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SUMMARY

A field experiment was conducted to investigate the Rhizobium-legume symbiosis
effectiveness. Four commercial common bean cultivars (Canario Centenario, Canario
CIFAC, Blanco Molinero and Rojo Molinero) were studied in order to characterize the
cultivars' variability in symbiotic characters using two Rhizobium sp. strains (LMT 10 and
LMT15) and the indigenous soil strain, and an N-fertilization rate. As indicators of
effectiveness, the variables were grouped into three classes. Days to flowering, height, fresh
and dry's foliage weight, fresh and dry's roots weight were taken as the morpho-
physiological variables. Number, position, size, shape, inner colour, fresh and dry's nodules
weight were taken as the variables of nodulation. Pods number per plant, seed number per
pod, 100 seed weight, harvest index, dry bean yield were taken as the variables of plant
yield. ANOVA indicates that there are significant differences among varieties, but no in
nitrogen sources, indicating that the inoculated strains had the same effectiveness as the
native soil strains and N-fertilization. The varieties with the highest yields were Canario
Centenario with N-fertilization (3062.19 kg.ha), Blanco Molinero with indigenous soil
strain (2835.57 kg.hal) and Blanco Molinero with LMT 10 strain (2815.11 kg.hat). A
significant interaction of bean variety x nitrogen source was found for pods number per
plant (p <0.05) and harvest index (p <0.01), where the best treatment was Canario
Centenario with N-fertilization, 21.44 pods per plant and 64.97% respectively. Blocks did
not show highly significant statistical differences. Among varieties, Canario CIFAC had the
best performance for morpho-physiological variables, Blanco Molinero for the nodulation
and Canario Centenario for yield variables. Among the nitrogen sources, LMT 10 strain
was the best performance for morpho-physiological variables, LMT 15 strain for the
nodulation and yield variables, although the native strain obtained the highest values in
number and fresh weight of nodules, dry bean yield, which describes the competitiveness
with regard to inoculated strains.

Key words: Rhizobium, symbiosis, effectiveness, common bean, varieties, nitrogen fertilization



RESUMEN

El presente trabajo de investigacion evalué la efectividad de la simbiosis Rhizobium-frijol.
Cuatro variedades comerciales de frijol (Canario Centenario, Canario CIFAC, Blanco
Molinero y Rojo Molinero) fueron estudiados con dos cepas de Rhizobium sp. (LMT 10
and LMT15) y las cepas nativas en el suelo y una fertilizacion nitrogenada. Como
indicadores de la efectividad se evaluaron tres variables morfofisiologicos; dias a la
floracién, altura de planta, peso fresco y seco de follaje, peso fresco y seco de raices; de
nodulacion: namero, posicion, tamafio, forma, color interno, peso fresco y peso seco de
nodulos; de rendimiento: nimero de vainas por planta, nimero de granos por vaina, peso de
cien semillas, indice de cosecha, rendimiento grano seco. El andlisis de varianza nos indica
que existen diferencias significativas entre variedades, pero no entre fuentes de nitrogeno,
lo que indica que las cepas inoculadas tuvieron la misma efectividad que las cepas naturales
del suelo y la fertilizacion mineral. Las variedades que presentaron los mas altos
rendimientos fueron Canario Centenario con fertilizacion nitrogenada (3062.19 kg.ha't),
Blanco Molinero con cepa nativa del suelo (2835.57 kg.ha) y Blanco Molinero con LMT
10 (2815.11 kg.ha®). En las variables nimero de vainas por planta (p<0.05) e indice de
cosecha (p<0.01), la interaccion variedad x fuente de nitrogeno fue significativa, donde
Canario Centenario con fertilizacion nitrogenada fue el mejor tratamiento con 21.44 vainas
por planta y 64.97%, respectivamente. Los blogues no presentaron diferencias estadisticas.
Dentro de las variedades, Canario CIFAC destac6é para las variables morfofisioldgicas,
Blanco Molinero para las variables de nodulacion y Canario Centenario para las variables
de rendimiento. Dentro de las fuentes de N, la cepa LMT 10 se comporté mejor para las
variables morfofisioldgicas, la cepa LMT 15 se comportdé mejor en las variables de
nodulacion y de rendimiento, aunque la cepa nativa obtuvo los mas altos valores en nimero
y peso fresco de nddulos, rendimiento grano seco, lo que muestra su competitividad frente a
las cepas inoculadas.

Palabras claves: Rhizobium, simbiosis, efectividad, frijol, variedades, fertilizacion nitrogenada



l. INTRODUCCION

Las leguminosas (Leguminosae)**® representan la segunda familia mas grande de plantas
superiores en el mundo, después de las gramineas (Poaceae) en importancia agricola®,
debido a que sus especies se usan como alimento (Glycine, Phaseolus, Vicia, Pisum, Cicer),
forraje (Trifolium, Melilotus, Medicago)’®, combustible (Prosopis, Acacia, Havardia,
Ebenopsis), carbon (Prosopis, Ebenopsis), y en la industria quimica (Acacia, Coronilla,
Indigofera)®®. Agrupa alrededor de 20.000 especies distribuido en 700 géneros que
tradicionalmente han sido dividido en tres subfamilias (Caesalpinoideae, Mimosoideae, y
Papilionoideae), basado en gran medida en sus caracteristicas florales. La subfamilia
Papilionoideae es la mayor de las tres subfamilias con 476 géneros y cerca de 14.000

especies®3,

El frijol comin (Phaseolus vulgaris L.) es la leguminosa de grano mas importante en el
mundo, ya que representa el 87% de las leguminosas consumidas a nivel global® y cuya
importancia resalta en el Per( y Latinoamérica en donde tiene la mas alta produccion y
consumo debido a que retne buenas cualidades agronémicas (precocidad, buen potencial de
rendimiento, buena adaptacion para la costa y valles interandinos célidos, utilidad en
programas de rotacion), mejorador de suelos (por su propiedad de fijar nitrbgeno mediante
la simbiosis con Rhizobium); y nutricionales (22-28 % de proteinas, 59-60% de
carbohidratos, vitaminas, minerales y fibras solubles), constituyendo la mayor fuente de
proteinas por encima de las fuentes animales, para la poblacion de escasos recursos
econdmicos; por lo cual comunmente se le etiqueta como “la carne de los pobres”, pero hoy
es mas valorado como complemento de dietas basadas en carbohidratos**. Por lo tanto,
este cultivo constituye un alivio del principal problema que el pais enfrenta, la desnutricion,
y urgente se debe generar nuevo conocimiento y tecnologia para que se mejore el cultivo y
se obtengan mayores rendimientos y mejores ingresos, ya que este cultivo es un gran
generador de empleo para un amplio sector de la poblacién rural, siendo una gran fuente de

divisas para el pais y los agricultores que mejoran su calidad de vida con este cultivo.

El rendimiento de los cultivos depende de muchos factores, pero principalmente de tres
insumos principales; la captura de la energia solar en forma de energia quimica a través de

la fotosintesis, una fuente de agua, y de la disponibilidad de una fuente de nitrégeno fijado

1



(ya sea mineral u organico). Un enorme reservorio de nitrégeno reside en la atmdsfera
(78%) como nitrogeno gaseoso (N2), sin embargo, este es el nitrdgeno atmosférico no
directamente utilizable, siendo uno de los factores que mas limita la produccion en los
campos de cultivo. Solo se convierte en disponible para la biosfera a través de la fijacion
bioldgica de nitrogeno (FBN), un proceso que solo los microorganismos mas simples han
desarrollado. A través de asociaciones con estos microorganismos fijadores de nitrégeno,
las plantas pueden, a su vez, derivar una parte importante de sus requerimientos de
nitrégeno fijado para el crecimiento de la FBN. Dentro de las asociaciones agricolas mas
importantes son las de los cultivos de leguminosas, como el frijol, con la bacteria
Rhizobium, donde se produce una estrecha relacion simbiodtica dentro de un Organo
especialmente desarrollado, el ndédulo, por lo general en las raices de las plantas. La FBN es
un proceso metabolico clave para la produccién de alimentos y el mantenimiento de la vida

en el planetal® 24,

La forma comun que emplean los agricultores para suministrar nitrogeno a sus campos de
cultivo, es mediante los fertilizantes nitrogenados inorganicos. En el 2008, se reportd que el
consumo mundial de Urea fue aproximadamente de 67 millones de toneladas y en los paises
latinoamericanos esto representd un 5,4%*23. La produccion de fertilizantes nitrogenados es
sumamente costosa, para producir una tonelada de estos se requiere el quemado de
aproximadamente 1.7 t de combustibles fésiles’. Otro problema ambiental es la pérdida de
nitrato de los campos a través de la lixiviacion debido al movimiento de las aguas
superficiales. Este nitrato contamina los manantiales y los rios, y eventualmente afectando
los estuarios y ecosistemas marinos. Ademas, el nitrato puede filtrarse hacia aguas
subterraneas, contaminando asi las reservas de aguas para el consumo humano generando
un problema permanente para la salud. Ejemplos de enfermedades son la
metahemoglobinemia causada por exceso de NOs y NO., el cancer causado por
nitrosaminas y las enfermedades respiratorias causadas por NO, y HNO®, Estos problemas
ambientales y sanitarios, originados por el aporte excesivo de fertilizantes nitrogenados en
los cultivos, junto al incremento del coste energético de la sintesis de fertilizantes, hacen
gue la fijacion biolégica de nitrégeno atmosférico sea una alternativa econdmica y
ecologicamente limpia frente a la fijacion quimica. Ademas, la fijacion biologica

desempefia un papel muy importante en la economia del N en la practica agricola, ya que la



cantidad de N disponible en la mayor parte de los suelos cultivados es escasa, y en la
actualidad no puede ser suplementada a escala mundial mediante la produccién de
fertilizantes®. Pimentel et al.2%, estimo que la FBN, en sistemas naturales y agricolas, rinde
entre 140 y 170 millones de t/afio de nitrégeno disponible, con un valor de US$ 90000
millones. De esta manera, la FBN representa un 3,07% de los beneficios econdmicos que la

sociedad mundial podria percibir a través de la biodiversidad*®®.

Ciertas especies de Rhizobium se asocian con determinadas especies leguminosas
estableciendo los Ilamados grupos de inoculacién cruzada mas o menos especificos. La
eficiencia simbidtica de Rhizobium es determinante en la fijacion de nitrégeno y la
sobrevivencia de la bacteria, para lo cual intervienen diversos factores como el genotipo de
la bacteria y las condiciones climéticas, asi como interacciones entre la bacteria y la planta

hospedante.

Teniendo en cuenta esta problematica, el presente trabajo esta orientado a cumplir los

siguientes objetivos:

1. Evaluar la efectividad simbidtica de dos cepas de Rhizobium sp., en cuatro
variedades de frijol coman (Phaseolus vulgaris L.) en costa central.

2. Probar la simbiosis de las cepas de Rhizobium sp. de las variedades de frijol
(Phaseolus vulgaris L.) cultivadas en condiciones de costa central.

3. Determinar el efecto de la fijacion bioldgica del nitrogeno en las caracteristicas
morfofisioldgicas y el rendimiento de grano seco de cuatro variedades de frijol.

4. Comparar el efecto de la fertilizacion nitrogenada en la capacidad simbidtica de las

cepas de Rhizobium sp. y el rendimiento en las cuatro variedades de frijol.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1. EL CULTIVO DEL FRIJOL
2.1.1. Generalidades

Los frijoles generalmente se refieren a las leguminosas del género Phaseolus, familia
Leguminosae, subfamilia Papilionoideae, tribu Phaseoleae, subtribu Phaseolinae®. El
género Phaseolus es uno de los cultivos mas antiguos del nuevo mundo y junto con el maiz
y la yuca han sido un alimento béasico en las altitudes bajas y medias de Ameérica por
milenios?. El género Phaseolus contiene unas 50 especies de crecimiento salvajes
distribuidos Unicamente en las América®. Agrupa cultivos extremadamente diversos en
términos de ciclo de vida, habitos de crecimiento, sistemas reproductivos, métodos de
cultivo, usos, gama de ambientes a los que han sido adaptadas, y la variabilidad
morfoldgica. Se encuentran desde el nivel del mar hasta los 3.000 msnm, se cultiva en
monocultivo, en asociaciones, o en las rotaciones?® 57 %, El género Phaseolus contiene
cinco especies domesticadas: por orden de importancia decreciente, frijol comun
(Phaseolus vulgaris L.), pallar (P. lunatus L.), frijol ayocote (P. coccineus L.), frijol tepary
(P. acutifolius A. Gray), y frijol de toda la vida (P. polyanthus Greenman), con distintas
adaptaciones y sistemas reproductivos: semi-humedo y templado, predominantemente auto-
polinizacion; calido y humedo, predominantemente autopolinizadas; caliente y seco,
cleistogamia; fresco y humedo, polinizacion cruzada; y fresco y humedo, la polinizacion
cruzada, respectivamente. El pallar es filogenéticamente mas distante de las otras especies

domesticadas, que son especies hermanas y constituyen un singameon®.

