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RESUMEN 

VARJIIGIorl ENTRE CUi:iIVARES DE' Phaseolus vulgaris EN 

LA FIJACION SIMBIOqCA DE NlTROGENO y ESTRATEGIAS 

PARA EL DESARROLLO DE VARI EDADES r1EJORADAS CDiI AllPLlA 

FIJACION 

PETER H. GRAHAN, 

MICROBIOLOGO - PROGRAMA'.DE FRIJOL 

C.1.A.1. 

La inoculación de los frfjoles con Rhizobium no ha sido' una alternativa 

viable a la' fertilizació~ nitr'ogen~da en América Latina .. Aunque la espe

cie 'f.. vulgaris' mueslra mucha' variabiÚdad en capacidad para fijar nitró

geno simbióticamente, con ,algunas variedades ,trepadores fijando más que 40Kg. 

N/ha / ciclo de crecimiento', la mayoría de las yariedades comerciales no 

responden bien a la inoculación. Esta presentación revisa el potencial 

para ,la fijación de tlÍtrógeno en f.:.. vulgaris y algunos de los factore~ que 
influyen en tal capacidad; y considera sistemas de mejoramiento, para 
aumentar tazas de fijación, en variedades' comercial'es. 

INTROOUCCION 

La producción de fríjol en América Latina, se concentra en fincas pequeñas; 
frecuentemente sobre terreno pendiente y comúnmente' en asociación con 

maíz ( Aguirre & Miranda, 1973, Bazan, 1975, Londoño.& Androxen, 1978 ). 

Como muestra la Tabla 1. la infertilidad del sue,lo, especialmente las defi

ciencias de N y P ,es un problema común, siendó de suma il)1portallcia para 
los campesinos quienes ,tienen dificultad en obtener o comprar los fertili

zantes. 
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7. 

criterios diferentes para la selección o para evaluar cómo mejorar variedades' 
comerciales. 

Obviamente el mejor potencial en la fijación de nitrógeno en Phaseolus vulgaris 
se encuentra en los fríjoles volubles. tlanejada bien esta capacidad al fijar 
nitrógeno en symbiosis, satisfacería en gran parte las necesidades de este 
tipo de planta para nitrógeno. En que l,!)s voluble.s son preferidos por 
los pequeños agricultores quienes frecuentemente no tienen con qué comprar 
fertilizantes, por los sistemas de producción 'de1 campesino 'debemos enfocarnos 
principalmente a 1fJs factores' de campo capaces de 1 imitar el potencial ya demos
trado.Debemos considerar por ejemplo la calidad de los inoculantes y su suministro 

respectivo a los agricultores; la competencia entre cepas nativas y las inocula
das y 105 factores agronómicos. Hemos ya iniciado·e.studios sobre los efectos 
de densidad de la siembra (Graham y Rosas, 1978 a ) asociación con maíz 
(Graham y Rosas.19:¡6~)y la aplicación de fósforo ,(Grah~~ y Rosas, 1978c) sobre 
niveles de fijación en las variedades envolventes. 

Mejorando niveles de' fijación en variedades arbustivas de frijol, se debe ln-
. . 

tentar a varios niveles. Parte del ·trabajo de mejoramiento podría ser dentro 
de 'programas exi.stentes. En qué rendimiento es frecuentemente el gol final del 
mejorador. , muchos ~ viveros' de leguminosas siguen siendo cultivados cajo condi
ciones de alta fertilización nitrogenada, suprimiendo la nodulación. No es muy 
sorprendente, entonces, que algunas variedades de leguminosas utilizadas en la 
agricultura, presenten defectos en la nadulación o en la fijación del nitrógeno. 
La mayoría de' ellos, dan ganancias reducidas bajo condiciones normales de 

I 

campo. 

Ejemplos son la no-nodulación y la clorosis en la soya (Williams y Lynch, 1954; 
drman et !l, 1956): falta de eficiencia en la fijación de ciertos tréboles 
(Gibson, 1964); Y dificultad en nadu1ar Stvlosanthes cv 1022 (Souto et al 1972). 

