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RESUMEN

Con el objetivo de analizar la
variacion de la nodulacion dentro de
variedades mejoradas de frijol, se realiz6 un
experimento en el que se evaluaron en
condiciones de invernadero y de laboratorio,
nueve germoplasmas producidos por el
INIFAP. Se aislaron cepas nativas que se
purificaron 'y se utilizaron para dos
inoculaciones cruzadas sucesivas en los
germoplasmas evaluando la capacidad de
nodulacion, el porcentaje de plantas
noduladas dentro de la variedad y el
porcentaje de variedades noduladas por
cada cepa. Los resultados mostraron que
no todas las cepas tienen la capacidad de
nodular a todos los individuos integrantes
dentro de variedades de frijol, mas bien
existe especificidad parcial dentro de la
variedad. Las cepas aisladas de la variedad
Pimono 78 mostraron un comportamiento
consistente sobre las demas cepas, con una
gran cantidad de nodulos formados. La
variedad Cacahuate 72, mostr6 una mayor
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afinidad al generar nodulos con ocho cepas,
respecto de las demas variedades de frijol,
también generé gran cantidad de nédulos
mostrando ser la variedad de mayor
capacidad de respuesta con otras cepas de
rhizobium.

Palabras clave: Phaseolus vulgaris,
nodulacién, germoplasmas, Rhizobium.

ABSTRACT

To analyze the nodulation capacity inside of
improved cultivars of bean, an experiment in
greenhouse and laboratory conditions was
carried out to evaluate nine bean
germoplasms produced by INIFAP. Wild
strains of Rhizobium were isolated from
bean cultivated in soil, strains were purified
and used to make two cross and successive
inoculations in bean germoplasms and
nodulation capacity, percent of nodulated
plants per cultivar and percent of nodulated
cultivars per strain, were evaluated. Results
show that no all Rhizobium strains can to
nodulate to all members in a bean cultivar,
instead there is a partial specificity inside
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the cultivar. Stains isolated from Pimono 78
cultivar show a consistent behavior over the
other strains, with a great quantity of
nodules. Cacahuate 72 cultivar show the
most affinity to generate nodules with eight
different strains, in relation of the rest bean
cultivars, a great number of nodules was
observed too. Cacahuate 72 cultivar shows
the best answer capacity with other
Rhizobium strains.

Key words: Phaseolus vulgaris, nodulation,
germoplasms, Rhizobium.

INTRODUCCION

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es la
leguminosa mas conocida y ampliamente
cultivada en regiones templadas
semitropicales. En México, el frijol como
cultivo basico ocupa el segundo lugar de
importancia después del maiz. Es una
hierba anual, altamente polimérfica y sus
flores se autopolinizan. No tiene un buen
desarrollo en ambientes tropicales con
indices altos de precipitacion anual
(Martinez, 1983). En la actualidad se
conocen muchas variedades de frijol, sin
embargo, existen factores que limitan la
produccion del cultivo, como lo son: la falta
o el exceso de agua, plagas, enfermedades
y tecnologia ineficiente e inadecuada
(Martinez-Romero, 1983).

La mayoria de las especies de
leguminosas son capaces de fijar N, sin
embargo, existen grandes diferencias entre
especies en relacion con esta habilidad. La
produccion agricola basada en leguminosas
es fundamental para la alimentacién
humana, especialmente si se considera en
equilibrio con el ambiente. Por ello, la
interaccion natural de estas plantas con una
bacteria del suelo a nivel de raiz, es
ecolégicamente importante, como medida
para evitar el uso excesivo de fertilizantes
nitrogenados que deterioran el suelo y
contaminan el ambiente. El establecimiento
de la simbiosis para atrapar el N, entre
Rhizobium y la leguminosa es un proceso
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complejo, en donde la formacion de nddulos
y la fijacibn del N, se dan en etapas
sucesivas (Martinez-Romero, 1983). Las
plantas de frijol tienen la capacidad de
formar nédulos fijadores de nitrégeno en
sus raices al interaccionar con R. etli,
especie bacteriana que pertenece a la
familia Rhizobiaceae. En México y en otros
paises de Centro y Sudamérica existe una
diversidad enorme de cepas simbiontes de
frijol (P. vulgaris) que es nativo de esta area
(Pifero et al., 1988; Segovia et al., 1991).

En el andlisis de poblaciones de
rhizobia en nédulos de frijol, provenientes
de aislados de Mesoamérica se llegd a
proponer que R. etli ha resultado ser muy
buen inoculante (Segovia et al., 1993). Se
ha reportado también que algunas cepas de
R. etli se encuentran naturalmente en las
semillas de cinco de trece -cultivares

analizados. En los programas de
mejoramiento genético en frijol se involucra
una gran cantidad de variables

agrondémicas, de sanidad y de calidad
comercial que sugieren la conveniencia de
utilizar criterios rapidos y econémicos para
seleccionar genotipos eficientes en la
fijacion de N, y que ademas contengan el
resto de las variables de interés (Pérez-
Ramirez et al., 1998).

