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1 7METODOS PARA EVALUAR LA NODULACION

El

método elegido para evaluar la nodulacidn depende del tipo de .

germoplasma que se evalla, de la edad de la planta, del niimero de

nddulos presentes, y de la facilidad de extraer las raices del

suelo. En general, la nodulacidn no se evalila en los tratamientos

fertilizados con nitrodgeno.

17.1 Leguminosas forrajeras tropicales

17:1.1

17.1.2

Evaluacién de la nodulacidn en los ensayos en cilindros con

suelo sin perturbar

En los ensayos de invernadero es relativamente facil recuperar
todos los nddulos, aunque no se puedan separar las raices (y por
eso los nddulos) de las dos plantas del mismo cilindro. Los '
nodulos de muchas de las leguminosas forrajeras son pequeilos, lo
que dificulta la estimacidn de su peso. Ademds, ese peso es tan
pequefio que su estimacidn no es confiable a causa de las pequeiias
cantidades de suelo adheridas a los nddulos que es dificil
eliminar de las muestras; por esta razdn, solamente se recomienda

contar los nddulos.

Luego de extraer las raices de los cilindros, se colocan éstas
sobre un tamiz y se lavan cuidadosamente con agua. Si no se
puede hacer el recuento inmediatamente, se deben guardar en el
congelador las rafces con los nddulos, en bolsas plisticas

rotuladas.

Evaluacidn de la nodulacidn durante la fase de establecimiento en

el campo

En un ensayo de campo se deben hacer, por lo menos, dos
evaluaciones de la nodulacién durante la fase de establecimiento

de la leguminosa.
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.1 Consideraciones generales sobre los parametros que se evaldan

El nimero de nodulos por planta es el pardmetro mas importante.

En los ensayos en que hay tratamientos que producen nodulacion
abundante o muy abundante (mds de 50 nddulos por planta) se

puede evaluar esa abundancia por categorias, segiin el Cuadro 17.1.
Si no se encuentran plantas con nodulacidn abundante, es
preferible contar los nddulos. Se recomienda inspeccionar
algunas de las plantas mds vigorosas en los tratamientos sin
nitrodogeno, paré decidir si es mas adecuado utilizar recuentos o

categorias para evaluar la abundancia.

Por lo regular, la primera evaluacidn de la nodulacidn se
realiza sels semanas después de la siembra, haciendo conteos de
los nodulos. En la segunda evaluacidn (de 12 a 16 semanas
después de la siembra) se utilizan las categorias de abundancia
si se encuentran tratamientos con mds de 50 nodulos por planta.

Las categorias de 'tamaﬁévé;edominante', nodulacidén en la raiz
principal ('distribucién'), y 'color interno predominante'
(Cuadro 17.1) se utilizan para complementar los datos sobre la
abundancia de los nddulos. No siempre es necesario tomar estos
datos, péro es recomendable hacerlo cuando los tratamientos

producen cambios en estos parametros.
.2 Toma de las muestras

Se evaliian seis plantas por parcela. Es aconseiable reservar
‘las plantas de los extremos de iﬁs surcos (los Gltimos 50 cm de
‘cada surco) para hacer la evaluacion de la nodulacidn temprana.
Si se pretende evaluar el color interno de los nédulos, es
necesario hacerlo en el campo debido al rapido deterioro de los
colores de los nodulos una vez extraidos del suelo; primero se
debe hacer‘su recuento ya que luego se destruyen para evaluar

el color interno.
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Cuadro 17.1

plantas individuales de leguminosas forrajeras tropicales.

