REVISTA COLOMBIANA DE CUIMICA. BOGOTA [COLOMBIAY, VOLUMEN 23. No. 2 DE 1994

EVALUACION DE LA FIJACION DE
NITROGENO POR CEPAS DE Rhizobium
QUE NODULAN FRIJOL (Phaseolus vulgaris L.)

Maria Inés Ballesteros®, Amanda Lozano de Yunda.
*Departamento de Quimica, Facultad de Ciencias Universidad Nacional de
Colombia, Apartado Aéreo 14490, Santafé de Bogola, D.C.

Keyvwords: Phaseolus vulgaris, Rfiizobium. Nitrogen {ixation

RESUMEN

La capacidad de fijar nitrégeno de ocho cepas de Rhizobiwm fue evaluada
mediante dos ensayos de invernadero, en solucidn nutritiva, con cinco
variedades de frijol: ICA CITARA, ICA PITAO, DIACOL CATIO, ANDINO
y PVA 916, Se determind en floracion el peso seco de la parte aérea, peso
seco de nédulos y nitrogeno total en la planta por el método de microkjeldahl.
Las cepas de mejor comportamiento en cuanto a nitrégeno (ijado fueron en
su orden : CIAT 144, CIAT 899, y CIAT 2: aunque en general la respuesta
de las cepas fue diferente con la variedad de frijol se logré un porcentaje
promedio de nitrogeno fijado del orden del 28% comparado con los contro-
les que recibieron nitrogeno combinado (Ensayo 2). Las cepas CIAT 7115 y
CIAT 632 presentaron la menor efectividad con las variedades ensayadas.
Se enconmird correlacion allamente significativa entre el rendimiento en
peso seco ¥ el nitrégeno fijado para todas las variedades de frijol.

ABSTRACT

Capacity to fix nitrogen on eight Rhizebiwm strains, by means of two
greenhouse assays in nutrient solution with live bean varieties : ICA CITA-
RA, ICA PIJAO, DIACOL CATIO. ANDINO and PVA 916, was cevaluated.
Dry weights for both the aerial parts and the nodules were obtained at
flowering period. The total nitrogen ol the aerial part was determined by
microkjeldahl method. The better strains in nitrogen fixation behavior turned
out 1o be in decreasing order: CIAT 144, CIAT 899 and CIAT 2: nevertheless
the strains response was different among varieties. In general, an average
percentage of 28% was achieved for nitrogen lixation as compared to controls
with combined nitrogen added. (Second assay). Strains CIAT 7115 and CIAT
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632 showed the least effectivity with the tested varieties of bean. It was
found a sigunificative high correlation between dry weight yield and lixed
nitrogen for all bean varieties.

INTRODUCCION

Las leguminosas en asociacion con baclerias del género Rhizobium pueden
utilizar el nitrégeno atmosférico para la sintesis de aminodcidos y por consi-
guiente de sus protefnas. Estos beneficios son altamente importantes en parses
de América tropical, en donde la deficiencia de nitrégeno es uno de los mayores
factores limitantes en la produccidn de cultivos y los fertilizantes nitrogenados
fuera de ser costosos pueden causar contaminacion de suelos y aguas (1) (2).

La cantidad de nitrégeno fijado por el {rijol es muy variada; depende de la
variedad, de la eficiencia fijadora de la bacteria Rhizobinm y de las condi-
ciones fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo o del medio de cultivo (3).
Phasealus vulgaris tiene una amplia diversidad genética y existen grandes
diferencias entre los genolipos en la cantidad de nodulacidn y el nitrégeno
fijado. Igualmente, la habilidad para formar grandes y abundantes naodulos,
estd también controlada por las bacterias lijadoras de nitrégeno (4) (5).