La capacidad de fijar N, es variable
entre los genotipos de frijol, extendiéndose
a partir de 4 a 59% de nitrdgeno derivado
de la atmésfera (Hardarson y Danso, 1993;
Pefa-Cabriales y Castellanos, 1993; vy
Pefia-Cabriales et al., 1993). Las
respuestas de la cosecha a la inoculacion
con cepas seleccionadas de Rhizobium son
frecuentemente bajas, debido a la alta
capacidad competitiva de las cepas nativas.

Como proceso previo a la fijacion
de nitrdgeno se produce la nodulacion que
como la fijacion misma esta regulada por
factores genéticos, por lo que también
existe variacion en las diferentes variedades
comerciales de frijol con respecto a la
capacidad de nodulacion.
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Esta condicion también impacta en
la competitividad de las cepas que se han
propuesto como buenas fijadoras de
nitrégeno. La identificacion y seleccion de
cepas de Rhizobium altamente competitivas
en el proceso de nodulacion, no asegura la
eficiencia en la fijacion de nitrégeno, pero si
asegura la identificacion cepa-planta lo que
puede aumentar la eficiencia en el proceso
de fijacion de nitrbgeno. Estas cepas
podrian constituir inoculantes eficientes en
la nodulacién y en la fijacién de nitrégeno,
que hasta ahora no se han podido
implementar como una practica comun en el
cultivo de frijol en México.

Los trabajos que se realizan para
mejoramiento genético de frijol, y de las
bacterias del género Rhizobium, con el
objetivo de incrementar la capacidad de
fijacibn de nitr6geno, estan restringidos a
pruebas de laboratorio para la manipulacion
a nivel molecular, a la transgénesis y
recombinacion de plantas de frijol para
conferirles mayor resistencia a las sequias,
enfermedades, plagas o con la intencién de
mejorar inoculantes. En los programas de
mejoramiento genético no se considera la
capacidad de nodulacién como un caracter
a seleccionar, por lo que existe gran
diversidad en esta caracteristica dentro de
las variedades mejoradas de frijol.

Encontrar variedades de frijol con alta
capacidad de nodulacion con diferentes
cepas de rhizobios provenientes de
variedades de frijol diferentes a su original y
cepas de Rhizobium que puedan ser
inoculadas en mdltiples variedades de frijol,
permitira mejorar la generacion de
inoculantes mas efectivos en el cultivo de
frijol; esto, buscando mejorar la capacidad
de nodulacion de una forma natural en
dichas variedades, lo que podria a su vez,
mejorar la capacidad de fijacion de
nitrégeno y por lo tanto el rendimiento del
cultivo.

Debido a la variabilidad genética del
frijol se produce una identificacién selectiva
de las cepas con las que puede establecer
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una simbiosis, por lo tanto existen
variedades de frijol que pueden identificarse
con un gran numero de cepas de

Rhizobium, asi mismo existen cepas de
Rhizobium con la capacidad de nodular a un
gran numero de variedades de frijol. Por lo
que se plante6 como objetivo para el
presente trabajo, seleccionar variedades de
frijol con alta capacidad de nodulacion a
cepas de Rhizobium.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realiz6 en el laboratorio
de Produccién Agricola de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias, ubicado en el
campo experimental de la Universidad
Auténoma del Estado de Morelos, en
Cuernavaca Morelos.

Material biolégico. Como poblaciones
mejoradas de frijol, se utilizaron nueve
variedades provenientes del banco de
germoplasma del campo experimental del
Instituto  Nacional de Investigaciones
Forestales Agropecuarias y Pecuarias
(INIFAP) ubicado en Zacatepec Morelos:
Negro Morelos (NM), Pimono 78 (Pl), Ara
18 (AR), Azpa 103 (AZ), Azufrado Higuera
(AH), Cacahuate 72 (CA), Canario 72 (CN),
Bayo INIFAP (BA) y Flor de Mayo (FM).

Aislamiento de las cepas bacterianas de
suelo. Se utiliz6 suelo de tipo andosol sin
esterilizar tomado de una parcela del campo
experimental donde se habian realizado
siembras de frijol, en los tres ciclos
inmediatos anteriores.

Se utilizaron macetas de plastico de
seis pulgadas, previamente llenadas con el
suelo mencionado. Se sembraron dos
semillas por maceta de cada una de las
variedades de frijol, quedando sembradas
cinco macetas de cada variedad. Fueron
regadas cada tres dias y no se les aplico
fertilizante ni agroquimicos.

A los 31 dias después de la siembra
(dds) se cosecharon las plantas, se
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humedecié el cepellbn en agua corriente
para el desprendimiento de la tierra.
Posteriormente se llevaron al laboratorio y
se lavaron las raices con agua corriente
utilizando una coladera de plastico para
evitar la pérdida de los nédulos.

Con pinzas de diseccién se separaron
los néduos de las raices y se colocaron en
cajas de petri de 10 cm de diametro. Las
cajas de petri con los nédulos aislados
fueron rotuladas con las dos letras iniciales
del nombre de la variedad de frijol y el
namero de la planta de la cual fueron
separados.

