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El presente trabajo tiene como objetivo el de delinear algu-
nos principios y practicas a ser considerados en la conduccion
de ensayos de campo en donde se quieren evaluar la efectividad
simbiotica de plantas hospederas y cepas de Rhizobium. Su apli-
cacion ha de variar, obviamente, con la especie leguminosa, las
condiciones en que se esté trabajando y el tipo de ensayo.

Como un ejemglo de la importancia sobre el uso de técni-
cas y métodos eficientes en ensayos de campo me gustaria men-
cionar el siguiente ejemplo. El frijol {Phaseolus vulgaris L.) ha
sido frecuentemente considerado como una especie pobre en el
establecimiento de una simbiosis efectiva v en sus niveles de
fijacion de nitrogeno atmosférico (N9); sin embargo, varios
resultados obtenidos usando las técnicas de reduccion de aceti-
lene v de isotopos de 19N han demostrado que el frijol cultiva-
do posee un potencial de fijacion comparable al de otras legu-
minosas de grano (Graham, 1981; Rennie y Kemp, 1983;
Rushel et al., 1982; Weslermann et al., 1981). Ademas, se ha
demostrado que usando la variabilidad genética existente ha
sido posible aumentar la capacidad de fijacion de N2 en cultiva-
res comerciales de frijol, mediante la aplicacion de métodos de
mejoramiento y criterios de seleccion apropiados (Bliss, 1984;
McFerson et al., 1982). Estos resultados rechazan lo reportado
anteriormente en relacion a la pobre capacidad de frijol, y sugie-
ren que estos resultados se debieron al uso de cultivares de fri-
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jol y/o cepas de R. phaseoli pobres en su habilidad para fijar
N2, v condiciones adversas y/o métodos inadecuados para es-
timar la capacidad de fijacion.

Como recomendacion inicial me gustaria indicar que se
debe tener en cuenta que la mayoria de los estudios con Rhizo-
bium a nivel de campo han de estar intimamente relacionados
con aspectos que afectan el crecimiento de las plantas hospede-
ras (suelo, fisiologia de la planta, aspectos agrondémicos, etc.),
y que consultar o mejor aun tratar de trabajar en colaboracion
con especialistas de otras disciplinas ayudara a aumentar las
posibilidades de obtener resultados de mayor valor cientifico
y aplicacion practica.

IMPORTANCIA DE LOS ENSAYOS DE CAMPO

Las pruebas de la asociacion leguminosa hospedera/cepa
Rhizobium en el campo es el paso final, y esencial, en progra-
mas disefiados para evaluar la capacidad de fijacion de N9. Los
experimentos conducidos en cuartos de crecimiento e inver-
nadero son valiosos para la estimacion preliminar de las carac-
teristicas simbidticas, pero por mas sofisticados que estos pue-
dan ser no pueden llegar a simular la complejidad del ambiente
del suelo (Brockwell et al., 1982). Tampoco el uso de suelo en
potes en experimentos de invernadero es una solucién satisfac-
toria; ya que el suelo es perturbado en el transporte desde el
campo a los potes, lo cual invariablemente conduce a cambios
substanciales en su estado microbiologico y nutricional (Sylves-
ter-Bradley et al., 1983).

Las pruebas de campo son extremadamente importantes,
segtin Vincent (1970), por lo siguiente:

1. Una mayor diferenciacion puede ser obtenida como resul-
tado de una nodulacidon efectiva. Esto depende, por su-
puesto, de la influencia de la disponibilidad de N en el
suelo, y hasta que punto las cepas efectivas de rizobios
presentes en el suelo podrian confundir los resultados.