En frijol, se reportan intervalos de nitrégeno fijado desde 20 hasta 115 Kg. de
nitrogeno por hectarea de cosecha, con un porcentaje de nitrégeno tomado de la
atmoslera desde 37-68% (1), 56-78% (6). 16-71% (7) y e¢n cepas muy elfeclivas
hasta el 86% (8). Plantas que crecen en condiciones de invernadero v en medios de
arena libres de nitrégeno pueden fijar entre 200 y 400 mg de nitrégeno por planta (9).

La seleccion de cepas nativas o lordneas eficientes en la fijacion de nitrégeno
es una ctapa previa esencial en los programas de investigacion sobre [ijacion
de nitrégeno, puesto que es frecuente encontrar interaccion cepa/variedad de la
planta. Por lo tanto, este trabajo se realizo con el lin de encontrar algunas
combinaciones hospedero/bacteria promisorias, en cuanto a su capacidad de
fijar nitrogeno atmosférico para posteriormente evaluarlas en otros trabajos en
relacion con factores reguladores de la fijacion, tales como, presencia de
aluminio, pH dcido, influencia de nutrientes como calcio y fésforo y compe-
tencia con cepas nativas del suelo.

PARTE EXPERIMENTAL

El trabajo comprendid dos ensayos : en el primero se utilizaron dos variedades
de frijol y siete cepas de Rhizobium y ¢n el segundo. otras tres variedades de
frijol y ocho cepas incluyendo las del ensayo I.
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Ensayo 1.

Se utilizaron dos variedades de frijol propias de clima medio. ICA CITARA
(arbustivo) e ICA PIJAO (indeterminado arbustivo) y siete cepas de Rhizobium
que nodulan frijol, suministradas por el CIAT denominadas CIAT 144, CIAT
7115, CIAT 151, CIAT 2, CIAT 144%, CIAT 632 y CIAT 899.

El ensayo se realizé en invernadero (Dpto. de Quimica, Universidad Nacio-
nal-Bogotd) con temperatura promedio de 20"C y humedad relativa del 75%.
Como unidades experimentales se emplearon jarras de Leonard, usando
como medio de soporte de la planta arena cuarcitica y como solucién
nutritiva la utilizada por Franco y Munns (10): KH,PO_ 50 uM, K5O, 1000
uM. CaCl, 1000 uM, MgSO_.7H,0 1000 uM. H BO 2 uM MnSO, 0, ﬂ-t uM,
ZnS0, 0, 16 uM, CuSO, 0.04 uM, (NH J.Mo. 0, (),Ol uM, Fe- I'.DTA 10 uM.
En el tratamiento con[ml se usd como rumlc de nitrégeno solucion de
KNO,, con una concentracion en la solucién final de 70 p.p.m. (11). EI pH
antes de esterilizacion fue de 6.5.

Los indculos se prepararon en medio Manitol-Extracto de levadura liguido a
28"C y con agitacion de 110 revoluciones/minuto hasta lograr la fase esta-
cionaria de crecimiento. Las semillas se desinfectaron segin (1) y se
pusieron a germinar en cajas de Petri con agar en agua al 0.5% P/V a 28°C,
todo en condiciones estériles. La siembra se hizo en cabina estéril depo-
sitando dos semillas pregerminadas a un centimetro de profundidad en cada
jarra. Después de una semana, se dejé solamente una plintula; en este
momento se hizo la inoculacién con 2 mL de caldo de cultivo. gue tenian
densidad optica a 630 nm entre 0,959 y 1,699. Las plantas se dejaron crecer
durante 49 dias para la varicdad ICA CITARA y 56 dias para la ICA PLIAO,
ya que no habia alcanzado la época de floraciéon y formacién de vainas.
Durante el tiempo de cultivo, se cambid la solucion cada 25 dias duplicando
las concentraciones de fosforo y potasio debido a que las plantas presenta-
ron sintomas de¢ deficiencia de estos elementos. A los controles también se
les agregd solucion de KNO, con una concentracién de 70 p.pom. en la
solucion final.