Coédigos para la evaluacidn de cuatro pardmetros de la nodulacidn de

A. Abundancia D. Color interno predominante
(No. aproximado de nddulos por planta) (10 nddulos vivos examinados pdr
planta)
Evaluacidn Codigo
Mas de 100 Muy abundante 4 Evaluacion Codigo
50 - 100 Abundante 3 Negro 9
10 - 50 Mediana 2 Rojob 8
1 - 10 Poca 1 Verde 7
0 No hay 0 Blanco 6
Marron 5
B. Tamafio predominante Rojo y verde© 4
Rojo y negro 3
Evaluacion Codigo Marrén y verde 2
Grandes 4 Sin color predominante 1
Medianos 3 Sin nodulos 0
Pequeiios 5 = 2
Sin tamafio predominante 1
No hay nédulos 0
c. Nodulacidn en la raiz principala
Evaluacion Codigo
Predominante
Regular 2
Nulo il
No hay noédulos 0.
a. Este parametro es relativo para cada planta: 'predominante', por ejemplo, quiere
decir que la mayoria de los nddulos estdn en la ralz principal.
b. El color rojo incluye nédulos rosados y otras variaciones del color rojo.
c. Los colores dobles (categorias 2, 3 y 4) representan nddulos que exhiben dos

colores dentro de un nodulo.
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Para tomar las muestras, se cava culdadosamente alrededor de la
planta, sin destruir el sistema radical y teniendo en cuenta los
nddulos que se encuentran en las raices secundarias, a veces muy

distantes de la‘raiz principal.
Métodos para hacer las evaluaciones

Para hacer las evaluaciones se lleva al campo una tarjeta de
referencia, y luego se registran las calificaciones en el
formulario de la pagina 17-6. La tarjeta de referencia se

puede hacer por el modelo de la Figura 17.1.

a, Abundancia

Se registra el nimero exacto o aproximado de los nodulos.
Si se evalia el nimero aproximado, se registra la

categoria que corresponda a cada planta (0, 1, 2, 3 & 4).

b. Tamano

La calificacidon del tamafio depende del género de la

leguminosa; Centrosema, y Pueraria phaseoloides, forman

nddulos de mayor tamafio que Stylosanthes, Desmodium, Zornia

y Arachis. La Figura 17.2 puede servir como guia para
evaluar el tamafio de los nddulos de los grupos de
leguminosas mencionados. Sin embargo, esta guia puede
adaptarse segiin el criterio del evaluador, siempre y cuando
se definan y mantengan las mismas categorias en cada ensayo.
Ademads, es importante observar detalladamente las raices
porque a veces hay una mezcla de nddulos grandes y pequeilos,

y estos iiltimos pueden ser casi invisibles.

c. Distribucidn

La distribucidn de los nddulos entre la raiz principal y las

raices secundarias es un pardmetro importante, que puede
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PARAMETROS PARA LA EVALUACION DE LA NODULACION

TAMANO NODULACION EN LA RAIZ COLOR PREDOMINANTE
ABDHINETA PREDOMINANTE PRINCIPAL
Cat. Cat. Cat Cat..
Mas de 100 & S .S Z Predominante 3 Negro | 9 |[Rojo y Verde 4
2 3 P AD
50 - 100 3 . Roi N 3
@ . . .C Regilag 2 Rojo 8 ojo y Negro }
10 - 50 2 2 3 4 Verde | 7 |Marrén y Verde 2
e o ® @ Nulo 1
1- 10 1 No Predominante: 1 Blanco| 6 No'Predouinancial 1
i
0 0 Sin Nédulos: 0 Sin Nodulos 0
. . Marron| 5 |Sin Nodulos 0

Figura 17.1. Modelo de tarjeta

campo.

Cat. = categoria. §

D

Diametro (mm)

Desmodium, C

1.0

Stylosanthes, Zornia,

Desmodium, Arachis

Pueraria phasecloides

s

i

Centrosema spp.

de referencia para la evaluacidn en el

= Stylosanthes, A = Arachis, Z = Zornia

1.5 2.0 2.5
o o @
M G G
P P M
P P P

3.0

Centrosema, P = Pueraria.

4.0

Figura 17.2. Guia para evaluar los ndédulos por tamafio, en las

leguminosas forrajeras.

M
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FECHA DE EVALUACION:
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variar ya sea entre las cepas de rizobios, o ya entre
plantas segin que hayan sido —-o0 no-- inoculadas. Es un
parametro relativo; por ejemplo, si s6lo hay cinco nddulos,
todos ellos en la raiz principal, la nodulacidn en esa raiz

se califica como 'predominante' (Categoria 3).

d. Color internq

El color interno mas comiin es el rojo (o rosado), pero
ciertas cepas y condiciones causan la formacidn de nddulos
de color marrdn, negro, verde o blanco. También pueden
encontrarse nddulos con dos colores y, especialmente en el
género Centrosema, pueden presentarse zonas verdes y rojas
dentro dél mismo nddulo. Se evalian aproximadamente 10
nddulos —--representativos de los diferentes tamafios de los
ndodulos de cada planta-- abriéndolos con la uiia para

observar el color interno.

