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RESUMEN

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es la
fabacea mas importante para el consumo
humano en los paises del tercer mundo,
pero a su vez es la especie de mas baja
capacidad de nodulacion y fijacion de
nitrdgeno. No existe informacién de que en
un programa de mejoramiento se hayan
incluido las caracteristicas de capacidad de
nodulacion, por lo tanto; en una poblacion
mejorada de plantas de la misma variedad
existe alta variabilidad en cuanto a las
caracteristicas de nodulacion y fijacion de
nitrégeno entre los individuos. Se realizé un
experimento con los objetivos de
seleccionar individuos con alta capacidad
de nodulacion dentro de una variedad
mejorada de frijol, inoculada con Rhizobium
y evaluar los individuos seleccionados para
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alta capacidad de fijacién de nitr6geno con
Rhizobium. La metodologia consistié en
obtener cepas nativas, inocularlas en
plantas crecidas en condiciones
controladas, seleccionar individuos
sobresalientes para capacidad de
nodulacién y compararlos en condiciones de
invernadero con plantas fertilizadas
guimicamente, inoculadas y  testigo
absoluto, en suelo Andosol de bajo
contenido de nitrégeno. Los resultados
mostraron que la seleccion de individuos
realizada en condiciones de laboratorio
increment6 la capacidad de nodulacion de
la poblacion seleccionada en 189.63 %.
Cuando las plantas seleccionadas se
cultivaron en condiciones de invernadero, la
capacidad de nodulacién se incrementd en
74.02 %. Se observl un incremento en las
variables relacionadas a la disponibilidad de
nitrogeno como efecto de la fijacion
biolégica de nitrégeno. En la comparacion
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de los cuatro tratamientos se observaron
respuestas diferentes entre variables. El
tratamiento de fertilizacion quimica supero
al resto de los tratamientos en la mayoria de
las variables. Sin embargo el tratamiento
Seleccion mostro igualdad estadistica con el
tratamiento quimico en tres variables
(diametro de tallo, peso de semillas y
SPAD) y lo super6 en el numero de
nédulos. El tratamiento Seleccién también
mostré avance significativo en la respuesta
promedio del frijol en las variables de
diametro de tallo y peso de semillas, con
respecto al testigo.

Palabras clave: seleccién individual,
nodulacion, fijacion de nitrogeno, frijol.

ABSTRACT

The bean (Phaseolus vulgaris L.) is
the most important Leguminosae for human
consumption in the third world countries, but
in turn, is the lowest nodulation ability and
nitrogen fixation plant. There is no
information of to have included the capacity
characteristics of nodulation in a bean
breeding program, therefore, in an improved
population of plants of the same variety
there is high variability in the characteristics
of nodulation and nitrogen fixation among
individuals. An experiment with the objective
of selecting individuals with high nodulation
capacity in improved bean cultivar
inoculated with Rhizobium and evaluate
individuals selected for high nitrogen fixing
capacity with Rhizobium, was performed.
The methodology was to obtain native
strains, inoculated in plants grown under
controlled conditions, selecting outstanding
individuals and compare nodulation capacity
of them with chemically fertilized treatment,
inoculated plants and absolute control
plants, under greenhouse conditions. All
plants growing in low nitrogen Andosol soil.
The results showed that the selection of
individuals  conducted in laboratory
conditions increased nodulation capacity of
the target population in 189.63 %.
Nodulation capacity increased by 74.02 %
when selected plants, grown in greenhouse
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conditions. An increase was observed in the
variables related to nitrogen availability as a
result of biological nitrogen fixation. In the
comparison between four  different
treatments, different variables responses
were observed. The treatment of chemical
fertilizer outperformed all other treatments in
most variables. However, the treatment
team showed statistical equality with
chemical treatment in three variables (stem
diameter, seed weight and SPAD) and
exceeded the number of nodules. The
treatment Selection also showed significant
improvement in mean response variables
bean stem diameter and seed weight,
relative to the control.

Keywords: individual selection, nodulation,
nitrogen fixation, bean.

INTRODUCCION

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es
cultivado  actualmente en  diferentes
condiciones de humedad (riego, temporal y
humedad residual) y ciclos de siembra
(primavera-verano y otofio-invierno)
(Ravelero, 2005); en México es un cultivo
tradicional, el cual se siembra en casi todas
las regiones agricolas del pais.

El Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales Agricolas vy
Pecuarias (INIFAP) ha desarrollado vy
liberado variedades mejoradas para todas
las regiones productoras de grano, lo cual
ha contribuido a solucionar diversos
problemas que se han presentado en
nuestro pais (Ravelero, 2005), siendo el
principal objetivo del fitomejoramiento
genético, incrementar la produccion y la
calidad de los productos agricolas por
unidad de superficie, en el menor tiempo,
con el minimo esfuerzo y al menor costo
posible (Brauer, 1987), aun asi, después de
su liberacion, el comportamiento fenolégico
y rendimiento puede variar dependiendo de
las condiciones ambientales en las cuales
se cultiva.
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La fijacidbn biolégica de nitrdgeno
(FBN) es un proceso clave en la biosfera,
en el que los microorganismos portadores
de la enzima nitrogenasa convierten el
nitrdgeno gaseoso en nitrégeno combinado,
en donde el grupo de los rizobios,
induciendo a las raices de las fabaceas, la
formacion de estructuras especializadas,
(n6dulos), dentro de los cuales el nitrégeno
gaseoso es reducido a amonio (Atlas y
Bartha, 2002; Madigan et al., 2004). Se ha
demostrado que entre el 25y 75 % del N
requerido por la planta de frijol, proviene de
la fijacidon simbidtica. Las cantidades de N
fijado suministran entre 25 - 125 kg N-ha™,
dependiendo del cultivo (Megias, 1991,
Baca et al., 2000).

Phaseolus vulgaris es una planta
anual de hasta 1 metro, hojas ovales u
orbitales, corola blanquecina o rosa; fruto
con dos vueltas de espiral. Una de las
especies de fabaceas mas estudiada en
diversos aspectos, especie que pertenece a
la subfamilia Papilionoidae (Cronquist,
1981). El frijol es originario de Mesoamerica
y en esta region comenz6 a ser
domesticado con fines alimentarios. Las
semillas secas del frijol son ricas en fibras,
hidratos de carbono, los cuales son
complejos y de absorcion lenta, también es
abundante en vitaminas y minerales, pero lo
mas sobresaliente es el aporte proteico en
la alimentacion (Colin, 2005).

Phaseolus vulgaris, es la fabacea
mas importante para el consumo humano
en los paises del tercer mundo, pero a su
vez es la especie de mas baja capacidad de
nodulacion vy fijacién de N, (Salinas-Moreno
et al. 2005).

La Familia Rhizobiaceae es un grupo
de bacterias que presenta la mayor
diversidad metabdlica y una gran
importancia; clinica, industrial o agricola. La
familia Rhizobiaceae esta incluida en la
division (a) de las proteobacterias y se
encuentran incluidos los géneros de
Rhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium,
Mezorhizobium y Bradyrhizobium; son
bacterias gram negativas, aerobias vy
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heterétrofas, bacilo corto, algunas veces
pleomorfico, no forma espora, movil por
flagelos peritricos o un solo flagelo lateral,
son bacilos que miden 0.5-1.0 x 1.3-3.0 ym.
Se mueven por medio de 1-6 flagelos que
pueden ser peritricos o subpolares. Las
colonias generalmente son blancas o color
beige, circulares, concavas,
semitranslicidas u opacas y mucilaginosas
(Lloret y Martinez-Romero, 2005). Su
temperatura O6ptima de crecimiento en
condiciones artificiales es de 25 °C y su
tolerancia al pH es de 5 a 8 (Madigan et al.,
2004; Buendia-Claveria et al., 1991), se
encuentran en el suelo, existiendo la mayor
rigueza de Rhizobium en suelos tropicales y
subtropicales que en suelos templados,
concordante con la mayor riqueza de
leguminosas en estas y son las
responsables mas importantes de fijar el 90
% de nitrégeno atmosférico para ser
aprovechado por las plantas de la familia
Leguminosae a travées de una relacion
simbidtica (Martinez-Romero et al., 1998;
Sprent, 2001).

Las plantas de frijol tienen Ila
capacidad de formar nédulos fijadores de
nitrégeno en sus raices al interaccionar con
R. etli, especie bacteriana que pertenece a
la familia Rhizobiaceae. R. etli es el
microsimbionte que seguramente co-
evoluciond con el frijol y el méas eficiente en
fijacion de nitrbgeno con las lineas
Mesoamericanas de Phaseolus vulgaris
(Martinez-Romero et al., 1998). Segovia
(1993), propone que R. etli ha resultado ser
un  buen inoculante analizado en
poblaciones de Rhizobia en ndodulos de
frijol, provenientes de aislados de
Mesoameérica.

Una cepa que es efectiva (habilidad
para fijar N) e infectiva (habilidad para
infectar las raices de las plantas), persiste y
crece en el suelo, tolera las condiciones
locales, compite por sitios de infeccién con
otros organismos de la rizésfera v,
manifiesta estabilidad genética. En general
el efecto observado con la inoculacion de
cepas introducidas o comerciales puede
atribuirse a dos razones principales: i) las
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condiciones ambientales y edéaficas en
nuestro medio difieren de las que imperan
en el lugar donde las cepas fueron
aisladas; y ii) la diferente capacidad de
nodulacion y fijacion entre cepas (Mora,
1995).

