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EDITORIAL

El presente numero es el primero de la serie de numeros
especiales que publicara TERRA. Contiene los trabajos presentados
en el Simposio sobre La Fijacion Biologica del Nitrégeno en
Frijol Comun (Phaseolus vulgaris) realizado en Zacatecas dentro
del marco del XX Congreso Nacional de la Ciencia del Suelo en
1986 y cuyo trabajo editorial fue realizado por el Dr. Ronald
Ferrera-Cerrato y por el MC. David Espinosa Victoria.

De acuerdo con la politica editorial establecida, en los
numeros especiales tendrin cabida los trabajos presentados en
eventos académicos que patrocine la Sociedad Mexicana de la
Ciencia del Suelo y cuyo comité organizador asuma la
responsabilidad del trabajo editorial. El crédito de la
publicaciéon es, en consecuencia, del grupo de personas
responsables de preparar y pulir las contribuciones. La Comision
Editorial de la Sociedad sélo es el vehiculo que facilita, a
través de sus canales de accion, que esta valiosa informacion
llegue a manos de los usuarios interesados. Se ha adoptado la
modalidad de numeros especiales para no entorpecer el proceso
regular de publicaciones de contribuciones que los socios envian
a TERRA. De esta manera se respeta el orden cronolégico de
llegada de los trabajos y no se demora su publicacion.

Esperamos que el contenido de este primer numero especial
contribuya a acrecentar los conocimientos sobre fijacién
biolégica de nitrogeno en el grupo de personas interesados en
ella. De esta manera la Sociedad Mexicana de la Ciencia del
Suelo y TERRA cumplen con el imperativo de difundir la cienciaen
México.

El Editor.
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PROLOGO

El tema de la fijacion biolégica de nitrégeno atmosférico es apasionante porque ofrece la
posibilidad de abastecer de ese nutrimento esencial a ciertas plantas y de restituir en buena medida
la fertilidad del suelo sin la aplicacion de fertilizantes nitrogenados. Aun antes de nuestra era,
filésofos y cientificos como Teofrasto, Columela, Catéon y Virgilio hacen referencia a la bondad de
las leguminosas para restituir al suelo su fertilidad cuando se incorporan como abonos verdes o
simplemente se incluyen en la rotacion de cultivos, aunque para ellos era desconocida la explicacion
de este comportamiento. No fue sino hasta fines del siglo pasado cuando Hellriegel, Wilfarth y
Beijerinck demostraron la naturaleza microbiologica de la fijacion de nitrégeno atmosférico en
simbiosis con las leguminosas.

Cuando este fenémeno microbiologico se estudia aplicado al frijol, adquiere singular importancia
por tratarse de un alimento bédsico de la poblacion latinoamericana. Hace mas de veinte anos se
encuentran en el mercado nacional, inoculantes para semilla de frijol; sin embargo, su utilizacion
no se popularizé debido a la inconsistencia de los resultados, bien sea por problemas de viabilidad,
de incompatibilidad de las cepas disponibles, o de incapacidad de las cepas introducidas para
competir con las cepas nativas menos eficientes o con otros enemigos presentes en el suelo. Los
cultivares de frijol de las zonas tropicales calido-humedas de México normalmente muestran un grado
aceptable de nodulacién efectiva; sin embargo, en altitudes superiores a los 1500 msnm y con clima
semidrido, la nodulacion espontdnea es poco efectiva y para obtener rendimientos aceptables de
frijol se recomiendan aplicaciones de 40 a 80 kg de nitrogeno por hectdrea. La insuficiencia de la
fijacion biologica de nitrégeno en frijol, ha sido un tema de estudio en el Colegio de Postgraduados
desde hace mucho tiempo. En 1975 se escribié la primera tesis de postgrado sobre este tema, en la
que se presenta el efecto depresivo del nitrogeno y estimulante del fosforo sobre la nodulacién;
después siguieron otros estudios de competencia entre cepas nativas e introducidas; posteriormente,
con el apoyo y coordinaciéon del Organismo Internacional de Energia Atomica y mediante el uso de
nitrégeno isotépico, se evalué bajo condiciones de campo, la magnitud de la fijacion de nitrégeno
atmosférico en varios genotipos de frijol bajo diferentes practicas de manejo y fertilizacion. Mais
recientemente, con el desarrollo de la Seccion de Microbiologia de Suelos del Centro de Edafologia,
ha sido posible entrar en el campo de seleccion, aislamiento y prueba de diferentes cepas de
Rhizobium leguminosarum bv phaseoli en asociacion con distintos genotipos de frijol.

La complejidad y diversidad de los factores que intervienen en la magnitud y eficiencia de la
fijacion de nitrogeno atmosférico por frijol, justifica el enfoque multidisciplinario de su estudio.
Los trabajos presentados en este Simposium seguramente contribuiran al mejor conocimiento del tema,
a fin de que cada dia pueda aprovecharse mas eficientemente esa capacidad de la simbiosis Phaseolus-
Rhizobium, para beneficio de la agricultura y la alimentacion.

DR. ROBERTO NUNEZ ESCOBAR




MORFOLOGIA Y FISIOLOGIA DEL FRIJOL (Phaseolus vulgaris L.)

Josué Kohashi-Shibata

Centro de Botdnica, Colegio de Postgraduados,
56230 Chapingo, México.

RESUMEN

En el frijol existe una estrecha relacion
entre la morfologia y fisiologia, reflejada en
la plasticidad fenotipica y el rendimiento
biolégico y agronémico. Asimismo, el estudio
de los componentes del rendimiento, de la
abscision de los organos reproductivos, del
aborto de las semillas y de las relaciones
fuente-demanda podra contribuir a entender la
operacion de los factores que limitan el
rendimiento.

INTRODUCCION

El fenotipo de una planta es la resultante
de la interaccién entre el genotipo
("patrimonio genético") y el medio o ambiente.
Dicha interaccién se realiza mediante los
procesos fisiologicos cuyo estudio corresponde
a la fisiologia vegetal. Entre . las
caracteristicas del fenotipo estd la
morfologia, y el rendimiento, este ultimo de
naturaleza antropocéntrica. En las plantas
cultivadas podemos considerar que a nivel de
agricultor, el genotipo estd representado por
el patrimonio genético de la variedad, que en
realidad es un conjunto de genotipos. El
-medio estd representado por factores del
clima, del suelo y bidticos.

En sus siembras, el agricultor pretende
alcanzar uno o mads de los siguientes
objetivos: incremento en el rendimiento, mayor
seguridad en la cosecha o mayor redituabilidad
de su inversion. Para lograr dichos
objetivos, puede manipular algunas
caracteristicas de la planta, por ejemplo, el
patrimonio genético por medio de la seleccién
de sus variedades; el fenotipo mediante la
poda, el uso de espalderas, el injerto, etc. o
finalmente puede manipular el medio. Los
factores del clima (fotoperiodo, temperatura,
humedad relativa atmosférica, radiacién solar)
son dificilmente manipulados a nivel de campo,
y entonces se recurre a determinar la
adaptacion de un cultivo a una regién con
cierto clima, mediante experimentos con
diferentes fechas de siembra. En ellos
tomamos en cuenta que los factores del clima
en una region van cambiando durante el afio.
Aqui es oportuno recalcar la importancia del
conocimiento y caracterizacion del clima
(temperatura maxima y minima, precipitacion,
fotoperiodo y, de ser posible, nivel de
energia solar global).

Es claro, por otro lado, como lo indican
los trabajos presentados en este Congreso, que
los factores del suelo (fertilidad, agua en el
suelo, microbiologia, materia orgdnica, pH,
etc.) son factibles de ser manipulados,
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excepcion hecha de la textura. De igual
manera, los factores bioticos (la flora
microbiana util del suelo, las arvenses o
malezas, los patogenos del suelo y de la
porcion aérea de la planta, insectos y otros
animales) pueden ser también manipulados. A
éstas y otras operaciones que realiza el
hombre, tales como: eleccion de la densidad,
método y profundidad de siembra, asociacion de
cultivos, etc. se les conoce como practicas
agricolas. Todas ellas tienen por objeto
modificar las condiciones del ambiente para
favorecer el desarrollo de la planta, y que
ésta exprese al maximo su potencial de
rendimiento. ;Cual es la mejor combinacién de
genotipo, ambiente y prdacticas agricolas?
Para determinar en forma légica esta
combinacién, tenemos que conocer nuestro
ambiente y la planta. De ésta ultima, hay que
conocer la morfologia, la anatomia y su
funcionamiento o fisiologia.

Frijol mas maiz forman un "binomio" de gran
importancia socioeconémica. En muchas
regiones ambos cultivos se siembran asociados
participando asi en la alimentacién de nuestro
pueblo, en donde el maiz proporciona la mayor
parte de los carbohidratos y el frijol la
mayor parte de las proteinas y una cierta
proporcion de carbohidratos. EIl fruto o vaina
inmadura del frijol (ejote) se consume como
verdura y sus semillas frescas (por ejemplo,
"tzama" en Yucatin) o secas, se utilizan en
diversos guisos.

La produccion anual en México es alrededor
de 1.5 millones de toneladas. El consumo
nacional per capita es alrededor de 20 kg
por ano.

El empleo de la semilla seca del frijol
para la alimentaciéon constituye el uso mds
importante para lo cual se cultiva esta
especie. Asimismo, la semilla es el medio de
propagaciéon. Las diversas variedades de
frijol se caracterizan por el tamaiio, color y
brillantez de la testa y forma de las
semillas, mismas que el publico consumidor
asocia a ciertas caracteristicas de sabor,
facilidad de coccién, etc. Es importante hacer
notar que una variedad de frijol se denomina

por su nombre comun. Por ejemplo, Flor de
Mayo se asigna a un tipo de semilla que puede
corresponder a variedades con diferentes
fenotipos, por ejemplo de mata, de guia corta
o de guia larga.

MORFOLOGIA

El conocimiento de la morfologia es
importante porque en el frijol, como en las
demas especies vegetales, existe una relacién
muy estrecha entre la morfologia de la planta
y su fisiologia.

La semilla consta de testa, que envuelve al
embrion, el cual estd formado por los
cotiledones y por el eje embrional. Este, a
su vez, estd constituido por la plimula, cuyo
desarrollo dara origen al vastago, y de la
radicula que dara origen a la raiz pivotante.
La semilla es ex-albuminosa, es decir, a su
madurezcarece de endospermo. Segun CIAT (sin
fecha), calculando con base en la materia
seca, la testa representa el 9%, los
cotiledones el 90% y el 1% corresponde al
resto del embrion.

Cuando a la semilla viable se le
proporciona humedad, buena aireacién y cierta
temperatura, germina. Es decir, el embrion
que estaba en reposo, reanuda su crecimiento.
Lo primero que asoma de la testa es la
radicula, y después la plumula. Esta ultima
tiene la forma de gancho y en un extremo lleva
los cotiledones, los cuales emergen del suelo,
por lo cual se le denomina planta epigea.

La radicula continua creciendo y se
convertird en la raiz primaria que, a su vez,
de la parte distal emite raices secundarias.
Las raices secundarias dan origen a raices
terciarias, y éstas a cuaternarias y asi
sucesivamente. En la parte subapical de toda
raiz en crecimiento se pueden apreciar los
pelos radicales o absorbentes, los cuales en
conjunto con la regiéon subapical, juegan un
papel importante en la absorcién de agua y
nutrimentos. EIl sistema radical, segin CIAT
(sin fecha), puede ser superficial, fibroso o



pivotante, incluso dentro de una misma
variedad, aun cuando generalmente se distingue
la raiz principal o primaria. Debido a la
simbiosis que puede establecerse entre el
frijol y bacterias del género Rhizobium, la
raiz puede presentar nodulos distribuidos en
la parte superior y media del sistema radical
y, por lo tanto, el aspecto y tamafo que
presente, dependen de caracteristicas del
suelo tales como la textura, estructura,
porosidad, capacidad de retencién de humedad,
temperatura, contenido de nutrimentos, etc.
(CIAT, sin fecha).

Vastago o porciéon aérea: el tallo
principal, el cual se origina directamente del
desarrollo de la plumula, tiene los dos
cotiledones en posicion opuesta, los cuales al
cabo de unos 10 dias se desprenden. EI sitio
donde se insertan los cotiledones constituye
el primer nudo. En el siguiente nudo, también
en posicién opuesta, se localizan las hojas
primarias, que son simples. EIl resto de las
hojas se encuentra en posicion alterna y es
compuesto trifoliolado. En las axilas de los
cotiledones, de las hojas primarias o de las
hojas compuestas, se encuentra un complejo de
yemas llamadas axilares, las cuales pueden dar
origen a un tallo secundario o en ciertos
nudos, en la época reproductiva, a una
inflorescencia. La porcién de tallo
comprendida entre dos nudos constituye un
entrenudo. Diversos investigadores, entre
ellos Harper (1977), han propugnado la idea de
conceptuar al vdstago o porcién aérea de la
planta como un conjunto de médulos, que tiene
un sistema radical comin. Cada unidad modular
estd constituida de un entrenudo, la hoja
correspondiente en la parte superior, y las
yemas que subtiende. A esta unidad se le da
el nombre de fitébmero. Esta concepcion
biolégica es importante, porque considera
a la planta como una poblaciéon de fitémeros en
diverso grado de desarrollo. De esta manera
podemos hablar de una demografia o estudio
poblacional de fitomeros, con fitémeros
viejos, maduros y jovenes, en diferentes
proporciones, con caracteristicas fisiologicas
diferentes y que responden a los factores del
medio de acuerdo a su edad. En el caso de un
estrés o agobio, los fitomeros que estin en
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activo crecimiento serian los mas afectados en
su tamario, y aquellos que hayan completado su
desarrollo seran menos afectados.

El tallo puede seguir creciendo debido a la
actividad de la yema apical. En el caso de
plantas de hdbito indeterminado, esta yema
puede permanecer en estado vegetativo durante
toda la vida de la planta. Estas plantas
pueden ser arbustivas como los frijoles
"mateados”, tipo II, o tener una guia mads
larga y ser de "media guia", o de "guia
larga", dando otros tipos de plantas (tipo III
y IV), pudiendo ser trepadora la guia o no
serlo. En contraste, en algunas variedades,
la yema apical tanto del tallo principal como
de las ramificaciones, durante la época
reproductiva, se puede transformar en yema
floral, con lo cual dicho eje cesa su
crecimiento, exhibiendo un habito determinado.
Dentro de este hdbito existe un solo tipo de
planta que es el de mata, tipo I. El hébito,
como veremos después, es muy importante, por
sus implicaciones agron6micas y fisiologicas.

Las flores ocurren en inflorescencias en
racimo, y se van desarrollando de la base de
la inflorescencia hacia el dpice (Figura 1).
Esta secuencia del desarrollo es importante
porque las primeras en abrir o presentar la
antesis son las que tienen mayor probabilidad
de transformarse en vainas normales. El fruto
es una vaina que consta de semillas y de
pericarpio (la vaina sin las semillas). Una
descripcion de la anatomia y morfologia ha
sido hecha por Engleman (1979).

FISIOLOGIA

Se tratardn primero algunos conceptos
generales que son necesarios para entender los
resultados de las investigaciones que mads
adelante se exponen.

Fuen n
Todas aquellas regiones productoras o

exportadoras de fotosintatos se consideran
como "fuente" (fuente de fotosintatos). Estas
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Figura 1. Diagrama de la planta del frijol (Phaseolus

vulgaris L.) cv Cacahuate 72, al inicio
de la floracién.

son principalmente las hojas, pero pueden ser
raices carnosas o en cierto momento los tallos
y raices que estin re-exportando fotosintatos
que almacenaron en forma temporal. Por otro
lado, todos aquellos 6rganos o parte de ellos
que se encuentran en crecimiento activo y
requieren o demandan fotosiniatos se les
considera "demanda" (demanda fisiolégica).
Estas pueden ser, por ejemplo, las raices
jovenes, las hojas jovenes que importan
fotosintatos, tallos especialmente en sus
porciones apicales, pero muy especialmente las
vainas y semillas durante la época
reproductiva, ya que representan alrededor del
40% de la biomasa de una planta, y ademis
acumulan los fotosintatos en un lapso de
alrededor de la mitad del periodo de
desarrollo de la planta.

Tanto en el caso de la fuente como en el de
la demanda se puede hablar del "tamafo" que
puede ser el drea foliar en el primer caso, o
el namero de botones y flores en el segundo, o
de la "actividad", que puede ser la tasa de
asimilacion neta o la tasa fotosintética en el
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caso de la fuente, y la tasa de crecimiento en
el de la demanda. EI producto de tamaio por
actividad nos da la potencia de la fuente o de
la demanda. Lo importante es que se
establecen relaciones dindmicas entre ambas,
de tal manera que la potencia de una puede ser
mayor que la de la otra. Lo ideal es que en
todo momento exista un equilibrio, y la
potencia de la fuente sea igual a la de la
demanda. En caso contrario, la fuente ¢ la
demanda pueden actuar como factores limitantes
del crecimiento o del rendimiento mismo.

Rendimient u mpon

El rendimiento es la expresion fenotipica,
resultante final de los procesos fisiol6gicos
que se reflejan en la morfologia y en la
fisiologia de la planta.

El rendimiento puede referirse a la
cantidad total de materia seca producida por
la planta (incluyendo la raiz y los Organos
utiles al hombre) en cuyo caso se llama
rendimiento biolégico o biomasa, o puede
referirse exclusivamente a aquellos o6rganos
atiles al hombre en cuyo caso lo llamamos
rendimiento agronémico (también llamado en
inglés rendimiento econémico). Hemos
preferido no utilizar la expresién
"rendimiento econémico" porque ésta tiene un
significado propio en el campo de Ila
Economia.

Debido a razones operativas de orden
practico, tanto en el caso del rendimiento
biolégico como en el del agronémico, el peso
seco se refiere al de la materia seca que aun
contiene un remanente de alrededor de 6 a 10%
de agua.

En el rendimiento estd implicito el factor
tiempo. Asi pues, si queremos comparar dos
variedades de frijol de diferente precocidad
estrictamente tendremos que dividir el
rendimiento biolégico o el agronémico entre
los dias a la madurez. Con ello tendremos una
estimacion de la tasa fotgsmtetica (g de peso
seco total acumulado m “ dia™") o de la tasa
de rend:m:entg semilla (g de semilla

producidos m™“ dia™ )
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El rendimiento agronémico (referido en la
mayor parte de los casos simplemente como
"rendimiento”), por ejemplo de semilla en el
frijol, es la resultante de eventos previos
que conducen a la formacion de tallos, hojas,
flores, raices, es decir, de una
"infraestructura"” sin la cual seria imposible
lograr algun rendimiento.

Si deseamos saber en qué forma influyen en
el rendimiento los diversos factores del
medio, una practica agricola (irrigacion,
fertilizacién, por ejemplo) o la variedad
misma, es importante conocer, mediante el
analisis de crecimiento, la dindmica de dicho
crecimiento; asimismo, desglosar el
rendimiento en sus componentes.

Para esto altimo se procede, paso a paso, a
considerar de que elementos estd constituido
el rendimiento. Por ejem;go si lo expresamos
como peso de semilla m dicho peso seria
equivalente al productg de los componentes:
namero de semillas m™“ y tamaiio de semilla
(peso medio de una semilla). A su vez, el
numero de semillas tendria como componentes el
numero de vainas normales a la cosecha y el
numero promedio de semillas por vaina, y asi
sucesivamente (Figura 2).

En las transformaciones de los o6rganos
reproductivos, y cuya secuencia conduce a la
formaciéon de la semilla, ocurren diferentes
fenémenos fisiolégicos, tales como la
polinizacién y la fertilizacién, la abscisién
de o6rganos reproductivos y el aborto de
algunas semillas, que contribuyen a abatir el
rendimiento.

El anilisis de los componentes del
rendimiento nos permite saber cual de ellos es
el que limita en mayor grado el rendimiento en
una situacién dada, para emprender estudios
dirigidos a superar esta limitacion.

Plasticidad Fenotipi

Plasticidad fenotipica o simplemente
plasticidad, es la aptitud o grado en que un
genotipo dado puede variar fenotipicamente
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bajo diferentes ambientes. Esta variacién
consiste en cambios morfologicos, como grado
de ramificacién, tamafo y grosor de las hojas,
numero de flores; o fisiolégicos, como
velocidad de fotosintesis y de transpiracion,
tasa de asimilacién neta, etc.

Diferentes caracteres, oOrganos o
estructuras, en una planta presentan distinto
grado de plasticidad, y la respuesta conjunta
es lo que conforma la plasticidad a nivel de
la planta entera. Asi, algunos caracteres son
constantes, poco plasticos, y son los que se
utilizan en taxonomia para la clasificacion,
por ejemplo, la forma de las hojas, de las
flores. Otros caracteres, en cambio, son muy
variables, muy plasticos (CIAT, sin fecha).
Asimismo, en lo que toca a los componentes
del rendimiento en el frijol, algunos como el
tamaiio de la semilla son poco plasticos; en
cambio, otros como el nimero de vainas, son
muy plasticos.

tun de semilia I

|
=l 1

[Ndmlrn de samilas ] [Tomolo de semitis —]

e ]

it

Absciaidn

Abschién

Abscluldn

Abscisidh

Duraclén dll
drea fol m

1
s N |
Mmoro[di !_u_du’-vr |
[ Vaess ]
(sma e |

Figura 2. Componentes del rendimiento y abscisién de

6rganos reproductivos y aborto de semillas
como factores que contribuyen a disminuir el

rendimiento.
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Una variedad de frijol muy pléstica
responderd con fuertes cambios morfolégicos o
fisiologicos a una variaciéon en el ambiente,
variacion que puede causar en un caso extremo,
condiciones de estrés o agobio en la planta.
El frijol de habito determinado en contraste
con el de habito indeterminado es poco
plastico. La hip6tesis es de que las
variedades de habito indeterminado tienen un
menor grado de domesticacion (entendiendo por
tal, la intervencién del hombre), y por ende,
mayor grado de plasticidad que las de habito
determinado.

El grado de plasticidad puede medirse por
el grado de cambio de un caracter cuando la
planta estd sujeta a diferentes intensidades
de un factor ambiental bajo estudio, por
ejemplo, la densidad de poblacién, como se
ejemplifica en la parte correspondiente a
resultados.

La Eficiencia de la Conversién de la Energia
Solar

Se podria considerar que la agricultura es
el arte y la ciencia de la "cosecha" de la
energia solar. Desde el punto de vista del
rendimiento, se busca la maxima captacién de
la energia solar por la planta, la cual la
transforma en energia quimica (fotosintatos) y
enseguida, se busca la canalizacién de dichos
fotosintatos a los o6rganos o tejidos de
interés para el hombre, por ejemplo, en el
frijol, podria ser la semilla.

(Cémo se logra esto? Ademds de
proporcionar a la planta todos aquellos
factores favorables para su crecimiento, tales
como fertilizantes, agua, protecciéon contra
depredadores, se emplea un arreglo topolégico
y una densidad de poblaciéon favorables. En
ciertos casos, también se recurre a la
asociacion de cultivos.

(Cudnta energia solar se recibe? En un
area de suelo se recibe diariamente una cierta
cantidad de energia solar total, llamada
energia solar global. Los datos del
Observatorio de Radiacién Solar del Instituto

de Geofisica de la Universidad Nacional
Autonoma de México, indican para la Ciudad de
Méi(ico vi\lores en dias soleados de 20-125 MJ
m < dia” " (4,800-5,900 kcal m™ dia‘z) yel}
dias nublados alrededqr de 6-10 MJ m™“ dia”
(1,440-2,400 kcal m~< dia~!). Sin embargo,
la radiacién util para la fotosintesis
(que estd comprendida en longitudes de onda
entre 400 y 700 nm) y que se conoce como
radiacion fotosintéticamente activa (RFA)
representa tan solo alrededor de 45% de la
radiacion global.

Las plantas atrapan una porcién de esta RFA
y la transforman en energia quimica
representada por los fotosintatos. Una parte
de esta energia se utiliza en la respiracion y
la fotorespiraciéon, y el resto se transforma
en materia seca.

(Coémo se Determina la Eficiencia de Conversion
la Energia Solar?

La eficiencia de conversion de la energia
solar llamada eficiencia de conversion de la
radiacion fotosintéticamente activa en un
cultivo, estd dada por la relacién entre la
energia de la combustion de la materia seca
producida en una unidad de drea durante un
periodo determinado, y el total de la
radiaciéon fotosintéticamente activa incidente
sobre las plantas en dicha drea durante el
mismo periodo, multiplicado por 100, ya que se
expresa en porcentaje.

Caracteristicas Distintivas del Frijol

El frijol posee algunos caracteres que
deben tenerse presentes y son los siguientes:

1) Es una planta C-3, esto es, realiza la
fotosintesis exclusivamente mediante el ciclo
de Calvin, y tiene la capacidad como otras
leguminosas, de presentar nédulos en las
raices, con bacterias del género Rhizobium.
Es principalmente autégama, aunque presenta
un cierto porcentaje de polinizacién cruzada.

2) El habito de crecimiento mencionado
anteriormente. Dicho hdbito estd controlado
genéticamente, pero puede ser modificado por
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el medio y es importante por que esta
relacionado con caracteristicas agrondomicas.

3) La floracién y el desarrollo
consecuente de los frutos son secuenciados o
"escalonados”. En el frijol la antesis o
apertura de las flores de una planta ocurre
en forma continua en un lapso de dos hasta
cuatro semanas segun la variedad, el habito de
crecimiento y las condiciones ambientales.
Este ritmo de floracion continua también
ocurre a nivel de inflorescencia individual vy
de desarrollo de los frutos y es importante
porque en estas condiciones se imbrica o
traslapa el periodo de apertura de las flores
con el de crecimiento de las vainas y llenado
de las semillas. Esto permite que la planta
ajuste la potencia de la demanda con la de la
fuente. Por ejemplo, si la fuente,
representada por las hojas, en un momento del
periodo reproductivo no produce suficientes
fotosintatos para llenar todas las vainas, la
planta podria presentar la abscision (caida
controlada fisiolégicamente, pero modulada por
el ambiente) de botones, flores o vainas
jovenes, regulando de este modo el tamaiio de
la demanda. Asi pues, la abscisién podria ser
una "estrategema” de la planta para ajustar la
potencia de la demanda, a la potencia de la
fuente.

4) El frijol comparte con otras especies,
como manzano, ciruelo y otros frutales, la
caracteristica de producir un numero de
botones y flores mucho mayor que el namero de
vainas que finalmente llegan a alcanzar la
madurez. Los botones y flores que no llegan a
transformarse en vainas maduras, sufren
abscision. Este mismo fen6émeno se presentaen
un gran numero de vainas jovenes,
especialmente aquellas de longitud menor de 3
cm. Una vaina de mayor longitud generalmente
ya no sufre abscisiébn. Asi mismo, algunas
vainas permanecen en la planta, pero tienen
solamente semillas abortadas y/o rudimentos
abortados. A estas vainas se les llama vainas
vanas, y son importantes porque derivan
fotosintatos para su desarrollo, pero no
contribuyen al rendimiento.