Aislamiento de las cepas bacterianas en
laboratorio. Se trabajo en condiciones de
esterilidad utilizando una campana de flujo
laminar (Marca Veco). Para desinfectar los
nddulos, se introdujeron en alcohol al 70%
agitdndose  durante  cuatro = minutos,
posteriormente se sumergieron hipoclorito
de sodio al 20 % agitandose durante cuatro
minutos y se lavaron con agua destilada
estéril agitdndose durante cinco minutos,
cuatro veces.

Posteriormente se cortaron los
nédulos con pinzas de diseccion y se
sembré su contenido (de donde se
obtuvieron las colonias bacterianas) en
forma de zig-zag en cajas de petri con
medio PY sélido (2.5 g de peptona, 1.5 g de
extracto de levadura, 15 g de agar, 5 ml de
CacCl, 0.7 M en 500 ml de agua estéril). Las
cajas de petri se colocaron en una
incubadora (Marca Linderg/bluf) a 24 °C
durante tres dias para el crecimiento de las
colonias.

Después de tres dias de incubacion
(ddi), se seleccionaron las colonias
bacterianas  por sus caracteristicas
fenotipicas (colonias circulares, convexas,
opacas y de dos a cuatro milimetros de
diametro) para sembrarlas nuevamente en
cajas de petri con medio PY sélido con la
técnica de plague6 para abarcar mayor
superficie de la caja y se incubaron a 24 °C
durante tres dias para su crecimiento,
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después de los cuales se realizdé una nueva
resiembra tomando solo una colonia para
generar colonias puras. Posteriormente a la
incubacién se colocaron en refrigeracion a
4 ° C durante 20 dias.

Siembra. Se tomaron 25 semillas de cada
una de las nueve variedades de frijol, se
desinfectaron en hipoclorito de sodio al 20
% agitandose durante cuatro minutos.
Después, se lavaron con agua destilada
estéril agitdndose durante cinco minutos,
nuevamente se desinfectaron en alcohol al
70% agitandose durante cuatro minutos.

Por dltimo, se lavaron con agua
destilada estéril agitdndose durante cinco
minutos. Las semillas de cada variedad se
sembraron en cajas de petri con medio
sélido de agar (8 %). Se incubaron a 25 ° C
durante cinco dias.

Preparaciéon de la solucion nutritiva. La
solucion nutritiva se prepar6é con tres
soluciones madre:

Solucion madre 1: 3.75 g de sulfato de
Magnesio, 0.7 ml de acido fosférico, 2.35 g
de cloruro de potasio y 9.4 g de cloruro de
calcio, disueltos en 500 ml de agua
destilada. Soluciéon madre 2; 5.0 g de sulfato
de fierro disuelto en 50 ml de agua
destilada. Solucién madre 3; 1.4 g de acido
bérico, 0.2 g de sulfato de zinc, 1 g de
sulfato de Manganeso y 0.2 g de sulfato de
cobre, disueltos en 50 ml de agua destilada.
Se colocaron 10 ml de solucion madre 1y
0.1 ml de soluciéon madre 2 y 3, en un litro
de agua destilada; se ajusto el pH a 6.5 con
hidréxido de sodio y se esterilizé en
autoclave a 120 °C durante 15 minutos.

Se prepararon matraces Erlemneyer
(de 250 ml) con vermiculita hasta la marca
de 100 ml y se agregaron 80 ml de solucion
nutritiva sin nitrégeno. Se esterilizaron en
autoclave durante 15 minutos, a 120 ° C de
temperatura y 15 libras de presion. Los
matraces se cubrieron en la parte superior
con papel aluminio para mantenerlos en
condiciones estériles.
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Trasplante. Una vez germinadas las
semillas (5 dds) se tomaron con pinzas de
diseccion y se colocaron en los matraces
bajo condiciones de esterilidad. Se utilizaron
dos matraces por variedad con una semilla
cada uno, cada matraz se cubrié con papel
aluminio y fueron rotulados con el nombre
de cada variedad.

Una vez que las plantas superaron la
altura del matraz, se sustituyd el papel
aluminio por tapones de algodén estériles,
de modo que el tallo de cada planta quedd
libre para su desarrollo.

Primera inoculacion. Se prepararon siete
indculos tomando con un asa, por separado,
una porcion de cada cepa bacteriana de las
que se incubaron durante tres dias
previamente, y se colocaron en tubos de
ensayo con 10 ml de agua destilada estéril.

Las siete cepas bacterianas, se
inocularon manualmente con ayuda de una
micropipeta en las nueve variedades de
frijol, con 3 ml de esta solucién, inoculando
en la base del tallo de cada planta que se
encontraba en el interior de los matraces,
de este modo, se produjo el contacto de la
bacteria con la raiz.