La principal especie conocida econdmica y cientificamente es el frijol comun, también
conocido como frejol, frijol comun, judia verde, ejote, alubia, poroto y caraota, es una
planta herbacea anual de la familia Leguminosae, junto con arveja, soya, habas y lentejas
con alrededor de 19400 especies. Esta especie cultivada hace 8000 afios es originaria de
América Central y del Sur, donde su progenitor silvestre (P. vulgaris var. mexicanus y var.
aborigineus) tiene una amplia distribucion que van desde el norte de México hasta el
noroeste de Argentina®, siendo nuestro pais uno de los centros de origen y domesticacion
del frijol'’>. Grandes colecciones de germoplasma de formas domésticas y silvestres se
encuentran en el CIAT, Cali, Colombia y USDA, Pullman, Washington, EE.UU.%



Por su versatilidad para sus diferentes formas de consumo, el frijol es la legumbre mas
consumida en el mundo, proporcionando hasta un 15% del total de las calorias diarias y el
36% de la proteina diaria total en partes de Africa y las Américas. Mas de 200 millones de
personas en el Africa subsahariana dependen del frijol comdn como un alimento basico??’.
El cultivo es consumido principalmente por sus frijoles secos (maduros), o todavia en vaina
verde comestible (vainita). Cuando se consume en forma de semilla, los frijoles constituyen
una importante fuente de proteinas de la dieta (22% del peso de la semilla) que
complementa los cereales para mas de medio billon de personas principalmente en America
Latina. La FAO estima que la produccion comercial total de frijoles secos (que incluye
numerosas variedades de P. vulgaris, pero también incluye algunos granos de otras
especies, incluyendo P. lunatus, pero no incluye judias verdes) fue 23,23 millones de
toneladas en todo el mundo en 2010, cosechada a partir de 29,92 millones de hectareas y un
rendimiento promedio de 700 kg.ha, aunque los rendimientos en algunos paises llega a
2,000 *+ 3,000 kg.ha.India fue el principal productor, responsable del 21% de la
produccién total, seguido por Brasil, Myanmar, China, los EE.UU. y México®6 2%,

Existen mas de 70 variedades de frijol que varian comercialmente segin tamafio de
semillas e intensidad de color, dentro de estos ultimos se encuentran frijoles negros,
amarillos, blancos, morados, pintos, bayos y moteados®!. La preferencia de consumo segun
el color del frijol varia entre las poblaciones, incluso dentro de un mismo pais, siendo el
‘canario’ preferido en la Costa Norte y Central”’. Los cultivares de frijol comin derivan de
al menos dos domesticaciones diferentes, con el desarrollo de un tipo de semilla grande,
desarrollado en Pert hace unos 8.000 afios y un tipo mas pequefio preclasificado,
desarrollado en Mexico hace alrededor de 7.000 afios. En cambio, sus progenitores
silvestres respectivos en estas dos regiones tienen un ancestro comun en el Ecuador y el
norte de Perd. En el momento en que llegaron los europeos, el frijol se cultivaba en todo el
Nuevo Mundo, en América del Norte, asi como en Ameérica Central y del Sur. Este
conocimiento de la evolucién de frijol comun, combinado con los recientes avances en el
estudio de la filogenia del género constituye uno de los principales lugares de interés

actuales de los granos como organismos genéticos.



El frijol comun fue utilizado para derivar principios importantes en genética. Mendel utilizo
granos para confirmar sus resultados obtenidos en las arvejas. Johannsen utiliz6 frijoles
para ilustrar la naturaleza cuantitativa de la herencia de ciertas caracteristicas como peso de
la semilla. Sax establecid la metodologia bésica para identificar locus de caracteres
cuantitativos o QTL (para peso de la semilla) a través de la co-segregacion con marcadores

mendelianos (color de la semilla y el patrén de color) °.
2.1.2. Importancia

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es la leguminosa cultivada mas importante del
mundo y fuente vital de nutricion'®. La FAO reporta que la mitad de la produccion
mundial de frijol comin se produce en los paises de bajos ingresos, con déficit de
alimentos, donde el cultivo basico asegura la estabilidad econdmica de muchas familias y la
seguridad alimentaria del pais. La otra mitad se produce en paises desarrollados como
EEUU, donde el frijol es un cultivo econdmicamente importante con 769000 ha de frijol
seco y como vainita en 2012, generando ingresos de $1.5 billones?®. El valor del cultivo
del frijol supera al de todas las otras leguminosas cultivadas, como garbanzo, lentejas,
arvejas Yy frijol caupi, dando una idea de su futuro potencial econémico de este cultivo. Sin
embargo, su consumo varia segun el grado de desarrollo de los paises, en los paises en
desarrollo su consumo es muy alto y sigue aumentando; y en paises desarrollados ha ido
disminuyendo desde el 1960, siendo América Latina y Africa, los de mayor consumo y
Europa, el de menor consumo comparado a otras zonas del mundo, debido principalmente a

los cambios en las preferencias de los consumidores y por razones sociales y culturales®@®,

Se ha previsto que para el afio 2050 se debe aumentar en un 30% los rendimientos del frijol
a nivel mundial para satisfacer la demanda de la poblacion que habra crecido
enormemente!®, Otra de las preocupaciones a lo cual nos enfrentamos es el cambio
climatico, con un aumento de 1.4 y 3°C para el 2050%?% 214 y sequias que afectara a las dos
terceras partes de las zonas productoras de frijol en el mundo'?, tendran efectos
perjudiciales sobre la productividad del frijol comdn y afectard el desarrollo de
enfermedades en el cultivo. Para cumplir con este reto ademas de aumentar los
rendimientos se debe buscar reducir las pérdidas en la agricultura de los paises de bajos

insumos. También se deben hacer mejoramiento del frijol buscando en los parientes



silvestres del cultivo como una nueva fuente de varianza genética frente al ya tradicional
mejoramiento a partir de variedades locales o mejoradas, los genes que nos permitan
obtener variantes genéticas novedosas, como la resistencia a plagas y enfermedades,

tolerancia al estrés abiotico, etc 3.

Debido al cambio climatico, en algunas zonas del mundo se esta cambiando la produccion
del frijol comun por otras especies estrechamente relacionadas como el pallar (Phaseolus
lunatus L.) en el noreste semiérido de Brasil y el frijol tepary (Phaseolus acutifolius L.) en
las tierras aridas y semiaridas de Centroamérica y Kenya®®. Aunque por sus caracteristicas
agronémicas, el frijol tepary puede ser un cultivo ideal para el oriente medio y el pallar en
el sur de Asia, aunque los dos pueden crecer muy bien en América tropical, el Caribe y
Africa.

2.1.3. Propiedades Nutritivas y Usos del Frijol

Diversos autores 2% 193,218,228 ‘han destacado las propiedades nutritivas que posee el frijol,
de manera fundamental por su alto contenido en proteinas y en menor medida en
carbohidratos. Esto evidencia por qué las culturas mesoamericanas, desde tiempos
inmemoriales basaron su alimentacion en el frijol y el maiz. Mientras las gramineas de
grano comestible, como el maiz, carecen de aminoacidos (lisina y triptéfano)
indispensables en la actividad organica del ser humano, el frijol los tiene en altas
proporciones. Por ejemplo, en 100 g de harina de frijol canario, es posible obtener la
cantidad de aminoacidos que una persona adulta requiere para su dieta diaria'®®. Por su
parte, Kohashi'%® establece que, mientras el frijol aporta en su mayor parte proteinas y una
parte de carbohidratos, el maiz proporciona en su mayoria carbohidratos.

Las leguminosas producen metabolitos primarios y secundarios y otros fitoquimicos tales

como nutracéuticos, farmacéuticas, pesticidas y productos industriales®4,

Se ha determinado que el frijol no s6lo suministra proteinas y carbohidratos, también tiene
cantidades importantes de vitaminas y minerales. Serrano y Gofii?*® descubrieron que con la
ingesta diaria de 70.5 g de frijol negro se puede obtener un 134% (0.447 mg) de &acido
folico; 19.1% (4.82 mg) de hierro; 35.5% (195.6 mg) de magnesio y 15.9% (3.96 mg) de
zinc. Al evaluar los componentes nutrimentales de dos genotipos y diecisiete lineas
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endogamicas de frijol, encontraron ademdas otras propiedades de esta leguminosa.
Salinas!® destacan la presencia de antocianinas, indispensables en la prevencion de
enfermedades, entre ellas el cancer de colon, la arterosclerosis y las inflamaciones
intestinales. El frijol contiene un rango de proteinas en la semilla de 17700 ppm a 224000
ppm?4, Dentro de las propiedades nutracéuticas y farmacéuticas, el frijol contiene leucina e
isoleucina que son probablemente efectivos para encefalopatia hepatica'®’ y tirosina que es
conocido por ser efectivo para fenilketonuria®®® y posiblemente efectivo para mejorar las
defensas, la arginina que es un tratamiento potencial para fallas de congestiona cardiaca®?’,
también contiene otros elementos como calcio, magnesio, zinc y manganeso con

propiedades nutracéuticas, que se muestran en el Cuadro 1.

A pesar de los beneficios asociados al consumo del frijol se han encontrado ciertas
desventajas relacionadas con la presencia de factores antinutricionales que alteran el
aprovechamiento de otros elementos: inhibidores enzimaticos, hemaglutininas o lectinas,
taninos, acido fitico y flatulencia'®*.Compuestos que en altas concentraciones pueden
limitar la asimilacion de algunos nutrientes al hacer més dificil la solubilidad de fibras o

causar trastornos intestinales.

El frijol es una rica fuente de proteinas e hidratos de carbono, ademas de ser una buena
fuente de vitamina del complejo B como es la niacina, la riboflavina, el &cido félico y la
tiamina. Igualmente proporciona hierro, cobre, zinc, fosforo, potasio, magnesio y calcio y
tiene un alto contenido en fibra. También es una excelente fuente de &cidos grasos
poliinsaturados.

Ademés de su efecto reductor del colesterol en la sangre, las leguminosas de grano
generalmente también tienen un efecto hipoglucemiante. Las legumbres son, por lo tanto,
incluido en la dieta de los diabéticos dependientes de insulina?’.Algunas legumbres, sin
embargo, producir factores antinutricionales, tales como inhibidores de tripsina y

fitohemaglutininas y alérgenos, siendo este Ultimo un grave problema en mani23,



Cuadro 1. Contenido de fitoquimicos nutracéuticos en ppm en frijol®*

Nutracéutico
Leucina
Tirosina
Arginina

Acido glutamico
Isoleucina

Lisina

Acidos grasos
monoinsaturados

Calcio
Magnesio

Zinc

Manganeso

Uso

Probablemente efectivo para encefalopatia
hepatica
Efectivo para fenilketonuria, ademas
mejora el estado de alerta
Posiblemente efectivo para fallas de
congestion cardiaca
Posiblemente efectivo para mucositis
inducido por quemoterapia
Probablemente efectivo para encefalopatia
hepatica
Posiblemente efectivo para reducir
infecciones labiales por herpes simple
Probablemente efectivo como un laxante
suave
Posiblemente efectivo para reducir serum
colesterol
Posiblemente efectivo para mejorar la
presion sanguinea
Posiblemente efectivo para reducir el
riesgo de cancer de mama
Efectivo para el tratamiento y la
prevencién de hipocalcemia
Efectivo para el tratamiento y la
prevencion de hipomangesemia
Efectivo para el tratamiento y la
prevencion de deficiencia de zinc

Efectivo para el tratamiento y la
prevencién de deficiencia de manganeso

Rango nutracéutico en
frijol comun (ppm)

17,250-19,386
6,080-6,833
13,370-15,026
32,940-37,019
9,540-10,722

14,830-16,667

1,230-1,382

510-3,295
510-3,430

19-50

2-24

Fuente: Morris (2013)
2.1.4. Situacién actual del Frijol

El area cultivada con el frijol en nuestro pais alcanza las 82200 ha de un total de 29
millones de ha en el mundo, con una produccion de 92952 t, de un total de 23.6 millones de
toneladas en el mundo, con un rendimiento promedio de 1144 kg.ha comparado con un
rendimiento mundial de 1336 kg.ha*, debido a que los paises desarrollados tienen un alto
rendimiento® 162, La produccion es especialmente importante en América Latina y el este
de Africa, regiones que representan el 47 y 24%, respectivamente, de la produccion

mundial de frijol seco'®?. Para aquellos paises en los frijoles son un cultivo importante,



rendimiento varia significativamente. Como era de esperar, en promedio, el rendimiento de
los paises desarrollados, 1.944 kg.ha?, es significativamente superiores a los de los paises
en desarrollo, 1.035 kg.ha™. La situacion es mas drastica para los paises menos adelantados
que dependen en gran medida de las habas como alimento fuente. En Burundi, Ruanda y

Uganda los rendimientos son 918, 671, y 638 kg.ha*, respectivamente®.

En el caso del Pert (Anexo 1), en el 2013, la mayor area sembrada se encuentra en la sierra
(53.7%), sequido por la selva (24.1%) y luego la costa (22.2%). La sierra ocupa el primer
lugar en cuanto la produccion (55.60%) esto debido a su rendimientos unitarios, la costa
ocupa el segundo lugar (25.32%) vy la selva el tercer lugar con 19.08% de la produccion
nacional. El rendimiento promedio de la costa es 1363.6 kg.ha, de la sierra es 1337.2
kg.hal y en la selva 1036.4 kg.ha! 162, El precio promedio nacional en el 2013 es de
S/.3.52, variando de un minimo en la selva de S/. 1.77 en Loreto, un precio maximo de

S/.5.45¢en Icay Limay un precio medio en la sierra es de S/. 3.50 62,

2.1.5. Filogeniay Distribucién

La familia de las leguminosas (Leguminosae) es muy grande con 643 géneros (18000
especies) agrupados en 40 tribus que son encontrados en ambientes tropicales y
templados!#?. Hay dos grupos principales de especies cultivadas en la Papilionoideae: las
tropicales o leguminosas faseoloides (incluyendo Phaseolus, Vigna, Glicina, y Cajanus) y
las templadas o legumbres galegoides (incluidos los Melilotus, Trifolium, Medicago,
Pisum, Vicia, Lotus, Cicer, Lens, y Lathyrus)®. La tribu Phaseoleae, que contiene el frijol
comun (Phaseolus vulgaris), frijol caupi (Vigna unguiculata), y la soja (Glycine max), son
de lejos el mas importante grupo economico, y contiene el 75% de las legumbres
comercializadas en el mundo. Dentro de estas tribus, la leguminosa Medicago truncatula
es actualmente la especie modelo para toda la familia de las leguminosas, y se discute si es

que puede aportar informacion atil y relevante para legumbres tropicales?? 27>,

Se ha determinado que el frijol proviene de un ancestro salvaje y no de malezas cultivadas
fugitivas como ocurre en otras especies como sorgo (Sorghum bicolor), remolacha (Beta
vulgaris) y la avena (Avena sativa) 28, El rango de altitud de frijoles silvestres se extiende

desde 700 m en Tucuman, Argentina a 2.900 m en Cuzco, Peru, pero debido a la geografia,
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el habitat de P. vulgaris silvestre se ha separado en los valles interandinos hacia la vertiente
oriental®?, mientras que en Ecuador y el noroeste de Per( se distribuye hacia la vertiente
occidental®®. Por otra parte, en los Andes, el nicho ecoldgico de P. vulgaris silvestre es
mucho mas estrecho en longitud en comparacion con Mesoamérica; (2) la distribucion
fragmentada de méas de 8000 km del frijol silvestre se refleja en su composicion genética
(e.g. faseolinas)®" 1%, probablemente como resultado de las expansiones y las extinciones
de las poblaciones naturales de la zona, a lo largo de miles de afios, mucho antes de que la

humanidad entr6 en América a través de Bering?.