-
Tales problemas podrían ser eliminados por pruebas de rendimiento en las cuales, 
materiales híbridos serían crecidos bajo condiciones de fertilización nitroge
nada y separadamente con la inoculación. En que varios de las fuentes de resis-
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del frijol, disminuyen el suministro de carbohidratos a los nódulos y bajan 
niveles de fijaci6n'- Es'nuestra hipótesis, aunque no ha sido prooado, que 

, , 

esta diferencia resulto de la selección ac"cidental de parte del agricultor por 
variedades, que responden,mejor, a la fertilización nitrogenada. 

Aunque las flores tienen poca capacidad receptiva, las vainas en desarrollo, 
compiten por la energía ( Ivardlaw 195B). 1 illlitando así la energía por la fija
ción ( lawn y Brun 1974; lawrie y lvheeler, [974). Como consecuencia, varieda-
des tardías normalmente fijan más nitrógeno que las 'precoces (Hardy et ~,1973; 
Lawn et al. 197/1· 'Hardy y Have 1 ka (1976) . han sugeri do que una demora de 10 
días en iniciarse es~a competencia para ·energía. permitiría que las tazas de 
fijación se doblen. Hemos efectuados ensayos similares con fríjol. mostrando 

6. 

que en estas especies, también las variedades tardías ,. norma'lmente fijan más que 
los precoces. En otro ensayo col.aborativo efectuado en 'Inglaterra ( Day y Gra
ham, aún no pUblicado), la variedad Porillo sinthetico, que es conocido por ser 
sensible al fotoperíodo (Laing • aún 'no publicado) estaba crecido bajo condiciones 
controladas pero con diferentes fotoperíodos. Con aías largos, la floración de
moró 10 días, permitiendo así no sólo mejor rendimiento sino también que la fija- • 
ción se duplicó. En este ensayo, con rendimiento~ de más que 3000 kg/ha., el 
fríjol adquirió.todas sus necesidades nitrogenadas de la fijación.' 

MEJORA~1IENTO DE LA PLANTA PARA AU~lENTAR SU CAPACIDAD DE FIJAR NITROGENO 

Cómo podemos trasladar los descubrimientos de la sección anterior hasta progra· 
mas para mejorar fijación de nitrógeno en variedades comerciales de P. vulgaris. 

I -

No existen muchos antecedentes. la· mayoría de los estudios efectuados hasta el 
momento, han enfatizado la nodulación y no la fijación de nitrógeno ( Nutman, 
1949,1954, 1967; \~illiams y Lynch, 1954;, Bergersen y ~utman, 1957; Caldwell,1966; 
Vest. 1970; Vest y Caldwell .1972; Degenha~dt et ~,1976) Control g~nética de l~ 
fijación, ha sido examinada en algunos estudios (Jones y Burrows, 1963 ; Nicholas 
1971; Hutton y Coote, 1972; Hall, 1975; Imrie, 1975; Seetin y Barnes. 1977; Abu 
Shakra et ~, 1978) pero nunca con profundidad. la mayoría de los estudios no 
han pasado la prueba de los materiales F2 y normalmente el trabajo ha sido efec
tuado en tubo de ensayo o invernadero. tia ha habido ningún esfuerzo para evaiuar 
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',En nódulos seleccionados se pudo encontrar gránulos del almidon alrededor 
del Phloema, pero las células infestadas, tienen poco almidón. Se estima 

5. 

~ue entre 3.2 y 17.0 mgm. de carbohidrato son consumidos por 1 mgm de 
nitrógeno fijado ( Gibson, 1966; I·linchin y Pate, 1973; Herridge y Pate, 1977; 
I·lahon, 1977). Lo que es sorprendente en nuestros resultados es que los trepa
dores aparentemente reparten más de los carbohi_dratos totales de la planta 
a los nódulos que los fríjos arbustivos. Además mantienen mejor proporción 
de-sus carbohidratos -en forma soluble. -.Estas observaciones no fueron posi
bles en los estudios-citados arriba porque en la mayoría de ellos se utilizó 
una sola variedad y técnicas indirectas (como la sombra, defoliación,. luz 
artificial. o injertos) para mostrar la relación entre la fotosintésis y la 
fijación de nitrógeno. 