De acuerdo con Acosta y Pérez,
(2001) y Brauer (1987), la seleccion
individual se realiza en los  siguientes
pasos: 1) La seleccion individual de las
plantas de la poblacion; 2) La siembra de
las semillas de cada una de las plantas
seleccionadas en surcos separados o0 en
parcelas especiales; 3) La seleccion de la
mejor descendencia, o lineas, en base de
las observaciones de las plantas en el
periodo de vegetacion y evaluacion de
aquellas caracteristicas por las cuales se
realiza la seleccion; y 4) La evaluacion de
las lineas seleccionadas segun el
rendimiento y otras caracteristicas, Yy
reproduccion de las mejores lineas para la
obtencion de mayor cantidad de semillas a
fin de su inscripcibn como nuevas
variedades mejoradas.

Se consideran componentes del
rendimiento a los factores morfolégicos y
fisiologicos que directa o indirectamente
intervienen en el rendimiento. Los
componentes son: nimero de vainas por
planta, nimero de granos por vaina, peso
seco individual del grano (Ranfla, 1979). De
acuerdo con Mora (1995), como criterio de
seleccibon se pueden utilizar varios
parametros como el peso seco de la parte
aérea de las plantas en la etapa de floracion
e incremento en la masa, peso seco,
distribucion, color y Castellanos et al. (1998)
también mencionan el numero de nddulos
por planta, en la misma etapa para las
caracteristicas asociadas a la capacidad de
fijacion de No.

En la actualidad, los métodos de
mejoramiento genético vegetal usados por
el INIFAP como hibridacién y seleccion
pedigri o seleccibn gamética para
desarrollar poblaciones y lineas avanzadas
de frijol voluble con alto potencial de
rendimiento y resistencia a enfermedades,
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se encuentra que el rendimiento del cultivo
del frijol est4 determinado por tres factores:
el tamafio de semilla, la duracién del
periodo de desarrollo (dias de siembra a
cosecha) y el habito de crecimiento. Con
esto se estd buscando recuperar un alto
potencial de rendimiento (3000 a 5000
Kg-hatl), buena calidad de semilla (tamafios
grandes > 60 g / 100 semillas) y una alta
produccion de vainas distribuidas a lo largo
de todo el periodo de crecimiento, una
produccion balanceada que permite proveer
de un producto comestible (vainas verdes,
grano verde y grano seco) en forma
abundante la mayor parte del afio (Acosta y
Pérez, 2001).

Sevilla (2008), realizo una seleccion
de variedades de Phaseolus vulgaris con
alta capacidad de nodulacion a cepas de
Rhizobium, como etapa previa a la fijacion
de nitrégeno, resultando; que dentro de una
poblaciobn mejorada de plantas de frijol,
existen variaciones genéticas entre los
individuos de una misma variedad respecto
a la capacidad de nodulacion, por lo tanto
existiran variaciones en cada individuo de
una variedad con respecto a las sefales
exudadas por la planta a la bacteria y asi
perdiendo la caracteristica de interaccion
Planta-Rhizobium y esto conlleva a un alto
uso de fertilizantes nitrogenados.

Se ha demostrado que existe una
relacion inversa entre la capacidad de
nodulacién y la respuesta a fertilizantes
guimicos (Salinas-Moreno et al., 2005;
Sevilla, 2008). Es importante conocer en
gué medida los sistemas reproductivos en
las autégamas promueven la fijacion de
nitrégeno; para aportar elementos a la
discusibn de sus consecuencias en
términos evolutivos.

Es por ello que en el presente
trabajo se reconoce el papel de la FBN
como una manera mas efectiva, menos cara
y no contaminante, para mejorar la
productividad en la interaccion Rhizobium-
Fabacea comparada con otras vias (como
la fertilizacion quimica y la organica), las
cuales presentan altos niveles de
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contaminacion con metales pesados, sales
nitrogenadas y microorganismos patdgenos
para el hombre (Baca et al., 2000).

Debido a la variabilidad genética
dentro de una variedad de frijol se produce
una identificacion selectiva de Rhizobium
con las que puede establecer una simbiosis
y por lo tanto; existen individuos de frijol que
pueden identificarse con un gran namero de
cepas de Rhizobium, por lo que los
objetivos del presente trabajo fueron:
Seleccionar individuos con alta capacidad
de nodulacién dentro de una variedad
mejorada de frijol, inoculada con Rhizobium
y evaluar los individuos seleccionados para
alta capacidad de fijacion de nitr6geno con
Rhizobium.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realiz6 en el
Laboratorio de Producciéon Agricola de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias,
ubicado en el campo experimental de la
Universidad Auténoma del Estado de
Morelos, Campus Chamilpa, en Cuernavaca
Morelos, México.