En el momento de la recoleccion se cortd la parte aérea de la planta. Se
hicieron observaciones del aspecto de los nédulos; se separaron de la raiz,
se lavaron y se secaron a 70°C al igual que la parte aérea de la planta para
determinar el rendimiento en peso seco. Se analizé el contenido de nitrégena
por el método microkjeldahl (12).

El disefio estadistico fue completamente al azar, con tres repeticiones y

nueve lratamientos (siete cepas, testigo y control). La comparacidn de
promedios se hizo por Duncan (13).

[15]
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Ensayo 2

En general el ensayvo fue similar al anterior. con algunas variaciones. Sc
utilizaron las variedades de frijol DIACOL CATIO (de c¢lima medio
arbustive). ANDINO (de clima [rio, determinado arbustivo) y PVA 916 (de
clima medio arbustivo), Las cepas de Rhizobium fucron las mismas del
Ensayo |, excepto la CIAT 144%, incluyéndose ademds la SEMIA 4064 y
SEMIA 4077 procedentes del Centro de Recursos Microbioldgicos MIRCEN
de Porto Alegre, Brasil. En este caso se utilizé la solucién nutritiva de
Norris y Date (11) cuya composicion en uM es 1 KCI 1000, K. HPO, 1000,
MgSO_.7H,0 1000, CaSO, 2H 0 2000, CuSO, 0,156, ZnSO_.TH, O 0.38,
Mn.SO AH.0 4.55. H, BO, 1 1.57, (NH)6Mo,,0,,4H,0 0,004, Ic citrato 7.5
y se ajuslo el pHa7. 0. En el tratamiento wmrol s¢ empleo como fuente dc
nitrogeno NH NO, con una concentracion de 140 ppm de N en la solucion
nutritiva (11). Las soluciones nutritivas se cambiaron cada dos semanas y
la duracion del experimento fue de 45 dias, époeca en que las plantas
alcanzaron la [loracion y comienzo de formacion de vainas.

El disefio del experimento fue completamente al azar, con arreglo factorial
(variedad x fuentes de nitrdgeno : Inoculacidn, testigo vy control) vy tres
repeticiones. Las variables de respuesta fueron el rendimiento en peso seco
de la parte aérea de la planta, el peso seco de nédulos y el contenido de
nitrogeno de la planta. También s¢ hizo un andlisis de varianza separada-
mente para cada variedad. La comparacién de promedios se hizo por
Duncan (13).

RESULTADOS Y DISCUSION

En general al comparar los dos ensayos. se observo que en el ensayo | hubo
un desarrollo de plantas menor que en el ensayo 2, puesto que en todos los
tratamientos incluyendo ¢l tratamiento control, se presentd clorosis foliar
(deliciencia de nitrégeno) ademds sintomas de deliciencia de otros elemen-
tos que podrian atribuirse a fésforo y potasio, situacion que fue en parte
corregida por la adicién de estos elementos en la solucion nutritiva, De otro
lado. el tratamiento control (con nitrégeno) presenld una apariencia en
follaje similar al de los tratamientos inoculados, por lo tanto se reforzo este
elemento en el control del ensayo 2.

En la tabla 1 se muestran los resultados obtenidos en el ensayo 1 para peso
seco de nédulos. rendimiento en peso seco, absorcion y concentracion de
nitrdgeno en la parte aérea de la planta. De acuerdo con el andlisis
estadistico. en la variedad TCA Citard las cepas que fijaron signilicativamente
mayor cantidad de nitrogeno/planta fueron la CIAT 899 v CIAT 2, con un
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valor alrededor de 25,5 mg N/planta, cantidad que no fue significalivamen-
te diferente a la del tratamiento control. Este comportamiento fue similar
para el rendimiento en peso seco. En la variedad ICA Pijao, la CIAT 899
presentd la mds alta fijacion de nitrégeno 26,7 mg/planta y el mejor rendi-
miento en parte aérea de la planta 1,57 g/planta, resultados que fueron
estadisticamente superiores a los del tratamiento control: le siguieron en
importancia la CIAT 144 y la CIAT 2.