2. La asociacion entre bacteria y hospedero son probadas
en una situacion natural y compleja. Esta compleja situa-
cion incluye: las condiciones de acidez y humedad del
suelo que afecta la supervivencia y multiplicacion del rizo-
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bio; residuos vegetales toxicos al rizobio; el antagonismo
microbiano que puede prevenir la multiplicacion del iné-
culo en la rizosfera; la concentracion de iones de calcio
que puede limitar la infeccidn de las raices de las legumi-
nosas; la competencia del rizobio nativo con el inoculado
en la formacion de nodulos y/o el establecimiento de la
fijacion de nitrogeno y las deficiencias en nutrientes mi-
nerales que interfieren con el funcionamiento de los né-
dulos. Los resultados que se obtienen en condiciones de
campo, particularmente si estos son representativos de
aquellos donde se cultiva la especie de leguminosa en
evaluacion, tendran un significado mas practico que
aquellos resultados obtenidos en condiciones arbitrarias
vy generalmente favorables.

ASPECTOS RELACIONADOS
A LOS ENSAYOS DE CAMPO

VARIABILIDAD (heterogeneidad) DEL SUELO

La variabilidad del suelo se refiere a la falta de uniformidad
del suelo de una parte a otra del campo. Este es el mayor con-
tribuyente al error existente en ensayos de campo. La variabili-
dad del suelo puede evitarse de las siguientes maneras:

1. Evitando areas que han sido previamente usadas en experi-
mentos con tratamientos que pueden tener un efecto dife-
rencial en las condiciones del suelo, p.e. fertilizantes, varie-
dades que varian en duracidon del ciclo de crecimiento,
diferentes densidades de siembra.

2. Evitar areas en las que se dejaron calles sin sembrar entre
las parcelas en la siembra anterior.

Con referencia a lo citado en 1) y 2), una o mas siembras
uniformes deben precedir la siembra de experimentos.

3. [Escoger areas de terreno donde se conoce la historia del
suelo.

4. Si es posible, conducir un ensayo de uniformidad consis-
tente en sembrar una sola variedad y usar practicas cultu-
rales y de manejo que sean uniformes las cuales pueden
reducir de alguna forma la variabilidad del suelo. Los datos
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de rendimiento (de pequeiias unidades cosechadas a través
del campo) pueden ser usados para describir los patrones
de heterogeneidad del suelo para la propia orientacion de
las parcelas y bloques en experimentos subsiguientes en
esta area, y para aumentar la precision de estos experi-
mentos usando la técnica de covariancia.

Una vez obtenido el lote donde se va a conducir los ensa-
yos de campo, los efectos de la heterogeneidad del suelo pueden
reducirse considerablemente mediante el uso de técnicas experi-
mentales, entre estas se encuentran:

el uso de disefios experimentales apropiados,
escoger el tamano y forma adecuada de la parcela,
orientar apropiadamente las parcelas y bloques, y
aumentando el nimero de repeticiones.

W=

REQUERIMIENTOS PARA ENSAYOS DE FIJACION DE
N2 EN EL. CAMPO

Obviamente que no es posible dar recomendaciones para
cada situacion en detalle, pero las siguientes notas se refieren a
algunas de los aspectos mas importantes a considerar en el esta-
blecimiento de experimentos de campo para evaluar la asocia-
cion leguminosa/Rhiizobium (Brockwell et al., 1982; Vincent,
1970).

Seleccion del sitio experimental

La seleccion del lugar donde se van a efectuar ensayos con
cepas de Rhizobium esta sujeta a varias consideraciones practi-
cas. Algunas veces es el suelo o la localidad los que precisamente
se desean investigar, pero mas frecuentemente se escogera un
lugar que llene algunas de las consideraciones experimentales
sigulentes:

1. El suelo ideal para ensarvos de cepas es aquel que contiene
una baja concentracion de N y una poblacion baja de rizo-
bios nativos, aunque algunas veces esta ha de requerir algu-
na forma de mejorar las condiciones del suelo para poder
remover la barrera o factor limitante a la supervivencia del
rizobio y la expresion maxima de la simbiosis.