Estudios en cpDNA®! y sus secuencias® han establecido una filogenia para todo el género.
Una especie basal ha sido identificada, P. microcarpus?®. El frijol comln, P. vulgaris
pertenece a un complejo de especies, en la cual datos moleculares han confirmado que
todas estas especies pueden estar entrecruzados, aunque el grado de dificultad y viabilidad
de los cruces reciprocos varian. Usando secuencias ITS (Internal Transcribed Spacer)
recuperadas de GenBank y la edad de divergencia para leguminosas establecida por
Lavin'4%, Chacon®” estima que P. vulgaris se separ6 de sus especies hermanas hace 1.3
millones de afios y que el segundo linaje divergié hace 0.6 millones de afios. Gepts®’ estima
que la separacion de P. vulgaris de sus especie hermana P. coccineus se produjo hace 2
millones de afios atrads y la separacion de las pozas génicas Mesoamericana y Andina
ocurrio hace 0.5 millones de afios y la divergencia post-domesticacion dio lugar a cuatro
centros de diversidad en América y 3 0 4 razas domesticadas en cada uno de estos dos
acervos génicos® 232 véase la Figura 1. Las estimaciones preliminares muestran un tiempo
de divergencia de unos 500 000 afios entre estos dos acervos génicos®®. Por lo tanto, P.
vulgaris es, en esta etapa, unico entre los cultivos en que los dos linajes evolutivos se

remontan a las mismas poblaciones ancestrales que han sido identificados®®.

El género Phaseolus es Neotropical en origen. No se sabe claramente cuéntas especies de
Phaseolus existen?. El género se estimé que poseia 180 especies y una antigtiedad de 7000
afios?’?, aungue una estimacién razonable seria 50 a 60 especies, en espera de exploraciones
de germoplasma adicionales en América Central®®. Las excavaciones han demostrado la
existencia del frijol comun desde 8000 afios en el Peru, 7000 afios en México y 2000 afios
en el sudoeste de EE.UU., refiriéndose al descubrimiento mas reciente. En el Per( se ha
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encontrado restos con una antigiiedad de 2000 afios A.C. en Huaca Prieta y frijoles
completamente domesticados en el valle de Nazca con 2,500 afios A.C. La comprension de
las relaciones entre las especies es una cuestion de importancia practica en la busqueda de

una mayor variabilidad.

A
. g“i -
SR

( Colombian
. Mesoamerican
. Andean

Ecuador-
Northern Peru

Figura 1. Distribucién de P. vulgaris L. silvestre en América Latina. (A) Es posible distinguir cuatro centros
de diversidad: el Andino, el Colombiano, el Ecuatoriano/Nortefio de Perd, y el Mesoamericano. Ademas,
existen importantes centros secundarios de diversidad en Africa, Brasil, Europa, el Medio Oriente, asi como
en América del Norte. (B) La domesticacion de los acervos génicos Andino y Mesoamericano condujeron a
cuatro razas en el acervo génico mesoamericano y tres razas en el acervo génico andino. La introgresion entre
los genotipos que representan a las distintas razas es mostrado [adaptado de Beebe et al., (2000) y Gepts
(1998)].
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Recientes estudios filogenéticos que incluian tanto especies silvestres como domesticadas
de Phaseolus han confirmado que el género es monofilético®’. Dos a nueve sub-clados
pueden existir en el nivel sub-genérico®. Un linaje incluye el frijol com(n, mientras que

otro engloba P. lunatus®®. Tres especies, P. coccineus, P. polyanthus.

De los 50 a 60 especies silvestres de Phaseolus de origen americano sélo cinco han sido
domesticados, el frijol comdn (Phaseolus vulgaris), frijol de toda la vida (P. polyanthus),
frijol ayocote (P. coccineus), frijol tepary (P. acutifolius), y pallar (P. lunatus). Cada
especie domesticada constituye una reserva genética primaria con su forma ancestral
salvaje® %, Todas las especies del género son diploides y la mayoria tienen 22 cromosomas
(2n=2x=22). Unas pocas especies muestran una reduccién aneuploide a 20 cromosomas.
Entre las especies reconocidas como principales cultivos por el USDA, el tamafio del
genoma del frijol (450-650 MBp/genoma haploide) es pequefio’® y comparable a la de arroz
(340-560 MBp/genoma haploide) que es generalmente considerado por ser la planta
econdémicamente importante con el genoma mas pequefio. Estas especies varian en algunas
caracteristicas como altitud, temperatura, precipitacién pluvial, ciclo biologico y
rendimiento, como se puede ver en el Cuadro 2. Pueden existir acervos génicos secundarios
y terciarios para todas las especies domesticadas, dependiendo de los eventos filogenéticos
que conducen a la formaciéon de las especies biolégicas®’. Recientemente, una nueva
especie silvestre, P.costaricensis fue demostrado que pertenecen al acervo génico
secundario de P. vulgaris.; P. costaricensis solo se conoce en Costa Rica y Panama. Hay
mas de 29 000 accesiones domesticadas y mas de 1.300 accesiones silvestres de P. vulgaris
alojada en el banco de germoplasma del CIAT, Cali, Colombia, y en otras partes. En el
CIAT, el numero de accesiones que pertenecen a los acervos génicos secundarios y

terciarios, respectivamente, son 1049 y 3352,

Cuadro 2. Principales especies cultivadas del genero Phaseolus®®

Especie Altitud (m) | Temperatura (°C) | Precipitacion (mm/afio) | Ciclo hioldgico (dias) | Rdto (kg/ha)
Phaseolus coccineus 1400-2800 12-22 400-2600 90-365 400-4000
Phaseolus acutifolius 50-1900 20-32 200-400 60-110 400-2000

Phaseolus lunatus 50-2800 16-26 0-2800 90-365 400-5000
Phaseolus polyanthus 800-2600 14-24 1000-2600 110-365 300-3500
Phaseolus vulgaris 50-3000 14-26 400-1600 70-330 400-5000
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A pesar de esta diversidad, la base genética de cultivares comercial de clases especificas de
mercados es estrecho. De hecho, s6lo una pequefia porcién (<5% de la diversidad genética
disponible) se han utilizado a nivel mundial a pesar de casi un siglo de mejoramiento
genético del frijol?®. Las nuevas formas de mejorar la introgresion (Retrocruzamiento por
congruencia, descendencia a partir de una sola semilla, y seleccion recurrente) prometen
restaurar la fertilidad, asi como para aumentar la frecuencia de genes deseables en la
poblacién reproductora.

Sobre la base de la morfologia, la variacion de las proteinas almacenadas en las semillas,
marcadores moleculares y bioquimicos, la domesticacion de P. wvulgaris ocurrid
independientemente en las areas Mesoamericana y Andina que dan lugar a dos muy
diferenciados acervos génicos domesticados % %257 que se caracterizan por el aislamiento

reproductivo geografico y parcial®.

El progenitor silvestre y los descendientes cultivados generalmente dan progenies viables y
fértiles y muestran diferencias contrastantes para muchos rasgos que constituyen el
sindrome de domesticacion de cultivos'®. Los frijoles cultivados muestran un habito de
crecimiento mas compacto en comparacion con sus progenitores silvestres®. En su forma
més evolucionada bajo domesticacion, este habito de crecimiento se caracteriza por una
combinacién de rasgos que comprenden determinacion, ramas no trenzadas, pocos nudos
vegetativos, y muchos entrenudos. Habitos de crecimiento menos evolucionadas pueden
mostrar algunos o sélo uno de estos rasgos. La seleccion por los seres humanos también ha
llevado a vainas y semillas mas grandes (‘Gigantismo’) y mostrar diferentes o no
pigmentacion. En concierto con los cambios en los habitos de crecimiento y sensibilidad al

fotoperiodo, los cultivares de frijol en general florecen antes que sus ancestros silvestres?®.

2.1.6. Botéanica

2.1.6.1. Clasificacién Taxondémica
Marechal et al. 1% y Delgado®, sefiala la siguiente clasificacion para el frijol comun:
Reino : Vegetal

Clase : Dicotiledoneae
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Sub-clase : Rosidae

Orden : Fabales
Familia : Leguminosa (Papilionaceae)
Sub-familia : Litoidea (Papilionoideas)
Tribu : Phaseoleae
Sub Tribu : Phaseolinae
Género : Phaseolus

Especie  : Phaseolus vulgaris L.

Nombres Comunes: frijol, frisol, fréjol, frejol, habichuela, poroto, caraota, chuwi, habilla,
judia, alubia, habichuela, feijao, fagiol, bean, common bean, string bean, field bean,
flageolet bean, French bean, garden bean, haricot bean, pop bean, snap bean. EI mas
difundido es “frijol”, término que se usa desde México hasta Panama, en Cuba y en parte
del Per(?. En Per( se le denomina ahuihua, alorba, ama poroto, biik (aguaruna-huambisa),
chanca, chancha, chaucha, chooch (amuesha), frejol, purutu (quechua, cocama y ticuna),

En algunos paises en los que se produce esta leguminosa comestible, se utiliza de forma
indistinta el término frijol, lo que ha originado cierta confusion al registrar, en las bases de
datos estadisticas las diferentes especies como una sola. Un ejemplo claro de ello consiste
en el caso de Paraguay o Nicaragua, en los que segun registros de la FAO, se produce
Phaseolus vulgaris, cuando en realidad su produccion corresponde a la especie Vigna

unguiculata, llamado comUnmente “frijol castilla” 272,

2.1.6.2. Morfologia

2.1.6.2.1. Caracteristicas morfoldgicas:

El frijol es una planta herbacea anual con raices fasciculadas, fibrosas o pivotantes,
presencia de la cofia, nodulos presentes. Tallo herbaceo erecto, semipostrado o postrado,

cilindrico o angular, subglabro o pubescente, tallos menores a 1 m de altura, tallos de 1-2 m
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de altura, tallos sélidos, tallos o ramas jovenes escasamente a densamente peluda, con
presencia de pelos uncinulados, de colores verde, rosado o morado. Hojas primarias
simples, opuestas, cordiformes, unifoliadas, auriculadas y acuminadas, con estipulas
bifidas. Hojas verdaderas compuestas pinnado- 3 folioladas (trifolioladas), alternas, peciolo
4-9 cm de largo y raquis acanalado, foliolos simétrico y acuminado, foliolos enteros
ovalados, triangulares o cordiformes, sin auriculas, glabros o subglabros. Poseen peciolulos
de 1.5 a 2.5 mm de largo que pueden ser considerados como pulvinulos y poseen estipelas
de 4 mm de largo; dos en el foliolo terminal y una en cada foliolo lateral, colocados en la
base de los peciolulo, estipulas persistentes. Inflorescencias axilares o terminales, 1-3-
flores, pedunculo de 0-5 cm de largo, bracteas conspicuamente presentes de 3 mm de largo;
bractéolas de 5-6 mm de largo. Flores zigomdrficas, pedicelo glabro o subglabro de 3-10
mm de largo, caliz gamosépalo, campanulado, pubescente con 2 bractéolas ovoides y
multinerviales, corola pentdmera, papiliondcea con estandarte, alas y quilla, 2 pétalos
soldados en la base y 3 no soldados, pétalo color blanco, verde, rosado o purpura. Androceo
formado por 9 estambres, estambres diadelfos, 9 unidos y 1 gratis, filamentos glabros.
Gineceo supero, ovario unilocular comprimido, estilos cilindricos, encorvados, estigma
interno lateral terminal, con pelos en forma de brocha. Fruto es una legumbre, vainas
glabras o subglabros con pelos muy pequefios, epidermis cerosa, fruta explosivamente o
elasticamente dehiscente, fruta muy curvada, encorvado, doblado o semilunar. Semilla
exoalbuminosa de 1-1.2 mm de largo, cilindricas, ovoides o redondeadas, superficie lisa, de
diferentes colores 43 76. 77,

2.1.6.2.2. Habitos de crecimiento

El habito de crecimiento es la presentacion de la planta en el espacio como consecuencia de
su crecimiento®?.
El comportamiento agronémico de la planta estd intimamente relacionado con el habito de
crecimiento de los diferentes cultivares. Los habitos de crecimiento que presentan las
plantas se agrupan en cuatro tipos principales?3?:

e Tipo I: Determinado erecto o arbustivo.
El tallo principal y las ramas laterales, terminan en una inflorescencia desarrollada y
entonces el crecimiento se detiene, donde alcanza una altura entre 30 y 50 cm. Etapa de

floracion corta y madurez sincronizada en las vainas®.
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e Tipo Il: Indeterminado erecto arbustivo.
Plantas con tallo erecto sin aptitud para trepar, aunque termina en una guia corta, pocas
ramas cortas (mas numerosas que el tipo 1), sin guias y contindan creciendo durante la etapa
de floracion, aunque a un ritmo menor?°,

e Tipo Il1: Indeterminado, postrado no trepador o enredadera, semitrepadora.
Plantas postradas o semipostradas con ramificacion bien desarrollada. Altura de planta
superior a las del tipo I (mayor a 80 cm), debido a mayor nimero de nudos de tallo, ramas y
longitud de entrenudos, con presencia de guias terminales. En las plantas tipos Il existen
dos subdivisiones, el tipo Illa que son plantas totalmente postradas, mientras que el tipo
I11b, tienen el tallo y las ramas con aptitud trepadora, aunque no muy desarrollados?°.

e Tipo IV: Indeterminado, fuertemente trepadores.
Plantas tipicas trepadoras y usadas en asociacion maiz-frijol. La capacidad trepadora se
debe a la doble capacidad de torsion desarrollada a partir de la primera hoja trifoliada.
Amas muy pocas desarrolladas, tallo con 20 a 30 nudos, alcanzando una altura mayor a los
2 m. Etapa de floracion larga y madurez asincronica de vainas. También existen dos
subdivisiones, 1VVa cuando las vainas se distribuyen uniformemente a los largo de la planta

y IVb si las vainas se concentran en la parte superior de la planta®.