Los in6culos de 1a cepa CIAT 144 provenian de diferente método de conser-
vacidn, asi es que la CIAT 144* fue obtenida directamente de un medio
liofilizado y la CIAT 144 de un cultivo mantenido en tubo con agar inclina-
do. Con el primero la nodulacién resulté muy escasa, lo que produjo bajos
rendimientos y muy poca fijacion de nitrogeno. por lo tanto se descartd para
¢l segundo ensayo. Respecto a la liofilizacion, los microbidlogos la consi-
deran como uno de los principales métodos de conservacion de cultivos de
bacterias. Se menciona en literatura (14) que un alto porcentaje de cultivos
de Rhizobium fueron viables después de mantenerlos liofilizados por varios
anos y fueron capaces de nodular efectivamente los hospederos. Pero
también existen muchos factores que en este método afectan la superviven-
cia de los microorganismos, causando dafio en alguna funcidén o estructura
vital. Entre los factores se citan : el tipo de microorganismo. la edad
fisiolégica. la concentracién de células, la clase de medio de suspension, la
rata de congelacion y temperatura de secado, enire otros.

Los resultados del ensayo 2 aparecen en la tabla 2. Se observa que en las tres
variedades de frijol, los valores de rendimiento en peso seco de la parte acrea
de la planta, contenido vy concentraciéon de nitrégeno en la planta en los
tratamientos control, fueron muy superiores estadisticamente a los (rata-
mientos inoculados; asi es que en rendimiento fue aproximadamente 2.5
veces mayor y en porcentaje de nitrdgeno 3.5 veces superior que el mejor
tratamiento inoculado resultante en cada variedad. Considerando como 100%
de nitrégeno en la planta, el del tratamiento control, los mejores valores de
nitrégeno fijado correspondieron a un porcentaje promedio de 28%: Duque
y colaboradores (7) encontraron que esta proporcién depende de la variedad
de frijol, con valores entre 16y 71%. Se encontré que ¢l comportamiento de
las cepas de Rhizobium frente a cada variedad es diferente.

Para rendimiento en peso seco resultaron significativamente mejores las
asociaciones Diacol Catio-SEMIA 4064, Andino-CIAT 144 y PVA-916-
CIAT 2 y en cantidad de nitrégeno fijado Diacol Catio-CIAT 899, Andino-
CIAT 144 y Andino-SEMIA 4064 y PVA 916-CIAT 2, mostrando mejor
comportamiento con todas las variables evaluadas, la CIAT 144 y la CIAT
2. Esta diferencia en interaccion hospedero/cepa ha sido detectada en
varios trabajos (3) (4) (5) (7).

21
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Tabla 1. Resultados de las variables de respuesta en el ensayo 1 a/

VARIEDADES DE FRLIOL
ICA CITARA ICAPLIAO

Peso de Peso parte  Nitrogeno % N Pesode  Pesoparte  Nitrdgeno % N

CEPAS Nadulos aérea Absorbida  Parte Nodulos aérea Absorbido  parte
g/planta w/planta mg/planta wéren g/planta g/planta mg/planta aérea

CIAT 7115 (100 (.80 nb 134 ab 1.67 0069 .36 ¢ 4.3 de 1.20
CIAT 144* 0015 049 b 1.2hb 1.53 0.054 0.39¢ 5.2de 133
CIAT 151 0.120 051b R3b 1.63 0.150 (1.88 abc 9.1 cd 1413
CIAT 144 0127 0.78 ab 138ab 177 0.236 1.47 ab 201 h 1.37
CIAT 632 0.097 0.53b 13b 1.37 0116 077 be 87cd 1.13
CIAT 899 0.147 1.31a 26.2a 2.0 0214 1.57a 26.7a 1.70
CIAT 2 0230 L4la 2500 177 0.164 1.23 ab 107 ¢ 0.87
Control 1.49a 2432 1.63 1.21 ab 10.9 ¢ 0.90
Testigo 0.55b 7.7% 140 0.32¢ ide 1.06
Promedio 0119 0.87 148 1.64 0.143 0.91 1.0 1.18

alt valores promedio de tres determinaciones
CIAT 144*; similar a CIAT 144 pero mantenida en cultivo hofilizado
Valores con Ja misma letra dentro de una variable no son significativamente diferentes