1986 ROSAS Y BLISS: PRACTICAS DE CAMPO 27

2. En cambio para ensayos de la capacidad competitiva de las
cepas se necesitan suelos con una poblacion de rizobios
ya establecida. La habilidad para distinguir la nodulacién
debido a las cepas que se estan probando de la producida
por el rizobio presente en forma natural sera una parte
esencial en este tipo de investigacion.

3. El terreno experimental deberd ser nivelado v de aspecto
homogéneo. El suelo debera ser uniforme, y de una area
suficientemente grande para proveer separacion entre
parcelas y construir drenajes para prevenir la contamina-
cion debido al movimiento superficial del agua después
de una fuerte lluvia. El tamafio del area experimental
sera determinado por el tamano practico de las parcelas,
el numero de tratamientos y repeticiones, y el método
de siembra en relacion a la mano de obra y maquinaria
disponibles.

Preparacion del suelo

La preparacion y cultivo del suelo por métodos convencio-
nales tiene las ventajas de asegurar una buena germinacion, el
crecimiento de la leguminosa y el control de las malezas. Sin
embargo, esto frecuentemente produce suficiente mineraliza-
cion del N del suelo que puede oscurecer o atrasar los efectos
de la inoculacion. Estos efectos, asi como en casos de suelos
de alto contenido de N, se pueden aliviar de la siguiente manera:

1. Sembrando un cultivo de un cereal, dos veces si es necesa-
rio, para reducir los niveles de disponibilidad de N del
suelo,

2. Mediante la incorporacion abundante de materia organica
con bajo contenido de N, como paja de cereales, varias
semanas antes de la siembra,

3. Reduciendo la labranza mecanica mediante la siembra di-
recta sobre los residuos del cultivo anterior vy el uso de la
llamada ‘““labranza quimica® (herbicidas), y

4. Cuando sea posible, dejar el suelo preparado y sin sembrar
por una o dos semanas esperando que parte del N disponi-
ble sea reducido por efecto de “lavado por las lluvias”,
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fijado por las particulas del suelo y/o materia organica,
denitrificacion, etec. El control quimico de malezas sera
necesario en éste caso para mantener el terreno limpio.

Aplicacion de fertilizantes

La efectividad simbiotica de la asociacion leguminosa/
Rhizobium no se puede expresar si otros elementos nece-
sarios para el crecimiento de las plantas son deficientes en el
suelo. Segilin ésto, es necesario mejorar las deficiencias minerales
antes de empezar la experimentacion. Algunas veces los reque-
rimientos de un suelo dado se conocen, sin embargo muchos
recomiendan la aplicacion de una fertilizacidon completa,

Es dificil definir lo que podriamos denominar la “fertili-
zacion Optima” para ensayos de campo sobre la fijacion de
N2. Lo mas aconsejable es usar una fertilizacion que permita
reducir las deficiencias del suelo pero utilizando niveles de
fertilizacion que no sean demasiados altos en relacion a las
recomendaciones practicas para los agricultores. Lo que se
desea es tener condiciones experimentales en que se equili-
bren las recomendaciones basadas en analisis de suelo y de
plantas para facilitar la deteccion de las diferencias entre tra-
tamientos, pero asegurindose que estos resultados puedan
tener aplicacion practica. Los objetivos del ensayo también
han de considerarse antes de tomar decisiones al respecto;
la experiencia del investigador ha de jugar un rol importan-
te en estas decisiones como en muchas otras relacionadas
al estudio de la simbiosis leguminosa/R hizobium.