2.1.7. Variedades
Las variedades del frijol se pueden clasificar de acuerdo a los siguientes criterios?®:
a. Porla forma de consumo
Existen variedades de bajo contenido de fibra exclusivamente desarrolladas para consumo
como habichuela o vainita (vaina verde). Estas en su mayoria provienen de EEUU y
Europa. Se agrupan en las siguientes categorias:
e Como grano seco: de color blanco, tipo alubia, canario, bayo, caraota, panamito, de
tipo I, I1'y 111, con un periodo vegetativo de 105 a 270 dias.
e Como grano tierno o verde: grano al estado de madurez fisiologica o grano verde
como Blanco Laran, Blanco Laran mejorado y Blanco Molinero
e Como vainas verdes (vainita)
e Como grano tostado (fiufia o poroto): tienen la capacidad de reventar cundo son

calentadas.
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b. Por la duracion del periodo entre siembra y cosecha
Las variedades tienen un amplio rango de duracion de ciclo vegetativo, desde 70 a mas de
270 dias, y segun este criterio se clasifica como:

e Precoz:tipo I, Il y llla

e Tardio: tipo Illb, tipo IVay tipo IVb

c. Por sureaccion ala duracion del dia
El frijol es una planta de dias cortos (alrededor de 12 h de duracion del dia), sin embargo
hay variedades sensibles e insensibles al fotoperiodo, segln su respuesta a este fenémeno.

d. Por las caracteristicas del grano
Aqui se pueden considerar cuatro criterios: tamafio (pequefio, mediano, grande), forma
(redondo, ovalado, cuboide, arrifionado, truncado), color (banco, crema, amarillo, pardo,
marron, rosado, rojo, morado y negro) y la combinacion de todas en las clases comerciales

de frijol.

2.1.8. Fisiologia del Frijol

2.1.8.1. PROCESOS FISIOLOGICOS
Los procesos fisioldgicos en una planta pueden ser clasificados en eventos metabolicos
como fotosintesis y respiracion que tienen un efecto directo sobre el crecimiento y la
morfogénesis que cambian la forma o desarrollo de la planta. Los dos grupos de procesos

interactyan fuertemente?s.

A. Procesos de crecimiento
Los procesos de crecimiento pueden ser medidos de varias maneras (elongacion de tallo,
acumulacién de nudos, expansién de hojas, etc.) pero se enfatiza en los procesos que
afectan la acumulacion de materia seca y su distribucion, ya que el rendimiento es la tltima
expresion de estos procesos. La acumulacion de materia seca en las plantas de frijol es una
consecuencia directa del balance entre la fotosintesis, respiracion y las perdidas debido a la
senescencia y abscision. La distribucion por otra parte, establece un equilibrio entre el
crecimiento vegetativo y reproductivo integrado sobre el desarrollo de frijoles, resultados

en un producto final del rendimiento?®.
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i. Fotosintesis
Como en otras leguminosas de grano, los frijoles son plantas C3. Estimaciones de tasas
maximas de fotosintesis en las hojas (AP) a concentraciones ambientales de CO2 han
variado de 12 mg CO. dm? h?' a 35 mg CO, dm™ h™’. Recientes estimaciones han sido
relativamente altas, presumiblemente debido a una mejora de las técnicas, pero todavia son
mas bajas que la soya, que puede alcanzar 45 a 60 mg CO2 dm2 h™1229,
AP varia grandemente con la edad de la hoja y condiciones medioambientales. Las hojas
incrementan su capacidad fotosintética a medida que se expanden, manteniendo un maximo
para un periodo variable, dependiendo del cultivar y la posicion de la hoja; y declinan a
medida que la hoja senece®. Esta declinacion en AP aparentemente resulta de la perdida de
la capacidad fotosintética, pero también involucra incremento de la resistencia estomatal®*,
Se detectd una significante correlacion positiva entre contenido de nitrogeno y AP en hojas
a edades en donde se tiene la maxima tasa, sugiriendo que la perdida de la capacidad
fotosintética esta relacionado a la remobilizacion del nitrégeno?*.
Maximas tasas fotosintéticas en frijoles se lograron con 300 W.m?, el mismo nivel
reportado para soya?%®. Se encontr6 evidencia de que AP varia con la posicién de la hoja
dentro de la canopia, y alcanz6 su maximo valor cuando se inici6 el llenado de vainas?’. Se
demostr6 diferencia en la respuesta a AP en dos cultivares de frijol?” con 6ptimos que
varian de 21 a 31°C. No existen efectos del déficit de presiéon de vapor (VPD) sobre AP
usando 50 kLx de iluminacion a 22°C. Una posible explicacion es que hay efectos de
interaccion entre la radiacion, temperatura y HR sobre la apertura estomatica, como fue
reportada en otras especies?®.
Diferentes fuentes de nitrogeno afectan AP, aparentemente a través de efectos sobre las
fotorreacciones afectando el metabolismo del nitrégeno. Complicaciones posteriores
resultan de la posibilidad de que otras partes de la planta pueden regular la fotosintesis
independiente de los efectos de agua y nutrientes. Se detectaron efectos de las raices sobre
la fotosintesis en hojas primarias®?. Investigaciones en soya sugieren que si la demanda de
tejidos en crecimiento es insuficiente (e.g. como caida de vainas artificial), la fotosintesis
puede ser inhibida. Acumulacion de almidon en los cloroplastos pueden jugar un rol clave,
ya que se encontraron que células del mesofilo de frijoles pueden ser capaces de acumular

grandes cantidades de almidén sin ruptura de cloroplastos®?. El contenido de almidén en
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hojas esta negativamente correlacionada con la enzima sucrosa-P-sintasa en soya, y se cree
que en el proceso metabdlico de leguminosas en general.

Las vainas fijan CO; a tasas mas bajas que las hojas adyacentes, y la tasa decrece con la
edad de la vaina®*. Las vainas reciclan cantidades sustanciales de CO2 liberado
internamente, pero no son fuente fotosintética importante de materia seca para el desarrollo
de semillas®®. La fotorrespiracion en frijoles varia con las condiciones ambientales y con el
cultivar. EIl frijol puede orientar sus hojas con la posicién del sol en el cielo para
incrementar la intercepcién luminica. Sato y Gotoh et al.??®> mostraron que la orientacion de

las hojas responde a la luz, los sensores estan contenidos en pulvinulos y foliolos.

ii. Respiracién

Aungue bioguimicamente no existe una separacion entre fotosintesis y respiracion, esta
ultima es mas facilmente considerada que estd compuesto de dos componentes. Uno es
Ilamado “respiracion para mantenimiento”, y representa la respiracion atribuida a
actividades asociadas con el mantenimiento de las funciones tisulares. La “respiracion
para crecimiento” es el otro componente y representa la respiracion asociada con el
transporte y la biosintesis en la construccion de nuevos tejidos durante el crecimiento. La
respiracion para mantenimiento es similar al metabolismo basal en animales, y se piensa
que varia con la composicion de los tejidos y la temperatura. Austin y McLean®
encontraron que las raices del frijol en el estado de hoja primaria tuvieron tasas de
respiracion aproximadamente dos veces mas que las hojas y el tallo, y las tasas se
duplicaron con un incremento de 10°C en la temperatura.

Cuadro 3. Composicion de tejidos del frijol y costos de la biosintesis?!.

Hoja Raiz Tallo Vainas
% de Materia Seca

Carbohidratos 61.7 78.9 77.4 60.9

Proteinas 20.8 9.5 11.9 30.2

Lipidos 7.7 0.9 0.6 1.5

Lignina 4.0 7.0 7.0 4.0

Ceniza 5.8 3.7 3.2 3.4

g CH20 g tejido

Costo de la 150 128 132 152

biosintesis

*Fuente: White (1981)
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Estimaciones de las tasas de respiracion en el crecimiento fueron obtenidos de los costos de
la biosintesis?®. Usando datos de composicion tisular de frijoles de varias fuentes (Cuadro
3), se sabe que las vainas son las mas costosas debido a su alto contenido proteinico,
mientras que las raices y tallos requieren menos debido a su alto contenido de carbohidratos
(Cuadro 3).
Para la formacién de los diferentes 6rganos de la planta del frijol, el requerimiento de los
carbohidratos varia, dependiendo de la composicion quimica de los tejidos. Por ejemplo, si
la semilla de frijol contiene 70% de carbohidratos, 3% de aceites y grasas, 2% de lignina y
25% de proteina, si requerimiento energético total seria de 1.47 g de carbohidrato por
gramo de semilla producida. Comparado con el Cuadro 3, se puede observar que a mayor
contenido de proteina, mayor requerimiento energético. Por lo tanto, la diferencia entre los
requerimientos energéticos en los cultivos explica la variacion de los rendimientos. Esto
explica porque el frijol no tiene rendimientos como el arroz o el trigo, pero no explica
porque rinde menos que la soja y el mani, cuyas semillas tienen mayores contenidos de
proteina y de aceite.

iii. Metabolismo del nitrdgeno
El alto contenido proteico de la semilla explica la particular importancia del metabolismo
del nitrégeno en la fisiologia del frijol. En las semillas, un contenido proteico de 20 a 24%
implica un contenido de nitrogeno de aproximadamente 4%, que a su vez significa que cada
1000 kg de grano implica una necesidad de 40 kg de N, sin incluir cantidades necesarias
para reemplazar las perdidas debido a la lixiviacion o N residual de otros tejidos. Se ha
encontrado que hasta 80% del N foliar es remobilizado a otras partes de la planta antes del
comienzo de la caida de hojas!?*. Y esto nos recuerda que el contenido de N de hojas es alto
y varia con la ontogenia, y eso puede mostrar directa correlacion con AP.
Aunque el N puede ser introducido via foliar, la via normal de absorcion es a través de las
raices, como nitrato o N2, que es convertido en los nodulos a iones amonio. Las diferentes
vias metabolicas requeridas con las diferentes fuentes de N parece que tienen efecto sobre
la eficiencia de la distribucion del N en la planta’®. En las hojas, la actividad de la enzima
nitrato reductasa es grande en los tejidos de la hoja, cuya actividad varia grandemente con
la edad de la hoja y el estado de crecimiento del cultivol’ y algin nivel de actividad es

mantenido incluso cuando el nitrato es excluido como fuente de nitrégeno.
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B. Procesos de desarrollo
A medida que una planta crece, esto conlleva cambios en el tamafio, pero cambios en la
forma estan asociados con la formacion de flores y vainas y eventualmente el rendimiento.
Estos cambios son el resultado de procesos de desarrollo como la elongacion de tallos,
diferenciacion floral de las yemas y el crecimiento de vainas. Las tasas de desarrollo son
sensibles al fotoperiodo y la temperatura.

1. Germinacion
Durante la fase seca asociado con la maduracion de vainas, una semilla entra en un estado
de metabolismo reducido caracterizado por cambios en deshidratacion de membranas
celulares y una severa reduccion de la tasa respiratoria. Esta condicion es mantenida
mientras que el contenido de humedad de la semilla es bajo. Después del contacto con un
medio de suficiente disponibilidad de agua, la semilla se imbibe de agua y la tasa
respiratoria se incrementa draméticamente y se da inicio a la germinacion“®.

2. Crecimiento vegetativo
Después del establecimiento de las plantulas, el frijol bajo condiciones no estresantes sigue
una fase de crecimiento exponencial hasta el inicio del crecimiento rapido de vainas. El
crecimiento luego desacelera, algunos cultivos alcanzan nulo crecimiento y luego declinan
en peso, y otros obtienen su maximo peso muy cerca a la madurez. Maximas tasas de
crecimiento del cultivo (CGR) reportados para frijol arbustivo fue de 14 a 18 g m dia™.
Frijoles trepadores alcanzaron tasas de 20 g m? dia™, las tasas mas altas presumiblemente
reflejan una mejor estructura del follaje y una menor inversion en soporte de tejidos. Estos
valores son menores que la mitad de valores reportados para otros cultivos Cs.
Tasa de asimilacion neta (NAR) usualmente declina con la edad del cultivo. Tipicos valores
durante la floracion son de 4 a 7 g m? dia™. Altos valores de NAR pueden reflejar la
compensacion para un area foliar limitada (e.g. debido a habitos de crecimiento
determinado) antes que alta eficiencia fotosintética ya que NAR durante la floracion y el
indice de éarea foliar (LAI) de la emergencia al inicio de floracion puede estar
negativamente correlacion entre diferentes cultivares
LAI se incrementa con el crecimiento del cultivo, y también con CGR, alcanzando un pico
alrededor del inicio de rapido crecimiento de vainas, la detencion de la produccion de hojas

presumiblemente refleja incrementos en la demanda para el nitrobgeno en vainas en
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crecimiento. LAI en frijoles determinados pueden dejar de aumentar a un estado
relativamente temprano debido a la falta de nudos para producir hojas adicionales. La
mayoria de plantas de frijol experimentan una casi completa senescencia de hojas antes de
la madurez. Pero algunos cultivos no presentan senescencia de hojas debido a un bajo
cuajado o llenado de semilla, entonces la falta de senescencia probablemente refleja
debilidad en la demanda de los érganos sumideros. En regiones templadas, tal patrén puede
involucrar problemas en adaptacién a las temperaturas y el fotoperiodo, particularmente
crecimientos lentos con temperaturas bajas*®.
Area especifica foliar (SLA= Area foliar/materia seca foliar) usualmente es baja al inicio,
se incrementa hasta un méximo alrededor de la floracion y luego declina hacia la madurez.
Bajo condiciones no limitantes, la iniciacion floral comienza a los 10 dias después de la
siembra?’4,

3. Crecimiento reproductivo
Los frijoles usualmente se autopolinizan. La dehiscencia de anteras ocurre antes de la
apertura de la yema usualmente en la noche. El crecimiento del tubo polinico y la
fertilizacion ocurren dentro de 12 horas, el ovulo mas cercano al estilo es fertilizado
primero. Generalmente se observan tres fases distintas en el crecimiento reproductivo:
crecimiento de las paredes de la vaina, crecimiento de la semilla y desecacion. Las vainas
alcanzan la madurez aprox. 48 dias después de la apertura floral, la maxima longitud de la
vaina es alcanzada en 24 dias y el peso fresco de las vanas cae solo en los Gltimos 6 a 8
dias, aunque el peso de la semilla continua incrementandose hasta la Gltima fase*.