Tabla 3. Coeficientes de correlacion lineal entre las variables rendimien-
to en peso seco de la parte aérea de la planta, peso seco de nédulos y
nitrégeno de la planta para las variedades de frijol de los ensayos 1y 2.

VARIEDADES DE FRIJOL
VARIABLES — e
. . " DIACOL .
W ICA CITARA 1CA PLIAO ANDINO PVA 916
CATIO

Bilrgemvs D.0830%4 0R7 (199467 (198444 (0,.0Y25%

Rendimiento
Pesomdulervs. 06207+ 09772 0.6046* 06244 0.0163 ns

Rendimiento
P IR Vg 07824+ (68667 06559+ 06253 0,1062 ns

Nitrdgeno

a/i ¥alores promedio de tres determinaciones
* o Significative al 5%
= cSignificativo al ) %
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Se resalta el hecho, que a pesar de observar desarrollos de plantas diferentes
en los dos ensayos, ¢l rendimiento promedio en peso seco de la parle acérea
de la planta de todos los tratamientos inoculados en el ensavo 1; 0.89 g/
planta fue muy similar al del ensayo 2; 0,91 g/planta. Sin embargo, la
fijacion promedio de nitrogeno en el ensayo 2 resultd ser aproximadamente
el doble, 28,3 mg/planta en relacién con la del primer ensayo, 13,3 mg/
planta. Esto nos sugiere que la composicion y concentracion de la solucion
nutritiva puede influir en la efectividad de las cepas. puesto que es afectada
la fijacion de nitrégeno por el suministro de otros nutrientes esenciales para
la planta, como fosforo y potdsio que estaban deficientes en el ensayo 1. Es
posible también, que las variedades del ensayo 2 presenten una mayor
eficiencia en la actividad fijadora. Los pesos promedio de nédulos en los
dos ensayos (0,131 g/planta y 0,1549 g/planta) fueron superiores a los
reportados en otros trabajos similares (7) (15).