En nuestros ensayos de campo en Honduras (EAP-EIl
Zamorano) estamos usando la siguiente fertilizacion por hec-
tarea; 300 kg de carbonato de calcio, 150 kg de superfosfato
triple, 25 kg de sulfato de magnesio (deficiente segin analisis
de suelo), v proporcionando los requerimientos de molibdeno
(esencial para la fijacion de N2) mediante el uso de fungicidas,
que contiene Thiram 4+ Molibdeno, aplicado a las semillas.
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CARACTERISTICAS DE LA PLANTA HOSPEDERA
Y EL RHIZOBIUM

LA PLANTA (LEGUMINOSA) HOSPEDERA
Rol del hospedero en la prueba y seleccién de cepas

La planta hospedera puede también afectar el proceso
de nodulacion simplemente siendo incompatible con la cepa
o especies de Rhizobium con que se esta tratando de infec-
tarla (Meiner y Gross, 1980). El mecanismo exacto de esta
incompatibilidad es alin desconocido, pero la llamada espe-
cificidad puede ser identificada genéticamente, como en el
gene rj1 que determina la caracteristica de no-nodulacion en
soya, o que puede ser definido a nivel de variedades de planta
como en el caso de frijol (Graham, 1981; Graham y Rosas,
1977; Graham y Halliday, 1977). Por lo tanto, en un ensayo
en que se esté probando la efectividad de las cepas es necesario
incluir uno o mas hospederos que permitan la expresion de
esta caracteristica de las cepas. Un hospedero de escasa capaci-
dad para establecer una simbiosis eficiente v en mantener la
actividad de fijacion de la bacteria, indudablemente limitara
la expresion de las cepas y hara mas dificil la identilicacion de
su potencial para fijar N9.

Plantas hospederas para cnsayos de inoculacion

El uso de un solo genotipo de la planta hospedera trae
como consecuencia resultados de significado limitado y alta-
mente asociado a este genotipo; ademas, si este genotipo posee
una reducida capacidad simbiOtica produgird una respuesta
limitada a la inoculacion. Se recomienda para ensavos de
prueba de cepas el incluir los siguientes genotipos:

1. TUn genotipo de alta capacidad de fijacion, previamente
identificado,

2. El uso de plantas que no fijan N2 como lineas de soya que
no nodulan yv/o cereales (p.e. arroz dc secano), para esti-
mar el efecto del N del suelo v del aplicado como fertili-
zante. En ensavos con frijol se podra usar genotipos de
pobre fijacidn, ya que en esta especie no existen materia-
les que no nodulan, y
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3. El uso de cultivares locales.

Es importante el seleccionar hospederos con caracteristicas
de crecimiento lo mas similares posibles y asi reducir las
diferencias asociadas a otras caracteristicas de la planta,
p.e. floracion/maduracion tardia vs, temprana, y habito de
crecimiento arbustivo vs. trepador.

Plantas hospederas  uniformes vs. genéticamente variables

En muchos estudios se han de usar plantas hospederas que
son uniformes y que poseen patrones similares de crecimiento y
desarrollo. En este caso las evaluaciones para estimar la fijacion
de N9 podran hacerse en base a un mismo tiempo (dras) después
de la siembra o emergencia. Por otro lado, para el caso de pobla-
ciones genéticamente variables, como ocurre en programas de
mejoramiento de especies hospederas, y donde se presentan
variaciones en el crecimiento y la ocurrencia de las diferentes
etapas de desarrollo, se debera tener en cuenta de hacer las de-
terminaciones en la misma etapa de desarrolio de cada genotipo,
aunque estos ocurran en tiempos (dras) diferentes. Por ejemplo,
se ha encontrado que la nodulacion y actividad de fijacion esta
asociada con la etapa (floracion tardia vs. temprana) y habito
(determinado vs. indeterminado) de crecimiento de los genoti-
pos de frijol (Graham, 1981; Graham y Halliday, 1977; Graham
y Rosas, 1977). Seria erroneo estimar la fijacion de N2 en un
mismo dia en genotipos con diferente etapa en que ocurre la
floracion o hacer comparaciones entre genotipos arbustivos vs.
trepadores, aunque cada uno de estos han de ser de importancia
pero en sistemas de produccion diferentes.