4. Senescencia y abscision
Después de la fotosintesis y la respiracion, los procesos de senescencia y abscision juegan
roles importantes en la determinacion del crecimiento de la planta. Algun tejido puede
sufrir senescencia, especialmente foliolos, peciolos, flores y vainas, este proceso es
usualmente acompafado por un programa establecido de abscision. Sin embargo los tejidos
donde la senescencia aparece que son de mayor importancia son en hojas, flores y vainas.
Las hojas se caen cuando no fijan suficiente CO- (cerca al punto de compensacién de CO»).
Las hojas se pueden caer debido a una remobilizacion del N a vainas en crecimientos, o las
hojas pierden su eficiencia debido al sombreamiento por una gran cantidad de hojas en la

canopia. La abscision de vainas se da desde la antesis hasta 45 dias después'?®. Las vainas
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mas antiguas pueden caer si no hay una adecuada asimilacion de carbohidratos. También

juegan un rol protagénico, el acido abscisico y el etileno como inductores de la senescencia.
2.1.9. Etapas del desarrollo de la planta

Desde la siembra hasta la cosecha, la planta de frijol pasa por varias etapas de desarrollo; la
rapidez con que pasa de una etapa a otra es variable y depende principalmente del genotipo,
habito de crecimiento, la temperatura y el suelo. Cada etapa de desarrollo esta asociada con
cambios en tamafio, morfologia, composicion quimica, composicion hormonal, etc. de la
planta, los cuales pueden influir en forma distinta en la respuesta de la misma a los factores
ambientales; la reaccion de la planta a problemas y practicas como enfermedades, sequia,
fertilizacion y defoliacion entre otros, es distinta segun sea la etapa de desarrollo en que ella
se encuentre. El desarrollo de la planta de frijol se divide en dos fases sucesivas: la fase
vegetativa y la fase reproductiva. A lo largo de las fases vegetativa y reproductiva se han

identificado 10 etapas bien definidas de desarrollo, las cuales conforman la escala®?.

2.1.9.1. Fase Vegetativa
Se inicia en el momento que la semilla dispone de condiciones favorable para la
germinacion y termina cuando aparecen los primeros botones florales y comprende cinco
etapas, las cuales resaltaremos las caracteristicas mas importantes:

e ETAPA VO (Germinacion): La semilla tiene humedad suficiente para el comienzo
de la germinacién®?. Aumento en la respiracion de la semilla debido a la
remobilizacion de nutrimentos y al inicio de la formacién de nuevos tejidos. El peso
seco declina aunque los tejidos aumentan bastante en volumen“4,

e ETAPA VI (Emergencia): se inicia cuando los cotiledones del 50% de las plantulas
del cultivo aparecen al nivel del suelo. El hipocotilo se endereza y crece hasta
alcanzar su tamafio maximo; las hojas primarias, ya formadas en el embrion de la
semilla, crecen y se despliegan*?. Se da inicio a la diferenciacion floral y se pueden
observar botones florales microscopicos*.

e ETAPA V2 (Aparicion de hojas primarias): Esta etapa se inicia cuando estan

desplegadas las hojas primarias del 50% de las plantas del cultivo. Al comienzo de

24



esta etapa, la yema terminal del tallo principal se puede distinguir entre las dos
hojas primarias®.

ETAPA V3 (Primera hoja trifoliada): Esta etapa se inicia al desplegarse la primera
hoja trifoliada en el 50% de las plantas del cultivo. Se puede observar en esta etapa
la segunda hoja trifoliada de tamafio muy reducido todavia; los cotiledones se han
secado completamente, y por lo regular se han caido. Al final, se empieza a formar
la primera rama, generalmente a partir de la yema de la primera hoja trifoliada2.
Etapa V4 (Tercera hoja trifoliada): Cuando el 50% de las plantas del cultivo ha
desplegado su tercera hoja trifoliada. En la axila de cada hoja se encuentra una
triada de yemas que originan estructuras vegetativas y/o reproductivas. Es la etapa

mas larga de la fase vegetativa®.

2.1.9.2. Fase Reproductiva

Se inicia con la aparicion de los primeros botones o racimos florales y termina cuando el

grano alcanza el grado de madurez necesario para la cosecha; a pesar de ser esta fase

eminentemente reproductiva, durante ella las variedades indeterminadas (Tipos 11, 111 y

IV) contindan, aunque con menor intensidad, produciendo estructuras vegetativas*?,

Comprende cinco etapas y son:

ETAPA R5 (Prefloracion): se inicia cuando en el 50% de las plantas aparecen los
primeros botones florales en variedades tipo | o los primeros racimos en las de
habito de crecimiento indeterminado. Al finalizar la prefloracion, los pedunculos de
los racimos se alargan y la corola aparece entre las bractéolas, adquiriendo la -
pigmentacion caracteristica de la variedad?®2.

ETAPA R6 (Floracion): Se inicia cuando esta abierta la primera flor en el 50% de
las plantas del cultivo. En variedades tipo I, la floracion empieza en el Gltimo nudo
del tallo principal y continta en forma descendente, mientras que en las variedades
indeterminadas empieza en la parte baja de la planta y continda en forma
ascendente??,

ETAPA R7 (Formacion de Vainas): se inicia cuando aparece la primera vaina en el
50% de las plantas del cultivo. La corola puede estar desprendida o puede colgar
aun del extremo inferior de las vainas. Termina cuando las vainas han alcanzado su

maxima longitud?2,
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e ETAPA R8 (Llenado de Vainas): empieza cuando en el 50% de las plantas del
cultivo la primera vaina cesa de alargarse y empieza a llenarse debido al
crecimiento de las semillas. En esta etapa termina el desarrollo vegetativo de las
variedades indeterminadas, también se observa el inicio de la defoliacion de las
plantas*?.

e ETAPA R9 (Maduracion): Se inicia cuando la primera vaina del 50% de las plantas
de un cultivo cambia su color verde por amarillo o pigmentado; las hojas,
empezando por las inferiores, adquieren un color amarillo y se caen. El contenido
de humedad baja hasta el 15 % en donde el grano adquiere su coloracion tipica®?.

2.1.10. Ecologia del Cultivo

2.1.10.1. Temperatura (T°)

El frijol es una planta anual herbacea, muy cultivada desde el tropico hasta la zona
templada, por lo tanto tiene un rango amplio de adaptacion a las temperaturas’’.La
temperatura éptima para el desarrollo del cultivo de frijol esta entre 18 a 21°C, aunque se
puede extender hasta los 26°C en climas calidos®®’. Las temperaturas minimas que pueden
soportar el cultivo para su desarrollo normal esta relacionado a las diferentes etapas del
periodo vegetativo, asi se tienen: para la germinaciéon 8 a 12°C, para la floraciéon de 15 a
18°C y para la maduracion y desarrollo de vainas de 18 a 20°C %% 138, siendo su temperatura
base de 10°C. El frijol para conseguir una germinacion homogénea y normal necesita T°
mayor a 14 °C52, Existe una cierta asociacion entre el color y el comportamiento respecto a
la temperatura. En un trabajo efectuado en ocho localidades, las variedades de color café y
crema destacan entre 17 a 20°C; las variedades de grano rojo destacan mas en regiones con
temperaturas superiores en promedio a los 25°C, las variedades de grano negro destacaron
en zonas con temperaturas de 20 a 25°C?73, Las T° excesivamente altas superiores a 28°C
unidas a regimenes de HR bajas pueden provocar la caida de las flores, incluso las vainas
recién cuajadas. Puede soportar periodos cortos de temperatura de 5 a 40°C, pero si se
prolonga ocurren dafios irreversibles como la falta de floracion o problemas de
esterilidad*"3.

2.1.10.2. Humedad

El agua es importante para el crecimiento y desarrollo final del cultivo de frijol, este

depende mucho de la disponibilidad del agua. El frijol no tolera ni excesos ni deficiencias
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de humedad'’®. A continuacion, se menciona la humedad relativa y la del suelo y su
relacion con el adecuado desarrollo del cultivo.
2.1.10.2.1. Humedad relativa (HR)

La temperatura y humedad estan intimamente relacionadas. La caida de flores est& asociada
con altas temperaturas y baja HR (el efecto negativo depende del momento en que ocurre y
la intencion de duracion); el periodo critico corresponde a las primeras etapas de floracion
que desarrolla el mayor porcentaje de vainas®’3, por lo tanto, en el periodo de floracion la
HR debe ser superior a 50% para favorecer la formacién e instalacion de las vainas del
frijol. Sin embargo, se debe tomar en cuenta que una alta humedad en el suelo o en el aire
inducen intumescencia en cultivares de frijol con follaje abundante y con vainas no

expuestas directamente al sol.

2.1.10.2.2. Humedad del suelo

El frijol no tolera exceso ni deficiencia de humedad!®®. Los excesos producen
encharcamiento del terreno y por ende producen el marchitamiento de las plantas. El frijol
es una planta sensible al anegamiento cuyas raices experimentan estrés por falta de
oxigeno que se traduce en una disminucién de la tasa fotosintética??!, conductancia
estomatal, respiracion y un incremento de mecanismos de fotoproteccion, generacion de
ROS a consecuencia de una alta disponibilidad de energia luminosa* y se observa un
incremento de la actividad de la enzima ADH (Alcohol Deshidrogenasa) en las raices®. La
disminucion de la fotosintesis es independiente de las caracteristicas estomaticas, se debe
mas a una baja sintesis de las enzimas fotosintéticas®*®, baja concentracion de N foliar® o
dafio solar por exceso de energia luminica'®®. En frijoles, la proporcién de energia luminica
absorbida destinada a las reacciones quimicas fotosintéticas es menor comparado con
especies tolerantes al anegamiento. Cuando el suelo estd inundado constantemente, las
reservas de carbohidratos pueden ayudar a las células a respirar anaerobicamente, pero
cuando se agota el ATP se observa un hinchamiento de las mitocondrias en cuestion de
minutos’®; si el fendmeno se prolonga puede causar dafios irreversibles a la mitocondria y

la viabilidad celular, que generalmente ocurre bajo 15 horas de anaerobiosis!®?,

Asimismo, las deficiencias afectan el crecimiento sobre todo en las etapas iniciales del
cultivo™, y son causa principal para la baja produccién. Asimismo, altas temperaturas
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asociada a una HR elevada, favorecen la aparicion de diversas enfermedades. En el Peru se
encuentran grandes areas de cultivo de frijol en zonas desérticas, donde la disponibilidad de
agua es limitada, los riegos se dan esporadicamente y en un numero limitado de veces. Asi,
el estrés hidrico que se da con frecuencia, tiene su mayor efecto cuando el frijol se
encuentra en plena floracién y se acentla en las variedades tardias ya que estas demoran

mayor tiempo en la movilizacion de carbohidratos a las vainas!®®.

Por lo tanto, se concluye que la humedad del suelo debe ser bien distribuida durante las
diferentes fases del periodo vegetativo, principalmente en la floracion y fructificacion; es
decir en el desarrollo final del cultivo del frijol*°, ya que a mayor frecuencia de riego mayor
es el nimero de vainas por planta, granos por vaina, peso de 100 gramos y el rendimiento’’.
La situacion ideal para el crecimiento y la fijacion del N es de 70% de la capacidad de
campo del suelo®®®, En cuanto a las exigencias de riego, los requerimientos del frijol son del

orden de los 500 a 700 mm de lamina de agua’’.

2.1.10.3. Luz
La luz es un factor importante en la fotosintesis, morfologia y fenologia de la planta’’. En el
caso de las leguminosas, la mayor parte de la luz es captada por las hojas periféricas; el 40-
50% de las hojas superiores interceptan el 90% de la luz. El rendimiento de la planta es
consecuencia de su capacidad fotosintética, lo cual tiene una alta correlacién el area foliar.
Por lo tanto, cualquier factor que modifica el area foliar influira en el rendimiento*®.Las
hojas relativamente horizontales destacadas implican una pérdida de eficiencia debido a

una excesiva iluminacion de hojas superiores y a un sombreado de hojas inferiores?,

El frijol es una planta fotoperiddica de dias cortos?®, aunque la mayoria de cultivares son a
menudo sensibles a largos fotoperiodos y altas temperaturas’’, y necesitan para su normal
desarrollo alrededor de 12 h de luz al dia para poder completar su ciclo de vida en 100 a
130 dias?®3. En condiciones de otofio, en la costa central se encontrd que existe un mayor
namero de hojas y cantidad de materia seca en plantas bajo radiacion directa que bajo

sombra con diferencias significativas®®8.
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2.1.10.4. Suelo
El cultivo del frijol prefiere suelos de textura franca, limosa o franco limoso, aireados y con
buen drenaje, pero tolera bien suelos franco arcillosos. El frijol no es un cultivo exigente en
cuanto a las condiciones fisicas del suelo. Sin embargo, produce bien en terrenos sueltos,
profundos, aireados y con buen drenaje, no debiéndose cultivar en suelos humedos, calizos
y/o salinos’’. El pH éptimo para el buen desarrollo del cultivo del frijol esta entre 5,5y 7,0,
el frijol es altamente sensible a la salinidad del suelo y del agua. El frijol no tolera
condiciones de salinidad ni alcalinidad, se debe evitar sembrar en suelos con un pH mayor a
8 y el exceso de sales provoca una reduccion del crecimiento de la planta del area foliar
acompafiado de una necrosis 0 quemazon de los margenes foliares?’. Uno de los papeles
importantes que tienen las leguminosas como mejorador de los suelos es que ayuda a
formar materia organica en el suelo. Dependiendo de las condiciones para un buen
desarrollo, las leguminosas pueden aportar mas de 100 kg de nitrdgeno por hectarea en
forma de residuos de plantas y raices’’. El cultivo de frijol de 100 a 120 dias a la cosecha y
con un rendimiento de 2,500 kg.ha, usualmente extrae del suelo entre 60 a 80 kg.hade

nitrogeno y 40 kg.ha*de fosforo?33,

2.1.10.5. Malezas

La productividad del frijol ademas de ser limitada por baja disponibilidad de nutrientes y el
estrés hidrico es fuertemente restringida por la competencia con malezas anuales y
perennes?®. El frijol es sensible a la competencia con malezas. El rendimiento del frijol se
reduce en un 13 a 77% con solanaceas silvestres (Solanum sarrachoides) a 2 y 100 plantas
m* de hilera, respectivamente!’. La maleza “cerraja” (Sonchus arvensis L.) a 98 plantas m-
2 reduce el rendimiento del frijol en un 83%2%, Malezas anuales no controladas reducen el
rendimiento del frijol en un 70% con 0,38 kg.ha de pérdida de rendimiento del frijol por
cada 1 kg.ha* de incremento en biomasa de las malezas.