La Figura 3 demuestra diferencias entre cultivares 'en _el suministro de carbo
hidratos a los nódulos, con el trepador PS90 repartiendo ii las 8 semanas' ca-si 5% de 
sus car~ohidratos totales a-los ~ódulos. Este valor eS.más que los obtenidos 
co-n soya ( Russell y Johnson, 1975), pero similar a valores publ ica('!os por 
arveja'y la-caupi (r·linchin, y Pate, 1974; Herridge y Pate, 1977 ). Graham 
y Halliday(1977) examinaron dos cultivares de hábito de crecimiento diferente 

• 
en dos etapas de crecimiento. Aunque ambos cultivares contuvieron más o menos 
iguales cantidades de carbohidratos en sus sistemas radicales, nódulos del 
trepador (P590) mostraron 3-100 veces el carbohidrato de la variedad arbustiva. _ 
La proporción del carbohidrato de la planta en forma soluble, también fué mejor. 

Estudios recientes con plantas machos estilriles de soya" (\-lil son et _-ª.l,1978 ) 
confirman la importancia de la forma de carbohidrato en la fijación, mientras 

I 

que Adams et -ª.l ( 1978) usando variedades del IBYAN de CIAT, han mostrado dife-
rencias entre cultivares en su capacidad para movilizar reservas de carbohi
dratos. Claramente, esta área merece más estudios., 

Diferencia en la capacidad para atisorber- nitrógeno combinado del suelo antes de 
la iniciación de la'fijación, evidente en los resultados de Graham y Rosas (1977), 
podría también limitar la fijación de los fríjoles arbustivos. Como lo ha mos
trado Small y Leonard (1969) aumentos en el contenido de nitrógeno en los tejidos 
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les semestrales de fijación y corre1aGionando tazas de fijación de nitrógeno 
con otras caracter·ístitas del. hospe.ro. Graham y Rosas(l977 ,1978a) dan me

jores det¡¡lles. 

4. 

Diferencias entre cultivares en su capacidad para fijar nitrógeno, son eviden-
. tes en la Figura 1, los cultivares trepadores P590 y P717 resultaron ser cla
ramente superiores con relación a la variedad arbústera, P635. La Tabla 2 
muestra resultados similares de dos semestres de estudio ( Rosas V Graham, a 
ser publicados). Aunque los semestres fueron algo diferentes,.porque la mejor di~ 
ttibución de las lluvias ocurrió en el 1976B, las variedades trepadores alcan
zaron las mejores tilzas de fijación, mejor fijación semestral y mejor masa 
de los nódulos en cada semestre; En el cultivar P590 la fijación de nitrógeno, 
medida dirp.ctamente por el contenido ~e nitrógeno de las semillas .de lotes 
inoculados versus 'Ios no inoculados. , superó 40Kg/ha/Ci-c10 de crecimiento. 
Los valores 'dados aquí para lo, reducción de acetileno en 1.~s cultivares P590 
y P498 son 2-6 veces más que los reportados antes en estas especies ( Jansen 
y Vitosh, 19Z4; Franco, 19J7) y son comparables con los mejores valores obte-
ni dos con 1 egumi nasas como Vici a ( Sllrent y Bradford, 1977), Lupi nus (Farri ngton 
e~~, 1977 ) Y soya ( Hardy et al, 1973). Este'se ve claramente en la Figura 
2 donde he colocado las perfiles de reducción de acetileno de P590 ( data de 
GrahaJ!' y I~osas, 1977) sobre resultados obteni dos con otras 1 egumi nasas. 

A qué podemos atribuír la mejor fijación de los fríjoles envolventes? Hemos 
separado tres factores: 

1. ,Suministro de los carbohidratos a los nódulos. 
2. Ti empo !le 1 a f1 oraci ón. 
3. Diferencias en capacidad de absorber nitrógeno combinado del suelo. 

La relación entre fixación de nitrógeno y suministro de carbohidratos a los 
nódulos, no es realmente nuevo. Estudios realizados con un rango de legumi
nosas dejan poca duda de que la disponibilidad de carbohidrat~s frecuentemente 
limita la fijación ( La~lrie y Hhee1er, 1973; La~m y Brun 1974; tlinchin y Pate, 
1974; Streeter, 1974; Halliday, 1976; Hal-dy y Havelka, 1976; l·lahon 1977 ). 
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etileno, una sustancia que se puede estimar con el cromatógrafo de 
gas. Este hecho es la base de 'Ia prueba de reducción de acetileno. 
En el campo,nosotros sacamos l~s plantas del suelo, separamos la 
raíz, del tallo y-hojas, depositamos las raíces en un frasco con 
tapón'de rosca; extraemos con una jeringa, una determinada cantidad 
de aire y la reemplazamos por una cantidad definida de acetileno. 
esperamos hasta una' hora y luego sacamos una muestra para ser debi
damente analizada. En el cromatágrafo, la longitud del pico de 
etileno producido, nos permite estimar la fijación de nitrógeno du
rante el tiempo de la incubación. Usando esta técnica hemos logrado 
analizar hasta 200 muestreos en un sólo día, con una precisión más 
que 106 veces mejor que el análisis por Kjeldahí. 