Con los pardmetros de tamafio y color interno se califica la
caracteristica que predomine en la mayoria de los nddulos; esto
implica que sblo se asigna una categoria cuando mas de la mitad
de los nddulos de una planta tienen la misma caracteristica; en
caso contrario se asigna la categoria 1 (sin tamafio o color

predominante). Los nddulos muertos no se toman en cuenta.

S5i hay necesidad de almacenar las muestras, éstas deben
mantenerse en condiciones de refrigeracidn, aunque aun asi
se pueden perder los colores nitidos originales, que por
ello son mas faciles de evaluar en el campo.

Analisis de los datos

Los datos de las categorias se analizan calculando '"ji'
cuadrado minimo, modificado para tablas de frecuencia, y
tomando cada parametro separadamente. En el parametro

de abundancia, las tablas de frecuencia se basan en todos los

datos, pero en los parametros de tamafio, distribucidn y color
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interno no se tienen en cuenta las plantas sin ndédulos. Si el
andlisis de 'ji' cuadrado es significativo,-se forman grupos de
tratamientos que difieran aparentemente entre ellos, y se
vuelve a probar ji cuadrado para cada grupo. Cuando se obtenga
un ji cuadrado no significativo dentro de cada grupo de
tratamientos, se asigna un nivel a cada grupo, como en el

siguiente ejemplo:

Tratamientos donde 50% de las plantas tienen:

o mis de 50 nddulos = pivel 1
10-50 nddulos = nivel 2
. 0-10 nodulos = nivel 3

El mismo procedimiento se aplica a los otros parametros. Con
los niveles asignados a cada tratamiento, en cada parametro, se
construye una tabla que describe la nodulacidn en todo el
ensayo. Existen programas de computadora para este tipo de
andlisis. Se puede consultar al CIAT para obtener informacidn

mas detallada.

17.1.3 Evaluacién de la nodulacidn en una pradera establecida

Escoger un sitio de la pradera donde la cobertura de la
leguminosa sobrepase el 60%. Estimar el porcentaje de cobertura
de la leguminosa utilizando un marco de 1 m2 dividido en cuadros
de 20 por 20 cm, segiin una escala de 1 a 4 para cada cuadro.
Luego, con un barreno de 7 cm de diametro (Figuré‘17.3) que se
introduce en el suelo a golpes de martillo, sacar una muestra de
.suelo de cada linea de cinco cuddros del marco, cada una de una

‘columna diferente (Figura 17.4).

Dividir cada muestra de suelo en cuatro submuestras que
representen cuatro profundidades del suelo, 0-4, 4-8, 8-12, y
12-16 cm; contér luego el niimero de nddulos en las veinte
submuestras. Repetir el proceso en otros cuatro sitios de la
pradera que tengan mids del 60% de cobertura de la leguminosa. En

caso de obtener un bajo nimero de nddulos por muestra, se puede
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Figura 17.3. Barreno para extraer las muestras de suelo para evaluar

la nodulacidn en praderas.
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aumentar el nimero de muestras por marco o el nimero de sitios
muestreados. Se debe tomar nota del color interno de los nddulos
y especificar si los niimeros representan el total de nddulos o
inicamente los nddulos vivos. EL niimero de nddulos puede
expresarse referido al drea, al porcentaje de cobertura de la

leguminosa, o a la planta.
En praderas donde no haya dreas que tengan mas de 607 de
cobertura de la leguminosa, la evaluacidon debe realizarse con la

metodologia descrita anteriormente (ver 17.1.2).

17.2 Frijol y otras leguminosas de grano

17.2.1 Evaluacidn de la nodulacidn en ensayos de invernadero

No es dificil recuperar todos los nddulos de las-plantas de
frijol que crecen en macetas; para hacerlo, se lavan las raices
cuidadosamente con agua corriente en un tamiz y, de ser posible,
se cuentan los nddulos inmediatamente. Se pueden guardar
congeladas las raices con nddulos, dentro de bolsas plasticas
rotuladas, pero los nddulos perderdn su estructura firme y su
color caracteristico. Los nddulos muertos o senescentes no se

toman en cuenta.