5) Aborto de o6vulos y semillas. EIl
rendimiento de semilla depende del destino de
los o6vulos contenidos en los o6rganos
reproductivos (botones, flores y vainas). Es
evidente que la abscision de estos organos
conlleva la pérdida de la totalidad de los
ovulos contenidos en ellos y que son semillas
potenciales y por tanto, la abscisiéon de
organos reproductivos ya discutida, es la
fuente mds importante de pérdida de
rendimiento potencial. Por otra parte, con
frecuencia en las wvainas normales, o sea
aquellas que tienen por lo menos una semilla
normal, un cierto numero de 6vulos suspende su
desarrollo en etapas tempranas del proceso de
su transformaciéon a semillas maduras, dando
lugar a rudimentos abortados. Estos se
caracterizan por su color crema o café claro y
tamafo aproximado al de la cabeza de un
alfiler o, en etapas mads tardias, dando lugar
a semillas abortadas que se caracterizan por
tener un tamano pequefo, son arrugadas y de
color mas obscuro que el de las semillas
normales. Las pérdidas de rendimiento debido
al aborto pueden ser de hasta 25% de los
ovulos de vainas normales.

OBJETIVOS

En el Centro de Botdnica, en la Linea de
Investigacion sobre Fisiologia de Cultivos, se
ha trabajado durante algin tiempo en el
estudio del frijol, con los siguientes
objetivos.

Ladeterminacién de:

1) La dindmica del crecimiento y de los
procesos de floracién y llenado del grano.

2) Las relaciones entre la morfologia y el
funcionamiento de la planta.

3) La eficiencia en el uso de la energia
por el frijol, en los diferentes sistemas de
cultivo.
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RESULTADOS
sarrollo de la Plan u Relacién con el
Rendimiento

Las diversas investigaciones de nuestro
grupo de trabajo han proporcionado evidencias
de que el rendimiento de semilla de una planta
estd en relaciéon directa con el nimero de
nudos de la planta, ya que éstos son sitios
donde se implantan las hojas y las
inflorescencias y, por ende, donde se producen
las vainas. El numero de nudos a su vez
depende del numero y longitud de las
ramificaciones.

El grado de ramificaciéon estd determinado
por el héabito de crecimiento, y esta
modificado por la densidad de poblacién
mediante los factores ambientales,
posiblemente de luz, de agua en el suelo y de
disponibilidad de nutrimentos.

Costa et al. (1983), han proporcionado
evidencias de que: (1) el grado de
ramificacion disminuye conforme se incrementa
la densidad de poblacién; (2) dentro de
ciertos limites, el rendimiento de semilla

Pl PLANTA AISLADA
" RAMAS DE I° CATEGORIA
- - — RAMAS DE 2° CATEGORIA

/
/ = No PLANTAS/m?

Figura 3. Ramificacién del frijol de héabito
determinado cv Canario 107 en varias
densidades de poblacién (Tomado de: Costa et
al., 1983).

estd en relacion directa con el grado de
ramificacién. Asi por ejemplo, si comparamos
los rendimientos de la planta aislada con el
de 10, 16 y 22 plantas m™ <, éstos fueron como
sigue: para Canario 107 (habito determinado),
62, 29, 20 y 20 y para Negro 150 (habito
indeterminado trepador), 1254, 36, 37 y 25 g
de semilla por planta, respectivamente y (3)
las variedades de habito indeterminado
presentan una mayor plasticidad en lo que
respecta a éste y otros caracteres que las de
hdbito determinado (Figuras 3 y 4).

En el caso de la asignacion de la materia
seca a los diferentes oOrganos aéreos,
Escalante y Kohashi-Shibata (1982) encontraron
para la variedad Michoacidn 12-A-3, de hdbito
indeterminado mateado (tipo II), los
resultados que aparecen en la Figura 5.

Por otro lado, comparando dos variedades,
una de habito determinado (tipo I) y otra de
habito indeterminado, guia corta, mateado
(tipo II), sembradas en surcos a dos
densidades contrastantes (8,900 y 100,000
plantas ha™ "), se encontré que la cantidad y
la distribucién porcentual de Ia materia seca
varian con el estadio de crecimiento de la
planta.

Pl PLANTA AISLADA
—— RAMA DE |° CATEGORIA

== ~RAMA DE 2° CATEGORIA

++= - RAMA DE 3° CATEGORIA
x No. PLANTAS /m2

Figura4. Ramificacién del frijol de habito
indeterminado trepador cv Negro 150 en
varias densidades de poblacién (Tomado de:
Costa et al., 1983).
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Figura 5.

704
60
501
404
30

204

PESQ EN g/planta

Produccién total de materia seca hasta
madures fisiolégica (incluyendo 6rganos
cafdos) y su asignacién en la planta testigo
Michoacén 12-A-3 sembrada a
la densidad de 13.3 plantas por mz. Promedio
de 40 plantas (Tomado de: Escalante y
Kohashi-Shibata, 1982).

del frijol cv.

B rruTOS 1
I TALLO
[IHOJAS

PERICARPIO SEMILLAS
PERICARPIO SEMILLAS

Figura 6.

Distribucién porcentual

del peso
estructuras de

seco en
diferentes frijol cv.
Cacahuate, considerando dos densidades de
siembra, en surcos a 0.75 m: Dl = 8,900
plantas ha-l, Y D2 = 100,000 plantas hn-l en
varios estadios de desarrollo: M2 = estado
de yema floral, M4 = méximo ntimero de vainas
planta-l, M6 = cuando el 20% de las vainas
tiene color paja, M7 = madures fisiolégica.
Chapingo, México (Dfaz, 1974) (Tomado de:
Kohashi-Shibata, 1979).
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En la variedad de habito de crecimiento
determinado, en contraste con las de habito
indeterminado, la cantidad no es afectada
notablemente por la densidad, probablemente
debido a que la primera ha sido seleccionada
para altas densidades y a que tiene menos
plasticidad que la de h4bito indeterminado.

El porcentaje de distribucion de la materia
seca, en ambos hibitos de crecimiento es poco
afectado (Kohashi-Shibata, 1979; Diaz vy
Kohashi-Shibata, 1982) (Figuras 6 y 7).

El rendimiento y gran numero de sgs
componentes (numero de vainas p nta'lym' :
nimero de semillas planta™ " y m™“ y nimero de
semillas vaina™ "), son afectados en forma
significativa por la densidad de poblacion.

1o
B FRUTOS
1001 M TALLO
O HouAs

70

60

¢ /planta

S0

40

PESO EN

30

201

M2 M4 M& M7
DI D2

M2 M4 Me M7

Distribucién
diferentes

Figura 7. porcentual del peso seco en

estructuras de frijol
cv. Michoacan 12-A-38, considerando dos
densidades de siembra en surcos a 0.76 m:
D, = 8,900 plantas by D, = 100,000
plantas ha en varios estadfos de
desarrollo: M2 =
M4 -
Mé6=cuando el 20% de las vainas tiene color
paja, M7=madurez fisiolégica. Chapingo,
México (Diag, 1974) (Tomado de:
Kohashi-Shibata, 1979).

estado de yema floral,

1

méximo numero de vainas planta ",
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El tamafio de la semilla no sufre cambios
significativos. En resumen, la plasticidad es
mayor en la variedad de habito indeterminado
que en la de habito determinado.

Fuen Deman

En un estudio realizado con una variedad de
frijol ejotero de hébito determinado, en el
tratamiento (1), "con cortes", las vainas
fueron cosechadas en estado de eJote (cuando
las semillas son adn pequefias) y en el
tratamiento (2), "sin cortes" las vainas
fueron cosechadas al alcanzar su ‘madurez

completa como cuando se utilizan para semilla.

No hubo una diferencia notable en la
cantidad total de materia seca por planta
debido a los tratamientos. Por otro lado, el
mayor porcentaje de la materia seca en el
tratamiento 2 se asigné a las semillas
(42.9%), en tanto que en el tratamiento |1 hubo
una mayor proliferacién de tallos y
especialmente de hojas y se asigné a dichos
organos. En este caso, al alterar la demanda,
se generaron nuevos sitios de demanda
representados por ramas y tallos a los cuales
fueron canalizados los fotosintatos que de
otra manera hubieran sido utilizados para el
llenado de la semilla (Figuras 8 y 9) (Santos
Vigil, 1984).

La Asociacion Maiz-Frijol v la Eficiencia de

la anvgrgm de _la Radiacién
Fotosin mente Activa

El autosombreado y el sombreado mutuo
constituyen un factor limitante para que las
hojas manifiesten al mdximo su potencial
fotosintético. Ademads, la eficiencia en la
conversiéon de la energia estd en funcion de la
densidad de poblacién y del estadio de
desarrollo de la planta. En una variedad de
guia, Negro 150, sembrada en unicultivo y en
asociacion con maiz, se determiné que la menor
eficiencia ocurrié en el periodo comprendido
entre la emergencia y 45 dias de edad y fue de
0.17% y 0.29% en frijol asociado y en
unicultivo, respectivamente, debido a que las
plantas en la mayor parte de este periodo
todavia no cubrian el terreno. Por otro lado,

Figura 8. Asignacion de la materia

la mayor eficiencia ocurrié de los 105 a los
125 dias, o sea, unas dos semanas después de
terminada la floracién, y fue de 3.5% en el
frijol asociado, con un indice de drea foliar
de 3.8, y de 4.3% en unicultivo con un indice
de area foliar de 7.2. La mayor eficiencia en
unicultivo se debid, por una parte, a la mayor
magnitud del drea foliar y probablemente al
efecto de la demanda de fotosintatos que fue
mayor en unicultivo, ya que el rendim:ento (al
12% de humedad) fue de 595 g m © compara-
do con 396, en el caso de la asociaciéon. Se
sabe, por otra parte, que la demanda de
fotosintatos por los frutos incrementa la tasa
de fotosintesis en las hojas que producen
dichos fotosintatos. Si se considera todo el
ciclo de la planta (160 dias), la eficiencia
fue de 0.5 en asociacion y de 0.72% en
unicultivo. Considerando conjuntamente los
cultivos del maiz mas frijol asociados en todo
el ciclo fue de 2.73% (Acosta Diaz, 1985).
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en frijol ejotero (Tomado de: Santos, 1984).
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Indicando que en la asociacion la poblacién de
plantas hace un uso mas eficiente de Ila
energia solar recibida.

Abscision de Organos Reproductivos v Aborto de
Semillas

Estos fenémenos ya han sido mencionados
bajo "caracteristicas distintivas del frijol".
El aborto es mas frecuente en frutos que se
forman hacia el final de la floracién vy
existen tamafos criticos para el aborto
(Engleman, 1979). En el caso de los botones,
los trabajos de Yanez et al. (1984) han
proporcionado evidencia de que en los botones
localizados en posicion con mayor probabilidad
de abscisién, también se presenta, en
relaciobn con el testigo, un mayor porcentaje
(96% vs. 31%) de anormalidades e
irregularidades en el desarrollo del saco
embrionario tales como necrosis del saco
embrionario y de la nucela, ausencia o
desarrollo retardado del saco embrionario
(Figuras 10 y 11). Esto indica una cierta
probabilidad de "causa-efecto”. La pérdida de
botones puede ser bastante considerable.

MORFOLOGIA Y FISIOLOGIA DEL FRIJOL (Phaseolus vulgaris L.) 13

A partir de botones que son retenidos en la
planta, ésta produce diariamente un numero
variable de flores, siguiendo en general una
tendencia semejante a la de una curva de
campana durante todo el periodo de floracion.
Este periodo comprende desde la antesis o
apertura de la primera flor hasta la de la
ultima.

Las primeras flores en el periodo de
floracion tienen una probabilidad mas alta de
transformarse en vainas maduras, y dicha
probabilidad va disminuyendo conforme avanza
el periodo de floracion, con el aumento
consiguiente de vainas que se caen
probablemente por abscisiobn y vainas vanas
(Prieto y Kohashi-Shibata, 1981) (Figura 12).
Asimismo, en una misma inflorescencia, las
primeras flores que se desarrollan son las de
la base de la inflorescencia, por lo cual
éstas tienen una alta probabilidad de
transformarse en vainas normales en
comparacion con las situadas hacia el dpice.

Un fenémeno semejante se presenta en las
vainas normales en lo que toca al nimero de

CLAVE

-0 vaines normeles
-8 vginas vanas
~s vainas menores de 2cm
o+ flores
o botdn flerel
1 beten, fier, yema ¢ vaina calde
ESCALA
s 10

contimerres

-

Figura 9. Arquitectura (ramificacion) de plantas de frijol a los 87 dias. Izquierda,tratamiento I,
con cortes, en el cual se cortaron las vainas en estado de ejote. Derecha, tratamiento 2,
sin cortes, en las cuales se cosecharon las vainas secas (Tomado de: Santos, 1984).
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Figura 10.
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Seccién longitudinal de un évulo normal del

testigo, M= micrépilo; TE = tegumento
externo; TI = tegumento interno; SE= saco
embrionario; NU = nucela; CH= Chalaza; F=
funfculo. X 373. (Tomado de: Yéafier, et al,
1984).

Figura 11. Seccién longitudinal de un évulo con

anomalias  (necrosis del saco
embrionario, chalaza y nucela). X285 (Para
la identificacién de  tejidos ver Fig. 10)
(Tomado de: Yafies, et al., 1984).
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semillas normales por vaina. Este numero es
mayor en las vainas correspondientes a los
primeros dias de floracion y menor en la de
los dias posteriores, debido a que aumenta el
numero de semillas abortadas y rudimentos
abortados (Prieto y Kohashi-Shibata, i981).

Asi pues, la prioridad en la floracion
confiere a una flor una mayor probabilidad de

desarrollarse hasta transformarse en vaina
normal, y también de que dicha vaina contenga
un alto numero de semillas normales, lo cual
es una consecuencia de la floraciéon continua o
escalonada que tiene gran importancia
biolégica y agrondmica.

Es probable que, por lo menos,
parcialmente lo anterior sea consecuencia del
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Figura 12. Namero total de flores producidas por planta diariamente a través del periodo de

floracion y numero de estas que se transforman en vainas normales, vanas y que sufren
abscision en frijol (Phaseolus vulgaris L.) cv. Cacahuate 72. Chapingo, México, 1980.
(Los numeros de las barras indican'el porcentaje para cada categoria de vainas,
considerando como 100% el total de flores por un dia, promedio de seis plantas) (Tomado
de: Prieto y Kohashi-Shibata, 1981).
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fenomeno fisiolégico de la operaciéon de la
relacion fuente-demanda, y por otro lado, la
operacion de un mecanismo hormonal que
promueva la formacién de la zona de abscision
en los. frutos.

Con base en lo expuesto anteriormente,
podemos concluir que en el frijol existe una
estrecha relacion entre la morfologia y la
fisiologia reflejada en la plasticidad
fenotipica y el rendimiento biolégico y
agronémico. Asimismo, que el estudio de los
componentes del rendimiento, de la abscision
de organos reproductivos, del aborto de las
semillas y de las relaciones fuente-demanda
podra contribuir a entender la operacién de
los factores que limitan el rendimiento.
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RELACIONES AGUA-PLANTAENFRIJOL
Alfonso Larqué-Saavedra y Carlos Trejo Lopez

Centro de Botdnica, Colegio de Postgraduados,

56230 Chapingo, México.

RESUMEN

Se presentan resultados de las
investigaciones desarrolladas durante varios
afios, de las relaciones hidricas de Phaseolus
vulgaris.

Se reportan datos obtenidos con los
cultivares Cacahuate 72, Michoacan 12-A3,
Negro 150 y Flor de Mayo. Se dan estimaciones
sobre transpiracion, acumulacién de dacido
abscisico, tasa fotosintética, concentracion
intercelular de bioxido de carbono vy
conductancia estomdatica. Se indica la
posibilidad de mecanismos de resistencia a
sequia, asi como las determinaciones hechas de
potencial de agua y sensibilidad estomatica.

INTRODUCCION

El estudio de las relaciones agua-planta en
frijol es fundamental para la ciencia
agronémica mexicana, por la relevancia del
cultivo para la alimentacién del pueblo
mexicano. La demanda del conocimiento es
mayor, cuando se sabe que la produccién de
este grano se logra fundamentalmente en zonas
temporaleras en donde el recurso agua es
limitante en mayor o menor grado.
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Las investigaciones que ha llevado a cabo
nuestro grupo de trabajo del Centro de
Botanica en esta planta, pueden agruparse en
dos: (1) La busqueda de germoplasma
sobresaliente contrastante en su resistencia a
la sequia y la explicacion biolégica del
porqué de dichas caracteristicas. (2) La
definicion de pardmetros y metodologias
adecuadas para los estudios agua-planta.

RESPUESTAS AL DEFICIT HIDRICO

Ha sido ampliamente demostrado que un
deéficit de agua en alguna etapa de crecimiento
de las plantas, afecta muchos procesos
anatomicos, morfolégicos, fisiolégicos y
bioquimicos (Hsiao, 1973; Kramer, 1974;
1983).

Sin embargo, las plantas presentan una
serie de respuestas llamadas "mecanismos de
resistencia a sequia" por medio de los cuales
pueden resistir periodos con déficit de agua
(Jones et al, 1981; Turner, 1979).

Dentro de estos mecanismos podemos
encontrar: reduccion de pérdida de agua debido
al incremento en la resistencia estomética,
reduccién en la absorcién de radiacién debido
a cambios en la orientacién de las hojas o
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reduccion en el drea foliar, incremento de
absorcion de agua debido al desarrollo radical
o por incremento en la conductancia de la
raiz, mantenimiento de la turgencia debido a
un ajuste osmoético o a un incremento en la
elasticidad celular, etc.

Una de las respuestas mas evidentes del
frijol, cuando se presenta un déficit hidrico,
es la de orientar sus hojas en forma paralela
a la incidencia de los rayos del sol;
siguiendo el curso de éste en esta posicion
(movimientos parahelionasticos) y asi evitar
al maximo una excesiva transpiracion.

En frijol, la respuesta mds importante que
ocurre durante el déficit hidrico es la que se
presenta en el comportamiento de los estomas;
el déficit de agua causa cierre de éstos,
evitando de esta forma la excesiva pérdida de
agua por transpiracion. Esta respuesta de los
estomas al déficit de agua, es uno de los
mecanismos fisiolégicos que mas se han
estudiado, debido principalmente a que estos
desempenan el papel principal de regulacion
entre los procesos de asimilacion vy
transpiracion. También, ha sido considerada
como la primera linea de defensa de las
plantas cuando se presentan condiciones de
déficit de agua (Davies et al., 1978).

Al parecer, los estomas en frijol funcionan
como un interruptor, ya que se ha encontrado
que potenciales de agua (¥y,) entre -1.0y -1.2
MPa, provocan en los estomas de ambas
superficies (abaxial y adaxial), un incremento
de su resistencia a la difusiéon de vapor de
agua (disminucion de la transpiracion),
evitando de esta forma una disminucién mayor
en el Y . Se cree que, en el frijol, la alta
sensibilidad de los estomas al déficit
hidrico, es un excelente criterio para estimar
dicho fenémeno en la planta y asi usar la
resistencia estomdtica como una herramienta
para predecir las relaciones hidricas entre el
suelo y la planta (Halterlein, 1982).

En estudios hechos en invernadero, usando
la variedad Cacahuate-72, se encontré que los
estomas de esta variedad empiezan a detectar
el déficit de agua en el suelo a partir del
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tercer dia de haber suspendido el riego,
registraindose una menor transpiraciéon en estas
plantas. Esta disminucion de transpiracion se
hizo mas aguda conforme pasaron los dias,
hasta registrar valores cercanos a cero de
transpiracion, aproximadamente al octavo dia
de haber suspendido el riego. También, se
observd que este cierre de los estomas en los
tratamientos de 2, 4 y 6 dias de suspensién de
riego, no fue permanente pues, al aplicar el
riego de recuperaciéon, la transpiraciéon
alcanzé los mismos valores que el tratamiento
de riego (Figura 1); pero en los tratamientos
de 8 y 10 dias de suspension de riego (Figura
2) se observo un efecto posterior sobre la
transpiracion, después de reiniciar el riego,
ya que en el tratamiento de 8 dias hubo un
retraso de cuatro dias en la recuperacion de
la transpiraciéon con respecto al testigo. En

OO A
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Figura 1. Efecto de suspensién de riego sobre la
transpiracién de frijol (Phaseolus vulgaris
cv. Cacahuate-72). La flecha (1) indica el
niumero de dias que duré la suspensién y el

) Sequia (---).
Cada punto corresponde a la media de 3

reinicio de riego. Riego (

repeticiones.
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el caso del tratamiento de 10 dias, la
transpiracion no se recuperé y se observé
senescencia de las hojas (Trejo et al., 1983).

Al parecer, este tipo de respuesta,
observada en el comportamiento estomatico de
frijol, es general en todas las plantas
mesofiticas y se debe a cambios locales en el
¥y de la epidermis en primera instancia.
Posteriormente, si el déficit hidrico de la
planta llega a ser mds intenso, se disparan
otros mecanismos como el hormonal, en donde el
acido abscisico es la hormona de mayor
importancia, provocando en los estomas un
cierre prolongado, el cual puede durar algunos
dias o semanas (Davies ef al., 1978).

Esta sensibilidad estomitica en frijol se
ha encontrado que es muy variable; esto se ha
demostrado en estudios hechos en cuatro
variedades de frijol (Cacahuate-72, Flor de
Mayo, Negro-150 y Michoacdn 12-A-3) en
condiciones de riego y sequia. Se encontr6
que la sensibilidad estomdtica a la
disminucién del ¥, de la planta, fue diferente
en las cuatro variedades estudiadas, siendo el
gradiente de sensibilidad el siguiente:

L

Transpiracidn 'ug Ha -u"l \ i

Y0 Horas

Pias

Figura 2. Efecto de suspensién de riego sobre la
transpiracién de frijol (Phaseolus vulgaris
cv. Cacahuate-72). La flecha (1) indica el
nimero de dias que duré la suspension y el

), Sequia (---).

Cada punto corresponde a la media de 3

reinicio de riego. Riego (

repeticiones

Michoacdn 12-A-3 > Negro-150 > Cacahuate-
72 > Flor de Mayo (Larqué-Saavedra et al.,
1985). Es importante seifalar, que esta
sensibilidad estomdtica también presenta
ciertas diferencias aun en la misma variedad
de frijol, esto se observé claramente al
aplicar tratamientos de suspension de riego en
la variedad Michoacdn 12-A-3 y Negro-150,
encontrandose que no todas las plantas de las
dos variedades llegan el mismo dia a obtener
valores cercanos a cero de transpiraciéon
(Figura 3) (Gutiérrez, 1986; Trejo, 1986).

Basados en las diferencias de resistencia a
sequia de estas cuatro variedades de frijol,
reportadas por Nava (1984), Larqué-Saavedray
Long (1984) estudiaron la respuesta al déficit
de presiéon de vapor (DPV) de las dos
variedades mds contrastantes (Negro-150 y Flor
de Mayo). Estos autores encontraron que no

Michoacdn 12-A-3

No. de plantas
>

7 359 10 Dias
12
10
"
g
_5‘ Negro-150
L 6
v
-
B i
>
2 4
L1 6 7 8 Dias

Figura 3. Relacién entre el numero de plantas y el
numero de dias, en llegar a valores de
transpiracién < 1y g Hzo crn_zs_l en dos
variedades de frijol (Phaseolus yulgaris L.)
al suspenderles el riego.
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hubo diferencia en la respuesta observada en
transpiracion, tasa fotosintética, conductan-
cia estomatica y concentracion intercelular de
bioxido de carbono a esta variable (Figura 4).
Ademas las dos variedades mostraron una fuerte
disminucion en su eficiencia de uso de agua
(EUA) cuando se incrementé el DPV de0.6a 1.4
K Pa. Estos resultados descartaron la
posibilidad de alguna  correlacion entre
la sensibilidad estomatica y la resistencia
a sequia en las cuatro variedades empleadas
por Nava (1984). Al estudiar sus niveles de
acido abscisico (ABA) bajo condiciones de
déficit hidrico, tampoco se pudo correlacionar
con el gradiente de resistencia a sequia 0
sensibilidad estomatica establecido (Cuadro

1).

Parson y Howe (1984) y Markhart (1985)
compararon la respuesta de Phaseolus vulgaris
y Phaseolus acutifolius (frijol tépari) al
déficit de agua y encontraron que las dos
especies presentaron potenciales osmoticos
(¥m aproximadamente 0.2 MPa inferiores al de
su control bajo riego. También presentaron
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Figura 4. Efecto del déficit de presién de vapor

(DPV), sobre la tasa fotosintética (Pa),
transpiracién (T),
intercelular de biéxido de carbono (Ci) y
: (gs) en dos
variedades de Phaseolus vulgaris L.

concentracién

conductancia estomética

Cuadro 1.

RELACITONES AGUA-PLANTA EN FRI1 JOL 2l

Niveles de &cido abscisico (ABA) en cuatro

variedades de frijol (Phaseolus vulgaris

L.), al final de un tratamiento de déficit
hidrico.
Variedad de Contenido de ABAI)
frijol (ng ABA [_1 peso seco)
Negro-150 3449
Cacahuate-72 310.4
Flor de Mayo 300.0
Michoacan 12-A-3 269.4

1) Promedio de cuatro repeticiones.

diferencias en la sensibilidad estomatica en
la respuesta a la disminucién del ‘l‘w, los
estomas del frijol tépari cerraron
completamente entre -0.8 y -1.0 MPa y los
estomas del frijol comun cerraron a¥,, entre
-1.3.y -1.8 MPa.

Estos autores sugieren que la diferencia
en resistencia a sequia del frijol tépari con
respecto al frijol comun, se debe a una mejor
distribucion de sus raices, a su eficiencia de
absorcién de agua, sensibilidad estomdtica y
acumulacion activa de solutos (ajuste
0smotico).

En relacién a la acumulacién activa de
solutos, Villarreal (1981) estudi6o Ila
presencia de ajuste osmotico en dos variedades
de Phaseolus vulgaris (Cacahuate-72 vy
Michoacan 12-A-3) y detectd un ajuste osmotico
de 0.15 MPa en la variedad Cacahuate-72 y de
0.33en la variedad Michoac4dn 12-A-3. También
Trejo (1986), al aplicar tres tratamientos de
suspension de riego en la variedad Negro-150
encontr6 una disminucién del ¥Ym, lo cual
resulté en el mantenimiento de la turgencia de
estos tratamientos.

Todos estos estudios hechos en frijol,
indican que no existe una respuesta dominante
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cuando hay deéficit hidrico; ademas, la
respuesta depende del grado y la intensidad de
éeste. Lo que si se ha podido demostrar
claramente, es que las respuestas son
graduales, siendo la sensibilidad estomatica
la primera en presentarse.
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COMPOSICION QUIMICA DEL FRIJOL

Maria Luisa Ortega Delgado

Centro de Botanica, Colegio de Postgraduados,
56230 Chapingo, México.