2. Probablemente todos ustedes conocen ya la clasifitación de ~ vulgaris 
según su hábito de crecimiento. Reconocemos 4 hábitos de los Tipos 1 
(determ{nado y normalmente precoz l hasta los tipos' IV ( trepadores). 

3. Todos los ensayos de campo reportados aquí fueron efectuados en Popa
yán. Para todos, la fertilización usada d~pendió, de un previo análisis 
del suelo y aseguró que no tendríamos interacciones entre elementos ma

, yores o menores y la fijación de nitrógeno. 

PARAMETROS DE LA FIJACION DE NITROGENO EII P. VULGARIS 

Hasta el momento hemos comparado más de 600 cultivares de ~ vulgaris para 
diferencias en nodu1ación y en fijación de nitrógeno. Debo adicionar que 
hasta ahora ninguna de las variedades estudiadas, falló en nodular. Esto es 
muy diferente a lo que ha ocurrido con Pisum o Glycine ( ~Iilliams & Lynch, 
1954; Caldwell 1966; Vest, 1970; Hall & La Rue, 1916 ) Y justifica nuestra 
preocupación con la fijación en vez de la nodulación de esta especie. Aunque 
la mayoría de estas evaluaciones, examinaron únicamente el peso seco de 
nódulos y la reducción de acetileno despuéS de la floracHin, sesenta cultiva
res escogidos, han sido estudiados en detalle. Con 'estos materiales hemos 
hecho pruebas de reducción de aéetileno semanalrnente, estableciendo así perfi-



. . 

, . 

.. • 

La incapacidad del fríjol para satisf~'cer su requirimento de nitrógeno por la 
vía de simbiosis con Rhizobium acentúa la importancia del problema. Aunque 
es fácil demostrar aumentos en el desqrrollo y rendimiento del fríjol después 
de la inoculación en condiciones del invernadero ( Surton et al 1954,1961 
Aguilera 1974); la mayoría de las pruebas de campo no consiguen respuesta 
de la inoculación (Pessanha et al 1960, Fontes, 1972; López de Almeida et 
al 1973; Numez y Va1dez, 1976) y frecuentemente resultan tazas muy bajas en 
la fijación ( Franco & Dobereiner, 1957; Hardy et al 1958 l. Aunque algunos 
de estos resultados pueden ser atribuidos al uso de técnicas o diseños expe
rimentales no adecuados, la mayoría de los agricultores ya no tienen confian
za en la inoculación d~l fríjol. En Brasil por ejemplo, pafs en el cual se 
inocula casi 100% de la soya sembrada, menos de 1% del frijol, recibe la 
inoculación ( Arauja, 1974 ). 

En esta charla revisaré trabajos efectua.dos en el CIAT desde 1974. Reconozco 
aquf. los trabajos duros de todo eí equipo de rnicrobio10g¡a, pero especial
mente la contribución de JUAN CARLOS ROSAS, TULLO ESCOBAR Y SILVIa VITERV. 
En mi presentación, examinaré la variación entre cultivares de ~ vulaa~is 
en su capacidad para fijar nitrógeno en simbiosis; las .propiedades del hos
pedero que influyen'en las tasas de fijación de nitrógeno y las estrategias 
para el mejoramiento de la capacidad de fijar nitrógeno en variedades comer
ciales. El énfasis aquí será en la fijación de nitrógeno; personas intere
sadas en la genética de la nodulación, pueden leer los articulos escritos 
por Holl y LaRue (1976) and Caldwell y Vest (1977). 