Aislamiento de las cepas bacterianas
incubadas en laboratorio. A los 20 dias
después de la inoculacién se cosecharon
las plantas de los matraces y se reaislaron
las colonias de los nodulos formados en
éstas plantas en cajas de petri con medio
sélido. Las cajas de petri con las cepas
bacterianas fueron rotuladas con las dos
letras iniciales del nombre de las variedades
de frijol de las que provenian y el nimero de
nédulos formados en cada planta. Se
llevaron registros de la nodulacion de cada
cepay de cada variedad por separado.

Segunda inoculacion. La
del experimento consisti6 en repetir los
pasos de germinacion, trasplante e
inoculacion de las nueve variedades de frijol
en condiciones estériles, recordando que
ésta vez, los nddulos no se aislaron de

siguiente etapa
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plantas que se desarrollaron en suelo, sino
de plantas desarrolladas en condiciones de
medio aséptico, por lo que se tuvo la
seguridad de que las cepas aisladas
correspondieron a Rhizobium y se utilizaron
como inoculante en esta etapa.

La inoculacién se realizé
manualmente con ayuda de una micropipeta
en forma cruzada entre las nueve

variedades de frijol. Se seleccionaron las
cepas que formaron un mayor numero de
nédulos en el experimento anterior. Se
utilizaron dos matraces con una planta,
cada uno por cada variedad. Se evalud la
nodulacion entre cepa-variedad y entre
variedad-cepa.

Andlisis de resultados. El objetivo del
presente trabajo, pretende demostrar la
especificidad de individuos dentro de una
poblacion mejorada de frijol, con respecto a
la capacidad de nodulacién como fase
previa a la fijacion de nitrégeno, por lo que
los datos se analizaron con la perspectiva
de los métodos de mejoramiento genético
para plantas autbgamas como la seleccién
individual y la hibridacion. El sistema de
pedigree consiste en llevar registros del
comportamiento de individuos y no de

poblaciones, generando lineas para la
segregacion de  caracteristicas  que
posteriormente se llevan a varias

generaciones (mas de seis), y de este modo
fijar dichas caracteristicas, manteniendo
una presion de seleccion alta para eliminar
la segregacion al maximo y posteriormente
liberarlas como variedades comerciales
(Brauer, 1987).

En este trabajo se analiz6 el
comportamiento de individuos cultivados
bajo condiciones controladas para reducir
las respuestas generadas por el medio
ambiente de crecimiento y evaluar solo las
respuestas de tipo genético de cada
genotipo estudiado con el método de
seleccién individual (Brauer, 1987).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Plantas en suelo. El suelo utilizado se
considera bajo en nitrégeno por lo que se
esperaba que todas las variedades
formaran nédulos en las raices como lo
indican varios autores (Schubert, 1986;
Dénarié y Roche, 1992; Rocha y De las
Pefias, 1990) sin embargo, de las nueve
variedades sembradas en macetas con
suelo de campo, solo nodularon cuatro:
Bayo INIFAP (BA), Ara 18 (AR), Pimono 78
(PI) y Negro Morelos (NM) (Figura 1), lo que
corresponde al 17.7 % de plantas
noduladas con respecto al total. De los
nédulos generados por las plantas, se
aislaron siete colonias. Los nédulos de la
maceta 1 de la variedad Bayo INIFAP, no
generaron colonias. Las cepas se
identificaron con las iniciales del nombre de
la variedad y con el nimero de la planta de
la que fueron obtenidas.

Primera inoculacion. Las siete cepas
aisladas se inocularon en forma cruzada
con las nueve variedades de frijol
sembradas en matraces en condiciones
estériles (primera inoculacién). A los 15 dias
después de la inoculacién (ddi) se observo
la formacion de nédulos en algunas plantas.
Las plantas se cosecharon a los 24 ddi y se
observé la afinidad entre variedades y
cepas (Figura 2). Se cont6 el niumero de
nédulos por planta. La mayoria de las
variedades de frijol no mostraron afinidad
con otras cepas. Las variedades que
mostraron una mayor afinidad por otras

cepas y que permitieron la formacion de
noédulos fueron: la variedad Pimono 78 (PI)
con las siete cepas y la variedad Bayo
INIFAP (BA) con cinco cepas, (PI-1, PI-3,
NM-1, BA-3 y AR-4). Las cepas que
mostraron una mayor afinidad con otras
variedades de frijol fueron: PI-1 con siete
variedades (Negro Morelos, Pimono 78, Ara
18, Azpa 103, Canario 72 y Bayo INIFAP) y
la cepa PI-3 con cuatro variedades (Negro
Morelos, Pimono 78, Azpa 103 y Bayo
INIFAP). Las cepas que fueron inoculadas
con sus mismas variedades nodularon,
excepto la cepa AR-2 que no desarroll6
nddulos con su misma variedad (Figura 2).
Solamente en las variedades Azufrado
Higuera (AH) y Canario 72 (CN) no hubo
formacion de noddulos; es decir, no
mostraron afinidad por ninguna cepa.