La competitividad de cultivos con las malezas no siempre mejora con la adicién de
nutrientes®®®, aunque las especies de malezas responden de manera diferente a las
variaciones en los niveles de nutrientes. La competitividad del frijol con las malezas es
asociada con el indice de area foliar (IAF) 284, El IAF del frijol se puede aumentar con

mayor aporte de nutrientes, aunque la competitividad relativa de algunas malezas con el
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frijol puede aumentar en tales condiciones?3. La nutricion del cultivo de frijol (NPK) puede
mejorar su rendimiento y al mismo tiempo que mejora la competitividad relativa de frijol
con tres especies de malas hierbas (Solanum nigrum, Bidens pilosa y Galinsoga
parviflora). El rendimiento del frijol fue reducido en 48% por Bidens pilosa. La absorcién
de nutrientes y el crecimiento del frijol disminuyo en comparacién a la absorcion de
nutrientes y el crecimiento de malezas cuando el N y P fueron aplicados, pero el K
incrementa la competitividad del frijol respecto a las malezas?*®. Por lo tanto, el
conocimiento de los efectos del suministro de nutrientes en frijol es necesaria la interaccion
de malezas para disefiar estrategias de manejo de nutrientes que sean compatibles con el
manejo de malezas. Incrementar el N derivado de la atmosfera (FBN) mejora la
competitividad del frijol con respecto a las malezas, en comparacién con la fertilizacion

mineral de N233,

Los agricultores comunmente aplican herbicidas que son ambientalmente dafiinas, por lo
tanto, es mejor incrementar la densidad de siembra, ya que existe sinergismo entre plantas
de la misma especie®. y ademas el follaje cubre los espacios entre hileras suprimiendo la
luz necesaria para la germinacion de malezas. La principal desventaja es que se incrementa
el riesgo de enfermedades cuando las plantas estdn muy juntas y también hay solapamiento

de raices?8.

El frijol tiene un periodo critico de competencia entre 20 y 60 dias después de la siembra, si
el cultivo se mantiene infestado de malezas por mas de 40 dias el rendimiento baja en
forma muy significativa y un descenso significativo en el nimero de plantas. El tratamiento
de mayor rendimiento fue el de 60 dias de campo limpio después de la siembra,

enmalezado después.

Las malezas méas frecuentes en el cultivo del frijol son: Cyperus esculentus (coquito),
Cyperus rotundus, Amaranthus spp., Bidens pilosa (amor seco), Sorghum halepense (grama
china), Sesbania exasperata (hierba de gallinazo), Bromas uniliodes (cebadilla),

Heteranthera reniformes (oreja de ratn), Solanum nigrum (hierba mora) .
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2.1.10.6. Plagas
El cultivo del frijol es atacado por muchas especies de insectos y acaros, los dafios puede
ocurrir desde la siembra hasta después de la cosecha e inclusive durante el periodo de
almacenamiento. La magnitud de los dafios depende de las condiciones ambientales, época
de siembra, cultivares utilizados y en especial el medio geografico donde se desarrolla el
cultivo del frijol. En el caso de cultivo de frijol se puede deducir que las de plagas son mas

severas en la costa y menos graves en la sierra’’.

Las plagas mas importantes del cultivo del frijol: Gusanos cortadores (Feltia experta,
Agrotis ypsilon, Spodoptera frugiperda), gusano picador o barrenador del tallo
(Elasmopalpus lignosellus), gusano pegador de hojas (Omiodes indicata), barrenador de
brotes (Crocidosema aporema), barrenador de vainas (Cydia favibora), siendo los dos

ultimos plagas clave y los de mayor importancia econémica®?% 27,

2.1.10.7. Enfermedades
Las enfermedades son causadas principalmente por hongos, virus y bacterias, que son
capaces de reducir los rendimientos y la calidad del grano significativamente. El frijol es
sensible a un gran numero de estas enfermedades que se cuenta mas de 200 en todo el
mundo®?. Las enfermedades mas importante son: pudriciones radiculares (Rhizoctonia,
Fusarium), nematodos del nudo de la raiz (Meloidogyne incognita), botritis (Botritis sp.),
roya (Uromyces appendiculatus); siendo los dos ultimos junto con el virus BCMV, los de

mayor importancia econémicat?% 27,

En el Pert: en la Regién de la Costa se ha encontrado que los factores que mas estan
afectando la produccion del frijol son las pudriciones radiculares, el virus del Mosaico
Comun (BCMV), la roya y los nematodos!?°.

2.1.11. Rendimiento

Los componentes del rendimiento son los factores morfoldgicos y fisioldgicos que directa o

indirectamente intervienen en el rendimiento?*.
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Los componentes del rendimiento®38, se agrupan en dos:

a. Morfoldgicos: nimero de vainas, nimero de ramas por planta, nimero de
semillas por vaina y peso seco de individual de: tallos, ramas, vainas y semilla.

b. Fisiologicos: tamafio y duracion del crecimiento foliar, el area foliar por unidades
de peso y eficiencia de tras locacion de fotosintatos.

Por su influencia en el rendimiento’’, los componentes se dividen en:

a. Directos: Numero de vaina, indice de vigor y peso en 100 gramos.

b. Indirectos: Precocidad (nimero de nudos al primer racimo, nimero de dias entre
siembra y la floracién), superficie foliar, aptitud de nodulacién y resistencia a la
sequia o el frio.

Finalmente la formula de rendimiento es la siguiente:
Rendimiento= Peso de una semilla x N° semillas/vaina x N° vainas/planta x N° plantas/m?

Para obtener el mejor rendimiento se ha propuesto la necesidad de seleccionar cultivares
mas eficientes en el transporte de la materia seca y nitrogeno a las semillas, con una
adecuada combinacion, entre los estados de crecimiento en la planta y el llenado de las

vainas.

2.2. EL NITROGENO

2.2.1. Importancia

Después del carbono, el nitrégeno es el elemento requerido en mas grandes cantidades por
las plantas (1.5% de la materia seca) y uno de los mas importantes en los sistemas
bioldgicos, que desempefia un papel central en el metabolismo de la planta como un
constituyente de &cidos nucleicos2w, clorofila, co-enzimas, fitohormonas y metabolitos
secundarios® 152, Las plantas son la Gltima fuente de N y carbono para todos los animales,
incluso los humanos®. En la naturaleza, existe principalmente en forma gaseosa, Yy
constituye aproximadamente el 78% de la atmosfera. A pesar de su abundancia, el
nitrégeno (N) es uno de los nutrientes més limitantes del crecimiento en ecosistemas
terrestres y acuaticos®, debido a que su forma gaseosa es inerte e inutilizable por la
mayoria de los organismos vivos, excepto para los microorganismos fijadores de
nitrégeno®. El nitrégeno (N) es uno de los elementos claves en la produccién agricola

mundial, cada afio entre 150 y 200 millones de toneladas de N son requeridos por las
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plantas®*. Generalmente, solo 40-50% del fertilizante nitrogenado es utilizado por el
cultivo®3. ElI N el cual es perdido del sistema suelo-planta puede originar problemas

ambientales, incluyendo contaminacién del aire y del agua®®?.
2.2.2. Origen de nitrégeno en el suelo

El ciclo del N en el suelo es una parte integral del ciclo global de N en la naturaleza. En la
naturaleza existen dos fuentes principales de reserva de N para las plantas. La mayor es la
atmosfera, donde el N2 es el gas predominante (79,08% en volumen), aunque también
existen otras formas gaseosas de N de mucha menor importancia cuantitativa: 6xido nitroso
(N20), 6xido nitrico (NO), diéxido de nitrogeno (NO2) y amoniaco (NH3). La capa arable
de un rico suelo de la pradera puede contener hasta 3 toneladas de nitrégeno combinado por
acre; en la atmosfera sobre esta misma area, habra cerca de 35.000 toneladas de nitrogeno
elemental. S6lo un nimero muy limitado de microorganismos tienen la capacidad para
utilizar nitrégeno elemental; todos los demas organismos vivos en la Tierra requieren
nitrégeno combinado para llevar a cabo sus actividades de la vidal’® 270, Los seres vivos
cuentan con una gran proporcion de nitrogeno en su composicion quimica. El nitrogeno
oxidado que reciben como nitrato (NOs”) es transformado a grupos aminoacidos
(asimilacién). Para volver a contar con nitrato hace falta que los descomponedores lo
extraigan de la biomasa dejandolo en la forma reducida de ion amonio (NH4"), proceso que
se llama amonificacion; y que luego el amonio sea oxidado a nitrato, proceso Ilamado

nitrificacion®.

La otra reserva importante de N es la materia organica del suelo (MOS). Del total del N que
hay en el suelo, aproximadamente el 98% se encuentra formando compuestos orgénicos.
Dependiendo de su contenido de materia organica, los primeros 20 centimetros de
profundidad de un suelo pueden contener entre 1.000 y 10.000 kg. de N por ha. Estas
formas organicas incluyen proteinas, aminoacidos y azucares aminados. Sin embargo, las
formas quimicas identificadas representan solo un 30-35% del total del N orgénico del
suelo. El resto, entre un 70 a 75% del N organico, esta en estructuras quimicas complejas

que aln no se han podido identificar’®.
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2.2.3. Fuentes de N en el suelo

El nitrato y amonio son las principales fuentes de N inorganico absorbido por las raices de
las plantas superiores'®. El nitrato esta generalmente presente en concentraciones mas altas
(1-5 mM) que el amonio (20-200 uM) en la solucién suelo de suelos agricolas*®. El nitrato
es también méas movil en el suelo que el amonio y por lo tanto mas disponible para las
plantas®®. En los suelos agricolas no fertilizados, el amonio puede estar presente en
concentraciones més altas que el nitrato, y los aminoacidos proporcionan una fuente
adicional de N. La concentracion de aminodacidos en la solucién suelo varia entre 0,1 y 100

UM y dominan la reserva de N unido a las particulas del suelo*?®,

La disponibilidad de las fuentes de N en el suelo varia sustancialmente en el tiempo y en el
espacio, en funcion de las propiedades del suelo tales como la textura, el pH, la humedad y
la actividad microbiana®®2. Como consecuencia, las plantas han evolucionado mecanismos
para modular su eficiencia en la adquisicion de N en respuesta a la disponibilidad y la
forma de N externo, asi como a la demanda de N durante su ciclo de vida?®°. Esto incluye
tener varios sistemas de transporte de N que median la absorcion a diferentes
concentraciones externas, asi como ser capaz de cambiar la arquitectura del sistema

radicular para permitir una mejor exploracién de un volumen de suelo determinado®®2.

La absorcion de nitrato y amonio en las raices de plantas esta mediada por proteinas de
transporte situados en la membrana plasmatica de las células corticales y epidermales de la
raiz. Varios sistemas de transporte fisioldgicas median la captacion de nitrato 0 amonio con
diferentes afinidades. La sistemas de transporte de alta afinidad (HATS) operan a bajas
concentraciones (<0.5 mM) de nitrato 0 amonio externo. A mayores concentraciones, >0.5
mM, la absorcidén se produce principalmente por los sistemas de transporte de baja afinidad

(LATS), lo que permite grandes entradas de sustrato*®2,

2.2.4. Absorciény Transporte de N inorganico en la planta

a) Absorcién de nitrdédgeno por las raices

En las plantas superiores, hay transportadores involucrados en la absorcion de nitrato o
amonio por la raiz. En el caso de nitrato, hay dos tipos de transportadores, NRT1 y NRT2

que median los transportes de nitrato de baja y de alta afinidad en las raices,
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respectivamente?>>. En el caso del amonio hay tres tipos de transportadores,
AMT/MEP/Rh?%8, En general se supone que los transportadores independientemente del
tipo de transportador de nitrato, el transporte hacia el interior de nitrato a través de la
membrana plasmatica se produce contra un fuerte gradiente de potencial electroquimico
porque el ion nitrato negativamente cargado tiene que superar tanto el potencial negativo de
la membrana plasmatica, asi como una concentracion de gradiente alta. Por lo tanto, la

absorcion de nitrato requiere energia metabdlica.