ENSAYOS DE INOCULACION

Hay varios métodos que pueden ser utilizados en ensayos
de inoculacion con leguminosas; generalmente se ha de escoger
uno de acuerdo a los objetivos del ensayo. Sin embargo, algunos
de los principios generales que se aplican a tados ellos son:

1. Si se incluven controles no inoculados, estos deben ser
manipulados antes que los tratamientos con inoculacion,
Esto reduce el riesgo de contaminacion v subsecuente
nodulacion del control.
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2.

Los niveles de inoculacion deben de ser siempre los mas
altos posibles dentro de los objetivos del experimento para
reducir los efectos de contaminacion.

El Rhizobium es un organismo que es facilmente transpor-
tado por el agua, viento, humanos y animales, o ain acci-

dentalmente de un tratamiento a otro.

El Rhizobium no se puede aplicar en contacto con muchos
pesticidas usados con las semillas.

Las determinaciones de campo incluye la necesidad de

medir el suceso de las cepas aplicadas en la f[ormacion de nddu-
los en la presencia o ausencia de una poblacion de rizobios
nativos. Tres situaciones pueden presentarse cuando se evaluan
cepas de Rhizobium en el campo. Segun Norris y Date (1976),
estas son:

1.

Las plantas testigos no inoculados no presentan nodulos
o si los presentan estas plantas son pequenas y deficientes
en N en comparacion con las plantas inoculadas. La res-
puesta en las plantas inoculadas puede ser uno de los
casos siguientes:

a. Plantas sin nédulos, indicando la falta de infectividad
de la cepa aplicada,

b. Plantas noduladas pero pequenas, deficiente en N y
sin mostrar aumento en peso seco, indicando que la
cepa es inefectiva, o

¢. Plantas noduladas que muestran una respuesta substan-
cial en peso seco y/o rendimiento, indicando que la
cepa es efectiva.

Plantas testigos no inoculadas que presentan nodulos que
se consideran inefectivos desde que los tratamientos
inoculados muestran plantas sanas v de buen crecimiento
con un aumento significativo en el peso seco, sobre aque-
llas no inoculadas. Obviamente que en este caso solo algu-
nos de los nodulos en el tratamiento inoculado son forma-
dos por la cepa usada como inoculo. No seria de valor
practico determinar la proporcion de noédulos formados
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por la cepa ya que esta es la Gnica que contribuye a la fija-
cion de N9.

3. Plantas testigos no inoculadas con nodulos activos en fijar
N2 vy peso seco similar a las plantas que han sido inocula-
das. En estos casos es esencial la determinacion de la pro-
porcién de nodulos formados por la cepa aplicada como
inoculo y estimar su contribucion al total del N2 fijado.

APLICACION DEL INOCULANTE
Cepas individuales vs. mezclas de varias cepas

Una vez identificada la efectividad simbiotica de las cepas,
la pregunta siguiente seria si se debe usar una sola cepa 0 una
mezcla de varias de ellas como fuente de inéculo. Algunos inves-
tigadores se inclinan por el uso de una cepa altamente eficiente
y competitiva en base a resultados obtenidos en condiciones
controladas. Este concepto favorece la opinion de que la se-
leccion debe hacerse simultaneamente, v tendiendo a identili-
car combinaciones especificas de cepa x hospedero; la validez
de este método queda aun por ser evaluada en condiciones de
campo. En las condiciones actuales se recomienda el uso de una
mezcla de varias cepas efectivas seleccionadas en ensayos pre-
vios para ofrecer una mayor oportunidad en el establecimiento
de una simbiosis efectiva en condiciones en que los factores am-
bientales v la competencia por el rizobio nativo presentes en
el suelo, varian de un lugar a otro. De acuerdo a esto, en el
proceso de seleccion de plantas hospederas por su mayor efec-
tividad simbiotica se recomienda el uso de inéculos preparados
con varias cepas, los cuales deberan cambiarse v/o rotarse con
cierta frecuencia para evitar la seleccion de plantas con alta
especificidad por una o pocas cepas, y en vez de ello seleccionar
aquellas plantas que presentan una buena habilidad de fijacion
con un rango amplio de cepas efectivas de Riizobin.