En el cuadro 1, se muestra el
namero de nédulos que desarroll6 cada
planta de cada variedad. Se observaron
diferencias en la cantidad de nddulos por
planta variando en promedio desde 319.5
en la variedad Azpa 103 hasta cero en las
variedades Azufrado Higuera y Canario 72.
El porcentaje de plantas noduladas fue de
21.4. La variedad que mas plantas
noduladas presento fue la Pimono 78 con el
64.2 %. Las variedades Azufrado Higuera y
Canario 72 no desarrollaron noédulos en
ninguna de las plantas (Cuadro 1). El
porcentaje general de plantas noduladas fue
de 21.42 lo que superé en 21.0 % al
porcentaje de las plantas en suelo.

Numero de
maceta. NM P| AR
1 + +
2 +
3 +
4 +
5

AZ

Variedad de frijol
AH CA CN BA FM
+
+
+

Figura 1. Nodulacion de variedades de frijol, en macetas con suelo sin esterilizar.
(Negro Morelos (NM), Pimono 78 (PI), Ara 18 (AR), Azpa 103 (AZ), Azufrado Higuera (AH), Cacahuate 72
(CA), Canario 72 (CN), Bayo INIFAP (BA) y Flor de Mayo (FM); (+) planta con nédulos).
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Cepa

NM AR

AZ

PI-1 +

PI-3

NM-1
BA-3
AR-4
AR-2
AR-4

O o S (S (R S

Variedad.

AH CA CN BA FM

+

+ |+ |+ |+ +

Figura 2. Interaccion de nodulacion-variedad de frijol.
(Negro Morelos (NM), Pimono 78 (PIl), Ara 18 (AR), Azpa 103 (AZ), Azufrado Higuera (AH), Cacahuate 72 (CA),
Canario 72 (CN), Bayo INIFAP (BA) y Flor de Mayo (FM); (+) planta con nédulos)

Segunda inoculacion. De los resultados
obtenidos a partir de la primera inoculacién
con las siete cepas en las diferentes
variedades de frijol, se seleccionaron y
aislaron las cepas mas infectivas, es decir,
las de las plantas que generaron la mayor
cantidad de nddulos en condiciones de
esterilidad; plantas cuyos noédulos no
estuvieron en condiciones de suelo, con el
fin de seleccionar, para la segunda
inoculacion, a las cepas que tendrian mayor
capacidad de nodulacion para el siguiente
experimento, ademas de asegurar que las
cepas para la inoculacién eran cepas de
Rhizobium. Se seleccionaron doce plantas
de las que se aislaron nueve cepas que se
identificaron colocandoles entre paréntesis
el nimero de nédulos que desarrolld la
planta de la cual fueron tomados. Los
nédulos que se seleccionaron fueron: Dos
cepas de Pimono 78 [PI-1(200) y PI-3(439)];
tres cepas de Ara 18 [ARA-4(173), AR-
4(280), AR-4(2807)]; una cepa de Negro
Morelos [NM-1(192)] y tres cepas de Bayo
INIFAP [BA-3(171), BA-3(172) y BA-3(194)]
(Cuadro 2).

Con las cepas seleccionadas se
realizaron las inoculaciones cruzadas y en
el cuadro 2 se presentan los resultados de
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la segunda inoculacion de las nueve cepas
bacterianas extraidas de las plantas que
crecieron en matraces, la nodulacion
comenz6 a manifestarse a los 21 dias
después de la inoculacién (ddi) y a los 30
ddi se hizo el conteo de los nodulos
formados en cada variedad. Nuevamente se
observaron diferencias en la cantidad de
nodulos por planta variando en promedio
desde 518.0 en la variedad Azpa 103 hasta
55.0 en la variedad Azufrado Higuera. El
porcentaje de plantas noduladas fue de
29.62. La variedad que mas plantas
noduladas presenté fue la Cacahuate 72
con 61.1 % y la variedad Ara 18 fue la de
menor porcentaje de plantas noduladas con
11.1 (Cuadro 2).

En la inoculacion de la cepa BA-
3(171), con las nueve variedades,
solamente hubo nodulacion con las
variedades, Azufrado Higuera y Cacahuate
72, presentando de esta manera poca
afinidad. Se obtuvieron dos plantas con 5 y
13 nédulos de la variedad Azufrado Higuera
y 131 nédulos en la variedad Cacahuate 72.
Esta cepa fue inoculada con su misma
variedad (Bayo INIFAP) y no produjo
nédulos esta vez con su misma variedad.
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Cuadro 1. Numero de nédulos por variedad y por planta en la primera inoculacién de plantas de
frijol crecidas en condiciones de laboratorio.

Variedad.
Cepa NM Pl AR AZ AH CA CN BA FM
ML M2 M1 M2 M1 M2 M1I M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2
PI-1 122 158 141 76 200 143 36 84
PI-3 86 274 150 439 12
NM-1 163 45 192 125
BA-3 28 194 172 171
AR-4 280 173 280° 213
AR-2 9
AH-4 7

Negro Morelos (NM), Pimono 78 (PI), Ara 18 (AR), Azpa 103 (AZ), Azufrado Higuera (AH), Cacahuate 72 (CA), Canario
72 (CN), Bayo INIFAP (BA) y Flor de Mayo (FM); M1 (Matraz uno); M2 (Matraz dos).