Los transportadores de nitratos NRT1 y NRT2 transportan nitrato a través de la membrana
plasmética en simporte con protones®’, que a su vez requiere gastos de ATP por la H*-
ATPasa para la extrusion de protones a fin de mantener el gradiente de protones en la
membrana plasmatica. Los niveles de fosforilacion de AtNRT1 (NRT1 en Arabidopsis) en
respuesta a cambios en las concentraciones externas de nitrato permitiendo que la proteina
AtNRT1.1 funcione como un sensor de nitrato''* y pueda controlar su propio medio de
transporte. AtNRT2.1 esta involucrada en el transporte de nitrato a bajas concentraciones
de nitrato y sistemas de alta afinidad. El aminoécido glutamina representa la sefial principal
para la comunicacion del estado de N a las raices, permitiendo la regulacion de la tasa de
absorcion de N de acuerdo con la demanda de N durante el crecimiento de la planta 6°,
Comunmente, el consumo de nitrato es reducido sustancialmente a la floracion'#, La
subfamilia AMT1 que transporta amonio a través de uniporte NH4" o simporte NHz/H* 147,
Los transportadores de amonio de la familia AMTL1 representan la principal via de entrada
para la absorcion radicular de amonio*®. Debido a que el amonio es un ion cargado
positivamente tienen una gradiente positiva sin gasto de energia y es la principal forma
tomada por las raices!®. En general, la absorcion de N en la planta esta regulada por la

oferta de fotoasimilados, especialmente en la noche!®?,
b) Eflujo de nitrdégeno por las raices

Mientras que la absorcidn de nitrégeno por las raices es esencial para el crecimiento de las
plantas, el eflujo también puede ocurrirt®, Esto puede ocurrir cuando hay exceso de N.
Aunque su importancia fisiolégica no es clara, se cree que desempefia un papel en la

deteccidn de la disponibilidad de nitrato proporcionando una regulacion dinamica y flexible
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de la homeostasis de nitrato y su absorcion neta'®. El eflujo de amonio sirve para regular la

concentracion de amonio en la planta, a través de la membrana plasmaética.

c) Transporte radial a través de la raiz y carga de nitrato

al xilema

Una vez que el nitrato se ha incorporado en el simplasto de la raiz, el nitrato puede
moverse radialmente a través de los diferentes tipos de células de la raiz y pasar la banda de
Caspary endodérmico. Para que el nitrato sea transportado a los brotes, el nitrato es cargado
desde el simplasto de las células de la estela en el apoplasto del xilema para transportes a
larga distancia a través de la transpiracion®®2. El amonio absorbido por las raices es
asimilado o almacenada en vacuolas en la raiz o se transporta a las partes aéreas.
Generalmente se ha supuesto que el amonio no se utiliza para el transporte de larga
distancia de N dentro de la planta; sin embargo, la concentracién de amonio de xilema
puede estar en el rango milimolar?®, lo que sugiere que el amonio se transporta desde las
raices a los brotes. Por lo tanto los transportadores de amonio son importantes en toda la
planta con el fin de mover el amonio procedente de los sumideros. Generalmente, las
concentraciones de amonio en el citosol varian de 1 a 30 mM?6%, Excesiva acumulacién de

amonio en el citosol puede conducir a la necrosis de los tejidos de la planta.

d) Transporte de nitrato dentro de la célula

A diferencia del amonio, que se incorpora predominantemente en compuestos organicos en
la raiz, el nitrato es distribuido mas facilmente en toda la planta®. El nitrato se acumula en
las vacuolas en conexidn con el citosol y se pueden almacenar en las vacuolas de las raices,
brotes y 6rganos de almacenamiento, desde donde puede ser recuperada®'®. El nitrato
almacenada en las vacuolas puede ser un depdsito de N que se utilizard cuando el
suministro externo de N es baja. Sin embargo, esta reserva de N es, en la mayoria de los
casos, muy pequefio comparado al N organico en la planta, y ademas la reserva de nitrato
en las vacuolas se agota dentro de 12 a 48 h de falta de nitrato®®. El nitrato se almacena en
vacuolas transitoriamente, por ejemplo durante la noche cuando el nitrato no se metaboliza

por la nitrato reductasa. Esto sugiere que el almacenamiento de nitrato en las vacuolas sirve
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como un amortiguador de nitrato para procesos de transporte en lugar de almacenamiento
de N.

e) Transporte de N dentro del brote

Varios miembros de la familia NRT1 de los transportadores de nitrato se ha encontrado que
ejercen un papel especifico en el control de distribucion de nitrato en el brote. Se cree que
el transporte de nitrato a través de la membrana plasmatica en el floema proviene de las
hojas méas viejas®. Esto permitiria la remobilizacion de nitrato de hojas viejas (origen) a
tejidos demandantes de N (sumidero). Sin embargo, las concentraciones de nitratos en el
floema son generalmente muy bajos (1LM), por lo tanto, la importancia fisioldgica de este
proceso es probablemente limitada. En Arabidopsis varios NRT2 genes se expresan en el
brote y podrian estar involucrados en la distribucion de nitrato entre diferentes 6rganos y
tipos de células en el brote. La absorcion primaria de nitrato también puede ocurrir en las
hojas, lo cual es importante para las epifitas y la fertilizacion foliar de las plantas

cultivadas?®?.
2.2.5. Absorcion organica del nitrégeno

Ademas de la absorcion inorganica de N, la absorcion de N orgénico también contribuye a
la nutricion de las plantast®. EI N organico es la principal forma de N en los suelos, en la
materia organica y en forma de péptidos y proteinas, aminoacidos y Urea®®®. Los péptidos y
proteinas se descomponen en aminoacidos en el suelo por proteasas liberadas por los
microorganismos del suelo'®®. La concentracion de los aminoacidos libres en los suelos
agricolas esta en el intervalo de 1 a 100 mM, que constituyen la mayor fraccion N disuelto
organico de bajo peso molecular'?®, La absorcién de aminoécidos por las plantas esta en
fuerte competencia con los microbios. La arginina es una forma importante de
almacenamiento de N y es catabolizado durante la remobilizacion de N del tejido de origen
0 durante la senescencia. El catabolismo de la arginina tiene lugar en las mitocondrias y
produce Urea, que es transportado al citosol. Luego, la Urea se hidroliza a amonio que es

luego reasimilada.

37



2.2.6. Asimilacion del nitrégeno

Para que el N en forma de nitrato (NO3") sea incorporado en las estructuras organicas, el
nitrato tiene que ser reducido a amonio (NH4"). La mayor parte del amonio, ya sean
originarios de la reduccion de nitrato o de absorcion directa de la solucion del suelo, se
incorpora normalmente en compuestos organicos en las raices, aunque el NH4* también
puede ser translocado al brote, incluso en las plantas que recibieron nitrato como la forma
de N en el suelo®®. La reduccion de nitrato a amonio estd mediada por dos enzimas: la
nitrato reductasa, que cataliza la reduccion de dos electrones de nitrato a nitrito (NO2), y
nitrito reductasa, que transforma el nitrito de amonio en un proceso de transferencia de seis

electrones. La reaccion neta es:
NOs + 2H* + [ANAD(P)H + 4H*] ——> NH4* + [4ANAD(P)*] + H20

La mayor parte de las especies vegetales tienen dos genes de nitrato reductasa (NIA) que se
expresan en brotes y raices*. El nitrito generada por la nitrato reductasa se transporta al
cloroplasto para la reduccion en amonio mediante nitrito reductasa. Se localiza en los
cloroplastos de las hojas y en las proplastidios de raices y otros tejidos no verdes. En hojas
verdes, el donador de e es ferredoxina reducida, generado por el fotosistema I durante el
transporte electronico fotosintético luminico. Los electrones de la ferredoxina reducida son
pasados al nitrito via un dominio unido a la ferredoxina (un grupo Fe-S), y un co-factor
siroheme unido a la enzima nitrito reductasa. En los plastidios de la raiz, la ferredoxina
reducida se genera a través de NADPH en la via pentosa fosfato junto con reductasa
ferredoxina-NADP®. La enzima tiene una vida media de sélo unas pocas horas y esta
ausente en las plantas que no reciben nitrato y se activa fuertemente con la adicion de
nitrato?3. Ademads, la concentracion de la nitrato reductasa se incrementa por la luz,
sacarosa Yy citoquinina, mientras que la glutamina, un producto primario de la asimilacion
N, reprime la nitrato reductasa'3®. Alcanza maximos picos de actividad cuando la tasa de
expansion de la hoja es méxima y se convierte en muy baja en las hojas completamente
expandidas. El nitrato puede ser reducido en raices y brotes, dependiendo del nivel de
suministro de nitrato, especie y edad de la plantal®?. Cuando se expresa en equivalentes de
ATP, el requerimiento de energia para la reduccion de un mol de nitrato es de 15 moles de

ATP con un adicional de 5 moles de ATP para la asimilacién de amonio?*°,
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El amonio es un intermediario central en el metabolismo del N en la planta. Ademas de la
absorcion del suelo por las raices, el amonio es constantemente generado en altas tasas en
los tejidos vegetales por procesos tales como la reduccién de nitrato, la fotorrespiracion,
biosintesis de lignina, remobilizacion inducida de N en la senescencia y la fijacion de N2 en
leguminosas®®?. Independientemente de la fuente de amonio o el érgano en el cual es
asimilado (raices, nodulos de las raices y hojas), las enzimas clave involucradas son la
glutamina sintetasa (GS) y glutamato sintasa (GOGAT). Ambas enzimas estan presentes en
las raices, en los cloroplastos, y en microorganismos fijadores de N,. A través de estas dos
enzimas, el aminoacido glutamato actia como aceptor para el amonio, formando la amina

glutamina. La reaccion neta es:
Glutamato + 2-Oxoglutarato + NHs* —S5 5 2-Glutamina + H*

La glutamina sintetasa (GS) tiene multiples formas presentes en el citosol y en los
plastidios'®. La GS citosélica transforma el amonio en glutamina para su transporte y
distribucion en toda la planta. La otra enzima implicada en la asimilacién de amonio,
glutamato sintasa (GOGAT), cataliza la transferencia del grupo amida (-NH2) de la
glutamina a 2-oxoglutarato, que es un producto del ciclo del &cido tricarboxilico. La
conversion de glutamina en glutamato tiene lugar en los plastidios que tienen dos isoformas
de GOGAT. Una forma acepta electrones de ferredoxina reducida (desde el fotosistema 1),

el otro de NADPH de la respiracion®®?,

El N inorganico asimilado en glutamato y glutamina puede ser facilmente utilizado para la
sintesis de otras amidas, asi como aminoacidos, ureidos, aminas, péptidos, proteinas, acidos
nucleicos y otros compuestos que contienen N. La glutamina y glutamato son los
principales puntos de entrada de amoniaco en compuestos organicos, y los grupos amino en
glutamato y aspartato y el grupo amida de la glutamina son la fuente de N de la mayoria de

los compuestos nitrogenados de la planta, incluidos otros aminoacidos'®,

La asimilacién de amonio en las raices tiene una gran necesidad de esqueletos de carbono
para la sintesis de aminoacidos. Estos esqueletos de carbono son proporcionados por el
ciclo del &cido tricarboxilico (TCA) y los intermedios retirados tienen que ser repuesto por
el aumento de la actividad de PEP carboxilasa. En comparacién con el suministro de
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nitrato, la fijacion neta de carbono en las raices con amonio es varias veces mas alta?%®. Con
el fin de minimizar los costos de carbono para el transporte de la raiz a los brotes, la mayor
parte de la N asimilado en las raices es transportado en forma de compuestos ricos en N con
relaciones de N/C >0,4. Uno, raramente dos 0 mas, de los siguientes compuestos dominan
en el exudado de xilema de las raices: las amidas glutamina (2N/5C) y asparagina (2N/4C);
el aminodacido arginina (4N/6C); y los ureidos alantoina y acido alantoico (4N/4C). En el
transporte del floema de frutos en desarrollo, que son los sumideros no fotosintéticos,
aminoacidos con una relacion N/C>0,4 son las formas predominantes de transporte de
nitrégeno®™2. En las leguminosas, como el frijol comln, caracterizada por nédulos
determinados, la mayoria del N fijado transportado en el xilema de las raices noduladas se
incorpora como ureidos alantoina y é&cido alantoico'®. Las concentraciones de estos
aminoacidos de transporte varian y son modulados por factores tales como la luz y la
disponibilidad de nitrogeno. La glutamina se sintetiza principalmente a la luz, mientras que

la asparagina se sintetiza preferentemente en la oscuridad®2,
2.2.7. Abastecimiento del nitrégeno

La eleccion de la fuente de suministro de N, ya sea amonio o nitrato depende de varios
factores. Suelos &cidos 0 que tienen un bajo potencial redox (e.g. humedales) tienen una
preferencia por amonio*l. Por el contrario, suelos calcareos con pH alto utilizan nitrato
preferentemente. Sin embargo, las mayores tasas de crecimiento y rendimiento de las
plantas se obtienen por suministros combinados de amonio y nitrato. Como el amonio o
nitrato comprende aproximadamente 80% de los cationes y aniones totales absorbidos por
las plantas, la forma de N tiene un fuerte impacto en la absorcién de otros cationes y
aniones, en la regulacion del pH celular y el pH de la rizésfera. La asimilacion de amonio
aumenta el pH de la rizésfera mientras que el nitrato reduce el pH de la rizdsfera, a traves

de una absorcion neta de protones de la rizésferal!?.

23.  FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO (FBN)

2.3.1. Generalidades

El nitrégeno gas o dinitrogeno (N2) es relativamente inerte, pero puede reaccionar con otros

compuestos y convertirse en productos asimilables para las plantas y por otros
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organismos?>*. La cantidad de N fijado en la naturaleza es de unas 230 x 10° t por afio. De
esta cantidad, aproximadamente un 13% se fija por oxidacion, provocada por las descargas
eléctricas de las tormentas (transformacion del N2 a &cido nitrico en presencia de Oz y
vapor de agua), incendios forestales y la actividad volcanical®. Y el 87% restante es fijado
por los microorganismos, unas 140 millones de t por afo®. Este Ultimo proceso se
denomina “fijacion bioldgica de nitrogeno™.® Después de la fotosintesis, la fijacion del N
es probablemente el proceso biolégicamente mas importante llevado a cabo en la tierra2%4.

La FBN terrestre se produce principalmente en el suelo, ya sea por diazotrofos de vida libre
o0 los asociados en diversos grados con las plantas. La produccién de fertilizantes, el uso de
altas temperaturas y presiones (350-550°C y 150-350 atm) en el proceso industrial de
Haber-Bosch (N2+3H2 —> 2NH3) se produce aproximadamente el 20% de fijacion de
nitrégeno anual mundial, cerca de 100 millones de t anuales®®. Este proceso, puesto en
operacion comercial en 1913, revoluciono la produccion de fertilizantes nitrogenados y ha
tenido un impacto profundo en la oferta mundial de alimentos. Sin embargo, el proceso es
dependiente de combustibles fésiles y consume 3-5% del gas natural en el mundo cada
afio?l. La FBN es una importante ruta de suministro de N para la vegetacién natural y las
plantas cultivadas®®!. Este proceso se lleva a cabo a temperatura ambiente y presiones
subambientales y lo pueden realizar solo unos pocos procariotas: aquellos que poseen la
enzima nitrogenasa®®?. Aunque el proceso de FBN es altamente demandante en energia (16
a 18 moléculas de ATP por molécula de N fijado) y, en consecuencia, consumo de

fotosintatos.