Como poblaciones originales de frijol
se utilizaron ocho variedades mejoradas:
Ara (Ar), Azpa 103 (Az), Azufrado Higuera
(AH), Bayo (B), Cacahuate 72 (C), Canario
72 (Ca), Flor de Mayo (FM) y Pimono 78
P), provenientes  del banco de
germoplasma del campo experimental del
INIFAP, ubicado en Zacatepec, Morelos,
México.

Aislamiento de las Cepas Bacterianas del
Suelo

Para la obtencion de las cepas
bacterianas en condiciones de invernadero,
se sembraron veinte semillas de cada
variedad (Ar, Az, AH, B, Ca, C, P, y FM) en
macetas de seis pulgadas, en suelo tipo
Andosol y se regaron cada tercer dia sin
aplicar ningun fertilizante quimico.
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A los 36 dias después de la siembra
(dds), se sacaron las plantas de las
macetas y se lavaron las raices con agua
corriente para retirar el suelo de la raiz y se
separaron los nédulos de la raiz de cada
planta manteniendo la variedad de origen
(Figura 1).

En condiciones de esterilidad, los
nédulos se cortaron con las pinzas de
diseccion, y se sembré su contenido (para
obtener las colonias bacterianas) en forma
de zig-zag en cajas de petri con medio PY.
Las cajas fueron colocadas en una
incubadora a una temperatura de 24 °C
durante tres dias para el crecimiento de las
colonias.

Figura 1. Aislamiento de n6dulos

Se seleccionaron las colonias
bacterianas por sus  caracteristicas
fenotipicas (colonias circulares, convexas,
opacas y de dos a cuatro milimetros de
diametro), se sembraron nuevamente en
forma de zig-zag en cajas de petri con
medio PY y se incubaron a una temperatura
de 24 °C durante tres dias para su
crecimiento, después de los cuales se
repiti6 el procedimiento para generar
colonias puras. Al final de la incubacion se
colocaron en refrigeracibn a una
temperatura de 4 °C para mantenerlas y
posteriormente utilizarlas como inoculantes.
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Siembra en laboratorio

Se tomaron cincuenta semillas de
cada una de las variedades AH, C y P que
crecieron y presentaron nédulos en suelo,
para un reconocimiento cepa-variedad, se
desinfectaron en condiciones estériles y se
sembraron en cajas de petri con agar (8%),
y se identificaron con la letra inicial de cada
variedad.

Una vez obtenidas el 100 % de
semillas germinadas de cada variedad, se
incubaron a una temperatura de 22 °C
durante cinco dias (Figura 2).

Figura 2. Siembra semillasde frijol en
laboratorio en cajas de petri con agar.

Para realizar el trasplante, se
prepararon matraces Erlemneyer (250 ml)
con 200 ml de vermiculita, previamente
esterilizados en autoclave (20 minutos, a
120 °C de temperatura y 15 libras de
presion). Bajo condiciones estériles, se
tomaron las semillas germinadas (a los 6
dds) y se colocé una semilla en cada
matraz, adicionando 80 ml de agua estéril.
Se utilizaron cincuenta matraces por
variedad con una semilla cada uno y cada
matraz se cubri6 con papel aluminio
identificAndolos con la letra inicial de cada
variedad.

Una vez que las plantas de cada

variedad superaron el borde superior del
matraz, se sustituyé el papel aluminio por
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tapones de algodoén estériles, de modo que
el tallo quedd libre para su desarrollo.

Se prepard la solucién nutritiva de
Fahraeus (1957) modificada como solucién
libre de nitrbgeno, como lo sugiere Lopez-
Ortiz (2011), donde; cada solucion se
colocé en un litro de agua destilada; se
ajusté el pH a 6.5 con hidréxido de sodio, se
esterilizd por autoclave a una temperatura
de 120 °C durante 15 minutos. A los 16 dias
después de la germinacion (ddg) se
colocaron 30 ml de solucion nutritiva en
cada matraz

Las cepas obtenidas del suelo en
invernadero, se resembraron en forma de
Zig-zag en cajas de petri con medio sélido,
se colocaron en una incubadora a una
temperatura de 24 °C durante tres dias para
el crecimiento de las colonias. Después de
haber resembrado las cepas obtenidas de
cada variedad (C, P y AH), posteriormente a
la incubacion, se colocaron en refrigeracion
a una temperatura de 4 °C.