Tipo de inoculanie

La forma en que se aplica el inoculante y el nimero de
bacterias contenidos en él, han de afectar de alguna manera su
comportamiento, A menos que el ensayo de campo es tal que
requiere comparaciones de diferentes procedimientos de ino-
culacion, este sera aquel que se recomienda por su probada
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efectividad. El revestimiento (peletizado) de las semillas con
carbono de calcio o roca fosfatada después de ser inoculadas
ha sido recomendado en situaciones en que el in6culo necesita
ser protegido contra condiciones adversas como bajo pH y falta
de humedad (Grahamet al., 1974; Norris y Date, 1976; Vincent,
1970). Ultimamente se estd usando, con buen éxito, inoculantes
a base de turba de tipo granulado que se aplica al suelo al mo-
mento de la siembra, y el cual ofrece cierta proteccion a la bac-
teria y facilita la distribucion del inéculo.

DISENO Y TECNICAS PARA EXPERIMENTACION
EN EL CAMPO

CONCEPTOS SOBRE DISENOS EXPERIMENTALES
Generalidades

Diseno experimental se refiere a las reglas que regulan la
distribucion de tratamientos en las parcelas experimentales.
Cuando esto se ejecuta apropiadamente permite la comparacién
valida entre tratamientos y el control de la fuente principal de
variacion de los experimentos de campo, es decir la heteroge-
neidad del suelo. La seleccion del mejor disenio para un experi-
mento depende primariamente de la magnitud de la variabilidad
del suelo en el area donde se va a conducir el ensayo, el tipo y
el nimero de tratamientos a ser probados, y el grado de preci-
sion deseado. Cuando se va a empezar un nuevo experimento,
consulte con un investigador con experiencia o un estadistico
competente, siempre que sea posible.

Principios de los disenos experimentales

Los principios basicos del disefio experimental son replica-
cion, randomizacién y control local (uso de bloques). Es de
primordial importancia para el investigador el entender la logica
de estos principios de manera a disefiar experimentos que sean
efectivos. El siguiente diagrama de LeClerc et al. (1962), nos
puede ayudar a entender estos principios.
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Replicacion
Distribucion al azar Control local
(Randomizacion) (Bloques)
Estimacion valida Disminucion
del error del error

Replicacion. El nimero de veces que un grupo de trata-
mientos es repetido se denomina el nimero de replicaciones.
Es aparente por el diagrama que las funciones de la replicacion
son:

1. Proveer una estimacion de la magnitud del error al cual es
muy probable que las comparaciones entre tratamientos
estén sujetos, y

2. Disminuir el error experimental.

Con respecto a la funcion 1, los diferentes tratamientos de-
ben ser distribuidos al azar de manera tal a satisfacer la base ma-
tematica para la estimacion valida del errox.

Para la disminucion del error, o funcion 2, esta puede ser
conducida a cualquier grado de precision preveyéndose que un
nimero suficiente de replicaciones sean usadas conjuntamente
con control local o bloques. Mas aan el error standard prome-
dio (SX) es proporcional a la raiz cuadrada del niimero de repli-

caciones u observaciones, SX\/ s/n.

Randomizacion. Es uno de los principios basicos del dise-
fno experimental. Hace posible que la estimacion del error sea
valida, lo cual es esencial en la comparacion de tratamientos.
Randomizacion es el procedimiento para asignar tratamientos
de tal manera que cada parcela (unidad) experimental tiene el
mismo chance de recibir cualquier tratamiento. Es importante
recordar que la estimacion del error depende de las diferencias
entre parcelas tratadas igualmente,