RESUMEN

Se hizo el andlisis quimico de 58 colectas
de semillas de Phaseolus vulgaris L. que
representan aproximadamente la variacion que
se encuentra en la Republica Mexicana y 10
colectas de Phaseolus coccineus L. con el
objetivo de comparacion. Estos materiales se
distribuyeron en grupos de clasificacion
infraespecifica. El contenido de proteina
fluctué entre 18 y 37% en base seca, valores
altos que reflejan probablemente disminucion
de algunos componentes de la semilla por el
largo almacenamiento. El contenido promedio
de almidén fue de 31%. Se hizo la
determinacion cuantitativa de azucares
solubles, encontrindose un predominio de
oligosacdridos (estaquiosa, rafinosa y
sacarosa). La estaquiosa es el azucar mads
constante en toda la coleccion. Se estudio
también la composicion de carbohidratos
estructurales en los componentes de la semilla
de los grupos Canario y Negro Arribeio. Esta
informacion fue novedosa porque no habia
antecedentes en la literatura. Un aspecto
importante fue el aislamiento y
caracterizacion de la proteina de reserva de
la semilla. La fraccion globulinica es la mas
abundante (75% de la proteina total de la
semilla). En geles no desnaturalizantes se
encontraron cuatro componentes de la globulina
del frijol Negro Mecentral: alfa, beta, gamma
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y delta. La fraccion alfa es la mas
abundante, es una glicoproteina de peso
molecular 170,000. En la globulina total y en
la fraccion alfa se han hecho estudios de
desnaturalizacion térmica y con
desnaturalizantes como el ditiotreitol y el
sodio dodecil sulfato, con esta informacion se
ha propuesto un modelo de asociacion de la
globulina.

Los analisis de aminoacidos de las 68
colectas de semillas han confirmado que el
frijol tiene un gran contenido de lisina vy
deficiencia en el aminodacido metionina. Se
han efectuado algunos estudios fisiolégico-
bioquimicos a nivel de planta entera para
estudiar la correlacion entre el contenido de
nitrogeno de los o6rganos de la planta con el
contenido de nitrégeno de la semilla,
habiéndose comprobado alta correlaciéon con el
nitrogeno de la raiz y pericarpio. Se ha
comprobado que el frio afecta a la globulina
de la semilla cuando se aplica en el periodo
final de llenado de grano.

INTRODUCCION

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) ha sido
cultivado en México desde épocas
prehistéricas. En la region de Tehuacdn,
Puebla, se han encontrado restos arqueolégicos
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que tienen una antigiledad de 7000 aios
(Kaplan, 1965). Dado que Mesoamérica fue uno
de los centros de diversificacion del frijol
(Vavilov, 1949-1950) coexisten en nuestro pais
actualmente las formas silvestres y las
cultivadas. Surgi6, por lo tanto, un interés
en someter a las colecciones disponibles a
estudios biosistematicos para establecer una
clasificaciéon infraespecifica de Phaseolus
vulgaris L. Esta clasificacién se basa en la
forma, espesor y tamaio de la semilla y
caracteristicas de la hoja simple de la
plantula.

Dentro del proyecto de investigacién
interdisciplinario de frijol, se ha estudiado
una coleccién representativa de 68 genotipos,
10 de Phaseolus coccineus (grupo Ayocote) y 58
de Phaseolus vulgaris L., distribuidos en seis
grupos de clasificacién infraespecifica
(Blancos, Colores, Negro Tropical, Negro
Arribefio, Canario y Bayo).

Los objetivos de estas investigaciones
fueron:

1. Conocer la composicion quimica de la
semilla cruda, con especial referencia a
proteinas y carbohidratos.

2. Hacer el aislamiento y caracterizacién de
las proteinas del grano y determinar sus

8 Namero Especial,
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cambios en los procesamientos necesarios
para el consumo de este alimento.

3. Determinar la composicion y balance de
los aminoacidos que constituyen las
proteinas de las semillas de frijol.

4. Estudiar los cambios bioquimicos que se
efectian en los diversos oOrganos de la
planta de frijol, en funcién de sus etapas
de crecimiento y desarrollo, para ver si se
puede dilucidar su influencia en la
produccién de semilla y su contenido de
proteinas.

COMPOSICION QUIMICA GENERAL

Los estudios se iniciaron con la
determinacién de la composicién quimica
general de la semilla. Se observé un bajo
contenido de extracto etéreo, el porcentaje de
fibra cruda oscilé alrededor del 6% y la
proteina cruda fluctué entre 24 y 29%, Cuadro
1 (Ortega et al., 1976).

ALMIDON Y AZUCARES SOLUBLES

Otra caracteristica importante del frijol
es la de ser un alimento energético por su
alto contenido de almidén, 31% en promedio en
esta coleccion (Ortega y Rodriguez, 1979a, b).

Cuadro 1. Composicién quimica proximal de los diferentes grupos (base
seca).
; Extracto Fibra 5 Extracto libre
Grupo Humedad Cenizas étéren oruds Proteina de nitrégeno
................ L P e e~ S
Blancos 9.81 5.51 1.33 6.20 26.87 60.09
Colores 9.71 4,74 1.55 6.72 28.17 58.81
Negro
Tropical 9.60 4.77 1.25 6.13 27.68 60.16
Negro
AréiBeBo 9.42 5.24 1.41 6.28 27.98 59.08
Canario 9.94 4.99 1.39 5.79 28.98 58.85
Bayo
Grande 10.22 4.92 1.54 6.02 24.48 63.03
Ayocote 10.21 5.81 1.55 6.67 2421 61.76

V]
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1 1 El contenido de almid6n se determiné por
: el método enzimdtico de digestion con
201 ] diastasa. En los 68 genotipos estudiados los
valores variaron entre 25.5 y 41.9%, con un
valor promedio de 31%, que representa mds de
la mitad del extracto libre de nitrégeno en el
analisis proximal de la semilla (Figura 1).
| En casi todos los genotipos, el almidén
representa el componente mds abundante y
generalmente sobrepasa el contenido de
proteina en la semilla (Figura 2), excepto en
§ 1 * 1 el grupo Negro Tropical, en donde en seis de
1 * * los nueve genotipos, la cantidad de proteina
s0 ] es igual o mayor que el almidén; este es un
) caricter que aproxima a los frijoles megros
: | tropicales con los frijoles silvestres (Figura
3).

35 4

NEGRO TROPICAL
BAYD GRANDE O RATA

i
BLANCOS
COLORES

NEGRO ARRIBENO
CANARIO

AYOCOTE

d Inicialmente, los azicares solubles se
determinaron como reductores directos,
indirectos y totales, siguiendo el método
Figura 1. Contenido de almidén en los grupos de colorimétrico de Nelson. En el Cuadro 2 se
Phaseolus vulgaris L. y Phaseolus coccineus presentan los valores promedio de los siete
L. Dispersién de los valores con respecto grupos de Phaseolus. Los contenidos de
al promedio (%). reductores directos fueron bajos en todos los
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Figura 3. Contenido de proteina y carbohidratos en el grupo NegroTropical (P. vulgaris L.).
Cuadro 2. Contenido de carbohidratos en variedades del género Phaseoiusl)
No. de genotipos Azucares Reductores Reductores
analizados totales directos indirectos
_______ R R
Blancos 7 2.33 0.05 2.28
Colores 15 1.83 0.07 1.75
N. Tropical 9 3.05 0.10 2.95
N. Arribeifio 4 291 0.11 2.80
Canario 4 2.32 0.06 2.26
Bayo Grande 19 3.11 0.16 3.00
Ayocote 10 3.48 0.15 3.33

1) Yalor promedio de tres repeticiones calculadas en base seca.

genotipos en estudio. Hay similitud entre los
grupos Bayo Grande y Ayocote por su alto
contenido de reductores totales, esto explica
la utilizacién de estos frijoles en alimentos
regionales dulces. En trabajos llevados a
cabo en la Rama de Entomologia del Colegio de
Postgraduados (Garcia, 1972), se han

clasificado algunas variedades del grupo Negro
Tropical como susceptibles al ataque de
insectos, los genotipos de alto contenido como
Chis. 2-A-3 y Chis. 104 con 5.62% y 5.15% de
azucares solubles totales, caen dentro de esa
clasificacion, de aqui que se plantea la
hipotesis de que puede existir una relacion
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entre alto contenido de reductores indirectos
y susceptibilidad de la planta de frijol al
ataque de insectos.

Por cromatografia en papel, se
identificaron y cuantificaron los azicares
solubles monosacaridos, disacdaridos vy
oligosacdridos mas abundantes en la semilla de
frijol: estaquiosa, rafinosa, melibiosd,
maltosa, sacarosa, glucosa, fructosa y
xilosa. La distribucién de cada uno de los
azucares dentro de los grupos estudiados es
muy variable. Los frijoles del grupo Blancos
estan caracterizados por que contienen manosa,
azucar que no se detectd en los otros grupos.
En todos los genotipos estudiados, el
contenido de oligosacaridos en la semilla es
mayor que el de monosacdridos. Los
oligosacaridos mas abundantes son: estaquiosa,
rafinosa y sacarosa. La estaquiosa es el
azucar constante en todos los genotipos.
Estos datos son importantes por que se
considera a estos oligosacaridos como
materiales de reserva metabolizables durante
la germinaciéon. También, se les ha considerado
como factores antifisiolégicos involucrados en
flatulencia y meteorismo. El Cuadro 3 presenta
los datos de azucares solubles
correspondientes a los genotipos del grupo
Negro Arribeno.

CARBOHIDRATOS ESTRUCTURABLES
DE LA SEMILLA DE FRIJOL

A estos compuestos se les ha mencionado
como factores que disminuyen el colesterol de
la sangre e impiden el cancer del colon. Para
su estudio, se implementé una nueva técnica
para la determinacién de pentosanas, basada en
la determinacién colorimétrica del furfural
producido por la deshidratacién de las
pentosas en medio 4cido (Pefia-Valdivia y
Ortega-Delgado, 1983). También, se determiné
la composicion de los monosacaridos que
constituyen a las pentanosas.

En otras investigaciones se hizo la
.separacion de los componentes de la semilla:
cotiledén, eje embrionario y testa. En
cotiledones de cuatro genotipos del grupo

COMPOSICION QUIMICA DEL FRI JOL 27

Canario, se determind la composicion quimica
parcial (Cuadro 4) y los polisacdridos
estructurales no disponibles: pectinas,
celulosa y hemicelulosa A y B (Cuadro 5).
También, se inici6 el estudio de
arabinogalactanas procesadas por medio del

Cuadro 8. Grupo Negro Arribeiio (P. vulgaris L.)I]
determinacién de aglcares solubles en

extractos de frijol.

Tipos de Méx. 407 Oax. 306 Pue. 40 Pue. 219
aglcares

,,,,,,,,,, i e e
Estaquiosa 17 1.3 0.44 0.50
Rafinosa 0.51 0.42 0.10 0.13
Melibiosa 0.18 0.13 0.10 0.11
Maltosa 0.04 0.17 0.13 0.10
Sacarosa 0.81 1.41 0.46 0.39
Glucosa 0.28 0.27 0.13 0.18
Fructosa 0.14 0.09 0.07 0.31
Xilosa 0.13 0.10 0.12 0.28

1) Valor promedio de 3 repeticiones, eluidos de

cromatogramas.

Cuadro 4. Composicién quimica parcial de cotiledén de

frijol (grupo '\’.'lz;l,nau'io)1

Proteina cruda

Variedad Ceniza Extracto Fibra
(N X 6.25) etéreo cruda
,,,,,,,,,,,, %_A-_-_A-__-
Gto. 113-A 26.64 4.25 1.66 2.21
Zac. 40 26.39 4.06 1.70 2.17
Chis. 34 26.62 4.05 1.10 2.22
Chis. 141-A 25.40 4.24 1.67 2.32
Promedio 25.51 4.15 1.563 2.23
Desviacion
estandar +0.12 +0.095 +0.25 +0.055

1)

Base seca, cuatro repeticiones
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acido tricloracético. Las pectinas estuvieron La concentracion de celulosa fue de 1.36%
entre 1.57% vy 2.3%, la hemicelulosa A (Pefia- Valdivia y Ortega-Delgado, 1984).
alrededor de 2.8% y la hemicelulosa B en

promedio tuvo una concentracion de 2.61%. Las

arabinogalactanas extraidas con adcido En la testa y eje embrionario, se
tricloracético al 10%, constituyeron el 3.17% analizaron también la composicién quimica
de la harina de cotiledon, pero este valor parcial, azucares solubles, carbohidratos vy
disminuyd a 2.35% cuando la harina fue lignina (Cuadros 6 al 11) (Pefia-Valdivia y
hidrolizada previamente con poligalacturonasa. Ortega-Delgado, 1986).
Cuadro 5. Polisacarli()ios estructurales de cotileddén en frijol (grupo
Canario)
Pectinas Hemicelulosa
Variedad como acido Celulosa Carbohidrat
anhidroga- A B estructurales
lacrénico
Gto. 113-A 2.3 2.34 2.40 1.52 8.56
Zac. 40 1.83 3.05 2.13 1.21 8.82
Chis. 34 )57 2.81 2.99 1.38 8.75
Chis. 141-A 1.64 3.03 2.31 1.33 8.31
Promedio 1.84 2.81 2.61 1.36 8.61
Desviacion
estindar +0.33 +0.29 +0.27 +0.11 +0.20

; ) Base seca, cuatro repeticiones.
) No se incluyeron las pentosanas por su bajo contenido en cotiledon.

Cuadro 6. Corni))osicién quimica parcial de testa de

frijol Cuadro 7. Asicares solubles en testa de frijoll)

Variedad Proteina cruda Cenizas Fibra  Extracto Porcentaje de asicar

(N x 6.25) cruda etéreo Variedad
Ribosa Manosa Arabinosa Galactosa Total
__________ O e et

Gto. 113-A 5.6 3.1 34.4 0.5 Gto. 113-A 0.004 0.016 0.021 0.019 0.060
Zac. 40 4.9 3.1 36.2 0.4 Zac. 40 0.011  0.027 0.026 0.028 0.092
Chis. 34 5.6 2.7 35.0 0.3 Chis. 34 0.007 0.023 0.034 0.026 0.090
Chis. 141-A 5.5 2.5 33.7 0.5 Chis 141-A 0.012 0.038 0.043 0.037 0.130
Media 5.4 2.8 34.8 0.4 Media 0.009 0.026 0.031 0.028 0.093

Desviacién Desviacién
estandar 10.3 +0.2 +0.9 $0.1 estdndar +0.003 +0.008 +0.008 +0.008 +0.025

1 A ! .
1) Base seca, promedio de cuatro determinaciones. ) Base seca; promedio de cuatro determinaciones.
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Cuadro 8. Carbohidratos estructurales y lignina en testa de frijoll)

Hemicelulosa Substancias Celulosaz) Lignina  Fraccion
Variedad A B pectinas cruda insoluble Total

en alcali

________________ QR o o S et e o
Gto. 113-A 10.05 16.50 14.03 32.81 0.10 2.72 76.21
Zac. 40 11.66 19.30 14.61 31.24 0.70 3.01 80.52
Chis. 34 15.62 16.81 10.32 26.52 0.05 3.14 72.46
Chis. 141-A 9.45 18.36 15.18 31.89 0.05 2.94 77.55
Media 11.70 17.74 13.54 30.62 0.23 2.96 76.69
Desviacién

estandar +2.4] +1.14 +1.90 +2.43 +0.28 +0.15 +2.90

é) Base seca, promedio de cuatro determinaciones.
) Valores corregidos por 3% de celulosa disuelta.

En la testa hay 5.4% de proteina cruda en
promedio y un alto contenido de fibra cruda,
34.8% (Cuadro 6). En cambio, en el eje
embrionario existe un alto contenido de
proteina, 48% en promedio (Cuadro 9). En la
testa hay muy pequenas cantidades de azucares
solubles (Cuadro 7); en contraste, el eje
embrionario presenta un total de 3.96% de
azucares solubles, siendo la verbascosa y
sacarosa las mas abundantes.

La testa contiene mayor cantidad de
polisacaridos estructurales que el eje
embrionario (Cuadro 8 y 11). Las mayores
diferencias se establecen en celulosa y
hemicelulosa B.

AISLAMIENTO DE PROTEINAS

Por ser el frijol la mayor fuente de
proteina vegetal en la dieta de los mexicanos,
es importante hacer estudios de las proteinas
de reserva de la semilla, especialmente de las
globulinas que son mas abundantes (Ishino y
Ortega, 1975).

Se hizo la separacion de harina en Sephadex
G-200, de un extracto salino y en gel de
acrilamida no desnaturalizante. Se

Cuadro 9. Composicién quimica parcial de eje
embrionario de !'ri.jol1

Proteina Fibra Extracto
Variedad cruda Cenizas cruda etéreo Almidén

(Nx6. 25)

___________ R s
Gto. 113-A 49.0 4.2 39 34 7.6
Zac. 40 46.7 4.0 4.0 27 8.2
Chis. 34 48.9 4.1 3.0 256 7.0
Chis. 141-A 489 43 38 35 7.7
Media 48 .4 4.2 3.7 3.0 7.6
Desviacién

estdndar 1.0 0.1 $0.8 0.5 10.4

1) Base seca; promedio de cuatro determinaciones.

identificaron cuatro componentes mayores en la
globulina del frijol Negro Mecentral: alfa,
beta, gamma y delta. La fraccion alfa, es una
glicoproteina de peso molecular 170,000 que
contiene 14.55% de nitrogeno, 4.95% de
carbohidratos, como D-manosa y 1.19% de
glucosamina. Es una proteina resistente a la
desnaturalizacién con urea 8 M, 2-
mercaptoetanol 0.2 M o dlcali a pH 12.5; sin
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Cuadro 10. Azucares solubles en eje embrionario de frijoll)
Porcentaje de azucar
Variedad
Verbascosa Estaquiosa Rafinosa Sacarosa Galactosa Total
- Gto. 113-A 1.55 0.35 0.68 2.22 0.06 4.86
Zac. 40 1.50 0.71 0.56 2.04 0.07 4.88
Chis. 34 0.80 0.40 0.55 1.06 0.09 2.90
Chis. 141-A 0.49 0.94 0.86 0.78 0.11 3.18
Media 1.09 0.60 0.66 1.53 0.08 3.96
Desviacion
estandar 0.05 $0.24 +0.13 +0.62 +0.02 +0.92

1) Base seca; promedio de cuatro determinaciones.

Cuadro 11. Carbohidratos
ainbrionario da frijol’.

estructurales en eje

Hemicelulosa Substancias Celulosa Total

Variedad A B pecticas
__________ % - - = === ===
Gto. 113-A 6.9 4.2 13.1 24 26.6
Zac. 40 10.5 6.1 11.7 20 30.2
Chis. 34 10.2 7.8 12.2 2.7 32.7
Chis. 141-A 9.1 3.9 12.3 3.6 289
Media 9.2 5.6 12.3 37 20.6
Desviacién
estdndar +1.4 +1.6 0.5 0.6 2.2

1) Base seca; promedio de cuatro determinaciones.

embargo, el tratamiento alcalino sensibiliza a
la proteina para procesamientos industriales.
Ortega-Delgado y Ruiz-Guzman (1979) estu-
diaron el efecto térmico (93°C de calenta-
miento) combinado con tratamiento de pH.
Encontraron resistencia de las fracciones
globulinicas a la desnaturalizacion térmica a
pH 6.0, en cambio, a pH 7.6 bastaron 20 mi-
nutos de calentamiento para disminuir en 90%

la fraccién alfa, mostrandose la fraccion beta
resistente al efecto térmico. La
desnaturalizacién se acentua al aumentar el pH
o los tiempos de calentamiento. Con Ila
globulina total del frijol Flor de Mayo, se ha
comparado la desnaturalizacién térmica con
otros agentes desnaturalizantes como el
Ditiotreitol (DTT) y el detergente dodecil
sulfato de sodio (SDS) (Herndndez-Unzon y
Ortega-Delgado, 1988). La desnaturalizacion
térmica, se caracteriza por la agregacion de
particulas, el DTT no muestra muchos efectos
por el bajo contenido de grupos SH libres en
la globulina de frijol y el SDS disgrega las
proteinas poliméricas dando los componentes de
menor peso molecular (Cuadro 12). Si en los
patrones electroforéticos se miden las dareas
de las fracciones que se separan, se puede
determinar el porcentaje del area, se calcula
el peso molecular y la fraccion minima molar,
o sea cuantas veces cabe el componente mas
pequefio. De aqui, se calcula el numero de
veces que entra cada fraccion en la molécula,
y se puede construir un modelo de asociacion
de la globulina (Cuadro 13).

La fraccién alfa, llamada también
faseolina, ha sido separada por electroforesis
bidimensional en 10 fracciones a las que se
les determin6 movilidad relativa (Rm) y punto
isoionico (PI), en la primera dimensién; el Rm
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Cuadro 12. Desnaturalizacion de globulinas de frijol Flor de Mayo a pH 6.0 por calentamiento,
SDS y DTT
Banda Rm Proteina Proteina nativa Proteina Proteina calentada
nativa  +0.5%SDS + 0.05%DTT calentada 93°C+0.5%SDS+0.05%DTT
3 3 T e 03
PMx10 Rm PMx10° ----- Rm----- PMx10 Rm PMxI
20 min 40 min 20 min 40 min
1 0.017 620 0.020 620 0.020 0.022 620 0.020 0.026 620
Z-— 0154 375 0.148 374 0.153 0.152 515
3 0.198 320
4 0.262 283 0.276 285
5= 0.226 247
6 0.326 197 0.328 0.332 192
7 0460 120 0.456 140  0.455 0.460 120 0.439 0.443 140
8 : 0.871 26 0.832 0.873 26
9 0.983 k5 0.981 0.982 15
aminodacidos de la semilla de frijol,

Cuadro 13. Calculo de la fraccibn aproximada minima

molar de las subunidades proteinicas de la

globulina
Fraccion %B  PMX10° PM/12x10° Globulina
1 2.79 620 5.7 1
2 3.02 376 3:13 "
3 3.30 320 2.67 2
4 2.44 283 2.36 2
5 6.47 247 2.06 6
6 28.63 192 1.6 33
7 53.35 120 1.0 99

y el peso molecular en la segunda dimension.
Los rangos de pH utilizados para el
isoelectroenfoque en la primera dimensién
fucron de 3 a 10.

COMPOSICION DE AMINOACIDOS

Para conocer el valor biol6gico de la
proteina, se ha estudiado la composiciéon de

encontrindose en todos
contenido de lisina
metionina.

los casos um gran
y deficiencia en

El objetivo principal fue evaluar la
calidad de la proteina en comparacion con las
proteinas consideradas como patrones
internacionales y buscar los genotipos con
mayor contenido de metionina, aminodcido
deficiente en las leguminosas. En la
coleccién de 58 genotipos de Phaseolus
vulgaris L., se incluyeron cuatro genotipos
del grupo Canario. Este frijol se caracteriza
por su precocidad, es decir, de crecimiento
rapido, ademas de su gran aceptacién por su
aspecto, sabor y coccion rapida. El cuadro de
clasificacién infraespecifica incluye estos
genotipos en el subgrupo de semilla grande con
bordes rectos. El andlisis quimico general
(Ortega et al., 1976) indicé que los genotipos
Gto. 113-A y Zac. 40 contienen 33.7 y 30% de
proteina cruda en base seca, respectivamente.
En promedio, el grupo Canario es el de mayor
contenido de proteina en base seca (28.98%).
Los andlisis de aminodcidos se hicieron por el
método de ligandos en un analizador Hitachi-
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Cuadro 14. Grupo Canario. Aminoacidos esencialesl)

Clave VAL MET ILE LEU FEN - LIS TRE TRI %PROT
Chis. 34 1.34 0.36 2.03 1.78 1.08 0.34 25.60
Chis. 141-A 1.33 0.32 2.05 : 1.92 1.13 0.34 26.63
Gto. 113-A 1.04 0.31 2.10 1.51 1.74 1.03 0.30 33.70
Zac. 40 0.93 0.30 1.9 1.26 1.57 0.94 0.30 30.00
D g de aminoicidos en 100 g de harina calculado en base seca.

Perkin-Elmer modelo KL A 3B, por hidrélisis de
la harina de frijol con HC1 6 N al vacio, a
110°C por 22 horas. EIl triptofano se
determiné por el método colorimétrico en
hidrélisis enzimdtica con papaina. El Cuadro
14 presenta los contenidos de aminoicidos
esenciales en los cuatro genotipos del grupo
Canario. Los valores del triptofano estin en
los limites de los requerimientos diarios y
los de metionina son bajos. Resaltan los
contenidos altos de lisina, treonina,
isoleucina y fenilalanina.

El grupo Negro Tropical, consta de nueve
genotipos con semillas oblongas compresas y
adaptaciéon a zonas cilidas. El porcentaje de
proteina varia entre 24 y 31.87%, con un
promedio de 27.70% en base seca. En este
grupo, hay valores altos de tres aminodcidos
esenciales (leucina, fenilalanina y lisina)
con respecto a las necesidades diarias del
humano. Los genotipos Chis. 253, Ver. 105 y
Yuc. 259 presentan alto contenido de
triptofano.

El grupo Negro Arribefio, con semillas
elipticas u oblongas compresas y adaptacién a
zonas templadas, estd constituido por cuatro
genotipos: Méx. 407, Oax. 36, Pue. 40 y Pue.
219. En general, los valores de amino4cidos
dcidos y neutros son ligeramente menores que
los encontrados en el grupo Negro Tropical,
esta deficiencia se acentia especialmente en
el aminodcido metionina. Los aminodcidos
bdsicos son m4s parecidos a los del grupo
Negro Tropical, especialmente tirosina,
fenilalanina, lisina e histidina. La Figura 4

presenta la comparacion de los aminodcidos
esenciales de 100 gramos de harina de los
cuatro genotipos del grupo Negro Arribefio, con
respecto a los requerimientos diarios (linea
inclinada).

La falta de balance en algunos aminoacidos
esenciales en la semilla de frijol explica los
bajos indices de eficiencia proteinica que se
obtienen en pruebas nutricionales con ratas.
La deficiencia de aminoacidos puede corregirse
con dietas mixtas, en las cuales el frijol
podria suplementar a los alimentos
insuficientes en lisina, fenilalanina vy
leucina.

CAMBIOS EFECTUADOS EN LOS
ORGANOS DE LA PLANTA DE FRIJOL

Se ha estudiado también la distribucién de
peso seco y contenido de nitrogeno de los
diferentes organos de la planta de frijol
durante su desarrollo, relacionidndolos con el
rendimiento de semilla y su contenido de
proteina (Granados Araiza, 1983). Se
estudiaron los cuatro genotipos del grupo
Canario, habiéndose comprobado correlaciones
altas entre rendimiento y nimero de vainas,
numero de granos por planta, peso seco de la
raiz, tallo y pericarpio. Por otra parte, hay
también correlacién entre el contenido de
nitrégeno de la semilla y peso seco del
pericarpio, rendimiento de semilla, nitr6geno
de la raiz y pericarpio.

Se han realizado otras investigaciones
acerca de la distribuciéon de carbohidratos en
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Figura 4. Aminodacidos esenciales en 100 g de harina de frijoles tipo Negro arribeiio .

los o6rganos de la planta durante su LITERATURA CITADA

desarrollo, en condiciones de riego y en

condiciones de sequia. AGUILAR SAGASTUME, G.E. 1985.