Cuadro 2. Numero de nédulos por variedad y por planta en la segunda inoculacién de plantas de
frijol crecidas en condiciones de laboratorio.

Variedad.
NM Pl AR AZ AH CA CN BA FM

ML M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2
5 13 131

Cepa.

BA-3
(171)
BA-3
(172)
AR-4
(173)
NM-1
(192)
BA-3
(194)
PI-1
(200)
AR-4
(280)
PI-3
(439)

AR-4
(280") 1 170 196

18 17 3 13 107 94 128 5 16 11

1

11 1

209 92 420 248 510 202 364 118 53

1 2 376 277 91

26 179 153

172 139 284 274 217 526 392 125 106 316 409 227

Negro Morelos (NM), Pimono 78 (PI), Ara 18 (AR), Azpa 103 (AZ), Azufrado Higuera (AH), Cacahuate 72 (CA),
Canario 72 (CN), Bayo INIFAP (BA) y Flor de Mayo (FM); M1 (Matraz uno); M2 (Matraz dos).

La cepa BA-3(172), presenta un fue tan alto. Se observa también (cuadro 2)
comportamiento mas positivo, pues se gue la cepa AR-4(173), tuvo un
presento la nodulacidon en seis variedades comportamiento negativo, de las nueve
diferentes (Negro Morelos, Ara 18, Azufrado variedades de frijol, s6lo se obtuvo un
Higuera, Cacahuate 72, Canario 72 y Bayo nodulo con la variedad Cacahuate 72. Esta

INIFAP), aunque el ndmero de nédulos no
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cepa fue inoculada con su misma variedad
(Ara 18) y no produjo nédulos.

En la cepa NM-1(192), la formacién
de ndédulos sélo se presenté en la variedad
Azufrado Higuera (AH) con un muy bajo
namero de nodulos.

La cepa BA-3 (194) presento
formacion de nodulos en 5 variedades
(Negro Morelos, Pimono 78, Azpa 103,
Cacahuate 72 y Bayo INIFAP) con un alto
namero de nodulos en la mayoria de las
plantas. Esta cepa fue inoculada con su
misma variedad (Ara 18) y no produjo
nodulos.

De la cepa PI-1(200) que se
esperaba una mayor nodulacién, mostré un
comportamiento irregular al presentar
nodulacion en sélo cuatro variedades
(Pimono 78, Azufrado Higuera, Cacahuate
72 y Flor de Mayo), con un alto porcentaje
en el nimero de nddulos pero en algunas
variedades mas que en otras.

La cepa AR-4 (280) mostr6 un
comportamiento contradictorio ya que solo
tres variedades (Pimono 78, Cacahuate 72
y Bayo INIFAP), lograron formar nédulos, un
buen porcentaje en las dos Ultimas
variedades.

Se observa en el cuadro 2, que la
cepa PI-3 (439), presenta un alto porcentaje
de infectividad al presentar nodulacién en
ocho variedades de las nueve con que se
ha trabajado incluso con su misma variedad
y con un alto nimero de ndédulos. No se
present6 nodulacion en la variedad Flor de
Mayo. Esta cepa fue inoculada con su
misma variedad (Pimono 78) y si nodulé. La
cepa AR-4 (280), también tuvo un bajo
porcentaje de infectividad al presentar
nodulacion en sélo tres variedades (Azpa
103, Cacahuate 72 y Flor de Mayo).

En general, si se compara el nUmero
de ndédulos obtenidos con estas cepas
respecto a cada una de las inoculaciones,
existe mayor cantidad en la produccion de
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nodulos variando el promedio general de
namero de nodulos por planta en 5 % entre
la primera y segunda inoculaciones. El
porcentaje general de infectividad fue de
34.9, 21.4y 29.6 en las plantas crecidas en
suelo, en la primera y segunda inoculacién
respectivamente. La infectividad
considerada como el porcentaje de plantas
noduladas fue de 29.6 en la segunda
inoculacion lo que representa incrementos
del 38.3 % con respecto a la primera
inoculacion, aunque se observd mucha
variacion en la infectividad dentro de cada
una de las cepas. Las cepas mas infectivas
fueron, la cepa PI-3 (439) con un promedio
de 265.68 nddulos por planta en ocho
variedades y la cepa BA-3 (194) con un
promedio de 246.22 nddulos por planta en
cinco variedades. Por otro lado la variedad
BA-3 (172) presentd bajo promedio de
nodulos por planta (41.20) pero en seis
variedades (Cuadro 2). Las variaciones en
el nimero de nédulos no es consistente en
las variedades y en las cepas debidas
posiblemente a que la selectividad de las
cepas no es tan estricta como sefialan
varios  autores  (Martinez-Romero 'y
Caballero-Mellado, 1996), ademas de la
cantidad de flavonoides que las variedades
de frijol segregan en el suelo para la
identificacion de cepas de Rhizobium, y
depende de la variacion genética que existe
entre variedades y entre los individuos
dentro de las variedades, por ejemplo, una
bacteria puede nodular a muchos géneros
de plantas como es el caso de R. tropici
(Perret et al., 2000).