TECNICAS y TERMHlOS USADOS 

Esperando concurrentes de diversas disciplinas, yo he intentado minimizar 
los términos usados. No obstante, tengo. que explicar tres ~osas: 

l. La enzima nitrogenasa responsable de la fijación de nitrógeno, no es 
enzima específica. Reduce nitrógeno a amonía pero también reduce 
varias otras sustancias, incluyendo acetileno. En este caso se forma 
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tencia' corrientemente usados en programas de mejoramiento nel frijol, san 
de tipo IV y fijan bien líneas que responden a la fertilización y también 
a la inoculación, podrían resultar de este cambio en la metodología. Has
ta el nivel posible dentro de las necesidades dictadas por las lluvias, 
sería conveniente en estos programas intentar reducir el énfasis dada a 
las variedades del hábito 1. 

Programas específicamente dirigidas hasta el aumenta en niveles de fijación 

, 

en variedades de frijol arbustivos' son también necesarios . En el úniéo estudio 
de este tipo efectuado hasta el momento Seetin y Barnas (l977) mostraron que 
niveles de fijación en alfalfa fueran heredables pero no dieran ningún data 
sobre herencia ni un número de genes involucrados. No obstante, es proba-
ble que la fijación de nitrógeno demostrara herencia métrica(poligénico) con
trolada por características como fueran discutidas.antes. 

Estamos iniciando das pro'gramas de selección recurren,te para mejorar la fija
'ción en fríjoles. Los padres a ser usados han sidas identificadas por su 
capacidad de rendir; por indicaciones de habilidad para fijar nitrógeno, por 
su floración tardía y adaptación. En el estudio de campo las plantas híbridas , 
serán inoculadas y crecerán bajo condiciones deficientes en nitrógeno. La 
selección en el F3 será en rendimiento final, con pruebas posiblemente destru~ 
tivas de nodulación y reducción de acetileno al tiempo de la floración. En el 
estudia de ambiente controlado, las plantas Fl crecerán en medios artificiales 
deficientes en nitrógeno y los materiales para ser cruzados, serán escogidos 
en ,base a su crecimiento y a su fijación de nitrógeno, medido por un método 
en vivo y no destructivo. El último sistema tiene la ventaja de permitir 3 
ticl;s de 'cruzamiento por año. 

Existen todavía muchas preguntas 
población nativa del suela sobre 

para ser contestadas. Qué impacto tendrá la • 
la selección de variedades con amplia fijación? 

Seetin y Barnes (1977) utilizaron la situación competitiva de campo, pera la 
tendencia ha sido ~tilizar una sola cepa. Puede uno seleccionar materiales, 
proporci onando más carbohi drato a nódulos? Resul tados con pepinos U1cerei gh et 
al, 1978) sugirieran que sí es factible. Pueden ser desarrolladas variedades 
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eficientes en el uso de fósfo~o y nitrógeno, etc.? El área de mejoramiento 
para aumentar tazas de fijación en leguminosas de grano está unicamente 
iniciándose. Ofrece talvez la única solución real, al problema de fertiliza
ción nitrogenada en América Latina y no puede ser ignorada. 
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TABLf 1 

FRECUENCIA DE LA DEFICIENCIA DE N ó P EN SUELDS 
DE M1ERICA LATINA 

Respuesta a 
Area Ensayos N 'p Autores 

Améri ca Central 11D 83 73 Fassbender et al (1968) 
Brasil 232 67 103 Malavolta (1972) 
Venezuela 12 6 5 8arrios (1970) 
Colombia 5 3 4 CIAT (1972-76) 
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TABLA 2 

PARA~\ETROS OE LA FIJACION DE NITROGENO EN CULTIVARES DE P.VULGARlS 

'Peso seco, Tasa máxima, Fijación CHO en los 
Cultivar Hábito nódulos (mg). de fijación1 total 2 SNA 3 nódulos (mg) 

P635 1 8.8 0.74 1.5 291 '8.13 
P417 II 23.1 7.47 6.1 323 8.35 
P589 III 46.9 8.49 5.4 218 9,30 
P717 IV 99.1 17.44 22.2 250 24.42 
P536 1 73.4 10.0 18.2 383. 5.94 
P643 11 75.4 12.9 26.0 447 . 7.77 
P498 III 118.4 32.2 34.5 431 7.33 
P590 IV 545.6 37.7 78.5 355 29.20 

, 

l. umo'. C2H4 producido planta-1 h-1. 

2. mol C2H4 producido por ciclo de crecimiento. 

3. umol C2H4 producido 9-1 peso seco nódulo h-:1• 
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