Efecto de frio durante el cultivo de la planta

También, se ha comprobado experimental- de frijol sobre las globulinas de la semilla.

mente que el frio aplicado en la planta en la Tesis de Maestria en Ciencias. Centro de

etapa final del llenado de la semilla, puede Botanica. Colegio de Postgraduados. Chapingo

cambiar el patron electroforético de las Méx.

globulinas de la semilla . En un experimento
con helada simulada con hielo en el cuarto

frio, aplicado a diferentes tiempos después de GARCIA, M.C. 1972. Evaluacién de la
la antesis, Aguilar (1985) observo que el resistencia de frijol hacia la Conchuela
periodo mis sensible se present6 a los 32 dias Epilachna varivestis Muls (Coleoptera:
después de la antesis, pues al analizar las Coccinelidae). Tesis de Maestria en Ciencias.
globulinas de semillas maduras, observé una Colegio de Postgraduados, ENA, Chapingo, Méx.
inversion de las proporciones de las 58 p.

fracciones alfa y beta. En el testigo, la
fraccion alfa ocupoé 47.8% del 4drea en el

patron  electroforético, después del GRANADOS ARAIZA, R. 1983. Influencia
tratamiento con frio bajé a 15.6%; en cambio, del peso seco y contenido de nitrégeno de los
la fraccién beta que en el testigo ocupaba 12% organos de la planta en el rendimiento y
del drea del patron electroforético, subié a contenido de proteina del grano de frijol.
47% después del tratamiento con frio. Para el Tesis Profesional, Ingeniero Agrénomo
futuro habra que estudiar los procesos (Fitotecnia) Universidad Auténoma Chapingo

bioquimicos que originan estos cambios. (UACH).
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FIJACION SIMBIOTICA DE NITROGENO EN FRIJOL
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RESUMEN

En México el frijol se cultiva ampliamente
desde la época prehispdnica, y ha llegado a
ocupar un lugar importante en la dieta de la
poblacion. Sin embargo, esta especie presenta
bajos rendimientos, ya que estd relegada a
lugares donde los suelos son deficientes en
nitrogeno, vy donde las precipitaciones son
escasas. Diferentes estudios permiten suponer
que esta situacion puede mejorarse utilizando
el potencial que tiene la simbiosis entre
frijol y Rhizobium para fijar nitrogeno. En
este escrito se mencionan trabajos que
demuestran que algunas variedades de frif'ol
pueden fijar hasta mds de 100 kg de N ha™ " y
que hay cepas de Rhizobium que presentan alta
eficiencia. No obstante, las experiencias
generadas con esta biotecnologia indican que
el cultivo de frijol en el campo presenta
pobre respuesta a la aplicacién de
inoculantes, y que s6lo un porcentaje reducido
de cepas de Rhizobium seleccionadas como
efectivas manifiesta efecto positivo sobre el
rendimiento. Diversos aspectos de la planta,
la bacteria y el ambiente se analizan aqui,
los cuales ayudan a comprender el porqué de la
baja respuesta a la inoculacién. De estos
estudios, se deriva de que es factible
aumentar la fijacién de nitrégeno en el campo,
a través de la obtencién de cepas competitivas
y efectivas, capaces de sobrevivir y adaptarse
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a las condiciones del suelo, asi como de la
seleccion de variedades de frijol con alta
capacidad de fijar nitrégeno.

ANTECEDENTES Y SITUACION ACTUAL
DEL FRIJOL EN MEXICO

El uso del frijol comin como alimento, se
remonta a varios siglos antes de Jesucristo.
Restos arqueolégicos se han encontrado en
diversos sitios de los Estados Unidos, México
y en el Peri. En nuestro pais, los restos mas
antiguos son los encontrados en el Valle de
Tehuacan, Puebla, con una antigiiedad que
asciende a los 7000 anos (Kaplan, 1965). Sin
embargo, de acuerdo a la cuantificacién y
distribuciéon de los restos, Kaplan (1980)
indica que el frijol cultivado lleg6 a ser
importante y extensivo hace 1200-1800 afios en
Mesoamérica. Miranda (1967, 1979) establece
que el centro de origen de Phaseolus vulgaris
es el area de México-Guatemala, donde ocurre
una distribucién amplia de la especie en forma
silvestre, asi como una gran diversidad
genética de las variedades cultivadas.

En la época precolombina, el frijol
constituyé parte importante en la alimentacién
de la poblacion. El Coédice Mendoza seiiala



entre la lista de tributos que tenian que
darse al imperio Azteca, al maiz y al frijol
como los mas importantes (Kaplan, 1965).
Peterson (1962), citado por Kaplan (1965),
estima que los Aztecas recibian un tributo
anual de 5000 toneladas de frijol.

Actualmente, en nuestro pais el frijol
ocupa el segundo lugar en importancia después
del maiz, en cuanto a superficie cultivada.
El primer reporte en relacion a superficie
cosechada de frijol (997,524 ha) data de 1897;
sin embargo, esta cifra no fue sobrepasada
sino hasta el afo de 1954, en que la
superficie cosechada tendié a incrementarse,
alcanzando una cifra de 2'240,022 ha en 1966,
y entre 1967-1985 fluctu6 alrededor de las
2'000,000 de ha, teniendo en algunos afos
caidas considerables (Figura 1). Por otra
parte, el rendimiento de frijol a [livel
nacional se incrementé de 202 kg ha " en
1897 a 538 kg ha"! en 1984 (Figura 2).

Las causas fundamentales del bajo
rendimiento del cultivo se atribuyen a la
precipitacion y a la fertilidad del suelo. En
1985, se report6 una superficie cultivada con
frijol de 2'100,047 ha, de las cuales
1’950,638 se encontraban en condiciones de
temporal (SARH, 1986), ésto es, mas del 90% de
la superficie cultivada depende de la lluvia.
Lepiz (1987) menciona que en México, segundo
pais productor de frijol en el mundo, se
siembran alrededor de 1°200,000 ha (50% del
total) bajo condiciones de baja y errdtica
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Figura 1. Superficie cosechada de frijol en México en
el periodo 1897 - 19856 (INEGI, 1985).
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precipitacion y en suelos de .bajo contenido
de nitrogeno. Tal es la situacion actual del
frijol en nuestro pais.

POTENCIAL DE LA FIJACION SIMBIOTICA
DEL NITROGENO EN FRIJOL
(Phaseolus vulgaris)

El nitrégeno es esencial para la vida, pues
forma parte importante de los aminoacidos,
proteinas y dcidos nucleicos. Varian, sin
embargo, los compuestos nitrogenados que los
distintos organismos son capaces de asimilar;
las plantas utilizan compuestos inorganicos
como amonio (NH+) o nitrato (NO3-); los
animales superiores, ademds de amonio,
requieren compuestos organicos. Todos los
compuestos nitrogenados que son utilizados por
los seres vivos provienen del N5 que
constituye 80% de los gases que forman la
atmosfera (Soberon,1985). Sin embargo,
unicamente se incorpora en la mayoria de los
sistemas biologicos cuando ha sido "fijado"
con ciertos elementos como el hidrégeno o el
oxigeno (Brill, 1977).

El nitrégeno a menudo es un factor
limitante, en la agricultura, por lo que debe
aplicarse al cultivo en forma de fertilizante
nitrogenado.

Los fertilizantes nitrogenados que se
utilizan en la agricultura se sintetizan a
partir de nitrogeno atmosférico, este proceso

RENUIMIENTO mEDIO
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Figura 2. Rendimiento del cultivo del frijol en México
en el periodo de 1877-1980 (INEGI, 1985).
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requiere de alta presiéon y temperatura que se
alcanzan a expensas de combustibles derivados
del petréleo.

Recientemente, el precio de los
fertilizantes ha aumentado, limitando esto la
produccion de alimentos y el desarrollo de los
paises. En consecuencia, el problema crucial
es abastecer con nitrégeno asimilable a los
cultivos para su buen desarrollo vy
rendimiento. Asi, el nitrégeno puede ser
incorporado al suelo a través de la adicion de
fertilizantes, por el arrastre de la lluvia
hacia el suelo, de los 6xidos de nitrégeno de
la atmoésfera y por la fijacion simbiética de
nitrégeno (Figura 3).

Se ha estimado que de todo el nitrégeno
fijado, la fijacion biolégica participa con
175 millones de toneladas métricas por afio,
siendo alrededor del 70%; la fijacion
industrial con 40 millones de toneladas
métricas y la fijacion atmosférica (descargas
eléctricas) con 10 millones de toneladas
métricas; y la combustion (industrias,
automoviles) y ozonizacién con 35 toneladas
métricas (FAO, 1983).

Los sistemas biologicos fijadores de
nitrégeno juegan un papel importante en el
ciclo de nitrégeno; sin embargo, los sistemas
simbidticos son los mas estudiados por el
potencial que representan, siendo la simbiosis
Rhizobium-leguminosa, el grupo més explotado
en la agricultura. Brill (1977) estima que

alrededor del 40% del nitrégeno fijado por
biolégicos

medios provienen de esta

Figura 3. Ciclo del nitrégeno (FAO, 1984).
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asociacién. Sin embargo, entre las especies
de leguminosas la capacidad de fijaciéon de
nitr?geno varia de 40 kg N ha™! hasta 450 kg N
ha™* (Cuadro 1).

Entre los muchos factores involucrados en
la produccién de un cultivo, destaca por su
importancia, el de sembrar genotipos
eficientes en el aprovechamiento de los
recursos del medio ambiente (Lepiz, 1987),
para lo cual es necesario contar con una
fuente de germoplasma. En el drea donde
ocurren las formas silvestres de frijol, las
variedades cultivadas muestran una gran
diversidad genética (Miranda, 1967), la cual
se ha utilizado como una fuente de plasma

Cuadro 1. Cantidad de nitrégeno fijado por las
diferentes leguminosas en condiciones de

campo.

Leguminosa N fijado
kg b

Calospogonium mucunoides 370-450
Vicia faba 45-552
Cajanus cajan 168-280
Vigna unguiculata 73-354
Vigna mungo 63-342
Cyanopsis tetragonoloba 41-220
Glycine max 60-168
Cicer arietinum 103
Lens esculeta 88-114
Arachis hipogaea 72-124
Pisum sativum 52-77

Phaseolus vulgaris 40-70

Desmodium intortum 897
Sesbania cannalina 542
Leucaena leucocephala 72-584
Centrocema pubescens 126-398
Medicago sativa 229-290
Trifolium subterraneum 207
Trifolium repens var. gigantea 165-168
Trifolium repens 128
Stylosanthes 34-220
Vicia villosa 110
Pueraria phaseoloides 99

Fuente: FAO, 1984.
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germinal en los programas de mejoramiento
genético del cultivo (Lepiz, 1980).

Miranda (1979) sefiala que la diversidad
genética en frijol se ha incrementado con la
domesticacion, y algunos de los caracteres que
han aumentado son: la diversidad de héabitos de
crecimiento, el tamano de hojas, flores,
frutos y semillas y la diversidad del color
de la testa de la semilla. Entre los
caracteres que se han reducido con Ia
domesticaciéon destacan: el ciclo vegetativo,
el nuimero de ramas, de hojas y de nudos por
planta, la habilidad de competir con malezas
y el grado de resistencia a los insectos.
Esta diversidad genética que presenta el
frijol, ha sido poco estudiada como una fuente
para aumentar la fijacién simbiética de
nitrogeno en el cultivo. A nivel nacional
solo existe un programa fuerte entre el
Colegio de Postgraduados y el INIFAP, para
aprovechar la gran diversidad genética en el
frijol enfocado a obtener variedades con alta
capacidad de fijacion de nitrégeno y alto
potencial de rendimiento de grano (Lopez et
al., 1987a, 1987b). Se ha estimado que la
fijacion de nitrégeno en ffijol en el campo
varia de 40-70 kg de N ha™" (FAQ, 1984); sin
embargo, estudios realizados con N han
demostrado que la fijacion de nitrogeno en e
cultivo varia de 13 a 114 kg de N ha
(Ferrera-Cerrato et al., 1984), dependiendo
del hibito de crecimiento del cultivar, de la
bacteria y del grado de asociaciéon entre ambos
simbiontes (Ferrera-Cerrato, 1983; Rodriguez
y Ferrera-Cerrato, 1984; Gardezi, 1986;
Gardezi y Ferrera-Cerrato, 1987a, 1987b) en
donde el 4rea fotosintética y el ciclo de
cultivo juegan un papel importante (Graham,
1981). Asi, en frijol se presenta una gran
variacion en la capacidad de fijar nitrégeno,
que debe explorarse con detenimiento. Pero
también los estudios deben contemplar a las
variedades silvestres de frijol y a las
especies relacionadas como: Phaseolus
coccineus Phaseolus acutifolius y Phaseolus
lunatus. Ferrera-Cerrato (1980) encontré que
en varias especies de Phaseolus y en
Phaseolus vulgaris silvestre existe diferente
grado de asociacién con Rhizobium
dependiendo del grado de domesticacion. No

obstante, algunas cepas de Rhizobium pueden
mostrar mayor  efectividad en  otras
especies de Phaseolus como Phaseolus
coccineus y Phaseolus acutifolius que en
Phaseolus vulgaris  (Mejia, 1983). Lo
anterior demuestra que existe un recurso
genético con gran potencial para aumentar la
fijacion de nitrogeno, que puede sustituir
parcial o totalmente la fertilizacién
nitrogenada en el cultivo.

EXPERIENCIAS EN LA FIJACION
SIMBIOTICA DE NITROGENO EN
FRIJOL (Phaseolus vulgaris)

Primeros ensayos de campo con inoculantes
comerciales.

En nuestro pais se han realizado multiples
ensayos de campo en diferentes regiones
agricolas y bajo diferente tipo de suelos para
evaluar la respuesta del frijol a los
inoculantes comerciales de Rhizobium phaseoli.
En casi todos ellos se han obtenido resultados
poco satisfactorios a favor de los inoculantes
(Luna, 1967; Lepiz, 1968; Ochoa 1973; Peiia B.,
1974; Chavez et al., 1977 y Galomo, 1978),
razon por la cual se ha recomendado fertilizar
al cultivo cop dosis de 40 a 80 kg de
nitrégeno ha™ ", sin considerar las causas de
la baja eficiencia de los inoculantes. En el
Cuadro 2 se muestran algunos datos reportados
por Chavez et al. (1977). En este estudio se
consideraron tres niveles de nitrégeno y dos
niveles de fésforo en plantas de frijol sin
inocular, asi como la inoculacién de plantas
de frijol con dos inoculantes comerciales mas
molibdeno, cobalto y fierro, con el objeto de
evaluar el efecto sobre la nodulacién, el
rendimiento y el contenido de nitrégeno en la
planta. Encontraron que la aplicaciéon de
nitrégeno abati6 la nodulacién, y que la
fertilizacion fosfatada la incremento; el
rendimiento de grano y el contenido de
nitrégeno en el cultivo fueron aumentados con
ambos fertilizantes; la aplicaciéon de  los
inoculantes comerciales no elevé la
nodulacién ni el rendimiento de grano; el
molibdeno, cobalto y fierro (Molycofix) no
tuvieron efecto en la nodulacién ni en el
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rendimiento de grano. Concluyen que dada la
baja efectividad de los inoculantes, es
necesario conocer la viabilidad de las
bacterias durante el tiempo de produccién y
venta de este, o bien, si las cepas son
intrinsecamente inefectivas para las
variedades de frijol ensayadas.

Se ha atribuido la baja o nula respuesta
del frijol a la inoculacién a la mala calidad
de los inoculantes comerciales, sin embargo,
hay otros factores como los del ambiente vy
aquellos relacionados con la planta y la
bacteria que juegan un papel importante en el
éxito de un inoculante, por lo que es
necesario conocerlos mas a fondo. Pero esto
implica la necesidad de contar con una
coleccion microbiana donde estén contempladas
preferentemente cepas del pais, considerando

FI1JACION SIMBIOTICA DE NITROGENO EN FRI JOL
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las regiones agricolas donde el frijol es un
cultivo importante.

1 mexican

Existen varios métodos de aislamiento de
Rhizobium, estos primeramente involucran
un muestreo de la zona donde se desean
obtener las cepas, dependiendo del objetivo
del trabajo. En el Colegio de Postgraduados,
se han realizado maultiples aislamientos de
cepas de Rhizobium phaseoli de la Mesa
Central, asi como de los estados de Zacatecas,
Durango y Aguascalientes a partir de nodulos
en plantas de diferente hdbito de
crecimiento. En la Figura 4 se muestran los
estados considerados. Las cepas una vez
aisladas, deben someterse a un proceso de
purificacion para realizar  estudios

Cuadro 2. Numero medio de nodulos, rendimiento de grano (g) y nitrégeno total (mg) contenido por

planta de frijol, bajo tres
inoculantes (Chavez et al., 1977).

niveles

de

nitrégeno, dos niveles de fosforo y dos

Noédulos por planta

Rendim. grano (g pl_l)

Contenido N(mg pl_l)

Inoculante N P50 P50 P,0
0 305 X 0 305 X 0 305 X
TR g T B S e e
0 243 400 322 6.22 8.40 7.31 300 385 343
Testigo 60 134 324 229 6.90 8.27 7.58 291 391 341
sin 120 81 294 188 6.75 9.72 8.23 286 446 366
inocular X 153 339 246 6.62 8.79 7.70 292 407 350
0 182 488 335 6.18 8.68 7.43 270 375 322
Inoc I 60 166 362 264 6.37 9.05 7.71 307 445 376
+ 120 90 195 142 6.78 10.48 8.63 362 445 403
Mo-Co-Fe X 146 349 247 6.44 9.41 7.93 313 421 367
0 382 488 359 6.22 9.07 7.64 279 358 319
Inoc II 60 146 370 258 6.98 7.42 7.20 342 370 356
P 120 76 195 135 7.05 10.37 8.71 329 524 426
Mo-Co-Fe X 201 300 251 6.75 8.95 7.85 317 417 367
0 269 408 339 6.21 8.26 7.46 283 373 328
60 149 352 250 6.75 8.25 7.50 327 402 357
X, 120 82 228 155 6.86 10.19 8.53 335 471 398
X 167 329 248 6.51 9.05 7.83 315 415 361
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microbiologicos y de invernadero (Ferrera-
Cerrato et al., 1978) con el fin de
autentificarlas, caracterizarlas y evaluar su
efectividad. Entre las pruebas bioquimicas
m4s comunes para su caracterizacion destacan:
prueba para observar reaccién 4cida o
alcalina, tolerancia a la acidez, tolerancia
al NaCl, reacciéon de leche tornasolada,
reducciéon del tetrazolium y resistencia a
antibiéticos (Rodriguez, 1983).

Relacion Huésped-Simbionte.

El uso potencial de la simbiosis Rhizobium
phaseoli-Phaseolus vulgaris para aumentar el
rendimiento del frijol, implica estudios a
varios niveles: efectividad de la bacteria,
eficiencia del cultivar en la fijacion de N,
la interacci6n entre los dos simbiontes en la
fijacion de N, y el efecto del ambiente en la
relaciéon simbidtica. Los estudios con
inoculantes comerciales s6lo han tomado en
cuenta la efectividad de la bacteria.

El uso de cepas de Rhizobium muy
eficientes en la fijacion de nitrégeno sobre
un hospedero de base genética muy reducida,
conduce a obtener resultados poco
satisfactorios en la inoculacién. Tendria que
obtenerse una cepa eficiente, compatible e
infectiva para cada genotipo existente de la
especie de leguminosa en cuestion, lo cual es
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Figura 4. Muestreo de cepas de Rhizobium phaseoli en

diferentes estados de la Repiblica Mexicana.

una situacion imposible de lograr en forma
economica. Por otro lado, si la seleccion se
hace considerando sé6lo la variaciéon genética
del hospedero, podemos llegar a poseer
genotipos que asimilen grandes cantidades de
nitrégeno atmosférico en presencia de una cepa
determinada, pero este equilibrio puede
romperse fidcilmente por la ocurrencia
indeseada de una cepa extrafia debido al cambio
de magnitud de los diversos factores
ambientales que influyen sobre la simbiosis o
por mutaciones ocurridas a la cepa de
Rhizobium (Barrera, 1980).

De acuerdo a lo anterior, Rodriguez y
Ferrera-Cerrato (1984) realizaron un trabajo
con el fin de seleccionar las mejores cepas
para producir inoculantes experimentales
(busqueda de produccion de inoculantes
comerciales). Se procedié a hacer las pruebas
de inefectividad y efectividad en la fijacion
de N a nivel de invernadero, empleindose
tezontle estéril como sustrato y solucion de
Jensen libre de nitréogeno. Las variedades de
frijol empleadas fueron: Cacahuate, hdbito de
crecimiento I (HCI); Ojo de Cabra, hdbito de
crecimiento II (HCII), Negro Puebla, hibito de
crecimiento III (HCIII) y Michoacdan 150,
hdabito de crecimiento IV (HCIV). Los
resultados obtenidos mostraron diferencia en
la respuesta de estas variedades a la
inoculacién con las diferentes cepas de
Rhizobium phaseoli.

En el habito I, las cepas que presentaron
los picos mads altos de eficiencia en la
fijacion de nitrégeno fueron: EL 21, EL 68, EL
49 y EL 28 (Figura 5). En el hdbito II, las
cepas que presentaron los picos mds altos en
la fijacion de nitrégeno fueron EL 65 y EL 98
(Figura 6). En el habito III, las cepas que
presentaron los picos mas altos en la fijacion
de nitrogeno fueron EL 89 y EL 109 (Figura 7).
En el habito IV, las cepas que presentaron los
picos mds altos de eficiencia en la fijacién
de nitrégeno fueron EL 63, EL 67, EL 119y EL
114 (Figura 8).
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Del resultado final de la investigacion
s6lo el 37.5% del total de cepas se comportd
como efectivo en mas de una variedad, y
unicamente la cepa EL 63 resulté ser efectiva
en las cuatro variedades de frijol (Phaseolus
vulgaris) de diferente hdbito de crecimiento
estudiadas. El1 10% se comportoé como efectivo
en la fijacién de nitrégeno en tres variedades
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de frijol (EL 90, EL 20, EL 18, EL 97, EL 67,
EL 110, EL 92) y el 26.6% se comporté como
efectivo en la fijacion de nitrégeno en dos
variedades de frijol (EL 85, EL 103, EL 45, EL
69, EL 48, EL 49, EL 108, EL 111, EL 74, EL
32, EL 13, EL 21, EL 96, EL 55, EL 88, EL 58,

EL 102, EL 39, EL 107, EL 31, EL 65, EL 56, EL
EL 119) (Figura 9).

44, EL 67, Finalmente
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concluyeron que existe diferente conducta de
las cepas en relacién a la efectividad de la
fijacion de nitrogeno dependiente de la
variedad o habito de crecimiento del frijol,
lo que permite poner de manifiesto el fenémeno
de interespecificidad.

8 Namero Especial,

1990

Este fen6meno implica que, al considerar
una sola variedad en la seleccién, se corre el
riesgo de desechar algunas cepas que no se
comportaron como efectivas en esa variedad en
particular, pero que pueden mostrar su
eficiencia en otra; igualmente, se corre el
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riesgo de seleccionar cepas indeseables, que
s6lo se comporten como efectivas en dicha
variedad. Sin embargo, el riesgo debe
correrse, por el gran trabajo que presenta el

a7 e

3hizobium nhaseoli.

Cepas aficientas de

-+

1 1n 11 w
Farahnate 77 Nin Ar cabra 400 Heqgro Pue. 118 Mirhoacin 150

HWihite y varisdades de Phaseolus vulgaris

Figura 9. Relacién interespecifica de Rhizobium

phaseoli y los diferentes hébitos de

crecimiento de frijol comun (Phaseolus

vulgaris) (Rodrigues et al., 1984).

% de nodulos efectivos
Produccnon de materia seca

F1JACION SIMBIOTICA DE NITROGENO EN FRI JOL 43

proceso de seleccion al evaluar un numero muy
grande de cepas. Esto puede amortiguarse si
la seleccién se hace para una region agricola
en particular, considerando una variedad de la
region que sea de amplio espectro de infeccion.
En la Figura 10, se muestran datos de
Ferrera-Cerrato (1984) de un estudio realizado
con cepas aisladas de Zacatecas con el empleo
de una variedad regional de hdbito de
crecimiento III con amplio espectro en cuanto
a su afinidad con cualquier cepa de Rhizobium
phaseoli. Los datos muestran una amplia
variabilidad en relacién a la capacidad de
fijacion de nitrogeno de las cepas ensayadas
medida a través de la produccién de materia
seca: 44 de las cepas fueron seleccionadas
como efectivas. Aunque ésta es la forma de
seleccion mas factible, el fenémeno de
interespecificidad sigue estando presente.

Rhizobium phaseoli se encuentra
clasificada como especifica para Phaseolus
vulgaris, Phaseolus coccineus y Phaseolus
acutifolius. No obstante, hay cepas que
muestran mayor afinidad por algunas de las
especies. Ferrera-Cerrato (1980) estudid la
relacion entre Rhizobium phaseoli y
diferentes especies del género Phaseolus
domesticado y silvestre. Las especies
empleadas fueron: Phaseolus dumosus
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domesticado, Phaseolus coccineus domesticado,
semidomesticado y silvestre, Phaseolus
vulgaris domesticado y silvestre, Phaseolus
acutifolius domesticado, Phaseolus Ilunatus
domesticado y  silvestre, Phaseolus
oligospermus y Phaseolus leiocephalus
silvestre; las cepas de Rhizobium phaseoli
inoculadas fueron CP10, CP16, y CPA, (las dos
primeras eficientes y la otra ineficiente). En
este estudio se encontraron diferentes grados
de asociacion, dependiendo de la especie y
grado de evolucién cultural del huésped. En
las Figuras 11 y 12 se muestran resultados del
experimento. Phaseolus vulgaris, Phaseolus
dumosus domesticado y Phaseolus leiocephalus
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Figura 11. Nodulacién de las especies del genero
Phaseolus cultivadas de México. (¢ =
domesticado, i = semidomesticado) (Ferrera-
Cerrato, 1980).
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Phaseolus silvestres de México (Ferrera-

Cerrato, 1980).

silvestre presentaron buena nodulacién, no se
observé nodulaciéon en Phaseolus oligospermus
y en el resto de las especies fue muy baja. La
eficiencia en fijacion de nitrogeno sélo se
puso de manifiesto en Phaseolus vulgaris,
Phaseolus leiocephalus y ligeramente en
Phaseolus vulgaris silvestre. Esto indica que
una cepa puede comportarse como efectiva en
una especie, pero inefectiva en otra aun
cuando sean del mismo género. .En la Figura 13
se muestran los resultados de un experimento
similar realizado con cuatro especies de
Phaseolus de habito de crecimiento
indeterminado (Mejia, 1983). En ésta se
observo que la cepa EL 24, presenté afinidad
con Phaseolus vulgaris. L cv. Negro 150 y
P. lunatus; en cambio la cepa CP 5 mostro
mayor afinidad con P. acutifolius, en el
testigo sin inoculacién y sin fertilizacién la
nodulaciéon presente casi siempre fue alta,

2000
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Figura 13. Namero de nédulos en cuatro especies de

Phaseolus durante su desarrollo (Mejia,
1083).
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lo cual demuestra que la afinidad de las cepas
nativas por las especies de Phaseolus fue
mayor, aunque su efectividad fue baja.