Control local (bloqueo o uso de bloques). El error expe-
rimental es mas adecuadamente controlado y medido a traveés
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de la division del terreno a ser ocupado por el experimento de
campo en areas llamadas bloques. El uso de bloques, se refiere
a la asignacion de un grupo de parcelas o tratamientos a un blo-
que de terreno con un suelo relativamente homogéneo, como
una de las maneras mas simples y mas efectivas de afrontar la
heterogeneidad del suelo, De esta manera la variacion entre blo-
ques puede ser removida del error experimental permitiendo la
reduccion del error y el aumento en la precision de un experi-
mento. Cuanto mas grandes son las diferencias entre bloques,
mas grande es la reduccion del error experimental. Aun mas,
el uso apropiado de bloques debe producir diferencias grandes
entre ellos haciendo que las parcelas dentro de cada bloque sean
mas homogéneas,

TRATAMIENTOS Y PLANTAS USADAS COMO TESTIGOS

La respuesta a la inoculacion debe de ser considerada en
relacion al comportamiento de tratamientos no inoculados
usados como testigo. En cuanto a testigos no inoculados y sin
N pueden considerarse como standards para juzgar la habilidad
para nodular y fijar N9 del rizobio presente en el suelo en el
lugar experimental, vy que debe ser incluido siempre en los ensa-
yvos de campo. Los tratamientos testigos no inoculados y con
N pueden ser usados para determinar la habilidad de la planta
hospedera para responder al N aplicado bajo las condiciones
del experimento,

Cuando se estan comparando la habilidad simbiética de
variedades de plantas hospederas es recomendable incluir un
genotipo de alta fijacion, uno de escasa fijacion o mejor uno que
no forma ndédulos, y uno de los cultivares locales, como testigos.
En ensayos con isétopos de 5N se utilizan genotipos que no
producen nodulos para estimar la cantidad de N9 fijado v la
proporcion del N total que proviene de la fijacion. En la practi-
ca, se pueden usar estos genotipos que no nodulan para estimar
en forma conservativa la cantidad de N proveniente del suelo
y/o fertilizante, lo cual es mas efectivo en suelos de bajo conte-
nido de N, y donde se puede asumir que una gran proporcion
del N total en las plantas proviene ya sea de la fijacion o del fer-
tilizante aplicado.
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CARACTERISTICAS DE LASPARCELAS EXPERIMENTALES

Tamario de parcela

El tamanio, como la forma vy la orientacion, de una parcela
puede afectar grandemente la magnitud del error experimental
de un experimento de campo. En general, el error experimental
decrece de acuerdo al aumento en tamano de parcela, pero la
reduccion no es proporcional, y siempre y cuando al aumentar
el area total experimental no estamos incrementando el error
debido a una mayor heterogeneidad del suelo, Por otro lado, el
tamanio de parcela no solo afecta la variabilidad pero puede
ocasionar parcialidad en los resultados; para una area especifica
de terreno, el nimero de replicaciones decrece de acuerdo a
como el tamano de parcela aumenta. Si el tamafio minimo de
parcela es obtenido, un mayor incremento en la precision pue-
de esperarse con el aumento en el nimero de replicaciones. En
relacion al tipo de experimento, podemos decir que las practi-
cas culturales relacionadas al experimento pueden influenciar
el tamafo y la forma de las parcelas para poder facilitar las ope-
raciones. Los experimentos de fertilizacidon requieren parcelas
mas grandes que los de prueba de rendimiento de variedades;
los ensayos de riego pueden requerir parcelas aiin mas grandes.
Cuando la cantidad de semilla es limitada o un gran nimero de
genotipos (como ocurre en programas de mejoramiento) o cepas
de Rhizobium necesitan ser evaluados, se tendra que usar par-
celas pequenas; en este caso la técnica de campo debera ser
suficientemente refinada para asegurar suficiente precision en
la conduccion del experimento. El uso de parcelas pequenas
no ha presentado mayor problema en ensayos conducidos para
evaluar la efectividad simbiotica de la asociacion frijol/R. pha-
secoli (McFerson, 1983; McFerson et al., 1982; Rosas, 1983).