Las variedades que mostraron
mayor infectividad y que permitieron la
formacion de nodulos con las distintas
cepas fueron la Cacahuate 72 que nodul6
con ocho cepas, con un promedio de
namero de nédulos por planta de 168.6, con
un promedio de plantas noduladas de 61.11
y la Azufrado Higuera que nodul6 con cinco
cepas, con promedio de nimero de nddulos
por planta de 55.0 y con porcentaje de
plantas noduladas de 44.4 (Figura 3). La
variedad Azpa 103 presentd el promedio
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mas alto de numero de ndédulos con 518
aungue solo nodulé con dos cepas.

Aunque se espera que una cepa
mantenga su comportamiento en
inoculaciones sucesivas, en este trabajo no
se observé el mismo efecto en las dos
inoculaciones. En la primera, la variedad
con mas plantas noduladas fue la Pimono
78, misma que redujo su porcentaje de
plantas noduladas en 48 % en la segunda
inoculacion. Por otro lado la variedad
Cacahuate 72 fue la del mayor porcentaje
de plantas noduladas en la segunda
inoculacion (61.1 %) pero en la primera
inoculacion solo habia alcanzado 7.1 % de
plantas noduladas (Figura 4). Similar
comportamiento se observéd en el resto de
las cepas. La cepa PI-1 que habia infectado
a siete variedades en la primera inoculacion
solo infect6 a cuatro variedades en la
segunda inoculacién, en cambio la cepa PI-
3 que solo habia infectado a cuatro
variedades en la primera inoculacién,
infectd a ocho variedades en la segunda
inoculacion.

La inconsistencia de la nodulacion
de las variedades y de las cepas parece
demostrar que existen diferencias de la
capacidad de nodulacion de cada individuo
dentro de la variedad, como consecuencia
de la variacibn genética que se ha
mantenido libre (en relacion a la
caracteristica de nodulacién), durante el
proceso de mejoramiento genético de cada
variedad. No hay referencias respecto al
namero de variedades infectadas en
inoculaciones sucesivas, pero, Hernandez-
Lucas et al. (1995), compararon la
nodulaciéon producida por 7 cepas en 12
géneros de leguminosas, resultando entre el
13.6 y 27.7% de plantas que no nodularon
segun el género. Los 17 géneros que Si
nodularon, lo hicieron de manera
inconsistente,  observandose  marcada
diferencia entre individuos dentro del género
y posiblemente esta variacién entre géneros
tenga un comportamiento similar entre
variedades, lo que pudiera explicar las
variaciones en este trabajo.

70+
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Figura 3. Porcentaje de plantas noduladas de nueve variedades de frijol en dos
inoculaciones con cepas de Rhizobium en condiciones de laboratorio. (Negro Morelos
(NM), Pimono 78 (PI), Ara 18 (AR), Azpa 103 (AZ), Azufrado Higuera (AH), Cacahuate 72
(CA), Canario 72 (CN), Bayo INIFAP (BA) y Flor de Mayo (FM)
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Figura 4. Porcentaje de variedades de frijol infectadas en dos inoculaciones con

cepas de Rhizobium en condiciones de laboratorio.
Negro Morelos (NM), Pimono 78 (PI), Ara 18 (AR), Azpa 103 (AZ), Azufrado Higuera (AH),
Cacahuate 72 (CA), Canario 72 (CN), Bayo INIFAP (BA) y Flor de Mayo (FM)

En cuanto al nimero de noédulos

también se observaron variaciones
importantes entre las dos inoculaciones. En
ocho de Ilas nueve variedades se

incrementd el promedio del ndmero de
nédulos (Figura 5). Solo en la variedad Ara
18 decreci6 el promedio de numero de
nédulos. Estos incrementos se debieron a
gue en la segunda inoculacién se utilizaron
colonias puras que fueron seleccionadas
por su alta capacidad de nodulacion,
ademés de que las cepas se aislaron de
nédulos de plantas crecidas en condiciones
estériles lo que asegura la ausencia de
contaminantes dentro de los nddulos.

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 nddulos. Las variedades comerciales son
producto de métodos de mejoramiento
genético en los que se manejan algunas
caracteristicas de la planta dejando libre el
comportamiento de otras. Las variedades
comerciales actuales han sido
seleccionadas por caracteristicas de
productividad, resistencia, adaptacion y de
calidad del grano, pero no existe
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informacion de que en un programa de
mejoramiento  se hayan incluido las
caracteristicas de capacidad de nodulacion,
por lo que es razonable pensar que en una
poblacion de plantas de la misma variedad
exista alta variabilidad en cuanto a estas
caracteristicas entre los individuos. Al
respecto Castellanos et al. (1998) evaluaron
68 genotipos de frijol concluyendo que es
indudable que existe variabilidad genética
con relacién a la eficiencia de fijacion de Np;
sin embargo, la identificaciébn de genotipos
eficientes ha sido un problema debido a la
falta de métodos rapidos y econémicos para
seleccionarlos, por lo que sugieren que es
fundamental emplear 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, acumulacién
total de biomasa o extraccion total de N. En
otros estudios Castellanos et al., (1995)
analizaron una gran cantidad de ensayos
para reconocer cepas eficientes de
Rhizobium etli y R. tropici, e indicaron que
muchos ensayos no han sido exitosos
debido a una inadecuada seleccion del sitio
experimental en términos del alto N
disponible en el suelo. Lo que indica que la
variacion genética tiene una influencia
determinante en la manifestacion de la
fijaciobn de nitrbgeno, que necesariamente
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Figura 5. Promedio de nédulos de nueve variedades de frijol infectadas en dos inoculaciones con cepas de