La efectividad de una cepa, evaluada en
condiciones optimas para su expresion, no es
la misma cuando se inocula en campo, puesto
que las condiciones ambientales y los
microorganismos del suelo determinaran su
establecimiento. La respuesta que presentan
los cultivares ensayados a la inoculacion ha
sido casi siempre negativa, como sucede con
los inoculantes comerciales, aun cuando el
inoculante experimental es controlado mas
estrictamente (Cuautle et al., 1981, Ferrera-

Cerrato, 1983; Fuentes, 1981; Peia, 1983;
Pérez, 1987). Fuentes (1981) evalud la
respuesta a la inoculacion con  diferentes

cepas de Rhizobium phaseoli en los componentes
del rendimiento de tres variedades de frijol.
Observ 7ue el mayor numero de nddulos se
obtuvo en la variedad Flor de Mayo X-16441 y
que, en general, las variedades responden en
forma diferente a las cepas utilizadas (Figura
14).
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inoculacion para el peso seco de lamina
foliar, sin embargo, para rendimiento de grano
no hubo diferencias significativas entre el
testigo sin nitrogeno, las cepas inoculadas vy
el testigo con nitrogeno (Cuadros 3 y 4).
Ferrera-Cerrato (1981, 1983), en varios
experimentos de campo e invernadero con

frijol, utilizando diferentes cepas de
Rhizobium (nacionales y extranjeras) y
distintos niveles de fertilizacion

nitrogenada, no observo diferencias entre
tratamientos para rendimiento de grano; esto
pudo deberse a que el suelo tenia suficiente
nitrégeno disponible o que las cepas nativas
fueron altamente competitivas y efectivas. En
el Cuadro 5 se muestran datos de uno de estos
experimentos de campo, donde se observa que
existe diferencia entre variedades en peso
seco de follaje, lo que se explica por el
diferente habito de crecimiento, lo mismo
ocurre para el peso seco de vainas por parcela
y numero de nodulos por planta; no obstante,
para rendimiento de grano no se encontraron
diferencias significativas. En cuanto a la
especificidad de las cepas, se presentd una
mayor preferencia de las cepas hacia el

En cuanto a los componentes del
rendimiento, encontré6 respuesta a la genotipo criollo.
CACAHUATE MICHOACAN 12 A -1 FLOR DE MAYD X-16441
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Cuadro 3. Peso seco de ldmina foliar por maceta (tres plantas) sobre
inoculantes en frijol (g).

Variedades
Cepas de
R. phaseoli Cacahuate') Michoacn!) Flor de Mayoz) Promedio
72 12-A-3 x-16441 por cepa
10 S0 e 540 a 11,79 a 7.42 b
33 563- a 663 a 1.47 —a_-b 791 a:h
35 S Fa A 570 .a 10.39 b 7.28 b
43 6.28 a 6.13 a 9.38 b 7.41 b
49 606 a 662 a 8.44 ¢ 7.04 b
P23 597 ‘a 537 a "8.39 Boie 6.76 b c
T (-N) 487 a 5502 7.01 c 5.79 c
T (+N) . 661 a 774 a 1393 a 942 a
Promedio por
variedad 578 b 6.13b 10:22 - a
ﬁomedio de nueve plantas
a los 48 dias después de la siembra.
a los 63 dias después de la siembra.
Cuadro 4. Rendimiento de semilla por maceta (tres plantas) sobre
inoculantes en frijol (g).
Variedades
Cepas de )
R. phaseoli Cacahuate') Michoac4n!) Flor de Mayo ) Promedio
72 12-A-3 x-1644] por cepa
10 13:51 10.38 13.04 1231
33 11.52 | H 11.44 11.36
35 12.51 9.70 14.14 12.07
43 12.37 11.00 11.65 11.67
49 12.02 11.56 8.94 10.84
CP 23 12.65 12.21 11.40 12.08
T (-N) 12.41 13.50 14.45 13.45
T (+N) 10.18 9.87 12.18 10.74
Promedio
por variedad 12.13 11.16 12.15

T;omedio de nueve plantas
a los 113 dias después de la siembra.
a los 128 dias después de la siembra.
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El
nos permite afirmar que la planta juega un

analisis de los resultados anteriores
papel importante en el mecanismo de
reconocimiento de ésta hacia la bacteria, de
tal forma que manifiesta una mayor afinidad
por ciertas cepas. No obstante, el ambiente
debe ejercer una presion sobre la planta y la
bacteria, en donde los fenomenos de
competencia con las cepas nativas por los
sitios de infeccion y las interacciones con
los demas microorganismos del suelo estin
implicados, lo cual se traduce como una
incapacidad de las cepas inoculadas para
mostrar su efectividad, o bien que solo un

numero reducido de cepas la manifiesten.

Los datos de algunos experimentos donde
las cepas de Rhizobium si manifiestan su
efectividad, refuerzan mas estas
consideraciones.

Lopez (1982) trabajo bajo dos sistemas de

produccion denominados suelo negro profundo

en posicion de planicie y suelo negro delgado
en posicion de planicie en la region de la
Mixteca Poblana en la que evalud el efecto de
la inoculacién de Rhizobium phaseoli 'y
diferentes dosis de fertilizacion en el
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cultivo de frijol. Encontr6 para el primer
sistema un efecto benéfico de la inoculacion,
ya que observé una relacion positiva entre el
uso de cepas de Rhizobium phaseoli y el
rendimiento de grano, siendo el tratamiento
moculado con la cepa CP 30 + 60 kg de P, 0
el que dl? la mas alta respuesta (473. 23
kg grano ha™ '), superando al rendimiento
logrado con el tratamiento sin inocula
fertilizado con 60 kg N ha” 1 + 30 kg P50g ha”
(443 kg de grano ha” ) en 6. 8%6 y al
rendimiento de gran? logrado por el testigo
(378.97 kg grano ha” ') en 24.9% (Cuadro 6).
Con el segundo sistema, observd que las cepas
nativas presentaron alta respuesta a la
aplicacion de fosforo, expresando su potencial
en la fijacién de nitrogeno atmosférico;
encontré que los rendimientos mas altos fueron
logrados por los tratamientos: sin inoculacién
{‘ertihzado con 60 kg de Py0 ha™! (606.41 kg
¥ 1n0culacidn con la cepa CP 3? 60 kg
de P ha (583.60 kg ha im
inoculzacmn fer}nllzado con 60 k? de N ha
30 kg P205 ha™" (499.16 kg ha ") (Cuadro 7).

Estos resultados demuestran que la
eficiencia de Rhizobium esta fuertemente
influenciada por las condiciones ambientales;

Cuadro 5. Parametros observados en el experimento de frijol establecido en el campo.

Cepa N-Pzﬂ5 Variedad Numero de Peso seco Peso seco Peso seco Peso seco
Rhizobium nédulos de tallos de follaje de vainas de granos
kgha Z R plaatNge A o - g R S e BT n SAS SEee
El 114 20-60 Criollo 176.7 a. 311 a 28 a 94 abe 29 a
El 114 - 20-60 Qjo de cabra 38.3 bec .93 b 1.98 b 86 abec 28
El 114 20-60 Bayomex 53 b ¢ 982 b 965 c 94 abc 29 a
El 71 20-60 Criollo 1333 a b 30 = 298 » 97 a b 33 »a
El 71 20-60 Ojo de cabra 56 be 98 be 1.7 b .79 c i
El 71 20-60 Bayomex 1 c 1.0 b 1.156 e 1.0 3 31 a
- 20-60 Criollo 102 abc 30 =a 2.7 8 92 abe 32 a
- 20-60 Ojo de cabra 31 bec 98 b 1.8 b .78 c 268 a
- 20-60 Bayomex 12 c 97 b .96 c 10 » 31 a
- 00-60 Qjo de cabra N.D. 94 b 188 b 38 be 28 »a

N D. = No determinado.

Las cifras con una misma letra son estadisticamente iguales (DSH .05).
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Cuadro 6. Pardmetros observados en el experimento de frijol establecido
en suelo profundo (Sitio 1).

No Cepa N-P205 Rendimiento Peso seco Peso seco N parte
Trat. de parte aérea de nédulos aérea
Rhizobium
kg ha”! kg ha=! g (2 plantas)”! g(2 plantas)™ %
| CPI10 00-00 419.10 4.22 00145 107
2 CPI10 00-30 332.05 3.78 01172 331
3 CPI10 00-60 439.77 2.51 00827 2.85
4 CP30 00-00 460.86 4.01 00985 2.13
5 CP30 00-30 335.15 2.70 00215 2.79
6 CP30 00-60 473.25 437 00980 322
7 CP31 00-00 254.11 213 00650 308
8 CP31 00-30 374.38 1.50 00762 211
9 CP3i 00-60 407.88 3.20 00320 2.81
10 CPM 00-00 436.84 311 01102 3.06
11 CPM 00-30 400.5 4.53 00895 3.07
12 CPM 00-60 473.65 4.60 00755 237
13 0 00-00 378.97 3.08 .00082 2.82
14 0 00-30 45494 396 00047 3.15
15 0 20-30 27496 235 00475 2.55
16 0 40-30 389.74 4.15 00562 211
17 0 60-30 443.09 4.10 .00320 2.66
18 0 00-60 404.75 2.88 00217 2.64

Cuadro 7.Pardmetros observados en el experimento de frijol suelo delgado (Sitio 2).

No. Cepa Numero Peso seco Peso seco N en la Rendimiento
Trat. de N-P205 de nédulos parte aérea parte aérea grano
Rhizobium nodulos
kg ha'l X 2 plantas  g(2 plzmtasfl g(2 plamas}'I % kg ha'I
1 CPI0 00-00 91 1852 32.96 2.51 371.18
2 CP10 00-30 92.7 0841 35.86 2.63 409.61
3 CP10  00-60 120.5 1027 27.18 2.41 449.47
4 CP30  00-00 81.7 .0843 28.36 2.47 320.99
3 CP30 00-30 94.5 0696 28.08 2.58 470.41
6 CP30 00-60 154.5 1451 34.23 2.41 583.68
7 CP31 00-00 132 .0648 26.91 2.68 289.35
8 CP31 00-30 86.2 .0797 34.58 2.83 469.07
9 CP3l 00-60 108.2 L0831 40.53 2.55 459.96
10 CPM 00-00 55.7 .0462 29.08 2.69 305.39
11 CPM 00-30 97.2 0686 30.73 2.68 447.76 J‘
12 CPM 00-60 32.0 0468 30.63 2.68 389.53 |
13 0 00-00 88.5 .1022 29.26 2.66 363.89 |
14 0 00-30 110.7 .0809 30.78 3.40 482.91 4
15 0 20-30 89.0 .0905 32.11 2.62 338.15 |
16 0 40-30 54.5 10390 3496 2.87 422.64 |
17 0 60-30 512 .0305 33.36 2.88 499.16
18 0 00-60 91.2 0773 38.96 2.69 606.41

|
|
[
|
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sin embargo, es posible encontrar cepas que
muestren cierta plasticidad, que les permite
adaptarse al ambiente, como es el caso de la
cepa CP 30, la cual mostré su eficiencia en
los dos sistemas de produccion.

En un ensayo nacional de cepas de Rhizobium
phaseoli, Ferrera-Cerrato (1984) evaluo la
respuesta a la inoculacion de dos variedades
de frijol con siete cepas efectivas de la
Mesa Central. La inclusion de dos genotipos
de frijol fue con el objeto de estudiar su
posible interrelacion con las diferentes
rizobias inoculadas y nativas, ademas de
analizar los efectos de cada cepa y variedad
en particular. Los genotipos evaluados en
este experimento tuvieron fuertes diferencias
en el numero de nodulos formados por planta,
la inoculacién no incrementé el numero de
nodulos efectivos y totales (Cuadros 8 y 9).
En cuanto a peso seco de nddulos efectivos,
encontro que esta variable fue altamente
influenciada por la interaccion entre genotipo
de frijol y cepa de Rhizobium. En la variedad
Ojo de Cabra-400 no hubo diferencias entre

Cuadro 8. Efecto de la variedad de frijol sobre el

numero y porcentaje de nédulos por planl:a1

(Ensayo Nacional de Cepas de Rhizobium

phaseoli 1984).

Variedad Significancia
de las
Criollo Ojo de diferencias
Cabra
Nodulos efectivos 138.20 63.01 *
Nédulos inefectivos 51.87 13.64 s
Total 190.07 76.65 ¥
% de efectivos 78.22 80.98 NS
% de inefectivos 26.78 19.02 NS

1) Promedio de 30 unidades experimentales/variedad.
* Significativa (P>F=0.05).
“** Altamente significativa (P>F=0.01).

NS =No significativa.
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cepas para peso seco en nodulos efectivos,
pero en el cultivar criollo si se detectaron.
La cepa CPMEX22 present6 el peso seco de
nodulos mds alto en el cultivar criollo
(Cuadro 10). Entre variedades, el peso seco
mas alto de ndédulos efectivos fue presentado
por el cultivar criollo (Cuadro 11). En
relacion a produccién de materia seca, sus
resultados indican diferencias entre cepas
(Cuadro 12). EIl peso seco de la raiz sin
nodulos fue afectado unicamente por el factor
cepa, el efecto de variedad no fue
significativo. El testigo con N y P produjo
el mayor peso seco de la parte aérea;
solamente con lacepa CPMEX43 se obtuvo una
acumulacion de materia seca estadisticamente
igual a este tratamiento.

Los ensayos de campo con cepas mexicanas
nos muestran que debe presentarse mayor
atencion a la ecologia de Rhizobium, ya que
existe una interaccion cepa-planta-ambiente,

Cuadro 9. Efecto de la cepa de Rhizobium sobre el
namero de nédulos’ (Ensayo Nacional de

Cepas de Rhizobium phaseoli 1984).

Tratamiento Nédulos Planta™

Cepa N P efectivos inefectivos totales

kg ha !

*

CPMEX 1 00 40 8.13
CPMEX 8 00 40 112.75
CPMEX 9 00 40 89.54
CPMEX 18 00 40 102.50
CPMEX 22 00 40 111.46
CPMEX 43 00 40 81.79
EL 63 00 40 103.79

- 00 00 93.96

> 00 40 108.88

= 45 40 118.25

32.75 ab 115.88
29.29 ab 142.04
30.42 ab 119.96
26.21 ab 128.71
39.50 ab 150.96
42.564 ab 124.33
27.38 ab 131.17
1538 b 109.54
53.83 a 162.71
30.04 ab 148.29

P PP PP P PP P P
PR R PP P Y R PP

IL)Promeclio de seis unidades experimentales por
tratamiento.
* En cada columna, las medias que tienen la misma

letra son estadisticamente iguales (Tukey, & = 0.05).
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Cuadro 10. Efecto de la cepa de Rhizobium en cada
variedad de vulgaris)
sobre el peso seco de nédulos efectivos

frijol (Phaseolus

(Ensayo Nacional de Cepas de Rhizobium
phaseoli 1984).

que no permite que la cepa de Rhizobium
manifieste su potencial de fijacion de
nitrogeno. Pero ;qué aspectos del ambiente
y de la planta son los que estdn influyendo
fuertemente sobre la bacteria? El andlisis de

los experimentos anteriormente mencionados

atribuyen una gran importancia a la
Tratamiento Variedad')*
Cuadro 11. Efecto de la variedad de frijol (Phaseolus
Cepa N P Criollo Ojo de Cabra vulgaris) sobre el peso seco de nédulos por
~ planta”/ (Ensayo Nacional de Cepas de
kgphs it - === 5- €= == S Rhizobium phaseoli 1984).
CPMEX 1 00 40 0.1565 b 0.1070 =
CPMEX 8 00 40 0.3229 a 0.1367 a Variedad Significancia
CPMEX 9 00 40 0.1935 b 0.1781 a de las
CPMEX 18 00 40 0.3138 ab 0.1144 a Criollo Ojode  diferencias
CPMEX 22 00 40 0.3730 a 0.13256 a Caboa
CPMEX 43 00 40 0.2269 a 0.0689 a
EL 63 00 40 0.2739 ab 0.1207 a B
- 00 00 0.3074 ab 0.0736 a
= 00 40 0.3331 a 0.1121 a Nédulos efectivos 0.2846 0.1125 '
E 45 40 0.3448 a 0.0818 a Nédulos inefectivos 0.0589 0.0288 s
Total 0.3435 0.1413 ¢

1)Pronw.-r.lio de tres unidades experimentales por

tratamiento. 1) Promedio de 30 unidades experimentales/variedad.

* Significativa (P>F = 0.05).
** Altamente significativa (P>F = 0.01).

* En cada columna las medias que tienen la misma letra
son estadisticamente iguales (Tukey,® = 0.05).

Cuadro 12. Efecto de la cepa de s!hizohium sobre la producci6n de materia
seca por |:ilanlaI ; (Ensaye Nacional de Cepas de Rhizobium
phaseoli 1984).
Tratamiento Raiz Total
B — Parte aérea
Cepa N P sin con sin con
: nodulos nédulos ndédulos nédulos
kg ha™! ?
EhaE S = e S esotia e e T S
CPMEX 1 00 40 091 b 1.08 b 11.50 b 1241 b 12.58 b
CPMEX 8 00 40 0.99ab 1.25ab 1335 b 1335 b 14.60 b
CPMEX 9 00 40 096 b 1.19ab 1286 b 1382 b 1405 b
CPMEXI8 00 40 091 b 1.17 b 11.51 b 1242 b 1268 b
CPMEX22 00 40 094 b 1.25ab 1336 b 14.30 b 1461 b
CPMEX43 00 40 094 b 1.13 b 13.83ab 14.77ab 14.97ab
EL 63 00 40 1.00ab 1.23ab 1268 b 1369 b 1392 b
- 00 00 086 b 1.08 b 13.17 b 1403 b 1425 b
- 00 40 0.96ab 1.27ab 11.19 b 12.16 b 1246 b
= 45 40 1.27a 1.52a 18.63a 19.90a 20.15a

1) promedio de seis unidades experimentales por tratamiento.
* En <cada columna las medias que
estadisticamente iguales (Tukey,™ = 0.05).

tienen la misma letra son
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competencia con las cepas nativas del suelo y
a la planta. Sin embargo, es indudable que
deben existir otros factores involucrados como
son la sobrevivencia de la bacteria, el pH, la
humedad, la fertilidad del suelo, etc. En
el siguiente apartado se analizan experimentos
que consideran alguno de estos factores.

Experiencias en la ecologia de la simbiosis
Rhizobium phaseoli-Phaseolus vulgaris.

Existen factores que afectan la viabilidad
de Rhizobium, como es el pH del suelo. Este
factor es una limitante para la fijacion de N
cuando se alcanzan valores altos de acidez, lo
cual es comun en suelos tropicales. Campos
(1986) estudi6 la sobrevivencia de Rhizobium
en un suelo acido (pH 4.5) esterilizado y sin
esterilizar utilizando siete cepas
seleccionadas como efectivas en la fijacién de
Nz.

El comportamiento de las cepas no fue
uniforme, algunas se adaptaron mejor al suelo
esterilizado, en tanto que otras lo hicieron
al suelo no esterilizado. Asi, las cepas CP
23, CPMEX 2, CPMEX 34 y CPMEX 42 son
ejemplos del primer caso; mientras que las
cepas CP 61 y CIAT 899 se comportaron en
general mejor en el suelo no estéril (Figuras
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Figura 15. Sobrevivencia de Rhigobium phaseoli en un

suelo 4cido (pH 4.5) de Veracruz (Campos,

1986).

15-20). Las cepas que resultaron tolerantes a
la acidez se probaron en invernadero, estas
presentaron efectos positivos sobre nodulacién
y crecimiento del frijol con valores mayores
los obtenidos con la aplicacion de 150 kg ha™
de nitrogeno organico. L3g aplicacion de cal
a un nivel de 1.5 ton ha” " afecté de manera
positiva a la nodulacion. La variedad Jamapa
mostrd mejor adaptacién a las condiciones de
acidez del suelo.
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Figura 16. Sobrevivencia de Rhizobium phaseoli en un
suelo &cido (pH 4.5) de Veracruz (Campos,
1986).
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Figura 17. Sobrevivencia de Rhizobium phaseoli en un
suelo 4cido (pH 4.5) de Veracruz (Campos,
1986).
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Las cepas de Rhizobium phaseoli presentaron
comportamientos diferentes al ser inoculadas
en dos variedades distintas de frijol (Jamapa
y Cacahuate 72). EIl encalado de los suelos
incrementé la nodulacion y el crecimienfo de
frijol a un nivel de 1.5 ton ha” di:
aplicacion de cal; la adicion de 3.0 ton ha
de cal fue depresiva. La adicion de molibdeno
al suelo dcido no afecté la nodulaciéon ni el
crecimiento del frijol.

La variedad Jamapa se adapté bien a las
condiciones de acidez del suelo, debido a que
esta variedad se siembra comuinmente en suelos
acidos de Veracruz. Esta variedad fue la mas
eficiente en la reduccion de acetileno con la
cepa CIAT 899.

Al igual que la acidez, el nitrogeno
disponible en el suelo afecta la fijacion de
nitrogeno. Estudios en diferentes leguminosas
indican que la nodulaciéon se inhibe por la
presencia de iones nitrato y/o amonio, Sin
embargo, algunos grupos son mas susceptibles
que otros a estos iones. Algunos
investigadores indican que la adicién de
fertilizante ni[rogenado en un rango de
5-15 kg N ha™* promueve el desarrollo de los
nodulos (Graham y Halliday, 1977).

En frijol, los experimentos de campo han
demostrado que la aplicacién de fertilizante
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Figura 18. Sobrevivencia de Rhizobium phaseoli en un
suelo acido (pH 4.5) de Veracruz (Campos,

1986).

nitrogenado al suelo disminuye la nodulacion
(Alcantar, 1978; Cuautle et al., 1981; Chavez
et al., 1977; Pena, 1983).

Alcantar (1978) observo que el peso seco y
numero de nodulos fueron reprimidos por
niveles altos de nitrogeno (45 y 60 ppm),
durante las etapas iniciales de su formacion y
crecimiento, siendo mas marcados para los
nitratos que para el amonio; sin embargo,
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Figura 19. Sobrevivencia de Rhizobium phaseoli en un

suelo acido (pH 4.5) en Veracruz (Campos,

1986).
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encontro que el contenido de leghemoglobina no
se vio afectado. Observo ademds que dosis
mayores de nitrogeno (45 y 60 ppm) mostraron
un efecto depresivo sobre la fijacion de
nitrégeno al inicio de la nodulacion y durante
la etapa de mayor actividad, no obstante, a
los 70 dias desapareci6 el efecto, ya que en
ese momento dejaron de ser utiles los nédulos
en su aporte de nitrégeno a la planta.

En el sistema de cultivo maiz-frijol, es
comun la prictica de fertilizar con nitrégeno,
con lo cual debe inhibirse la actividad de
Rhizobium. En un estudio de Loépez er al.
(1984), en la asociacion maiz-frijol, se
evaluaron tres cepas de Rhizobium phaseoli
bajo dosis creciente d? nitrégeno mineral (0,
20, 40, 60 y 80 kg ha™ ") Observaron que
mientras que aumento la dosis de nitrégeno
aplicado al suelo, el numero de no6dulos
disminuyé. No obstante, encontraron que
existe nodulacion aun cuando se apliquen dosis
altas de nitrégeno mineral en las tres cepas
de Rhizobium phaseoli evaluadas. En
rendimiento de grano, detectaron diferencias
altamente significativas para efecto de
dosis de nitrégeno, no asi para el efecto de
cepas o para la interaccion cepas por dosis de
nitrégeno. En el andlisis econdmico, el
cual conjunta tanto produccién de grano como
de forraje, en ambos cultivos encontraron
efecto favorable para los tratamientos donde
se utilizé inoculaciéon. Estos resultados
muestran que hay cepas de Rhizobium capaces
de nodular en presencia de dosis altas de
nitrégeno mineral, por lo que es posible
aportar al cultivo una fuente adicional de
nitrogeno.

En cuanto a la humedad del suelo, en
nuestro pais éste es un factor limitante en la
produccion de los cultivos. En frijol, la
mayor parte de la superficie cultivada se
encuentra bajo condiciones de temporal, de tal
forma que la simbiosis con Rhizobium es
afectada adversamente. Nufiez y Valdés (1978)
condujeron varios experimentos de campo bajo
condiciones de temporal y riego para evaluar
la efectividad de tres cepas de Rhizobium
phaseoli. Encontraron que las limitaciones
de humedad, ademas de restringir el
rendimiento del frijol, redujeron también la
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formacién y crecimiento de nédulos; sin
embargo, observaron que la fertilizacién
fosfatada estimulé el rendimiento y la
nodulacién bajo condiciones de precipitacion
limitante. Resultados similares fueron
obtenidos por Cuautle et al. (1981),
quienes, en un experimento bajo condiciones de
temporal, encontraron un menor contenido de
nitrogeno en el suelo y un mayor numero de
nodulos tardios, a diferencia de otro
experimento realizado bajo condiciones de
riego. En el suelo de temporal se presenté un
mayor numero de noédulos inefectivos, lo que
indicé que bajo deficiencia de humedad se
restringe la actividad de fijacion de
nitrégeno, siendo la prueba de ello la
obtenciéon de menor rendimiento de grano.