Namero de plantas

Para determinaciones de la fijacion simbiotica y caracteres
relacionados en frijol comun se han estado usando un minimo
de 5 plantas; el rendimiento en estos ensayos ha sido determina-
do en muestras de 10 plantas (McFerson, 1983; McFerson et
al., 1982; Rosas, 1983). Es indudable que determinaciones en
un mayor nimero de plantas han de incrementar la precision
de los ensayos, sin embargo, es preferible tener parcelas con el
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minimo necesario de plantas y permitir un aumento en el nu-
mero de replicaciones.

Para asegurar el nimero deseado de plantas por parcela se
recomienda sembrar dos semillas por golpe; después de comple-
tada la emergencia de las plantulas proceder a ‘“‘ralear” y dejar
la poblacidon deseada, es decir una planta por golpe para espe-
cies como frijol comun. Se recomienda dejar las dos plantas en
un golpe determinado si en el siguiente no ha emergido ningu-
na plantula; en frijol, esto tiene un efecto compensatorio
(Sullivan y Bliss, 1981). Se debe evitar las resiembras y/o trans-
plantes ya que estas plantas no llegan a alcanzar el tamafo y
vigor de las otras plantas dentro de la parcela.

Replicaciones por experimento

El namero de replicaciones que se necesitan dependen de
la magnitud del error experimental mas probable de ser obteni-
da en el experimento y el grado de precision que se desea. En
los cuadros 1 y 2 se presentan el nimero de replicaciones que
son necesarias para obtener un determinado grado de precision
bajo una magnitud de error experimental (coeficiente de varia-
bilidad) mas probable de ser obtenida en el experimento. Ade-
mas, hay que considerar en forma practica (mano de obra, terre-
no disponible, costo, etc) el nimero de replicaciones que es
posible conducir, asegurandose que el nimero de replicaciones
a escogerse debe proveer no menos de 10 grados de libertad para
estimar el error experimental. Cuando existen dudas al respecto
consulte con un estadistico.

Cuadro 1. Error standard promedio de tratamientos expresado
en porcentaje del promedio segin el numero de replicaciones
y el coeficiente de variabilidad (CV), K. Gomez (1972).

Nimero de Error standard (o/o)

replicaciones CV = 100/0 CV = 120/0 CV = 140/0
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Cuadro 2. Diferencia entre promedio de dos tratamientos que
puede ser detectada (950/0 confidencial) segin el nimero de
replicaciones y el coeficiente de variabilidad (CV), K. Gomez

(1972).

Nitmero de Diferencia detectable (ofo)
replicaciones CV = 100/0 CV =120/0 CV = 140/0
2 22.6 27.1 31.7
4 14.5 174 20.3
6 11.6 14.0 16.3
8 10.0 12.0 14.0
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PRACTICAS DE LABORATORIO DE
FITOPATOLOGIA

Jairo Castario Z.
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Esta guia constituye un auxiliar didéctico valioso para
la ensefianza y aprendizaje de 16 practicas y técnicas
de laboratorio importantes de la fitopatologia.

El manual incluye las instrucciones bésicas para la utili-
zacion apropiada del microscopio compuesto, micro-
metro ocular y hemacitometro. Asimismo, explica la
manera de preparar medios de cultivos apropiados para
el aislamiento, multiplicacion y montaje de hongos v
bacterias [itopatdgenas. También se describen practicas
de asepsia en el laboratorio, inoculacion y diagnéstico
de enfermedades de plantas causadas por hongos, bac-
terias, virus v nematodos.

Debido a la importancia que reviste la patologia de
semillas y el conocimiento del tipo de accidn que poseen
los fungicidas, se describen algunos métodos para detec-
tar microorganismos en las semillas, el tratamiento qui-
mico de éstas y demostracion del poder residual de fun-
gicidas en el follaje. Se incluyen también dos apéndices
acerca de la composicion de medios de cultivo y solucio-
nes. para el aislamiento y montaje de hongos y hacterias.
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