En cuanto a concentracion de nitrégeno en la parte aérea de la planta, en el
primer ensayo (tabla 1) las plantas de los tratamicntos inoculados alcanzaron
concentraciones un poco mayores, entre 1,03 y 2,00%, que en los tratamien-
tos control, 0,90 y 1,63%. Por el contrario, en el segundo ensayo las plantas
de los tratamientos inoculados presentaron concentraciones inferiores, entre
2,11 y 3,80% en relacion con las de los tratamientos control, 3,73 v 4,20%.
Aqui solamente las cepas CIAT 899 y CIAT 2 muestran una capacidad de fijar
nitrégeno en concentraciones que estdn dentro del intervalo de los tratamicen-
tos control. Estos valores se pueden considerar normales de acuerdo con ¢l
nivel eritico del 3% (15). Se considera deficiente para frijol una concentra-
cion de nitrégeno inferior a 1,54% (15), por tanto en el ensayo 2 no se
presentaron deficiencias en ningtin tratamiento inoculado. En ambos ensayos
se midic la asociacién entre las variables de respuesta mediante los coeficien-
tes de correlacidn lineal r, resultados que aparccen en la tabla 3. Se encontro
que en todas las varicdades de f[rijol ensayadas existe una correlacion
altamente significativa entre el rendimiento en peso seco y el nitrogeno fijado
por la parte aérea de la planta, con valores entre 0.8997" y 0,9946". lo que
quiere decir que el rendimiento en peso seco es un buen pardmetro para medir
la efectividad de las cepas. Resultados similares (r = 0,96") se encontraron
también en f{rijol, en experimentos en invernadero en Rwanda (Africa Cen-
tral) realizados con el fin de seleccionar cepas nativas de Rhizobium (8). Las
otras correlaciones, rendimiento en peso seco vs. peso seco de nédulos y peso
seco de nodulos vs. contenido de nitrdgeno solamente fueron altamente
significativas para la variedad ICA Pijao, siendo en los demads casos signifi-
cativa y no significativa. Esto demuestra gue el proceso de infectividad no
siempre conlleva una buena efectividad, tal es el caso de la cepa CIAT 151
que presentd un peso de nédulos similar algunas veces a la CIAT 2 y otras a
la CIAT 144, pero la cantidad de nitrégeno fijado fue mucho mis baja,
alcanzando valores cercanos al del tratamiento testigo.
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Se hizo un anilisis de varianza incluyendo las tres variedades de frijol del
ensayo 2. Se encontré que entre las variedades, existe diferencia altamente
significativa para la variable rendimiento, pero no para absorcidn de nitré-
geno en parle aérea de la planta. También existe diferencia altamente
significativa entre las fuentes de nitrégeno (testigo, control y tratamientos
inoculados) para las dos variables mencionadas anteriormente. La figura |
permite comparar los resultados de rendimiento de la planta, en cada una de
las variedades inoculadas con una misma cepa. Aqui se excluyeron los
resultados del tratamiento control, ya que por sus valores tan altos quedaban
fuera de la escala. Como se observa en la figura 1, solo las cepas CIAT 632
vy CIAT 151 afectan el rendimiento independientemente de la variedad de
frijol. La SEMIA 4064 y SEMIA 4077 presentan una respuesta similar en
dos variedades. En las demas cepas la respuesta es diferente para cada
variedad, luego existe la interaccion de cepalvariedad, Esta situacidn
presenta desventaja, ya que el comportamiento observado no se puede
extrapolar a otras variedades de frijol, sino que seria necesario evaluar las
miltiples combinaciones cepa/hospedero.

Al analizar el efecto de la inoculacién sobre las tres variedades considera-
das en conjunto, para rendimiento y contenido de nitrogeno en la planta
(tabla 2), se observa que con cualquiera de las variedades, la cepa CIAT 144
es la que mayor cantidad de nitrégeno fija y por tanto la que produce el
mayor rendimiento en la planta. Otras cepas que también son importantes,
son la CIAT 899 en fijacion de nitrégeno y la SEMIA 4064 en rendimiento.
La cepa CIAT 899 ha sido considerada modelo en varios experimentos
realizados para evaluar diferentes variedades de frijol en Estados Unidos
(4) (16) y Brasil (17)(18). Podrian ser promisorias para futuros ensayos la
CIAT 2 y la SEMIA 4077. No se recomendaria inocular las variedades de
frijol ensayadas con la CIAT 7115 y la CIAT 632, puesio que mostraron un
comportamiento cercano o similar al del tratamiento testigo, La cepa CIAT
151, aunque presenté unos resultados intermedios, que estadisticamente no
son diferentes a los de las consideradas como mejores. [ampoco se recomen-
darfa; ya que como se dijo anteriormente su capacidad noduladora no
siempre trasciende en la mayor cantidad de nitrégeno fijado. por 10 menos
en las variedades probadas en este trabajo. Aungue las cepas de las colec-
ciones internacionales se recomiendan como buenas fijadoras en un gran
nimero de variedades, siempre es necesario probarlas con las variedades
locales, ya que el sistema frijol/Rhizobium presenta alguna especilicidad
cepa/hospedero, en este caso, aparentemente hay mds afinidad con la cepa
de Rhizobium tropici CIAT 899 que por las cepas de Rhizobium
leguminosarum bv. phaseeli CIAT 151 y CIAT 632. (19)
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Fig 1.Efecto de la Inoculacion sobre el
Rendimiento de Frijol (Ensayo 2)
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