Cuando una planta es sometida a sequia, el
efecto en el sistema simbidtico es mas severo.
Espinosa-Victoria (1986), al someter plantas
de tres variedades de Phaseolus vulgaris L.
bajo tensién hidrica en condiciones de
invernadero, suspendiendo el riego hasta que
éstas alcanzaron valores de resistencia
estomatalzy ﬁranSpiracién 30scm ™ y 1lug
H,50 cm™ s™°, respectivamente) observé un
efecto depresivo sobre la nodulacion y la
fijacion de nitrégeno. La sequia redujo el
namero de nédulos, aproximadamente en un 40%,
en las tres variedades de frijol empleadas:
Negro 150G3, Bayo Durango y Michoacin 12A3
(Figura 21), como resultado de haber abatido
primeramente la viabilidad de las rizobias asi
como el haber propiciado la abscisiéon nodular.
De las tres etapas fenologicas evaluadas, la
reduccion en el nimero de nédulos fue mayor en
el estado vegetativo y en el llenado de vaina.
En relacién al peso seco de nddulos producidos
por los dos mutantes de Rhizobium phaseoli
resistentes a antibioticos, CPMEXlsmSO y
CPMEX22 spe200 > encontré que éste fue
reducido hasPa en un 60% en la floracién, la
cual fue la etapa mas afectada por la tensién
hidrica. En general, la sequia abati6 la
actividad nitrogenasa en mas de 80% en los
tres genotipos evaluados (Cuadro 13);
asimismo, la sequia redujo el peso seco de
follaje en los tres estados fenolégicos,
siendo mds notoria la reduccién durante la
floracién (Figura 22).
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de nsdulos (p < 0.01) (Espinosa-Victoria, seco de follaje (Espinosa-Victoria, 1986).
1986).
Cuadro 13. Actividad nitrogenasa” en los tratamientos bajo riego y
sequia de tres variedades de Phaseolus vulgaris L.
U mol C2H4 Prod. Planta'l h'l
Variedad Tratamiento
Cepa-Nivel de humedad Estado Floracién
vegetativo
CP MEXIg;, 150 EN RIEGO 56.971 158.440
Negro 150G3 CP MEXlg,, 150 EN SEQUIA 0.274 39.333
CP MEX2 Spe200 EN RIEGO 60.524 200.165
CP MEXZZSpeZOO EN SEQUIA 0.289 12.804
CP MEXIg, 150 EN RIEGO 42 606 117.513
Bayo Durango CP MEXlg, 150 EN SEQUIA 4992 6.878
CP MEX2 Spe200 EN RIEGO 55.855 210.265
CP MEXZZSpe200 EN SEQUIA 9.043 34.163
CP MEXlg, 150 EN RIEGO 12.843 32.656
Michoacén 12A3 CP MEXlg. 150 EN SEQUIA 0.160 2.823
CP MEX2 Spe200 EN RIEGO 18.889 30.050
CP MExzzspemO EN SEQUIA 0.320 18.690
Dpor el método de reduccién de acetileno. Espinosa-Victoria, et al.
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El sistema simbiotico es muy sensible a los
cambios en la humedad del suelo, aun cuando la
planta no manifieste dafo. En condiciones
naturales, la humedad en el perfil del suelo
no es homogénea, por lo que la zona radical
mas expuesta a las deficiencias de humedad es
aquella que esta cercana a la superficie del
suelo, de tal forma que los noédulos
localizados en esa parte de la raiz son mas
afectados por la sequia. Almaraz et al.
(1987b) sometieron a una parte de la raiz de
frijol nodulado bajo sequia y la otra porcion
la mantuvieron en riego. La parte aérea de la
planta nunca se encontrdé en sequia, puesto
que una parte de la raiz siempre estuvo en
riego; sin embargo, la simbiosis en la porcion
de la raiz en sequia fue afectada
adversamente. La sequia ciclica en una parte
de la raiz redujo el desarrollo y formacion de
nodulos, asi como la actividad nitrogenasa
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Figura 23. Actividad nitrogenasa en Phaseolus vulgaris
con raie dividida en diferentes condiciones
de humedad. R riego; SC sequia ciclica; SP
sequia permanente; suspensién de riego;
reinicio de riego (Almaraz et al., 1987).

Log nimero de rizobias /g

(Figura 23). Encontraron que, cuando el
potencial hidrico del suelo fue de -15 barias,
a los 23 dias, la nodulaciéon fue detenida y la
actividad nitrogenasa fue inhibida casi
totalmente. El riego después de esta sequia
estimul6 la formacion de nodulos, pero la
actividad nitrogenasa aumenté muy poco. El
comportamiento fue similar cuando se dio la
segunda sequia a los 42 dias, como puede
observarse en la Figura 23. Cuando una
porcion de la raiz fue sometida a sequia
permanente, se inhibié totalmente la actividad
nitrogenasa debido al deterioro del sistema
simbiodtico.

Dada la necesidad de contar con cepas que
toleren la desecacion del suelo durante
tiempos prolongados en ausencia del hospedero,
es prioritario conocer el comportamiento de
Rhizobium phaseoli en el suelo bajo sequia,
pero sin la presencia del hospedero. En la
Figura 24 se presentan los resultados de un
experimento de Almaraz et al. (1987a), en el
que observaron que las cepas ensayadas

de suelo

T : | T
0 80 00 120
DIAS

Figura 24. Sobrevivencia de Rhizobium phaseoli en un

suelo de Chapingo sujeto a sequia (Almaras,
1987).
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manifiestan gran variacién en su
sobrevivencia, presentando una caida
pronunciada en la poblaciéon durante los
primeros 30 dias, siendo de mas de 1.5
unidades logaritmicas en la mayoria de las
cepas; en los siguientes meses la disminucion
de la poblacién fue menor. En este experimento
fue observada una relacion entre pérdida de
humedad del suelo y la disminucion de la
poblacion de rizobias. Asi, las cepas que
mejor sobreviviegon tuvieron u?a poblacién de
alrededor de 10° rizobias g~ de suelo, la
cual es bastante aceptable. En campo, es de
interés que una cepa mantenga una poblacion
alta en ausencia del hospedero, pues esto dara
la posibilidad de que se presente una exitosa
colonizacion posterior.

Una vez que la planta hospedera se
encuentra establecida en campo, para que se
lleve a cabo el proceso de nodulacion, es
necesario que Rhizobium colonice rdpidamente
la rizésfera, y se mantenga en numeros altos.
Sin embargo, el comportamiento de la poblacion
de rizobias varia a medida que la planta se
desarrolla, siendo ademds fuertemente
influenciada por la raiz. En frijol se tienen
experiencias al respecto. Los resultados de
varios experimentos indican que hay un efecto
rizosférico que estimula el crecimiento de la
poblacién de rizobias en la zona inmediata a
la raiz (Mathieu, 1982; Almaraz, 1987).

Mathieu (1982) realizé un estudio
rizosférico del frijol inoculado con
Rhizobium phaseoli, encontrando diferenciasen
la poblacién de rizobias presentes en
rizoplano, rizésfera y suelo (Figura 25).
Observdé que, de los 43 a los 81 dias, hubo
una disminucion significativa en la poblacién
de rizobias a nivel de rizoplano y rizosfera,
no encontrando diferencias entre los 81 y 109
dias. En este estudio, Rhizobium se empezé a
detectar a los 81 dias después de la siembra
en suelo alejado de la raiz, indicando una
dispersién de las rizobias desde la raiz hacia
puntos alejados. No obstante, el ambiente mas
favorable para el crecimiento de Rhizobium
fue en la zona cercana a la raiz (rizoplano);
el efecto rizosférico disminuyé conforme la
edad de la planta avanzaba, estabilizindose la
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Figura 25. Nuamero de Rhigobium phaseoli en la
rieésfera, rizoplano y suelo en Phaseolus
vulgaris (Mathieu, 1982).

poblacion de las diferentes cepas de Rhizobium
phaseoli ensayadas alrededor de 10° células
por gramo de suelo seco. Aun cuando fue
encontrado un efecto rizosférico, el nimero de
nodulos formados por las cepas introducidas
fue bajo, lo cual pudo deberse a la
competencia establecida con las cepas nativas
por los sitios de infeccion.

Resultados similares fueron observados por
Ferrera-Cerrato(1984), quien demostré también
que el numero de rizobias mas alto se presenta
en el rizoplano.

El efecto rizosférico puede alterarse por
los cambios drdsticos en la humedad del suelo,
ya que Rhizobium phaseoli es afectado
adversamente por la sequia (Almaraz et al.,
1987a). Al respecto, Espinosa-Victoria
(1986), al someter plantas de frijol a
sequia en diferentes etapas fenologicas,
observé que el efecto mds grande de ésta
sobre la poblacién de Rhizobium en la
rizosfera se presentd en las etapas de
floracion y llenado de vaina (Figura 26). La
disminucién observada en el estado
vegetativo tanto en riego como en sequia la
atribuy6é al hecho de que fue en esta etapa
donde se llevé a cabo la colonizacién mds
significativa; el numero de rizobias
detectado en ambas condiciones de humedad fue
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similar. En las tres variedades ensayadas
(Michoacdn 12A3, Bayo Durango y Negro
150G3) encontré que en las etapas posteriores
a la vegetativa, el nimero de rizobias en la
rizésfera disminuy6 alrededor de 2-3 unidades
logaritmicas por efecto de la sequia.

Almaraz (1987) encontr6 que este efecto de
sequia en la poblacion de Rhizobium es menor
entre mas cerca de la raiz se encuentren las
rizobias, ya que siempre observd un nimero de
rizobias mas grande en el rizoplano que en la
rizésfera tanto en riego como en sequia
(Figuras 27-30). De tal forma que el
rizoplano presenta un efecto amortiguador de
la disminucion del numero de rizobias
por falta de humedad del suelo, seguramente
porque es una zona de alta actividad quimica y
microbiolégica donde se estan liberando
productos carbonados de la raiz. En este
experimento, el riego después de una sequia
estimulo el crecimiento de las rizobias en el
rizoplano y la rizosfera, lo cual fue
atribuido a un efecto conjunto de
reestablecimiento de las condiciones de
humedad y de reabastecimiento de la fuente de
carbono (Figuras 27 y 29). La cepa utilizada
en el experimento de Almaraz fue una cepa que
sobrevive en numeros altos a sequia prolongada
en ausencia del hospedero (Almaraz, et al.,
1987b), asi la poblacion de rizobias presente
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Figura 26. Sobrevivencia de los mutantes de Rhizobium
phaseocli CPMEX lSTRlEO y CPMExzzsPEzoo
en la rizosfera del frijol variedad Negro
150G3 bajo condiciones de riego y sequia (P
< 0.01) (Espinosa-Victoria, 1986).
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en el rizoplano en c ndiciones cie sequia fue
siempre mayor de 10 células g de raiz, que
es un numero admisible. Sin embargo, el
porcentaje de nodulos formados por esta cepa
en riego y en sequia ciclica fue de 20 y 17%,

-
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Figura 27. Poblacién de Rhizobium phaseoli en la
rizosfera de Phaseolus vulgaris con rafe
dividida en diferentes condiciones de
humedad (
(Almaraz, 1987).
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Figura 28. Poblacién de Rhizobium phaseoli en la
riz6sfera de Phaseolus vulgaris con raig
dividida en diferentes condiciones de
humedad (
(Almarag, 1987).
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respectivamente, lo cual demuestra que no es
muy buena para competir con las cepas nativas
del suelo.

La sobrevivencia de Rhizobium phaseoli, no
solamente es esencial en la rizésfera, sino
también en el inoculante, en la semilla y en
el mismo proceso de germinacién de ésta.
El soporte que comunmente se utiliza en
nuestro pais para la elaboracion de
inoculantes es la turba, la.cual debe
presentar ciertas cualidades fisicas, quimicas
y biologicas, que permitan la sobrevivencia de
Rhizobium (Rodriguez, et al., 1987). El
control de calidad del inoculante estd basado
en la cuantificacion de la sobrevivencia de
las bacgterias, siendo afeptable una poblacién
de 107 bacterias g~ de turba (Ferrera-
Cerrato, 1984), debido a que la calidad de un
inoculante esta muy relacionada con el numero
de rizobias que contenga. Asi, el manejo del
inoculante puede ser un problema, ya que
muchas veces no se tiene la posibilidad de
refrigerarlos, o en ocasiones las semillas
inoculadas no pueden sembrarse, con lo cual
disminuye la viabilidad de las rizobias.
Cuautle y Ferrera-Cerrato (1980) determinaron
la sobrevivencia de Rhizobium sobre semilla e
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Figura 29. Poblacién de Rhirgobium phaseoli en el
rizoplano de Phaseolus vulgaris con rafe

dividida en diferentes condiciones de
humedad (
(Almarag, 1987).

riego; --- sequia ciclica)

inoculante comercial. En semillas inoculadas
y conservadas a 4°C, observaron que el m'zmerg
de rizobias se mantuvo en un promedio de 10
bacterias durante un mes. En el inoculante
elabo;izido con turbg, conteniendo un promedio
de 10" “ rizobias g~ ', conservado a temperatura
ambiente (la que varié entre 18 y 30°C)
durante un afio _encontraron un promedio de
10’ rizobias g ;Y eil inoculantes conteniendo
un promedio de 10l rizobias g~ después de
cinco meses de consemfaci()n a 4°C,] se detecto
una poblacion de 10" " rizobias g~ . Asi, las
poblaciones de rizobias en turba y en semilla
fueron adecuadas. Lo anterior demuestra que
la temperatura de almacenamiento es esencial
para la conservacién del inoculante. Cuando
no se tiene acceso a refrigeracién, es
conveniente conservar el inoculante en lugares
frescos. En semilla, éma cantidad adecuada de
bacterias es de 10 a 10° 1la cual debe
mantenerse hasta el momento de la siembra
(Ferrera-Cerrato et al., 1978; Mejia, 1983).
Sin embargo, la carga de bacterias en la
semilla no estd relacionada con la cantidad de
nodulos que presente la planta (Mejia, 1983).
La aplicacion de pesticidas en la semilla para
su almacenaje afecta esta carga inicial de
bacterias, puesto que algunas sustancias como
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Figura 30. Poblacién de Rhizobium phaseoli en el

rizoplano de Phaseolus vulgaris con rais

dividida en diferentes condiciones de
humedad (
(Almarae, 1987).
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el brasicol o el furadan son muy toxicas,
afectando fuertemente la sobrevivencia de
Rhizobium (Fuentes, 1974). El mismo proceso
de germinacion también afecta la carga inicial
de bacterias en la semilla. En las Figuras
31-36 se presentan resultados de Rodriguez
(1987), donde se observa que la poblacion de
Rhizobium phaseoli en dos variedades de frijol
(Ojo de Cabra 400 y Canario 101) y en
Phaseolus dumosus, durante la germinacion de
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Figura 31. Efecto espermosférico de P. vulgaris
(Canario 101) sobre R. phasecli (CP 10)

(Rodriguer y Ferrera-Cerrato, 1980).
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Figura 32. Efecto espermosférico de P. vulgaris
(Canario 101) sobre R. phaseoli (CP 31)
(Rodriguez y Ferrera-Cerrato, 1980).

la semilla, presenta una conducta similar,
registrindose una depresion en el namero de
rizobias en el dia 20. Este efecto depresivo
fue consistente, lo cual probablemente se
debi6 a cierto factor inhibitorio proveniente
de las semillas. Rodriguez (1987) ha
observado que en medio de cultivo, la semilla
de frijol libera compuestos que inhiben el
crecimiento de Rhizobium alrededor de ella,
estando esto muy relacionado con el color de
la testa.
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Figura 33. Efecto espermosférico de P. vulgaris (Ojo

de Cabra 400) sobre R. phaseoli (CP 10).
Rodriguez y Ferrera-Cerrato, 1980).
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Figura 34. Efecto eapermosférico de P. wulgaris (Ojo
de Cabra) sobre R. phaseoli (CP 381)
(Rodriguez y Ferrera-Cerrato, 1980).
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La competencia de las cepas nativas en la
infeccion de los pelos radicales, es otro
factor que limita la respuesta a la
inoculacion. Las cepas nativas del suelo, en
su mayoria, presentan una baja eficiencia en
la fijacion de nitrégeno, pero son altamente
competitivas para infectar los pelos radicales
(Cuautle et al., 1980; Espinosa-Victoria et.

s © Semille
r = Roiz

LOG. Ne. RIZOBIAS / SEMILLA

DIAS

Figura 35. Efecto espermosférico de P. dumosus

(Acalate) sobre R. phaseoli (CP 10)
(Rodrigues y Ferrera-Cerrato, 1980).
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Figura 36. Efecto espermosférico de P. dumosus
(Acalate) sobre R. phaseoli (CP 381)
Rodriguez y Ferrera-Cerrato, 1980).

al., 1985; Mathieu et al., 1979). Por
ejemplo, Mathieu (1982) observé en plantas de
frijol inoculadas con cepas de Rhizobium
phaseoli en campo bajo dos sistemas de
surcado, que el porcentaje de noédulos formados
por estas cepas varid de 52.5 a 5%, e incluso
algunas cepas no formaron nédulos cuando fue
adicionado nitrogeno (Cuadro 14).

De esto podemos inferir, que la capacidad
competitiva es influenciada por los factores
ambientales, pero siempre las cepas nativas se
encuentran en ventaja, puesto que estin mejor
adaptadas a las condiciones del suelo que las
cepas que se introducen. Espinosa-Victoria
(1986), al evaluar en invernadero la capacidad
competitiva de dos cepas de Rhizobium
phaseoli, con respecto a las cepas nativas del
suelo en tres variedades de frijol y bajo dos
condiciones de humedad (riego y sequia),
encontré que bajo riego las cepas introducidas
formaron aproximadamente el 40% de los
nédulos y que dicho porcentaje fue reducido
por el déficit de agua. Ademds, observé que
el efecto de la sequia en el nimero de nédulos
formados por las cepas introducidas dependi6

Cuadro 14. Porcentaje de nédulos formados por las
cepas de Rhizobium phaseoli probados en
medio ELMARC con estreptomicina 150 yg ml~ 2
a los 81 dfas del cultivo.

Surco normal Surco microcuenca

il e e s Ry o

sin N con N sin N con N
__________ % A e e

CP 10 52.5 0 13.3 3.3

CP 16 20.0 0 183 6.6

CPM 15.0 12.1 30.0 8.4

CP 31 6.5 4.7 10.2 6.6

CP 23 28.1 13.1 7.9 0

Los datos son de una repeticion (una mata igual a dos

plantas).

4 Tratamiento sin nitrégeno y 60 kg ha"l de fésforo.

$eatamiento con 40 kg ha ~ de nitrégeno y 60 kg ha '}
de fésforo.



Ferrera-Cerrato et al.

también de la variedad. Por ejemplo, observd
que el efecto de la sequia en la formacién de
nédulos fue mas drastico en la variedad Negro
150G3 para las dos cepas empleadas, reduciendo
el nimero de n6édulos en un 59%; en las otras
variedades (Michoacan 12A3 y Bayo Duran-
go), el efecto de la sequia varié de acuerdo a
las cepas. De estos resultados se puede
inferir que el empleo de una multicepa podria
aumentar el porcentaje de nédulos formados por
el inoculante. Sin embargo, Ferrera-Cerrato
(1984), bajo condiciones de temporal,
empleando una multicepa, encontré6 que
los porcentajes de infeccién logrados
por cada una de las cepas introducidas
fueron bajos. En promedio, la produccién de
nédulos formados por la multicepa fue de
12.84%, los restantes fueron producidos por
las rizobias nativas (Cuadro 15). Ademis,
Ferrera-Cerrato (1984) observé que el
incremento del nivel de fésforo no ejercid
efecto importante en la efectividad de éstas.
Almaraz (1987), trabajando con el sistema de
raiz dividida bajo riego y sequia ciclica en
invernadero, encontré porcentajes de 20 y 17,
respectivamente, de ndédulos formados por la
cepa inoculada.

Lo anterior indica que el problema
fundamental en frijol es la existencia de
cepas nativas altamente competitivas que no
permiten que el efecto de la inoculacién se
exprese favorablemente. Asi, es obvio pensar
que el cultivar debe jugar un papel importante
en el mecanismo de reconocimiento que existe
entre ambos simbiontes.

Una de las principales limitantes en los
estudios sobre la ecologia de Rhizobium, ha
sido la de reconocer a una cepa de Rhizobium
dada, especialmente después de que ésta ha
sido introducida al suelo, el cual contiene
gran cantidad de cepas de la misma o de
diferente especie. Varias metodologias han
sido usadas para discriminar entre especies y
entre cepas de una misma especie de Rhizobium
tales como: la nodulacion especifica, el
marcaje con resistencia a antibioticos, la
resistencia intrinseca a antibiéticos (RIA),
tipificacion con  bacteriéofagos y las
técnicas serologicas (aglutinacién,
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Cuadro 15. Porcentaje de competencia entre cepas de

Rhizobium phaseoli nativas e
ini‘.rodut:ida.l:l

Tratamiento Cepaz)

N P B U RIes BN (R
(Sp100)  (St150)  (St300) Nivel de P
,,,,,,,,,,,, | R e R

40 5.83 4.18 3.80 4.60

0 60 5.07 3.09 3.69 3.95

(X) de cepa  5.45 3.64 3.75

1)lm:uculanl;e multicepa.

: Promedios de 4 repeticiones con 4 plantas/unidad
experimental, % de 100 nédulos/U.R. Sp = espectinomi-
cina, St = estreptomicina.

inmunodifusion, inmunofluorescencia, ELISA,
etc.). No obstante, se conoce muy poco acerca
de las posibles similitudes o diferencias de
las células rizobiales que continuamente se
manejan en el laboratorio.

Asi, Espinosa-Victoria et al. (1989a)
caracterizaron once diferentes cepas de
Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli con base
en sus perfiles proteinicos obtenidos mediante
la técnica de Electroforésis en Gel de
Poliacrilamida-Dodecil Sulfato de Sodio (PAGE-
SDS) e intentaron correlacionar dicha
caracterizacion con las reacciones de
aglutinacién de sus respectivos antigenos
somdticos. Observaron una alta incidencia
de reacciones cruzadas en las pruebas de
aglutinacion (Cuadro 16), lo cual indicé que
las cepas comparten entre si un considerable
namero de antigenos que desafortunadamente
por este método no es posible identificarlos.
Los titulos de aglutinacion de los sistemas
homoélogos variaron de 200 a 3,200, y en
general fueron mds altos que los encontrados
para los sistemas heterdlogos. La alta
incidencia de reacciones cruzadas entre las
once cepas probadas no permitié la agrupacion
para el establecimiento de serogrupos.
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El numero de componentes (bandas) obser-
vado en el corrimiento electroforético, fue
contrastantemente diferente entre algunos
extractos; no obstante, se pudieron organizar
entre tres grupos: Grupo A: CPMEX2 (29
componentes) y CPMEX 120 (31); Grupo B:
CPMEXI1(36),UMRI1116(36), UMRI1899(36)y
CP102 (37) y Grupo C: CPMEX6 (40),
CPMEXI119 (41), CPMEX129 (43),
CPMEXI131 (43) y CP4 (45); sin embargo, no se
encontrd correlacion alguna entre esta
agrupacion y las reacciones de aglutinacion.
Fue evidente el compartimiento de un
considerable numero de componentes entre
los diferentes extractos, la presencia de
componentes de alta concentracion, asi como la
presencia de componentes con imagen de doble
banda, como fue el caso del componente de 140
kd presente en todos los extractos. Entre los
once extractos analizados, se detectaron 71
componentes diferentes, siendo los de maximo y
minimo PM los de 167 y 10 kd, respectivamente.
Loscomponentes de mayor frecuencia fueron los
de 167 y 140 Kd, presentes en cada uno de los
once extractos; mientras que fueron seis (158,
1537 472, 16.6, - 149y . 1.3 - kd) -los
componentes de minima frecuencia, es decir,
los que aparecieron solamente en alguno de los
once extractos.

8 Namero Especial,

1990

No todas las bandas proteinicas de los
diferentes extractos rizobiales observadas en
el gel de poliacrilamida, presentaron
actividad inmunogénica; Espinosa-Victoria, el
al. (1989b), al wusar una técnica de alta
sensibilidad, Inmunoelectrotransferencia o
Western blot, observaron también muchas bandas
que inicialmente no habian sido observadas en
los geles de poliacrilamida, pudiéndose tratar
de proteinas constitutivas de la bacteria o
fragmentos de las mismas, por lo que
recomiendan considerar este inconveniente al
tratar de indentificar o agrupar cepas de
Rhizobium leguminosarum bv phaseoli mediante
la técnica PAGE-SDS.

Influenci el
nitrégeno.

Itivar _en la fijacion

La fijacion de N, depende de las
caracteristicas tanto de la bacteria como de
la planta y de la influencia del ambiente, sin
embargo, una vez que se establece la simbiosis
entre una cepa efectiva y el hospedero, la
fijacion de nitrégeno dependerd en gran medida
de la planta, puesto que es la que aporta los
carbohidratos necesarios para el funcionamien-
to de los nodulos (Graham, 1981).

Cuadro 16.Reacciones de aglutinacién de antigenos somdticos de diferentes cepas de Rhizohium

leguminosarum biovar phaseoli.

Cepa

Antisuero

(Antigeno) cpMEX1 CPMEX2 CP4 CPMEX8 CP102

CPMEX119 CPMEX120 CPMEX129 CPMEX131 UMRI1116 UMRI1899

CcPMEX1 3200 so 50 - 50 800
CPMEX2 50 800 800 - 5 .
CP4 - SO AANA - = uh0 200
CPMEX6 £ - 50 1600 = %
CP102 2 - 800 - 800 .
CPMEXI119 800 - 1600 50 = 3200
CPMEX120 50 o+ Sl R 00 50
CPMEX129 800 50 1600 100 200 -
CPMEXI131 400 - 400 - 400 -
UMRIILI6 50 - 400 - 100 50
UMRI899 50 - 400 100 100 100

200 100 - 400 200
- - - 50 100
200 200 200 800 100
- - - 50 50
100 50 50 200 100
100 - - 100 50
1600 200 100 50 50
100 3200 400 200 100
200 200 400 400 100
200 800 200 800 200
50 50 50 50 200

I)Cada cifra presenta el reciproco de la dilucion mi4s alta del suero en la cual se detecté aglutinacién.

- No se detect6 reaccion.
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Una
cultivar en la fijacion de
campo es a través de las técnicas isotopicas.
Ferrera-Cerrato et al. (1984) "utilizaron N
con el objeto de evaluar la tasa de fijacién
de nitrogeno en campo de tres variedades de
frijol: Bayomex, Ojo de Cabra-400 y Criollo,

forma de cuantificar el efecto del
nitrégeno en el

con habitos de crecimiento I, Il y III,
respectivamente. Encontraron que para
rendimiento de materia seca, las cepas usadas
presentaron un efecto similar; no asi
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Figura 38. Rendimiento total de nitrégeno en el
cultivo. a) Efecto de las cepas de
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interaccién cepa X variedad. Tecamac,

México (Ferrera-Cerrato et al., 1984).

