18
v 16 6.7 13 13
MEDIAS 15.25 1143 17.25 15.00
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