Si hay diferencias en el tamafio de los nddulos entre los
tratamientos, buede ser {itil medir la masa de los nddulos, usando
parametros tales como el peso fresco, el volumen fresco, o el
peso seco; cualquiera que sea el método usado, es necesario

" retirar los ndédulos de las raices, operacidn que toma mucho

tiempo.

Para determinar el peso o el volumen fresco, es importante que
cada muestra sea tratada de igual manera y que se emplee el mismo
tiempo en lavar las raices, retirar los ndodulos de las raices, y
pesarlos o medirlos. El volumen de los nddulos se mide

colocandolos dentro de una probeta pequeiia (FAO, 1985); el peso
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seco de los nddulos se mide después de mantenerlos durante 48
horas a 60 °C, y es absolutamente necesario remover de los

nddulos toda la arena y el suelo antes de pesarlos.

Evaluacidn de la nodulacién en el campo

Se recomienda examinar las raices de seis plantas por parcela,
como minimo. En el caso de que los ensayos con frijol voluble
intercalado con maiz se puedan sacrificar inicamente este nimero
de plantas, mientras que en ensayos con monocultivos de frijol

arbustivo se toman muestras de ocho a diez plantas.

Se excluye la Gltima planta de cada surco, y se extraen
cuidadosamente las plantas siguientes, dejando la parte central
de la parcela para las estimaciones de rendimiento. Antes de
extraer la planta se cava, con una pala, alrededor de ella; luego
se separan cuidadosamente las raices del suelo, y se examina bien
el suelo para recuperar los nodulos desprendidos.

.1 Nodulacidn temprana

La primera evaluacidn debe hacerse durante la etapa en que se
abren la segunda y la tercera hojas trifoliadas (V3 a V4). Es
relativamente facil recuperar todo el sistema radical en esta
etapa; en ella se debe contar el niimero de nddulos por planta.
Todos los nddulos se cuentan, aun los pequeﬁbs y los que tengan

color blanco.
.2 Evaluacidon en mitad del per{odo de floracidn

En esa etapa (R6) las plantas alcanzan generalmente los niveles
maximos en niimero y masa de los nddulos, momento en que se debe
hacer la segunda evaluacién de la nodulacidn. En este estado
de desarrollo de las plantas es mas dificil recuperar todo el
sistema radical, por lo que se requiere mucha paciencia y

culdado.
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En la medida en que sea posible, se debe contar el niimero
exacto de nddulos 'aparentemente efectivos' por planta, es
decir, los nddulos de color interno rojo o rosado. En el
frijol se pueden distinguir los nédulos que tienen un color
interno rojo o rosado de los que son verdes, blancos, o grises
y senescentes, inmediatamente despu@s de extraer las raices del
suelo y sin necesidad de abrir los ndédulos. En otras
leguminosas de grano puede ser necesario abrir los nddulos, tal
como se hace con los de las leguminosas forrajeras tropicales
(ver 17.1.2). En los ensayos grandes, o cuando las plantas
tienen muchos nodulos, puede ser preferible utilizar una escala
visual para esta evaluacidn, estableciendo categorias de

abundancia en vez de contar todos los nodulos.

En el Programa de Frijol del CIAT se utiliza un sistema de
categorias que van de 1 a 9 para evaluar la resistencia de
lineas de frijol a enfermedades, su vigor, su adaptacién, y
otras caracteristicas. La categoria 1 se utiliza para indicar
resistencia o excelencia, mientras que la categoria 9
representa susceptibilidad o mal desempenio. Para evaluar la
nodulacidn se ha adoptade la misma escala: 1 = excelente, y

9 = muy pobre (Cuadro 17.2).