Phaseolus vulgaris, <)

Criollo o0 48 cabra Hoyomes

entre variedades, donde se observo que
la variedad Criolla fue la que presento el
méximo rendimiento, lo cual fue atribuido al
habito de crecimiento (Figura 37). Esta misma
tendencia fue observada para nitrogeno total
en planta (Figura 38). En cuanto a nitrégeno
fijado simbioticamente, encontraron
diferencias entre variedades; la
variedad Bayomex fijo solamente 7.1 kg de N
ha~1:1a Ojo de Cabra-400, 13.3 kg de N ha™! y
la variedad Criolla, 106.5 kg de N ha™!. No
hubo efecto entre cepas (Figura 39).
Observaron que existe cierta afinidad de las
variedades de frijol estudiadas hacia una
fuente nitrogenada en particular; en la
variedad Bayomex, el 3.76% de nitrégeno
procedio del fertilizante, el 91.37% del suelo
y solo el 4.87% procedio del nitrégeno fijado;
en la variedad Ojo de Cabra-400 del total de
nitrogeno, el 3.75% procedié del fertilizante,
el 88.11% del suelo y el 8.12% del nitrégeno
fijado; en la variedad Criolla, encontraron
que del total de nitrogeno el 2.18% procedid
del fertilizante, el 53.15% del suelo y el
44.64% del nitrogeno fijado (Figuras 40, 41,
42). En relacion al efecto de la cepa sobre
la nodulacion y la fijacion simbidtica de
nitrogeno (Figura 43), observaron que fue
diferente, dependiendo de la variedad
con la cual se asocié. Los valores de
nodulacion y fijaciéon simbidtica de nitrogeno
fueron iguales estadisticamente dentro de una
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Figura 39. Nitrégeno total fijado simbiéticamente (kg
ha_l). a) Efecto de cepas de Rhizobium, b)
Efecto de variedades de Phaseolus vulgaris,
c) Efecto de la

variedades (Ferrera-Cerrato et al., 1984).
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misma variedad, pero diferentes entre
variedades, resultando la variedad Criolla
muy superior a las demas. Ferrera-Cerrato et
al. (1984) explican que tales resultados se
asocian con el origen de los cultivares
estudiados. Sefalan que las variedades Ojo de
Cabra-400 y Bayomex son productos del
mejoramiento genético especializado bajo el
uso de dosificaciones de fertilizantes,
parasiticidas pero con omision completa de
la fijacion simbiotica; mientras que la

ISH=10 03)

8 Namero Especial,

1990

variedad Criolla proviene de una seleccion
empirica realizada por el agricultor en
ausencia de estos insumos, lo cual hace
suponer que las variedades Ojo de Cabra-400y
Bayomex adquieren el nitrogeno con mayor
preferencia del suelo y el fertilizante,
mientras que la variedad Criolla lo hace de la
fuente atmosférica. Lo anterior establece
la necesidad de estudiar los diferentes
cultivares de frijol que se siembran en el
pais, sobre todo en el renglén del
mejoramiento  genético, con el objeto
de incrementar la fijacion de nitrégeno.
Asi, Gardezi (1986) estudié la eficiencia en
la fijacion de nitrogeno de 48 variedades de
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Figura 40. Porcentaje de nitrégeno derivado del 194
fertilizante. a) Efecto de la cepa :' e
Rhizobium, b) Efecto de la variedad de P. 7 : : . : 3 g - ;
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Cerrato et al., 1984). Figura 42. Porcentaje de nitrégeno derivado de la
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20+ ” B o - L (=20 P. vulgaris, ¢) Efecto de la interaccién
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o 1984).
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crecimiento (I, II, Illa, IIIb, IIlc, y IV)
utilizando una cepa efectiva y una inefectiva
en la fijacion de nitrogeno (CPMEX 1yEL 57,
respectivamente). Encontré que los mejores
resultados para peso seco de la parte aérea de
la planta se obtuvieron con el empleo de las
variedades de habito de crecimiento
indeterminado asociadas con la adiciéon del
equivalente a 60 kg de N ha~! o bien con
la inoculacién de la cepa CPMEX 1. Asi, 44
variedades resultaron ser mas productivas
cuando se fertiliz6 con 60 kg deN ha~! y
29 se comportaron mds eficientemente con
la inoculacién de la cepa CPMEX 1 (Figuras 44,
45, 46 y 47).

En relacion al porcentaje de nitrégeno
total, Gardezi (1986) encontré que la
asociacion de la cepa CPMEX | con los
genotipos de habito de crecimiento
indeterminado (IIIa,IIlb, y 1V) resulté en una
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Figura 44. Peso seco de la parte aérea de la planta

(promedic de tres repeticiones en g

i

macetatl). Dosis nitrégeno = 60 kg ha”
cepa = 0 (Gardezi, 1986).
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mayor acumulacion de N total. Observo ademas
una tendencia similar para el numero y peso
seco de nodulos totales. Gardezi vy
Ferrera-Cerrato (1987a, b) indican que
la mejor asociacion para obtener la mayor
fijacion de N se logra mediante el uso de
variedades de frijol de tipo de crecimiento
indeterminado, ya que tales variedades
presentan un ciclo vegetativo que llega hasta
los 150 dias, lo cual facilita un mayor
tiempo de actividad simbidtica, ademas de que
presentan caracteristicas favorables en su
arquitectura que permiten una alta
acumulaciéon de fotosintatos, repercutiendo
esto en una mayor facilidad para expresar
el potencial de fijacion de N2.

En un programa de mejoramiento genético
establecido en el Colegio de Postgraduados
para aumentar la fijacion de N2 en frijol,
Lépez et al. (1987a) han contemplado las
caracteristicas de la planta, asi como las de
la propia simbiosis para lograr dicho
objetivo. En su primera etapa, a partir de

2680 SECO 1/ MACETAY
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Figura 45. Peso seco de la parte aérea de la planta
(promedio  de tres repeticiones en g
macetaﬁl]. Dosis de nitrégeno = 0; CPMEX 1
(Gardezi, 1986).
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Figura 46. Peso seco de la parte aérea de la planta
(promedio de tres repeticiones en g por
planta).Dosis nitrégeno = 0; cepa = EL 57
(Gardezi, 1986).
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Figura 47. Peso seco de la parte aérea de la planta
(promedio de tres repeticiones en g por
maceta). Dosis nitrégeno = 0; cepa = 0
(Gardezi, 1986).

360 variedades de frijol, seleccionaron
las variedades mas sobresalientes considerando
la capacidad simbiotica, estabilidad (con base
en susceptibilidad a plagas y/o enfermedades y
carga de vainas), producciéon de materia seca
de la parte aérea y rendimiento de grano. En
el primer ciclo, identificaron 120 variedades
con alta capacidad de nodulacién y/o
rendimiento de grano. En una evaluacién mas
rigurosa, tomando en cuenta la actividad
nitrogenasa, porcentaje de nitrégeno total,
numero y peso seco de nodulos, produccién de
materia seca, estabilidad y rendimiento de
grano, seleccionaron solamente 20 materiales.
Estos materiales fueron exclusivamente de
habito de crecimiento III (Lopez et al.,
1987b). En su segunda etapa, contemplan un
esquema combinado de seleccién y recombina-
cion enfocado a obtener variedades con alto
potencial de rendimiento de grano, alta
capacidad simbidtica y caracteristicas
agronémicas favorables.
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PROBLEMASDE LANODULACIONY LA FIJACION DE NITROGENOEN
Phaseolus vulgaris L.: UNAREEVALUACION

Peter H. Graham

Departamento de Suelos, Universidad de Minnesota, St Paul MN, 55108

RESUMEN

En la presente revision se analizan los
avances de investigacion desde 1981 hasta la
actualidad sobre la variacién genética del
frijol asociado con Rhizobium leguminosarum
bv. phaseoli en relacion a su capacidad para
fijar nitrogeno. Se discuten también factores
edaficos y agronomicos tales como la acidez,
contenido de P y temperatura del suelo, asi
como la capacidad competitiva de Rhizobium
control biolégico y proteccién de la semilla
que limitan la nodulacién y la fijacion del
nitrégeno.

INTRODUCCION

En 1981, el autor reviso los trabajos sobre
nodulaciéon y fijacion de nitrégeno en

Phaseolus vulgaris L. (Graham, 1981).
Enfatizo la pobre capacidad de muchos
cultivares nativos para fijar N5, la

extremadamente variable respuesta de campo a
la inoculacién, los maltiples aspectos y
efectos de la acidez del suelo y mencioné
brevemente los efectos de temperatura vy
disponibilidad de agua, competencia por sitios
de nodulacion y otros problemas agronomicos.

DTraduccion: J.Z. Castellanos. CIFAP-
Guanajuato-INIFAP.
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Durante el periodo transcurrido desde esa
revision, han ocurrido apreciables avances en
algunas dreas de este campo de la
investigacion. En esta revision, se discuten
los avances de investigacion desde 1981, hasta
el trabajo actual realizado con otros
organismos que podrian tener relevancia en la
nodulacion y fijacion de N, en frijol y se
puntualizan las dreas problema que aun quedan
por aclarar.

VARIACION GENETICA EN LA
CAPACIDAD PARA FIJAR
NITROGENO

La variacion entre cultivares de Phaseolus
vulgaris, en relacion a la fijacion simbiotica
de NZ' fue demostrada por primera vezen 1977-
1978, cuando se consigno que las lineas de
habito determinado resultaron ser mas pobres
para fijar N5, que las de habito indeterminado
o cultivares trepadores (Graham y Halliday,
1977; Graham y Rosas, 1977). Esta drea de
investigacion ha continuado recibiendo
atencion en relacion a las tazas de fijacion
N2 reportadas en estudios recientes, las
cuales varian desde tan solo 3 hasta 125 kg de
N ha™! (CIAT, 1985; Duque et al.. 1985: Rennie

y Kemp, 1983a, 1984; Ruschel ¢r al., 1982:
Trivelin ¢t al., 1988; Westermann ¢ al..
1981). En algunos de estos Ystudins. se

. - . 7
usaron metodos isotopicos de "N dando
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ta

confiabilidad a los wvalores obtenidos. No
obstante, debido a que las diferencias en
floracion y madurez raramente han sido
consideradas, es dificil separar sus efectos
de los del genotipo mismo. Es notable que el
valor mas bajo citado arriba (Duque el al.,
1985) es para variedades que maduraron en sélo
62 dias.

Por otro lado, se han iniciado también
trabajos de mejoramiento genético para
incrementar los niveles de fijacion N, en
frijol. En la Universidad de Wisconsin, Bliss
y colaboradores (Bliss, 1985; McFerson et al.,
1982: Rosas y Bliss, 1986), han usado el
método de retrocruzas recurrentes de Wehrhahn
y Allard (1965) para transferir la capacidad
fijadora de N2 del cultivar nativo Puebla 152,
altamente fijador de N, (Graham y Rosas,
1977), a progenitores recurrentes
seleccionados. Estos han incluido a los
cultivares: "Sanilac", "Porrillo Sintético" e
"ICA-Pijao". Se han obtenido grandes
progresos en la identificacion de lineas con
las caracteristicas agronéomicas de los
progenitores recurrentes y con alta capacidad
de fijacion de N, cuando la diferencia en el
potencial de fijacion de N, entre los
progenitores ha sido grande (Rosas y Bliss,
1986; D. St. Clair, comunicacién personal).
Sin embargo, los progresos han sido menos
satisfactorios cuando los progenitores han
sido s6lo marginalmente diferentes en la
capacidad para fijar N,. Es interesante notar
que mientras que la fijacién de N2 es
generalmente considerada un caracter
cuantitativo (Graham y Temple, 1984; Holl y La
Rue, 1975), se han obtenido ganancias
significativas en la habilidad para fijar N,
en poblaciones donde el 87.5% de Ia
informacion genética proviene del padre
recurrente débil. También se han evaluado
caracteres que pueden ser usados para
identificar progenie altamente fijadora de N,.
Rosas y Bliss (1986) encontraron que el peso
seco de nodulos, valores de la actividad de
reduccion de acetileno (ARA), grado de
nodulacién, relacién peso de nodulos: peso de
la parte aérea y peso seco de la parte aérea,
correlacionaron altamente con la fijacién
del N2 en las poblaciones de Puebla
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152/Sanilac, pero en otros estudios donde los
niveles de N disponibles fueron mayores, los
valores de ARA y peso seco de nodulos han
correlacionado pobremente con rendimiento y
peso de la parte aérea (CIAT, 1984). También,
se han obtenido buenas correlaciones entre la
relacion raiz:nodulos, peso de nodulos y
valores de ARA estimados bajo condiciones de
campo y los mismos parimetros ngidos en el
invernadero. Las técnicas de N parecen
estar limitadas en la seleccion de progenie.
Se ha sugerido (W. M. Adams, comunicacion
personal) que las variedades seleccionadas
para alta fijacion de N,, son algunas veces no
bien adaptadas para crecer con fertilizacion
nitrogenada y viceversa. Si esta observacion
demuestra ser valida, puede ser necesario
alternar poblaciones entre alto nitrogeno vy
condiciones simbidticas.

De los comentarios arriba mencionados es
obvio que mientras se obtiene progreso, hay
mucho trabajo que realizar para incrementar la
capacidad de fijacion de N, en las lineas de
frijol. Los estudios de mejoramiento hasta la
fecha estin restringidos a tres instituciones,
las cuales requieren mds apoyo si se desea
obtener el éxito logrado con alfalfa
(Phillips et al., 1985). Al mismo tiempo, es
aconsejable que los programas nacionales de
frijol con recursos limitados utilicen los
métodos indirectos de seleccion para fijacion
de N, (Graham y Temple, 1984).
Adicionalmente, se deben encontrar
progenitores altamente fijadores de N,.
Pereira et al. (1984) evaluaron la fijacién de
N5 en 339 genotipos de frijol y reportaron a
los cultivares CNF 1855, CNF 1882 y Valle 18
entre los mejores. Se deben continuar
estudios adicionales con estas lineas.
También son relevantes los estudios
comparativos de Piha y Munns (1987a, b).
Estos autores encontraron, tanto en los
cultivares dependientes de N, como en los
fertilizados, una acumulacion de N inferior
a caupi y soya, con algunas variedades de
frijol particularmente en desventaja cuando
dependieron de la fuente de N atmosférico.
Los caracteres en los cuales se observaron
diferencias entre las especies y que podrian
indicar que se requiere mejoramiento genético
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en frijol fueron: tamafno de nodulo (tendiendo
a ser menor en los cultivares de frijol),
eficiencia en la absorcién de hidrégeno,
velocidad de acumulacion de materia seca de la
parte aérea y la relacion parte aérea:raiz,
duracion del desarrollo de la parte aérea y la
raiz y actividad de la reduccion de acetileno.

La disponibilidad de germoplasma de
Rhizobium se ha incrementado dramdtica-
mente en los ultimos anos con las principales
colecciones realizadas en México, Brasil,
Ecuador y Argentina. La ultima coleccion es
particularmente interesante debido a que esta
area ha sido sugerida como un posible segundo
centro de origen de Phaseolus vulgaris y su
Rhizobium (Gepts y Bliss, 1987). Se ha
mostrado que los aislamientos de Argentina
tienen los perfiles de los plasmidos
marcadamente diferentes a los de otros
rizobios de frijol que se han estudiado.
También es de relevancia la observacion de
Martinez et al. (1985), en el sentido de que
algunos aislamientos de Brasil y Colombia
pueden nodular Leucaena.

Los ensayos desarrollados por NIFTAL-
INLIT y CIAT-IBIT han promovido el
abastecimiento de cepas a los paises en
desarrollo. En los ensayos de CIAT-IBIT,
Graham er al. (1982a), reportaron respuesta a
la inoculacion de 39 a 61% en cinco de doce
localidades y en las cuales la cepa CIAT 640
resultd altamente efectiva a través de un
rango de condiciones de suelo y clima. La
cepa CIAT 640 también demostroé ser efectivaen
los estudios de Saito (1982) y Rennie y Kemp
(1983b). Otras cepas recientemente
identificadas como altamente efectivas en la
fijacion de N4 han sido las RCR 3644 (Rennie y
Kemp, 1983b), TAL 182 (Pacovsky, et al., 1984)
y C-05 (Hungria y Neves, 1986). Es
interesante que mientras Pacovsky, et al.
(1984) y Piha y Munns (1987b) reportaron
eficiencias relativas en la absorcién de
hidrégeno para rizobios de frijol de 0.45 -
0.70, Hungria y Neves (1986) han reportado
valores tan altos como 0.88, puntualizando que
los valores de eficiencia relativa fueron
fuertemente correlacionados con el N
transportado en la forma de  ureidos.

Desafortunadamente, ninguna de las cepas
utilizadas en el ultimo estudio fueron
evaluadas por los otros autores. Dada la
importancia de la suplementacion de energia a
la fijacion de N, (Schubert y Ryle, 1980) y
los bajos niveles de actividad de Ila
hidrogenasa encontrada en la mayoria de las
rizobias de frijol, se justifica realizar
estudios para incorporar plasmidos que
contengan la informacion genética de este
caracter en R. leguminosarum bv phaseoli.

FACTORES EDAFICOS Y AGRONOMICOS
QUE LIMITANLANODULACION
YLAFIJACION DEN,.

Acidez del suelo

Los factores de la acidez del suelo
influencian todos los estados de nodulacién y
fijacion, desde la multiplicacion de Rhizobium
en el suelo, la infeccion y formacion del
nodulo, hasta la fijacion de N,. El pH del
suelo, la toxicidad del aluminio y manganeso y
la disponibilidad de foasforo, calcio y
molibdeno pueden estar involucrados en el
fenomeno, no obstante la importancia
individual de cada uno de ellos varia de suelo
a suelo. Aunque frecuentemente se ha
confundido el efecto de estos factores
interactuantes, ya se han obtenido importantes
progresos en esta area de investigacion.

El valor minimo de pH en el cual ocurre el
crecimiento de Rhizobium en medio de cultivo
varia de acuerdo al medio utilizado, a la cepa
y a la densidad de células introducidas. No
obstante, cuando el pH del medio ha sido
reajustado después de la esterilizaciéon y la
densidad del inoculante se mantiene baja, muy
pocas cepas de Rhizobium crecen en un medio
con pH menor de 4.5 y gran cantidad son
incapaces de crecer a un pH menorde 5 (Graham
et al., 1982b; Graham et al., 1988). No
obstante, se han identificado cepas que tienen
una tolerancia a la acidez por encima de lo
normal (Graham et al., 1982 b; Lowendorf y
Alexander, 1983; Cunningham y Munns, 1984 a).
Tal es el caso de la cepa CIAT 899, que crece
bien en un medio a pH de 4.0 (Cunningham y
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Munns, 1984a; Graham, ef ai., 1988) o en un
medio de pH de 4.5 conteniendo ademas 100
umoles de Al o 200 pmoles de Mn. La
frecuencia con que se presenta la tolerancia
de estas cepas al pH varia ampliamente.
Vargas y Graham (1988) encontraron que el
35.9% de los aislamientos de R. leguminosarum
bv phaseoli colectados predominantemente en
regiones de suelos 4cidos de Brasil,
resultaron tolerantes a un pH de 4.5, mientras
que s6lo 6 de 55 cepas de la coleccién sin
seleccionar de CIAT (Graham er al., 1982b),
fueron tolerantes a tal pH. Lowendorf y
Alexander (1983) reportaron que las cepas
tolerantes a la acidez fueron mas capaces de
sobrevivir bajo condiciones de bajo pH. De la
misma manera, Graham e: al. (1982b),
encontraron que la cepa CIAT 899, tolerante a
la acidez, fue capaz de sobrevivir mejor en el
suelo que la cepa CIAT 632, sensible a la
acidez, cuando éstas fueron probadas a valores
de pH desde 4.19 hasta 4.90; ademas, la
primera respondié a la inoculacion con l,m
rendimiento de grano de mas de 500 kg ha™" a
un pH de 4.5.

Las bases de estas diferencias en la
tolerancia al pH no han sido determinadas, no
obstante, Cunningham y Munns (1984, 1985)
reportaron que existe una correlacion entre la
producciéon de polisacarido extra celular
(PSE) de las cepas y su tolerancia a la
acidez. La capacidad amortiguadora de PSE de
diferentes cepas no mostré correlacién con
su tolerancia a la acidez, pero la cantidad y
fuente de PSE influenci6 el enlace del fosfato
a la gibsita. Mutantes de la cepa CIAT 899,
que han perdido su tolerancia a pH siguiendo
una mutangénesis Tn5, han sido aislados y
estan actualmente bajo caracterizacion (Graham
et al., 1988). En otros rizobios de
crecimiento rapido, Tremblay y Miller (1983)
encontraron que R. meliloti mantiene el pH
citoplasmico entre 6.5 y 6.7 a cualquier valor
externo de pH desde 5.0 hasta 7.6, pero
notaron que los bacteroides no tuvieron
capacidad homeostatica. Glenn et al. (1986),
encontraron que las ceélulas de Rhizobium que
crecen a pH de 5.5 carecieron de una porina
especifica de sacarosa pero presentaron una
mayor banda de proteina de Rf 0.64.

El pH acido es una causa importante de
falta de nodulacion en el tropico. La
sensibilidad al pH ocurre en etapas tempranas
de la nodulacion, y sdélo se inhibe cuando la
exposicién a la acidez ocurre en el periodo
entre dos y cuatro dias después de la
inoculacion (Lie, 1969; Munns, 1968). Franco
y Munns (1982) encontraron que los cultivares
"Venezuela 350" y "Carioca" redujeron el
namero de nodulos en 80%, cuando
crecieron a un pH de 5.0. Vargas y Graham
(1988) evaluaron 126 cultivares de frijol en
relacion a su desarrollo a pH de 4.5 e
identificaron algunos cultivares tales como
"Petro 143" y "Capixaba precoce” que nodularon
bien a este pH. Estos investigadores
reportan, que aun los cultivares sensibles a
pH mostraron buena nodulacién cuando fueron
inoculados con la cepa CIAT 899, pero cuando
tanto el cultivar como la cepa fueron
sensibles, las plantas practicamente no
mostraron nodulacion. Las diferencias en
nodulacion fueron paralelas con diferencias
en la multiplicacion de la cepa en la
rizosfera, habilidad asociada a pH acido y
comportamiento competitivo.

En un estudio similar, Voss et al. (1984)
encontraron que los nodulos ocupados por las
cepas Car 37 y Car 43 se redujeron de 22 y
65%, respectivamente, cuando crecieron aun pH
de 5.1 hasta 3 y 5%, respectivamente, cuando
crecieron a un pH de 6.7 después del encalado.
Por el contrario, la cepa Car 04 incremento el
numero de nodulos ocupados de solo 12% en un
pH de 5.1 hasta 60% a un pH de 6.2. Ramos y
Boddey (1987), también encontraron que el
porcentaje de nodulos ocupados por la cepa
tolerante a la acidez C-05 se redujo mediante
el encalado.

Los estudios sobre toxicidad de aluminio en
frijol han sido duplicados por la necesidad de
mantener niveles bajos de P en la solucién.
En uno de los pocos estudios en los cuales los
niveles de P fueron cuidadosamente
controlados, Franco y Munns (1982) encontraron
que la colonizacion e infeccion de Rhizobium
en la raiz eran inhibidas a una concentracién
de 33 umoles de Al, pero notaron que el
crecimiento y desarrollo de la planta fueron



aun mds afectados. La adicion de calcio puede
reducir estos efectos toxicos y es importante
también en la suplementacion de molibdeno ala
planta (Franco y Day, 1980).

Se requieren estudios mas detallados para
determinar las bases de las diferencias en
tolerancia a la acidez tanto en la planta
huésped como en el rizobio, asi como también
para identificar los pasos especificos en la
nodulaciéon que son inhibidos mediante la
acidez. Para el rizobio debera ser posible
clonar los genes de pH de la cepa CIAT 899 en
cepas que son actualmente sensibles, con el
objeto de obtener cepas apareadas para
estudios comparativos. Estudios adicionales
seran también requeridos para establecer las
bases genéticas de las diferencias en la
tolerancia al pH en el hospedero. Estudios
recientes de genética molecular han mostrado
que los genes comunes Nod son activados por
sefiales del huésped (Innes et al., 1985;
Peters et al., 1986, Rolfe et al., 1985).
Estas seniales entre la planta y Rhizobium
ofrecen multiples sitios para un efecto
inhibitorio del pH en etapas tempranas de la
nodulacion que debera ser estudiado con mayor
detalle.

FOSFORO

En las leguminosas el fosforo (P) es
comunmente el elemento mas limitante (Munns y
Franco, 1982) y es particularmente importante
en plantas que dependen de la fijacion de N,.
Cassman et al. (1981) encontraron que las
plantas de s?ya dependientes de Nz requieren
320 kg ha " mas de fosforo que las plantas
fertilizadas con este nutrimento en el mismo
suelo. No obstante, ha habido pocos estudios
sobre absorcion de Cu, P y su redistribucion
en plantas noduladas de frijol. En un estudio
que realizé el autor, cuatro cultivares de
frijol fueron inoculadas con Rhizobium vy
enseguida cultivadas en medios con 1 a 16 ppm
de P. La acumulacion total de P en la planta
después de 61 dias de la siembra, varié de 44
a 54 mg de P planta - en el tratamientolde
16 ppm hasta 2.31 a 4.63 mg por planta” en

el tratamiento de 1 ppm de P. Con alto nivel
de P, el contenido de P en el nodulo vario
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de 2.53 a 3.06 mg planta'l, es decir, cerca
del 5.7% del P absorbido. En este estudio, la
relacion de N, fijado a P acumulado y fijacion
de N5 (C5H5) por mg de P en el nodulo fueron
mayores en el tratamiento de 16 ppm.
Resultados similares pueden ser inferidos de
los datos de Bonnetti et al. (1984).

Se ha reportado variacion entre cultivares
en relacion a la tolerancia a bajas
concentraciones de P en Phaseolus vulgaris,
pero sin relacion con la fijacién de Nj.
Schettini et al. (1987) utilizaron el
procedimiento de retrocruzas recurrentes,
mencionado previamente, para transferir la
eficiencia de aprovechamiento de Pde P1206002
a Sanilac. Cerca del 10% de las lineas de las
retrocruzas recurrentes tuvo rendimientos
mayores que Sanilac en un sitio de campo con
21 kg de P ha™ ', y casi 16% acumulo mas P que
Sanilac. Lineas de P. vulgaris eficientes en
aprovechamiento de foésforo tienen mds baja
actividad de la fosfatasa dacida que aquellas
que son ineficientes (CIAT, 1985; M. Thung,
comunicaciéon personal), no obstante la
actividad de la enzima fosfatasa dcida de
todas las lineas se incrementd bajo
condiciones de "stress" de humedad.

Hasta la fecha, los estudios que se han
realizado en relacion a la tolerancia de los
rizobios de frijol a la baja concentraciéon de
P, han sido solo preliminares pero las
diferencias entre cepas aparentemente Ssi
existen. Beck y Munns (1984) encontraron que
as umoles de P en el medio de cultivo, la
acumulaciéon de P vario de 0.26 a 0.46% del
peso seco de la célula, resultando la cepa
CIAT 45 superior a la USDA 2668 en el numero
de células producidas por ml a 0.06 pmoles
de P. Para rizobios de crecimiento ridpido,
Smart et al. (1984a) encontraron que la
velocidad de absorcion de P se maximiza a 20
umoles de P, esto es, de 10 a 180 veces mds
alta que lo obtenido en un medio con alta
concentracion de P. Aunque no existen
estudios en rizobios de frijol, Beck y Munns
(1985) reportan un dramadtico efecto del calcio
sobre la capacidad de las células de R.
meliloti para utilizar los fosfatos
almacenados. Para este organismo, Smart et




76 TERRA Vol. B Namero Especial, 1990

al. (1984b) reportaron cinco diferentes
proteinas peripldsmicas, incluyendo la
fosfatasa alcalina cuya actividad es reducida
cuando las células crecen a bajos niveles de
P. En Escherichia coli la fosfatasa alcalina,
una porina exterior de la membrana y una
proteina enlazada a un fosfato son todos
componentes del regulon Pho (Wanner, 1987),
pero no se han hecho intentos para determinar
si la absorcion de P esta controlada en una
forma similar en R. leguminosarum byv
phaseoli.

Aun hay mucho trabajo que realizar si se
desean determinar los factores que controlan
los requerimientos relativos de P  del
hospedero y de Rhizobium, y la maneraen
que podria esto afectar el funcionamiento del
nodulo. La seleccion de cultivares para
tolerancia a baja concentracion de faésforo
debe iniciarse ya y debera realizarse bajo
condiciones en las cuales la planta dependa de
la fijacion de N,. En Lupinus la morfologia y
desarrollo de la raiz ha sido un factor de
importancia en la tolerancia a la baja
concentraciéon de fosforo, también es
importante determinar las diferencias ‘en la
eficiencia de utilizacion de fosforo después
de la asimilacion. Para los estudios de
Rhizobium es necesario determinar la
frecuencia y severidad de la deficiencia de P
en la rizosfera, los mecanismos de la
asimilacion eficiente de P y del
almacenamiento y uso de este nutrimento, asi
como también la importancia de Ila
suplementacion de P, en relaciéon a la
persistencia y competitividad en el suelo.