Inoculacién de plantas de frijol en
condiciones de laboratorio

De acuerdo con Sprent (2001), para
inducir la infeccion e interaccion Fabacea-
Rhizobium en condiciones estériles; se
preparé el indculo tomando con un asa por
separado una porcién de las cepas puras de
Rhizobium, siendo cuatro cajas de petri que
se incubaron durante tres dias previamente
obtenidas del suelo y a los 24 dias después
del trasplante (ddt) a cada una de las
plantas que se encontraban en el interior de
los matraces, se les agregé 30 ml del
in6culo en la base del tallo de las cpas
obtenidas de las variedades Cacahuate 72 y
Pimono 78.

Aislamiento de las cepas bacterianas
incubadas en laboratorio

Para el aislamiento de cepas, a los
15 dias después de la inoculacion (ddi) se
cosecharon las plantas de los matraces, se
lavaron las raices con agua corriente para
retirar la vermiculita. Los nddulos obtenidos
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por planta se colocaron en tubos, se
identificaron con la letra inicial de cada
variedad (P y C) y en condiciones estériles
se sumergieron en una solucion de
hipoclorito de sodio al 20 % (Cloralex ®) en
agitacion durante cinco minutos, se les dio
cinco enjuagues con agua estéril,
posteriormente se sumergieron en alcohol al
70 % agitandose durante cinco minutos y se
lavaron con agua destilada estéril
agitdndose durante cinco minutos, cuatro
veces.

Una vez obtenidos los nodulos
desinfectados se cortaron con las pinzas y
se sembr6 su contenido (de donde se
obtuvieron las colonias bacterianas) en
forma de zig-zag en cajas de petri con
medio PY. Las cajas de petri se colocaron
en una incubadora a una temperatura de 22
°C durante tres dias para el crecimiento de
las colonias. Se seleccionaron las colonias
bacterianas después de tres dias de
incubacién por  sus caracteristicas
fenotipicas, se sembraron nuevamente en
cajas de petri con medio PY, en forma de
zig-zag y se incubaron a 24 °C durante tres
dias para su crecimiento, después de los
cuales se realiz6 una nueva resiembra para
generar colonias puras. Al final de la
incubacion se colocaron en refrigeracion a 4
°C. Las cepas bacterianas se identificaron
con la primera letra inicial del nombre de la
variedad Pimono 78 (P) y Cacahuate 72 (C).

Cultivo en invernadero

Se  utiliz6 la variedad de frijol
Cacahuate 72 (©), anteriormente
seleccionada por Sevilla (2008), como una
buena noduladora.

Se sembro en suelo tipo Andosol sin
esterilizar donde previamente se realizd
siembra de frijol (Sevilla 2008). Para la
siembra de las semillas se utilizaron 60
macetas de plastico de seis pulgadas. Las
macetas fueron previamente llenadas con el
suelo mencionado. Se sembrd una semilla
por maceta y se regaron cada tres dias, sin
agregar ningun fertilizante quimico (Figura
3).
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Se hizo una seleccién de plantas,
tomando en cuenta las  mejores

caracteristicas visuales, quedando veinte
plantas (Figura 3).

Figura 3. Seleccion de plantas en
invernadero.

Inoculacién de plantas de frijol en
condiciones de invernadero

Se preparé el in6culo tomando con
un asa, por separado, una porcion de cada
cepa bacteriana de la siembra de los
noédulos de las plantas inoculadas en
laboratorio de las cuales, se tiene la plena
seguridad de que las cepas corresponden a
Rhizobium, y se usaron como inoculante
para éste experimento.

En cuatro matraces Erlenmeyer (125
ml); se pusieron 15 ml de medio PY sin agar
y en tres matraces Erlenmeyer (500 ml); se
pusieron 100 ml de medio PY sin agar; los
matraces se inocularon con el asa, por
separado, se taparon y se pusieron en
incubacioén a una temperatura de 22 °C, en
agitacion (250 rpm) durante 48 hr (Figura 4).

Al terminar la incubacién, en
condiciones estériles; se realiz6 un solo
in6culo, vertiendo el contenido de todos los
matraces en un matraz Erlenmeyer (500
ml), se agitd con el fin de mezclar todo el
inoculo y se aforo6 a 8 litros, de los cuales se
tomaron 50 mly se inocul6 en la base del
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Figura 4. Incubacion de cepas bacterianas obtenidas en laboratorio
e Inoculacién a plantas en invernadero.

tallo de cada planta en maceta; a los 14
dias después de la siembra para asi inducir
la interaccion de la bacteria con la planta
(Figura4).