Las categorias de abundancia pueden variar segin el sitio o el
tipo de frijol. En el Cuadro 17.2 se muestran los dos ejemplos
de la escala visual utilizados en el CIAT. Las categorias se
establecen fundadas en la experiencia obtenida en cada regidn
con un tipo dado de frijol, tomagdo muestras de varias
parcelas, tanto de plantas muy vigorosas como de plantas muy
ﬁobres; a éstas se les hace un recuento de nddulos para
adjudicar el nimero de nddulos correspondiente a las categorias
extremas. En las estaciones experimentales del CIAT, en
Colombia, el frijol arbustivo forma de 10 a 80 nddulos por
planta, generalmente, mientras que los genotipos volubles
tienen con frecuencia hasta 250 nddulos, y esto crea la

necesidad de establecer escalas visuales separadas.
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Cuadro 17.2 Calificacidn de la nodulacidn 'aparentemente efectiva' en

el frijol.
Categoria Nimero de nddulos Ejemploa
(codigo) (rojos y rosados)

A. Frijol arbustivo

1 mas de 80

2% ' ; NR C
3 L 41 a 80

4% 30 grandes 4
5 : 21 a 40 30 medianos 5
6% 30 pequeiios 6
7 10 a 20

8%

9 menos de 10

B;'Frijol voluble

1 mas de 240

2% NR C
3 121 a 240

4% 100 grandes

5 61 a 120 100 medianos

6% 100 pequefios

7 30 a 60

8%

.- menos de 30

a. NR = nddulos rojos; C = categoria.

* Se utilizan los niimeros pares para indicar que la mayoria de los
nodulos son grandes o pequefios, y los niimeros impares para los
nodulos que, en su mayoria, son medianos.
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El niimero de nddulos 'aparentemente efectivos' se estima
mediante un examen visual del sistema radical, y asignandole
una categoria; por ejemplo, a una planta de frijol arbustivo

que tiene entre 20 y 40 nddulos, se le asigna la categoria 5.

En algunos casos puede ser {itil evaluar otras caracteristicas

de la nodulacidén, ademdas de la abundancia, como la distribucidn,
el tamano y el color. Se pueden emplear categorias no continuas,
tal como se indicd tratando de las leguminosas forrajeras.

Como lo que interesa, generalmente, es la masa total del tejido
activo, se pueden tomar en cuenta las variaciones grandes en el
tamafio de los nddulos, usando las categorias intermedias
(nimeros pares) en el Cuadro 17.2. Dado cierto niimero de
nddulos, si la mayoria son de tamafio medio --o no hay un tamafio
predominante-- sdlo se les asignan las categorias representadas
por los niimeros impares; pero a ese mismo niimero de nddulos, si
en su mayoria son grandes, se les asigna la categoria
inmediatamente inferior. Si los nddulos son pequefios, en
cambio, se les asigna la categoria mas alta siguiente. De esta
manera, una sola categoria puede indicar niimero, color y tamatno
de los nddulos para estimar la masa de tejido activo de &stos.
Si los tratamientos afectan la proporcidén de nodulos rojos y
rosados, es decir, los 'aparentemente efectivos', es
recomendable hacer dos evaluaciones, una de estos nddulos y

otra de todos los nddulos.

Es mejor evaluar los datos que se registren como categorias por
medio del andlisis de varianza no paramétrico. Sin embargo, si
se considera que el porcentaje de variacidn en el niimero o masa
de los nddulos entre las categorias es constante, se puede
emplear el método mas comiin, es decir, el andlisis de varianza
paramétrico. Otro método de evaluacidn similar se incluye en

las recomendaciones de Brockwell et al (1982).
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.3 Senescencia tardia de los nddulos

En algiin ensayo pueden despertar también interés los efectos
del genotipo, de la inoculacidn, o del manejo agrondmico en la
senescencia de los nddulos. Se debe hacer, en tal caso, una
tercera evaluacidn, o sea, de la nodulacién tardia, durante la
época del llenado de vainas; desafortunadamente, es dificil
obtener de ella datos confiables, ya que en esta &poca se
inicia la senescencia de las rafces y se dificulta por ello su
exﬁraccién.- Si hay nddulos efectivos, se encuentran
probablemente éﬁ las raiceé‘laterales a una diépancia
considerable del tallo principal; ademas, el suelo esta

generalmente seco en esta @época, dificultando mds la extracciodn

del sistema radical.
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