Rhizobium en condiciones de laboratorio.

Negro Morelos (NM), Pimono 78 (PI), Ara 18 (AR), Azpa 103 (AZ), Azufrado Higuera (AH), Cacahuate 72
(CA), Canario 72 (CN), Bayo INIFAP (BA) y Flor de Mayo (FM)

tiene que ser precedida por la formacion de
nédulos. En los estudios mencionados no
se analiz6 la nodulacién de las plantas por
lo que queda en duda si la causa de la baja
fijacion de N es debida a la baja infectividad
0 a la baja efectividad.

Por otro lado, para el desarrollo y la
liberacion de la Variedad Flor de mayo
“Anita” se consideraron solo cinco
caracteristicas genéticas (Floracion,
madurez, rendimiento, sanidad y calidad
culinaria), la variacién genética de las otras
caracteristicas no se controldé y se
seleccionaron individuos que pueden tener
0 no las caracteristicas no evaluadas, como
en el caso de la nodulacion y de la fijacion
de nitr6geno (Castellanos-Ramos et al.,
2003).

Matos y Zufiga (2002) demostraron
gque la capacidad de nodulacién 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
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estas variaciones pueden ser a nivel de
variedad e incluso de individuo.

Estas observaciones nos indican que
al no considerarse la nodulacién en un
programa de mejoramiento, existen plantas
dentro de la poblacion misma, de la
variedad, que conservan la caracteristica
genética de nodulacion, pero existen
plantas dentro de la misma poblacion, tal
vez en alto porcentaje, que la pierden en el
proceso de seleccion para la respuesta a
fertilizacibn quimica, pues ya se ha
demostrado que existe una relaciéon inversa
entre la capacidad de nodulacion y la
respuesta a fertilizantes quimicos. No existe
informacion sobre la variacion de la
capacidad de nodulacion entre individuos
dentro de una variedad, pero otros estudios
han demostrado su existencia, como en el
caso de Salinas-Moreno et al. (2005)
guienes demostraron que existe variacion
entre individuos dentro de la variedad, en el
contenido de antocianinas de 15 genotipos
de frijol negro.

Por otro lado, las cepas aisladas de
Rhizobium tienen la posibilidad de perder
los genes de nodulacién, que como se sabe
son los que inician el proceso una vez que
la bacteria a detectado los flavonoides
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secretados por la raiz de la planta
(Schlaman et al., 1998). Se ha demostrado
gue durante el proceso de multiplicacion, las
cepas pueden perder los genes simbidticos
debido a que se encuentran localizadas en
los pldsmidos y no en los cromosomas y
como es sabido, la informaciéon genética
que se encuentra en plasmidos no es tan
conservada como la que se encuentra en el
cromosoma (Sprent, 2001; Matos y Zufiga,
2003).

Por lo anterior y bajo las condiciones
de las variedades actuales seria dificil que
existan variedades que sean altamente
noduladoras con diferentes cepas de
Rhizobium, por lo que seria recomendable
incluir en los programas de mejoramiento
genético caracteristicas de nodulacién y de
fijacién de nitr6geno, porque de esta forma
se generarian variedades menos
dependientes de los fertilizantes quimicos y
con mas posibilidades de aumentar el
rendimiento en la agricultura organica.

CONCLUSIONES

Los resultados muestran que existe
cierta afinidad dentro de las cepas aisladas
de diferentes variedades de frijol con un
porcentaje positivo en cuanto a la capacidad
de nodulacion, por lo que se concluye que
no todas las cepas tienen la capacidad de
nodular a todos los individuos integrantes
dentro de variedades de frijol, mas bien
existe especificidad parcial dentro de la
variedad.

La variacion individual dentro de
cada variedad mostr6 un comportamiento
similar en todas las variedades evaluadas.

Las cepas aisladas de la variedad
Pimono 78 mostraron un comportamiento
consistente sobre las demas cepas, pues
mostraron una mejor afinidad con las otras
variedades de frijol con una gran cantidad
de nddulos formados.

La variedad Cacahuate 72, mostrd
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una mayor afinidad con ocho cepas
respecto de las demas variedades de frijol.
También hubo gran cantidad de nddulos
producidos mostrando ser la variedad de
mayor capacidad de respuesta con otras
cepas.
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