Se cosecharon las plantas a los 60
dias después de la siembra (dds), se
tomaron datos del diametro del tallo por
planta, nimero y peso de nodulos por
planta, nimero de vainas por planta,
namero y peso de semillas por planta. Se
tomaron registros de la fijacion de nitrégeno
por planta por medio de un SPAD, como
referencia para frijol en cuanto al contenido
indirecto de la clorofila.

Seleccion de individuos en invernadero

En la evaluaciébn de las cuatro
variedades se utilizé la unidad de suelo tipo
Andosol sin esterilizar, donde previamente
se realizo siembra de frijol; se utilizaron 120
macetas de plastico de seis pulgadas para
la siembra de las semillas, quedando cuatro
bloques de 30 repeticiones. Las macetas
fueron previamente llenadas con el suelo
mencionado.

De la siembra anterior se
seleccionaron las semillas de individuos
superiores al promedio del numero de
noédulos por planta y se identificaron con la
letra de la variedad y con una S (seleccién)
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semillas

(C-S).Se sembraron las
seleccionadas, se identificaron y se regaron
cada tres dias, sin agregar ningun
fertilizante quimico (Cuadro 1).

Para inducir la interaccion de la
bacteria con la planta en condiciones de
invernadero a los 13 dds (a los 5 dias
después de la emergencia), se prepar6 el
in6culo en medio liquido, con una porcion
de cada cepa bacteriana de la siembra de
los nddulos de las plantas seleccionadas en
la etapa anterior y que ademas se tiene la
plena seguridad de que las cepas
corresponden a Rhizobium, se realizé el
mismo procedimiento para realizar el
in6culo final, del cual; se tomaron 50 mly se
inocularon en la base del tallo de cada
planta de las marcadas como el Tratamiento
Inoculado y se regaron normalmente.

Igualmente a los 13 dds se
fertilizaron todas las plantas del Fertilizado
con una dosis equivalente a 40 kg de N-ha*
y se regaron normalmente (Cuadro 1). Al
tratamiento Seleccion (semilla
seleccionada) y al tratamiento Testigo
absoluto, no se les afadié nada.

Para la evaluacién se tomaron datos
cada semana a partir de la segunda hoja
verdadera después de la inoculacion y
fertilizacién, de todos los tratamientos y
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hasta que inicio la caida de las hojas
basales. Las variables observadas fueron:
didmetro de tallo, numero de hojas y altura
de planta. También se midi6 la fijacion de
nitrdgeno mediante unidades SPAD como
medida indirecta del contenido de clorofila
de las plantas y los componentes de
rendimiento que son nudmero de vainas
(Figura 5), peso de semillas por planta.
También se tomaron datos del namero y
peso de nddulos, peso seco de raiz y peso
seco de follaje.

Cuadrol. Evaluacioén en invernadero de los
individuos de los 4 tratamientos.

Tratamiento Descripcion

Seleccion C-78-S

Fertilizacion ~ C-78 INIFAP + 40 kg “N -ha?
Inoculacion C-78 INIFAP + inoculacion
Testigo C-78 INIFAP

absoluto

C-78=variedad cacahuate 72

Los datos obtenidos se analizaron
mediante un andlisis de varianza en un
disefio completamente al azar con cuatro
repeticiones, la parcela consté de treinta
macetas con una planta, de las cuales solo
se tomaron registros de una muestra de
ocho plantas. Se separaron las medias con
la prueba de DMS (P<0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de las Cepas Bacterianas del
Suelo

De las ocho variedades que se
utilizaron para la obtencién de nédulos, solo
se observaron en tres: en las variedades
Pimono 78 y Azufrado Higuera nodularon
tres plantas, y en la variedad Cacahuate 72
nodularon cuatro plantas. Por lo tanto, solo
esas tres variedades tuvieron un
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reconocimiento con las bacterias del suelo
con un porcentaje de 75 % de plantas
noduladas con respecto al total, ademas
cabe mencionar que la unidad de suelo tipo
Andosol habia sido utilizado anteriormente
por Sevilla (2008); reportando el 17.7 % de
plantas noduladas. El suelo Andosol se
considera bajo en nitrégeno por lo que se
esperaba que todas las plantas formaran
nodulos en las raices, lo que no ocurrig, lo
que indica la selectividad de las cepas
nativas, la alta interaccién de las plantas
con respecto a la disposicion del nitrégeno y
sobre todo a los factores ambientales que
intervienen en ello.

Figura 5. Secado de semilla a
los 60 dias después de la siembra.

Siembra en laboratorio

En la Figura 6, se demuestra que a
los 39 ddi, la mayoria de los individuos no
mostraron interaccion con las cepas, aun
estando en condiciones limitantes de
nitrégeno, no respondieron como se
esperaba a la interaccion Rhizobium-
planta, ademas de que fue muy baja la
incidencia de la infeccion.