Debe determinarse la contribucién de la
micorriza vesiculo-arbuscular (MVA) al
crecimiento de las plantas noduladas de
frijol. Saito et al. (1983), reportaron que el
porcentaje de colonizacion de la MVA en
siembras de campo en el estado de Sao Paulo,
vario de 13.3 a 83.3% con una media de 53%, el
numero de esporas vario de 4 a 65 por gramo de
suelo. Saito et al. (1988) evaluaron 3l
cultivares de frijol comun en relacion a la
colonizacion natural con MV A, encontrando que
el porcentaje de colonizacion a los 47 dias
después de la siembra vario de 12 a 51.1 yla
acumulacion total de P vario de 3.6 a 17.0 mg

por planta. Se presentd una alta correlacion
entre N y P total acumulados en estas plantas,
que dependieron de N, para su nutricion.
Silveira y Cardoso (1987), reportan al género
Glomus leptotichum un endofito de frijol,
superiora G. macrocarpum, Gigasporamargarita
y G. heterogama.

Temperatura

El frijol es una planta que durante la
siembra encuentra temperaturas por arriba de
30°C en los tropicos, hasta temperaturas
cercanas al congelamiento en Canadd, Norte de
Estados Unidos y Europa. La temperatura es,
por tanto, un factor importante en la
nodulacion y fijacion de N,. Rennie y Kemp
(1982) reportaron nodulacion de P. vulgaris a
temperaturas tan bajas como 10°C. A esta
temperatura hubo un prolongado retardado en
la aparicion de los nédulos y claras
diferencias en la respuesta de los cultivares.
No hubo fijacién aparente a temperaturas
inferiores a 14°C en la raiz.

Los mismos autores (Rennie y Kemp, 1986),
también reportaron diferencias entre cepas en
relacion a la nodulaciéon a 14/23°C de
temperatura nocturna/diurna. Thomas y Sprent
(1984) también reportan nodulacion en frijol a
temperaturas tan bajas como 12.9°. En su
estudio, el cultivar 194 produjo mds y mayores
nodulos y acumulé mds N en la planta que el
cultivar "Seafarer".

En el otro extremo, Piha y Munns (1987c)
encontraron que las plantas de frijol que
dependian de N2 resultaron muy susceptibles a
temperaturas tan altas como 34°C que las
plantas suplementadas con fertilizante
nitrogenado y ademas fueron mas afectadas
que las especies de caupi o soya que
crecieron bajo las mismas condiciones. Las
altas temperaturas causaron minimo efecto
sobre el numero de nédulos, pero éstos fueron
normalmente pequefios y de baja actividad
especifica. Estos autores también reportaron
diferencias entre cepas, en relaciéon a su
tolerancia a la temperatura, la cepa CIAT 899
acumul6é mds N en la parte aérea a 33°C que las
otras cepas probadas. También se han
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reportado diferencias entre cepas, en relacion
a la sobrevivencia a 42°C (Gitonga et al.
1988), pero como ha sido indicado por LaFevre
y Eaglesham (1986) en  soya, tal tolerancia
no estd necesariamente correlacionada con la
inefectividad a estas temperaturas del suelo.
Ya se ha documentado la susceptibilidad del
plasmido al calor. Bajo condiciones de altas
temperaturas en campo, Piha y Munns (1987c),
encontraron que la distribucion de nédulos en
el perfil se altero, reportando que el 40% de
la ocurrencia se presento abajo de los 20 ¢cm
de profundidad. Esto podria significar que la
movilidad y competencia de Rhizobium es mas
importante bajo condiciones de altas
temperaturas.

Competencia

Phaseolus vulgaris es un cultivo
tradicional a través de gran parte de
América Latina y Africa, cuyos registros
arqueoldgicos en México y Péru, se remontan
hasta los afios 5000 a 5800 a.C. (Kaplan et
al., 1973). A raiz de ello, las poblaciones
de Rhizobium en los suelos de dreas
productoras de frijol son muy altas. Saito
et al. (1983) reportaron conteos del numero
mas probable de R. !egumiuosarum bvaphaieoli
que variaron de 6.9 x 10” a 7.0 x 10° g~ de
suelo en 16 suelos de Sao Paulo, mientras que
en 50 suelos de Riq Grande do Sul, promediaron
mas de 1000 g*° (C. Vidor, comunicacion
personal). Similares resultados han sido
obtenidos en México. Con estos niveles de
cepas nativas en el suelo, la competencia por
sitios de nodulacion es inevitable. A pesar
de ésto, ha habido muy pocos estudios para
evaluar diferencias entre cepas, y la mayoria
de los estudios reportados han usado solamente
un numero limitado de cepas. Josephson vy
Pepper (1985) encontraron que la cepa Kim-5
result6 mds competitiva que la cepa 36 o 90
aun cuando la rebasaron por un factor de
1000,000:1. Estos estudios se han complicado
por la dificultad de obtener cepas de
referencia marcadas con antibi6ticos que
tengan las mismas propiedades de la cepa
original y por la reactividad serologica
cruzada en esta especie (Robert y Schmidt,
1985). Nosotros hemos usado un mutante

natural infectivo e inefectivo de la cepa
CC511, para evaluar la competividad relativa
de 54 cepas de frijol provenientes de Brasil,
Meéxico y Ecuador. Se encontraron diferencias
importantes entre cepas, las mas competitivas
fueron: UMRI1084, UMRI1165, UMRI1384,
UMRII25 y UMRI1073 (L. Oliveira,
comunicacion personal). En este estudio, el
desarrollo del peso seco de la planta estuvo
estrechamente correlacionado con la
competitividad y efectividad de la cepa del
inoculante, cuando se aplicé en una relacion
I:1 con el mutante inefectivo UMR 1116. Esto
permitié un rapido tamizado subsecuente de las
cepas de acuerdo al desarrollo del peso seco
de planta. Cuando las cepas seleccionadas por
su habilidad competitiva fueron
subsecuentemente tamizadas a diferentes
temperaturas y niveles de pH, se evidenciaron
los efectos ambientales sobre la ocupacion de
los sitios de infeccion. En relacion al pH,
los resultados de Voss e al. (1984) y Ramos y
Boddey (1987) ya fueron antes mencionados. La
mayoria de los estudios, comentado§ antes,
fueron realizados bajo condiciones de
invernadero o camara de crecimiento. Ahora,
esas cepas seleccionadas por su habilidad
competitiva y eficiencia en la fijacion de N
deben ser reevaluadas bajo condiciones de
campo usando un amplio rango de cultivares.
Ya se han iniciado estudios moleculares sobre
las bases de competencia, y estos deberin
contribuir al entendimiento de este fenomeno.

Control Biologico v Proteccién de la Semilla.

Debido a la reducida superficie de las
unidades de produccion de los agricultores y a
la necesidad de usar constantemente la tierra,
las pudriciones de la raiz son importantes
limitantes que afectan tanto al rendimiento
como a la fijacion de N, en frijol. El
tratamiento de la semilla es posible, pero a
menudo se realiza con fungicida t6xico para
Rhizobium. Graham et al. (1980) consignaron
que el Captin es altamente toxico para los
rizobios de frijol pero que el Thiram y el
Pentaclorobenzeno mostraron toxicidad en
funcién del periodo de exposicion. Lennox y
Alexander (1981) han usado ventajosamente la
toxicidad de los fungicidas, tratando las
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semillas con Thiram y aplicando inoculante
cuyas cepas fueron resistentes a esta
substancia. Una mayor proporcion de nodulos
de plantas de 21 dias, provino de las cepas
resistentes, siendo ademas efectiva.
Sorprendentemente, este estudio no se ha
continuado. También essorprendente que, dado
el interés en el area de control biolégico,
han habido muy pocos estudios sobre la
interaccion de Rhizobium y Pseudomonas en la
rizosfera. Grimes y Mount (1984) encontraron
que una especie de Pseudomonas sp. inhibia a
los rizobios de frijol en medio de cultivo,
pero no encontraron efectos sobre la
nodulacion o fijacion de N,. Debido a que el
efecto de Pseudomonas es secuestrar el Fe del
suelo limitando su disponibilidad a los
patogenos de la raiz (Kloepper et al 1980), se
deberan realizar estudios con el fin de
evaluar su potencial para control biolégico en
los suelos del tropico ricos en Fe.

CONCLUSIONES

Es necesario realizar mds investigaciones
para obtener el potencial de fijacion de N5 en
la simbiosis Phaseolus vulgaris-Rhizobium.
Parece ser que los recientes avances de la
genética molecular facilitaran el progreso;
sin embargo, es esencial que dichos avances
sean enfocados a metas practicas en las
unidades de produccion de frijol de los
agricultores.

Durante esta ultima década, se ha visto un
creciente interés en la fijacion simbidtica de
nitrogeno en frijol y es de esperar que, en
los proximos 10 anos, veamos un acelerado
progreso hacia la resolucion de las cuestiones
aqui presentadas.
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PRODUCCION Y ESTADO ACTUAL DE LOS INOCULANTES PARA
LEGUMINOSAS EN MEXICO

Gregorio Trujillo Gonzilez

Fertilizantes Mexicanos, S.A.

RESUMEN

Se analizan el desarrollo y la
trascendencia de la fertilizacion biologica de
las leguminosas a nivel comercial en México
desde 1952, y se discuten las caracteristicas
de los materiales y las condiciones optimas
para la elaboracion, envasado, almacenaje,
transporte y aplicacion de inoculantes de alta
calidad.

INTRODUCCION

Dentro de la dieta alimentaria de la
poblacién en Meéxico, las leguminosas que
ocupan un lugar importante son: Phaseolus
vulgaris, Vicia faba, Arachis hypogaea, Cicer
arietinum, Lens esculenta, Pisum sativum,
Pachyrhizus erosus y Vicia lutea.

Otras ocupan sitios de importancia en la
industria y en la explotacion agropecuaria,
siendo éstas: Glycine max, Medicago sativa,
Vicia villosa y Trifolium.

Para satisfacer su demanda interna,
actualmente se siembran 3°384,572 ha, lo que
representa el 16% de la superficie agricola en
Meéxico (Cuadro 1).

De esta superficie, el 28% se fertiliza con
nitrogeno y fosforo, variando las dosis de
nitrogeno de 30 a 60 kg ha™* dependiendo de la

Morena No. 804, México, 03020 México, D.F.

leguminosa y de la region donde se siembre
(SARH 1978; 1982; 1984). Asi, la cantidad de
fertilizante nitrogenado que se aplica en la
siembra de las leguminosas es ‘de 101,451 ton
de sulfato de amonio, aproximadamente.

La produccion mundial de fertilizantes no
alcanza a cubrir la demanda, por lo que es
necesario aplicar técnicas auxiliares que
ayuden a la solucion del problema. Una de
éstas es la utilizacion de procesos
microbianos, como el de la fijacion biologica
del nitrégeno atmosférico.

Cuadro 1. Superficie dedicada al cultivo de las
leguminosas en México (SARH, 1985).

Leguminosa Hectéreas
Frijol (Phaseolus vulgaris) 2 252 030
Alfalfa (Medicago sativa) 448 653
Soya (Glycine max) 329 303
Garbanzo (Cicer arietinum) 248 625
Haba (Vicia faba) 64 003
Chicharo (Pisum sativum) 14 848
Lenteja (Lens esculenta) 14 141
Veza-ebo (Vicia villosa) 8 963
Arvejon (Pisum arvense) 2 639
Jicama (Pachyrhizus erosus) 767
Trebol (Trifolium) 600
Total 3 384 572
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Esta comprobado que este proceso aporta por
si mismo la mayor cantidad del nitrégeno
necesario para el desarrollo de la planta, a
la vez que favorece la fertilidad del suelo,
puesto que parte del nitrégeno fijado
permanece en €l disponible para posteriores
cultivos. Aun cuando en la mayoria de los
suelos, donde se siembran las leguminosas,
existen estos microorganismos, algunas veces
no son especificos para la leguminosa
sembrada, no son eficientes o no se encuentran
en numero adecuado para establecer una optima
simbiosis; por lo que se hace necesaria la
introduccion de gran numero de .rizobias
especificas y de alta eficiencia. [Esto se
logra mediante la aplicacion, al momento de la
siembra, de concentrados microbianos llamados
inoculantes.

Un inoculante para leguminosas es un
concentrado de bacterias del género Rhizobiun
que debera tener una cantidad de 100x10
bacterias g ° de producto. Las cepas que se
usan deberdn ser previamente seleccionadas, a
fin de que trabajen eficientemente en las
diversas condiciones en las que son sembradas
las leguminosas.

El inoculante consta de dos partes: (1) una
gran concentracion de células de la o las
cepas seleccionadas y (2) el soporte que sirve
de transporte a las bacterias.

El soporte normalmente es turba, la cual
permite la sobrevivencia y la reproduccion de
las bacterias cuando se mezclan. Sin embargo,
existen diversas investigaciones en las que se
busca un sustituto de la turba; actualmente no
se han encontrado materiales que superen a la
misma para este fin. La turba o soporte
debe molerse hasta alcanzar un tamano de
particula de 200 mallas (Roughley, 1970).
Normalmente se usa turba esterilizada
previamente, también puede usarse sin la
esterilizacion pero esto disminuye la
viabilidad de las bacterias.

La reproduccién bacteriana normalmente se
efectua en fermentadores, sinembargo, también
puede realizarse en garrafones de vidrio. Una
vez que el caldo alcanza la concentracion

adecuada, algunas veces de IOIO células m1~!
(Boiardi, comunicacion personal, 1985) segin
la composicion del medio, se mezcla con la
turba molida esterilizada y neutralizada en
unaproporcion que permita obtener un producto
conuna humedad finalentre 45-50% (Roughley,
1970).

Antes de su empaque, el inoculante debera
madurar a temperatura ambiente durante 24-48
horas. El empaquetado puede ser mecanico o
manual. El material de empaque debera ser de
polietileno con un grosor de 0.05 mm. En la
bolsa de empaque deben indicarse las
instrucciones de manejo y uso, leguminosa
especifica para lo que fue producido y fecha
de caducidad. Una vez empacado, debera
incubarse a 28°C durante dos semanas
(Roughley, 1970).

El transporte para su distribucion se debe
hacer en camiones-refrigerador o bien durante
la noche. EIl almacenamiento previo o su venta
debe hacerse en lugares frescos bien
ventilados y protegidos de los rayos solares.

En México, el uso de estas bacterias se
remonta al afo de 1905, cuando la Secretaria
de Fomento elaboré un folleto de difusion
técnica donde promovia el uso de un inoculante
llamado NITRAGINA (Secretaria de Fomento,
1905a).

Los primeros estudios de los que se tienen
referencia en México, sobre el tema Rhizobium-
Leguminosas fueron los efectuados por Casas-
Campillo 1943, 1947; Casas-Campillo y Guerrero
(1948), Sanchez-Marroquin y Casas-Campillo
(1944).

Durante los afnos de 1967 a 1975, no se
obtuvieron resultados positivos en varios
estudios efectuados en diversos centros de
investigacion para determinar la respuesta a
la inoculacion, usando productos comerciales
para los cultivos de lenteja, frijol vy
garbanzo (SAG, 1967; 1972; 1974a, b; 1975).
Sin embargo, en dichos trabajos no se
consideré la evaluacion de la viabilidad del
inoculante.



Existe actualmente en México una serie de
estudios en los que se demuestra que la
inoculacion de leguminosas produce
rendimientos semejantes a los obtenidos cuando
se aplica fertilizante nitrogenado. Rodriguez
(1986) en un trabajo de seleccion de siete
cepas de Rhizobium phaseoli, no encontro
diferencias significativas entre cinco cepas
usadas y el tratamiento fertilizado con 40 kg
N ha " en frijol de temporal, obleniendo un
rendimiento maximo de 1833 kg ha ' para la
mejor cepa y de 1423 kg ha " para el
tratamiento fertilizado.

Marini (1986) obtuvo respuesta a la
inoculacién de frijol de temporal en Huatusco,
Ver. al presentarse un rendimiento de 1713,
1711y 1750 kg ha~! en los tratamientos 60-60-
0, 40-60-0 e inoculado mas 60 kg de P,Os ha™ !,
respectivamente; con el testigo se obtuvo un
rendimiento de 1196 kg ha”

Otros autores mencionan también la
respuesta a la inoculacion de las leguminosas
en trabajos de seleccion de cepas de Rhizobium
en campo (Aveldano y Ferrera-Cerrato, 1981;
Cota et al., 1985; Duran, 1985; Nathal, 1981;
Orihuela et al., 1985; Trujillo, 1975).

También, usando inoculantes comerciales, se
han obtenido buenos resultados, asi Herrera et
al. (1987) evaluaron dos marcas comerciales de
inoculantes para soya comparandolas con
inoculantes producidos par organismos
oficiales; encontraron que por lo menos un
inoculante comercial era superior en cuanto a
rendimiento de la soya. Lee et al. (1972),
inoculando con un producto comercial,
obtuvieron resultados semejantes a los
obtenidos cuando se aplicaron 60 kg N ha~

A pesar de las contadas evidencias de la
respuesta positiva a la inoculacién, la
recomendacion de wusar inoculantes vy
fertilizantes nitrogenados conjuntamente
(SARH, 1984), ha contribuido al descrédito de
la prictica de inocular.

La producciéon de inoculantes en México se
inici6 en 1952 cuando Casas-Campillo, C.,
Zapata, M. y Rodriguez, H., elaboraron
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comercialmente inoculantes para los cultivos
de soya, frijol, alfalfa, chicharo, lenteja y
veza con el nombre comercial de RIZOBIN.
Este era elaborado con cepas de Rhizobium
nativas, seleccionadas previamente en
coordinacion con la Comision Nacional del
Maiz, usando como soporte turba de origen
nacional y envasado en bolsas de polietileno.
Este producto permanecio en el mercado durante
cinco anos (Casas-Campillo, comunicacién
personal, 1985).

En 1954 aparecio en el mercado otro
inoculante, llamado NITROBACTER, elabo-
rado por los laboratorios Flora-Microbiana,
S.A. No se encontraron datos sobre las
leguminosas para las que se producia este
inoculante. Su presentacion era en latas con
dosis suficiente para una hectdrea, este
producto desaparecié del mercado por el afio de
1960, aproximadamente (Rodriguez, H.,
comunicacién personal, 1981).

En 1963, Empresas NITRAGIN iniciéo la
produccion de inoculantes en la ciudad de
Guadalajara, Jal., elaborando inoculantes para
los cultivos de soya, garbanzo, frijol, vy
alfalfa. En el esquema de produccién que
tiene actualmente establecido, usa cepas
seleccionadas por ellos mismos mediante
trabajos de invernadero y campo (Nathal,
1981). Para la produccion de las bacterias
utilizan fermentadores de 3,500 | de capacidad
y turba parcialmente estéril e importada de
los Estados Unidos.

La mezcla la efectuan en forma mecanica,
envasando el producto manualmente en bolsas de
polietileno de | kg de capacidad y 0.03 mm de
grosor. EIl control de la calidad es efectuado
a través de diversas pruebas durante las
diferentes etapas del proceso de elaboracién,
siendo éstas: nimero de células variables por
ml, deteccion microscopica de contaminantes,
pH, numero mas probable y humedad. La
concentracion minigm de rhizobilas aceptada por
ellos es de 100x10® células g~ de producto.

Periddicamente, envian muestras de sus lotes a
Estados Unidos (Guzman M.E., comunicacién
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personal, 1981). Su volumen de produccién en
1986 fue de 500 toneladas, correspondiendo el
80% a inoculante para el cultivo de soya y el
resto para frijol, chicharo, garbanzo y
alfalfa (Guzman M.E., comunicacién personal,
1987). Elaboran dos tipos de inoculantes:
granular (envasado en bolsas de papel con un
peso de 10 kg) y en polvo (envasado en bolsas
de 250 g v de 1 kg). En estas dos ultimas
presentaciones, el inoculante viene acompanado
con un pesticida protector de la semilla, que
no afecta a Rhizobium, llamado NITRACOAT,
patente de NITRAGIN. La dosis recomendada
para el caso del inoculante granular es de 10
kg ha " y de 1 kg ha™ " para el inoculante en
polvo. La distribucion del inoculante Ila
efectian a través de Bancos de Crédito
Agricola, Cooperativas de Agricultores y casas
comerciales. El mayor volumen de ventas
corresponde a los estados de Sonora,
Tamaulipas y Chiapas (Guzman M.E.,
comunicacién personal, 1981).

Otra casa productora de inoculantes es
Quimica Lucava S.A., ubicada en Cuautitlan,
Edo. de México; el nombre comercial de su
producto es LUCANIT y produce inoculante en
polvo para el cultivo de soya. Para la
produccion usan fermentadores y como soporte
turba importada de los Estados Unidos
(Cardenas, A., comunicacion personal, 1981).
El control de calidad es efectuado a través de
las siguientes determinaciones: numero de
células por ml, deteccion microscopica de
contaminantes y numero mas probable. Su
volumen de produccion en 1986 fue de 200
toneladas aproximadamente (Cardenas, A.,
comunicacién personal, 1987). El producto es
envasado en bolsas de polietileno de 1 kg de
capacidad y 0.03 mm de grosor. La dosis
recomendada es de 1 kg de inoculante por
hectarea.

El inoculante DIANITRO-FIX fue produ-
cido a partir de 1975. Actualmente, la casa
que lo expende es SDS BIOTECH, que elabora
inoculantes para los cultivos de frijol, soya,
alfalfa y garbanzo en dos presentaciones:
polvo y granular; envasindolo en bolsas de

polietileno de 0.03 mm de grosor y bolsas de
papel, respectivamente. El soporte es turba
importada. La dosis recomendada es de 1 kg de
inoculante por hectdrea. [Esta empresa se
encuentra ubicada en Ecatepec, Edo. de
México.

Fertilizantes Mexicanos, S.A. produce el
inoculante NITROBIOL para los cultivos de
frijol, soya, cacahuate y garbanzo, empleando
turba nacional y cepas seleccionadas. Esta
seleccion se viene efectuando desde 1977 en
diferentes estados de la Republica. Al
iniciar las actividades, al igual que todos
los productores de inoculantes, dependia de la
importacion de turba; ante esta limitante se
dio a la tarea de buscar un sustituto,
encontrando una turbera cuyo material tiene
caracteristicas que permiten sustituir la
turba importada y que puede abastecer
totalmente las necesidades nacionales.
Algunas de las caracteristicas de este
material son: materia organica 67%, residuo
insoluble en acido 17%, pH 6.2, capacidad de
retencion de agua 240% (Trujillo, 1981). El
periodo de sobrevivencia de cepas de Rhizobium
phaseoli sobre este material se observa en el
Cuadro 2.

Estudios posteriores muestran que las
caracteristicas de la turba nacional son
semejantes a las de la turba de Argentina,
Espana y Estados Unidos (Somasegaran, 1985),
teniendo un excelente comportamiento con cepas
de Bradyrhizobium japonicum (Cordova, 1985);

Cuadro 2. Sobrevivencia de Rhizobium phaseoli en turba
nacional con diferentes contenidos de
humedad (Trujillo, 1981).

Humedad Células Tiempo
% g_l dias
488 3.5 % 10" 15
48.0 2.4x 10° 30
47.0 1.7 x 10° 120
45.3 5.5 x 10" 180
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ademads de que sirve también como soporte para
la preparacion de inoculantes de Azospirillum
(Hernandez y Ruiz, 1987). Fertilizantes
Mexicanos produce inoculante en polvo,
envasado en bolsas de polietileno de 500 g de
capacidad y 0.03 mm de grosor. La dosis
recomendada es de 0.5 kg ha™ . Las pruebas de
control de calidad que se efectuan son: pH,
observacion microscopica de contaminantes en
el caldo, nimero mas probable y humedad
relativa.

Recientemente, Bio- Agro de México inicio la
produccién de inoculantes para el cultivo de
soya. La planta estd ubicada en Cd. Obregon,
Son.

En lo que se refiere a control de calidad,
gubernamentalmente no existen en México
normas oficiales que legislen la produccion y
venta de los inoculantes para leguminosas. El
reglamento para la expedicion de la licencia
de comercializacion de estos productos,
solamente exige que se cumplan las
especificaciones que el fabricante establece
mediante solicitud por escrito, entregando
muestras del producto a las que se les hace el
andlisis correspondiente.  Esta licencia se
renueva cada dos afios sin costo alguno (SARH,
1985).

Desde el punto de vista econdmico, la
inoculacion de leguminosas es mas barata que
la fertilizacion nitrogenada. Actualmente, el
kilogramo de nitrégeno tiene un costo de
$305.00, una dosis de 40 kg ha~! tiene un
valor de $12,226.00 y su aplicacién un costo
de $10,000.00; por otro lado un kilogramo de
inoculante cuesta $3,200.00, en algunos casos
se aplica solo 0.5 kg ha " y el costo de
aplicacién es minimo o nulo. Segun Guerra y
Garcia (1985), con la inoculacion de las
leguminosas se tiene una menor inversion y se
obtiene una relacién beneficio/costo semejante
a cuando se aplica fertilizante nitrogenado,
con un coeficiente de ganancia aceptable.

Los problemas que se presentan en la
aplicacion de los inoculantes es, en algunos
casos, la falta de nodulaciéon; en el Valle de
Mexicali se ha presentado este problema con
soya. La razén de esto son las altas

temperaturas que se han registrado en estos
suelos, temperaturas que llegan hasta 45°C.
Esta comprobado que temperaturas superiores a
40°C inhiben la formacién de nodulos (Freire,
1975). Una de las maneras de resolver este
problema es el de sembrar uno o dos meses
antes de que se registren las altas
temperaturas en el suelo; sin embargo, esto
genera otros problemas. Otra posible solucion
es el de seleccionar cepas resistentes a altas
temperaturas, trabajo que ya se ha comenzado a
desarrollar,

Otro problema es la falta de nodulacion
cuando se inocula semilla tratada con
fungicida. Una solucién a esto es el uso de
inoculantes granulares, sin embargo, el
hacerlo representaria una elevacion en el
costo de la inoculacion, que seria superior al
de la fertilizacién nitrogenadg ya que se
recomiendan dosis de 10 kg ha™ .

CONCLUSIONES

1. La inoculaciéon es ocho veces mas barata
que la fertilizacién nitrogenada y es posible
obtener rendimientos semejantes.

2. La produccion actual de inoculantes para
leguminosas solamente cubre el 25% de las
necesidades.

3. La inoculacién de las leguminosas en las
que actualmente se aplica fertilizante
nitrogenado, conlleva a que este ultimo se
pueda usar en otros cultivos que no tienen la
capacidad de fijar nitrogeno atmosférico,
coadyuvando de esta manera al incremento de el
drea fertilizada.

4. La aplicaciéon conjunta de inoculante y
fertilizante nitrogenado inhibe la accion del
primero y dicha recomendacion genera un
descrédito para los inoculantes.

5. Es necesario obtener material eficiente
para las zonas problema.

6. Se debe incrementar la promocion del uso
de microorganismos para la elaboracion de
biofertilizantes.
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