En este trabajo la variedad Cachuate
72 logré el 41.7 % de plantas noduladas con
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respecto al total, lo que coincide con Sevilla
(2008), que reporta 61.1 % en una segunda
inoculaciéon en condiciones de laboratorio,
pero en la primera inoculacion solo habia
alcanzado el 7.1 % de plantas noduladas
con respecto al total. Estos datos sugieren
gue en una segunda inoculacién se lograr
una mayor interaccion planta-Rhizobium.

Por otra parte, los datos obtenidos
de la altura de planta, antes y después de la
inoculacion, sugieren que en la parte aérea
de la poblacién, son homogéneas de
acuerdo a los caracteres fijados en el
mejoramiento genético de la poblacion
original.

Cultivo en invernadero

Cabe destacar que al aplicar
fertilizante quimico, no se inhibi6 Ia
inoculacion y el suelo utlizado es del
aislamiento de cepas bacterianas de la
siembra en invernadero.

En la Figura 6, se muestran los
individuos de la variedad Cacahuate 72 los

25

cuales también presentaron baja nodulacion
y en la Figura 7 se muestra la seleccién de
las semillas de individuos con valor superior
al promedio de nédulos por planta (23.75),
el porcentaje de nodulacién de la poblacion
fue de 85.0 %, la cual fue una menor
interaccion a la reportada por Sevilla (2008).

En la Figura 8, se observa la presion
de seleccion en cuanto a la los individuos
superiores al promedio de la variable
nameros de nddulos por planta (23.75).

Se obtuvieron poblaciones
homogéneas en cuanto a la variable de
nodulaciéon obteniendo un porcentaje de
plantas seleccionadas de 450 % vy
presentando un promedio de ndédulos por
planta de 41.33.

Al realizar la seleccion de aquellos
individuos cuyo promedio fue superior en la
variable nimero de nodulos se obtuvo una
poblacién homogénea para dicha variable,
bajo el criterio de seleccibn quedando
Cacahuate 72 - Seleccién con promedio de
100 % de plantas noduladas.

20

15

10 -

No. de nddulos por individuo

5 I =
O | | I = z]* T T T —_— TI"I"?‘I’I'

||. 1

12 3 4356 7 8 9101212 1314 1516 17 1819 20 .21 22 23 24

Individuos inoculados

Figura 6. Nodulacion de plantas inoculadas con Rhizobium de la variedad
Cacahuate 72 en condiciones de laboratorio.
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Figura 7. Numero de nddulos en plantas inoculadas con Rhizobium
en la variedad Cacahuate 72.
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Figura 8. Individuos seleccionados por el nimero de nédulos superior al promedio (23.75) en
plantas inoculadas con Rhizobium en la variedad Cacahuate 72 (C-S)

En cuanto al comportamiento en la
interaccion planta- Rhizobium se observo
que con respecto a la variable de
nodulacion por planta, en la presion de
seleccion de la variedad Cacahuate 72-
Seleccion con un 45 %

ISSN: 2007-1353

Estas variaciones indican que la
asociacion de la bacteria con la variedad de
frijol, esta influenciada por otros factores
ademas de la selectividad entre ambos. La
simbiosis esta determinada en primer lugar
por la planta, que mediante exudados
radicales induce a la bacteria a la formacion
de nbédulos. Las variedades comerciales son
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producto de métodos de mejoramiento
genético en los que se manejan algunas
caracteristicas de la planta dejando libre el
comportamiento de otras de importancia
biolégica, ecoldgica, social y econdmica
como el caso de la fijacion biologica de
nitrégeno.

Evaluacion de variedades seleccionadas
en condiciones de invernadero

En el Cuadro 2, el tratamiento
Fertilizado fue estadisticamente superior en
las variables de niumero de hojas, altura de
planta, nUmero de vainas y peso seco de
follaje, lo que sugiere que la capacidad que
tienen las plantas de asimilar los
fertilizantes adicionados es mayor a la
Fijacion  Biologica, sin embargo el
comportamiento del tratamiento Seleccion
mostré igualdad estadistica en el 40 % de
las variables estudiadas con respecto al
tratamiento Fertilizado (didmetro de tallo,
peso de semillas, peso de ndédulos y SPAD),
es decir que tal poblacion tiene una alta
relacion simbidtica con las bacterias nativas
del suelo como lo refleja la variable nimero
de nddulos y que posiblemente es

necesario hacer mas ciclos de seleccion
para alcanzar mejores resultados.

El tratamiento Seleccion mostro
resultados estadisticamente iguales al
tratamiento Inoculado en todas las variables
excepto en SPAD y peso de semillas, lo que
indica que la seleccibn mostré el mismo
efecto que la inoculacién lo que implicaria
eliminar esa practica con el consiguiente
efecto reductivo en el costo de cultivo.

Matos y Zudiga (2002) demostraron
que la capacidad de nodulacion en
Phaseolus lunatus es 134 % superior y la
fijacion de nitrégeno es 25 % superior en el
criollo que en la variedad mejorada,
respectivamente, lo que confirma que el
mejoramiento no se dirige a aumentar estas
capacidades, ademas observaron
variaciones en la infectividad y la efectividad
de las cepas evaluadas sugiriendo que
estas variaciones pueden ser a nivel de
variedad e incluso de individuo.

Sprent (2001), ha demostrado que
durante el proceso de multiplicacion, las
cepas pueden perder los genes simbidticos
debido a que se encuentran localizadas en
los plasmidos y no en los cromosomas.

Cuadro 2. Comparacion de variables de cuatro tratamientos en frijol variedad Cacahuate 72

Variable Seleccion Fertilizado Inoculado  Testigo Ccv DMS
NUmero de hojas 4.00c 9.87 a 4.87 bc 562b 1851 1.15
Altura de la planta (cm) 37.52hb 45.72 a 41.42ab 38.92b 1551 6.49
Didmetro de tallo (mm) 511 a 5.70 a 5.22 ab 493b 1090 0.58
NUmero de vainas 262Db 450 a 1.62Db 262b 56.24 1.63
Peso de semillas (g) 443 a 6.21 a 3.32b 3.80b 4341 1.79
SPAD 31.35b 29.86 b 34.35 a 30.59b 5.13 1.66
Numero de nédulos 40.25 b 1250 c 41.13b 68.88a 58.21 27.74
Peso de nédulos (mg) 176.7 a 26.5a 300.3 a 231.2a 146.6 275.78
Peso seco de follaje (g) 221D 497 a 2.63Db 278b 2416 0.87
Peso seco de raiz (mg) 550.0 b 850.0 a 600.0 b 837.5a 2095 0.15

En las filas, letras iguales indican sin diferencia estadistica (p<0.05).
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La informacion genética que se
encuentra en pladsmidos no es tan
conservada como la que se encuentra en el
cromosoma, sin embargo; también parece
gue en la medida en que se conserven las
caracteristicas fisioloégicas de las fabaceas,
se preservara también sus microsimbiontes
siempre y cuando estas plantas no se
cultiven en presencia de fertilizantes
quimicos, que inhiben el proceso simbidtico.
Las fabaceas son cultivos clave en la
agricultura sustentable ya que enriquecen al
suelo de nitrdgeno cuando presentan
nédulos efectivos de nitrégeno.

No existe informacién de que en un
programa de mejoramiento se hayan
incluido las caracteristicas de capacidad de
nodulacion, por lo tanto; en una poblacién
mejorada de plantas de la misma variedad
existe alta variabilidad en cuanto a las
caracteristicas de nodulacion y fijacion de
nitrégeno entre los individuos.

Pero, la identificacibn de genotipos
eficientes ha sido un problema debido a la
falta de métodos rapidos y econémicos para
seleccionarlos. Es fundamental emplear
unidades de suelos con bajo N disponible,
con el fin de que los genotipos expresen sus
cualidades de fijacion de N, mediante
determinaciones sencillas tales como
rendimiento de grano, acumulacion total de
biomasa o0 extraccion total de N
(Castellanos et al., 1998).

CONCLUSIONES

Los resultados mostraron que la
seleccion de individuos realizada en
condiciones de laboratorio incrementd la
capacidad de nodulacion de la poblacion
seleccionada en 189.63 %.Cuando las
plantas seleccionadas se cultivaron en
condiciones de invernadero, la capacidad
de nodulacién se increment6 en 74.02 %.

Se observdé un incremento en las
variables relacionadas a la disponibilidad de
nitrogeno como efecto de la fijacion
biolégica de nitrégeno.
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En la comparacion de los cuatro
tratamientos se observaron respuestas
diferentes entre variables. El tratamiento de
fertilizacién quimica super6 al resto de los
tratamientos en la mayoria de las variables.
Sin embargo el tratamiento Seleccion
mostré igualdad estadistica con el
tratamiento quimico en tres variables
(diametro de tallo, peso de semillas y
SPAD) y lo super6 en el numero de
nédulos.

El tratamiento Seleccion también
mostré avance significativo en la respuesta
promedio del frijol en las variables de
didmetro de tallo y peso de semillas, con
respecto al testigo.
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