2.3.2. Cantidad fijada de N, por la FBN

Diversas cantidades de N fijado han sido medidas en sistemas agricolas que en ambientes
naturalest® 152, 191,254 "estos se resumen en el Cuadro 4. Los organismos fijadores de N2 de
vida libre, utilizando residuos vegetales como paja y hojarasca pueden contribuir con
pequefias cantidades de N a la agricultura de secano (menos de 5 kg.ha™.afio™). La fijacion
de N llevada a cabo por cianobacterias y bacterias fotosintéticas que habitan en los suelos

inundados de cultivos como el arroz puede contribuir con 30 kg N.ha* 152,

Hay pocos datos sobre la cantidad de N fijado por bacterias en asociacion con otros
cultivos que no son leguminosas, como la cafia de azlcar que puede llegar a fijar de 10-65
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kg N.hat.afio 1. La simbiosis rizobios-leguminosas son las que mas aportan con N fijado
a los sistemas agricolas!®, pero las cantidades que fijan pueden ser grandemente
influenciados por factores medioambientales y las practicas agricolas empleadas®®.

Cuadro 4. Cantidades de N; fijado por diferentes agentes en sistemas agricolas (modificado
de Unkovich?4).

Rango de medicion

Agente fijador de N2 (kg N/ha por cultivo o FEMITY SURIHITER S GEEmEee

(kg N/ha por cultivo o afio)

ano)
Vida libre
Bacteria heterotrofica 1-39 <5
Cianobacteria 10-80 10-30
Asociativa
Pasturas tropicales 0-45 10-20
Cultivos 0-240 5-65
Simbidtico
Azolla 10-150 10-50
Leguminosas para abono 5-235 50-150
Leguminosas forrajeras 1-680 50-250
Leguminosas cultivadas 0-450 30-150
Arboles/arbustos 5-470 100-200

La fijacion de N, por leguminosas esta en el rango de 24 a 250 kg N.ha* por temporada?’?,
aunque se reportan valores de hasta a 340 kg N.hal por temporada®. Las diferencias
inherentes en la produccién de biomasa, la eficacia de las cepas de rizobios y factores
medioambientales tales como la fertilidad del suelo son responsables para este amplio
espectro de valores. Cuando estan en monocultivo, las leguminosas contienen una menor
proporcion de N fijado que cuando crece en mezclas con no leguminosas (siempre que la
mezcla es dominado por una leguminosa)'#°. En varios genotipos de Phaseolus vulgaris, el
N derivado de la fijacion de N2 puede variar entre 5,6 y 21,1% en el monocultivo, y entre

18,2 y 56,6% cuando es intercalado con maiz?.
2.3.3. Sistemas bioldgicos fijadores de nitrogeno

La capacidad de fijar N2 atmosférico a NHs es limitado a un pequefio subconjunto de
diversos organismos taxonémicamente dentro de los procariotas'®2%, Pueden ser

simbioticos, asociativos o de vida libre en relacién a las plantas superiores (Cuadro 5).
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La rizosfera provee un ambiente ideal para el crecimiento de un gran numero de
microorganismos®’t. Dentro de este ambiente en el suelo, muchas bacterias fijadoras de N
pueden proliferar debido a la energia, nutrientes y otros compuestos liberados por, o
derivados de las raices de las plantas®®*. La fijacion de nitrogeno en esta situacion es
referida como fijacion asociativa de nitrogeno. Este término es usado para describir la
fijacion de nitrégeno por bacterias que pueden también vivir en asociacion con hojas, tallos

o en las vainas de las hojas de las plantas?>.

La fijacién asimbidtica de nitrogeno es la fijaciébn de nitrégeno que no involucra
directamente el intercambio controlado de N y C entre la bacteria y la planta hospedante?*,
La fijacion de nitrogeno por los organismos de vida libre es la fijacion de nitrégeno por
bacterias de vida libre en el suelo 0 agua, que no se asocia con ninguna planta o animal.

Esta constituye una forma de fijacion asimbidtica de nitrégeno?4.

La fijacion simbidtica de N2 es la fijacién de nitrégeno por bacterias que establecen una
simbiosis con la planta, donde hay una transferencia neta significativa de fotosintatos de la
planta (C) a las bacterias fijadoras de N, simultaneamente con la transferencia neta de N
bioldgicamente fijado directamente de las bacterias a la planta huésped. Con legumbres,
todo esto ocurre en estructuras altamente especializadas llamadas nédulos, que contienen la

bacteria y se forman en las raices o tallos de las plantas?>* 282,

Los simbiontes son los fijadores mas significativos de N para las plantas; estan
representados principalmente por los rizobios (Protobacteria), Frankia (actinomicetos) y
Nostoc/Anabaena (cianobacterias). Estos organismos residen en estructuras especializadas
en las que tienen acceso a una fuente de energia abundante en forma de fotosintatos y un
entorno que es propicio tanto para la actividad nitrogenasa (e.g., mediante la provision de
un mecanismo de proteccion de oxigeno) y la translocacion de N fijado directamente a la

planta hospedante?®,

Las leguminosas noduladas por rizobios, como la alfalfa y la soja, son algunos de los
sistemas de fijacion de N> méas destacados en la agricultura. Las leguminosas arbustivas

(e.g., Leucaena leucocephala y Robinia pseudoacacia) también se benefician de la
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simbiosis de nodulos fijadores de N2 con rizobios como lo hace una no-leguminosa, el arbol

tropical Parasponia.

Cuadro 5. Ejemplos del rango de géneros bacteriales que pueden fijar nitrégeno en sistemas

agricolas®*.

Status del organismo

Vida libre
Anaerdbico

Microaerofilico

Aerdbico

Asociado a las raices
Microaerofilico
Endofitico
Simbidtico

Vida libre
Microaerofilico
Aerdbico
Simbidtico

Organismo fijador de N
Heterotrofos

Clostridium, Methanosarcina
Frankia, Azospirillum,
Bradyrhizobium

Azotobacter, Derxia

Azospirillum, Paenibacillus
Herbaspirillum, Acetobacter
Frankia
Bradyrhizobium, Mesorhizobium,
Rhizobium, Sinorhizobium
Ochrobactrum
Blastobacter
Methylobacterium
Burkholderia, Ralstonia,
Cupriavidus?
Allorhizobium, Devosia
Herbaspirillum
Azorhizobium
Phyllobacterium

Autotrofos

Rhodospirillum, Bradyrhizobium
Cyanobacteria

Anabaena azollae
Cyanaobacteria,

Bradyrhizobium

Planta hospedante

Cafia de azucar, pastos tropicales
Alnus, Myrica, Casuarina

Varias leguminosas, Parasponia,
Acacia sp.

Acacia sp.

Aeschynomene sp.

Crotalaria sp.

Mimosa sp.

Neptunia sp.
Phaseolus sp.
Sesbania rostrata
Trifolium sp.

Azolla sp.
Fungi (liquenes), cicada Gunnera
Aeschynomene sp.

Sin embargo, en algunos bosques y los ecosistemas forestales la mayoria del N de FBN

viene de simbiontes no rizobiales en nodulos de las raices de especies no leguminosas,

como actinomicetos del género Frankia y lefiosas como Alnus, Casuarina y Caenothus.

Aproximadamente 200 especies de arbustos y arboles lefiosos, la mayoria en las regiones
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templadas, forman simbiosis actinorricicas con Frankia?®. Los miembros del orden
gimnospermas Cicadales forman simbiosis de raices con cianobacterias fijadoras de N,
principalmente con especies filamentosas de Nostoc?®. En los ecosistemas acuaticos, por
ejemplo campos de arroz, una fuente importante de FBN es la simbiosis entre la

cianobacteria Anabaena azollae, formadora de heterocistos, y una pteridofita, Azolla.

Las raices de las plantas superiores son colonizadas por otras bacterias, que no residen en
organos especializados, pero pueden, en algunos casos, invadir la corteza de la planta como
enddfitos?’?. La mayoria de estas asociaciones, sin embargo, implican bacterias de vida
libre con relativamente bajas tasas de fijacion de N2 que crecen en el rizoplano o en la
rizosfera. Alguna evidencia también sefiala fijacion de N2 asociativa como un factor en la
estimulacion del crecimiento de la planta, por ejemplo, Azospirillum con el maiz, el arroz y

el trigo; Burkholderia con arroz y Herbaspirillum con arroz, sorgo y la cafia de azticar®2,

Fijadores de vida libre N2 estan ampliamente distribuidos en los suelos pero en el caso de
las bacterias heterotrofas, son generalmente limitados en su capacidad de fijacion por la
falta de sustratos organicos para la generacion de energia. Se pueden encontrar ejemplos
entre los aerobios (Azotobacter), anaerobios (Clostridium) y anaerobios facultativos
(Klebsiella). Algunas cianobacterias formadores de heterocistos (e.g., Anabaena, Nostoc,
Calothrix, Cylindrospermum) también puede fijar N2 sin entrar en simbiosis con un

huésped eucariotal®2. Son limitados por la sensibilidad al oxigeno de la nitrogenasal®.
2.3.4. Bioquimica de la fijacion de nitrégeno

El mecanismo de FBN es de gran interés desde puntos de vista agricola y quimico; no sélo
se trata del medio por el cual una porcion sustancial de la demanda de N de algunas plantas
cultivadas es satisfecho, sino también un sistema catalitico eficiente que logra el
equivalente de la reaccidon de Haber-Bosch a temperatura ambiente y presion inferior a la
atmosférica. La reduccion bioldgica de N2 a NHs es un proceso altamente demandante de
energia con un requisito minimo de energia de casi 960 kJ mol™* N fijado®2. En todos los
microorganismos fijadores de N, las principales etapas de la reaccién son las mismas (Fig.
2). La enzima clave, la nitrogenasa, esta presente en los microorganismos fijadores de Na.

Tres sistemas genéticamente distintos de nitrogenasa-sensible al oxigeno (O2) son
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reconocidos actualmente: nitrogenasa molibdeno (Nif), nitrogenasa vanadio (Vnf) y
nitrogenasa solo de hierro (Anf) 2%2. De los tres, la variante de molibdeno es el mejor
estudiado y el mas ampliamente distribuido en la naturaleza®®. Un cuarto, nitrogenasa

insensible al O, se ha informado en una bacteria, Streptomyces thermoautotrophicus?°®,

Sintesis de ATP ———» ATP ADP+ Pi
N
~ 16-30
Fuente de Transportador de electrones Nitrogenasa
energia v (ferredoxina, FAD) »| Proteina Fe-Proteina MoFe
(CHOs)
]
Sustratos alternativos
(y productos) 2NH3
HZO H2
CoH2 CoHy

Figura 2. Representacion esquematica del suministro de energia y las principales reacciones del sistema
nitrogenasa'®?,

La nitrogenasa molibdeno consta de dos proteinas férricas no hemo: dinitrogenasa
(componente 1) y dinitrogenasa reductasa (componente Il). EI componente I, que contiene
el sitio activo para la reduccion de Ny, es el mayor de los dos. Se trata de una proteina
MoFe que comprende un tetramero a2B2 que se asocia con dos copias de cada uno de dos
grupos metalicos denomina el cofactor MoFe y el grupo P. El primero contiene el sitio de
reduccidn del sustrato (N2) y este Gltimo se cree que sea el aceptor inicial de electrones del
componente 112, El componente Il es una proteina férrica en la forma de un homodimero
que contiene un grupo metalico por dimero. Tiene una masa molecular ca. 60 kDa y une la

hidrélisis de ATP a la transferencia de electrones entre proteinas?®!.

La reaccion de la nitrogenasa requiere energia (ATP) y equivalentes reductores
(electrones), o flavodoxina. Un mecanismo bésico de cuatro etapas de nitrogenasa Mo a
nivel de proteinas ha sido propuesto: (i) la formacion de un complejo entre la proteina Fe
reducida con dos moléculas de ATP y la proteina Mofe; (ii) la transferencia de electrones
entre las dos proteinas acopladas con la hidrolisis de ATP; (iii) la disociacion de la proteina
Fe acompafiado por la re-reduccion y el intercambio de ATP para ADP; (iv) la repeticion
de este ciclo hasta que un numero suficiente de electrones y protones se han acumulado
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para reducir el sustrato disponible?®. La estequiometria de la reaccion global catalizada por

nitrogenasa Mo es:
N2 + 8¢+ 8H* + 16 Mg-ATP —> 2NHs3 + H2 + 16Mg-ADP + 16 Pi

La nitrogenasa también cataliza la reduccién de otros sustratos, tal como acetileno, que se
convierte en etileno. El etileno puede ser detectado a bajas concentraciones y en el pasado
fue ampliamente utilizado en el ensayo de reduccion de acetileno (ARA) para la medicion
de fijacion de N2'%2. Hoy en dia, dilucion isotopica 15N y la metodologia de abundancia
natural son las opciones preferidas, particularmente si la cuantificacion, en oposicion a la

obtencion de datos sobre las tasas relativas de fijacion’.

Como se sefiald anteriormente, la nitrogenasa es muy sensible a Oz y diversos medios se
emplean por microorganismos diazotroficos para proteger la enzima de la inactivacion

irreversible por Oz in vivo®®?, Estos incluyen:

1. Vida y fijacion de N2 exclusivamente en condiciones anaerdbicas (e.g.,
Clostridium).

2. Vivir en condiciones aerébicas o anaerdbicas, pero la fijacién de N2 sélo bajo este
ultimo (e.g., Klebsiella).

3. Proporcionar condiciones microaerofilicas al sitio enzimatico, de lo contrario en
modo aerdbico, por el consumo de la mayoria de O, a través de la respiracion
excesiva, es decir, de proteccion respiratoria (e.g., Azotobacter).

4. Vivir en colonias cubierto por hojas de limo, que restringen la difusion de Os..

5. La separacion espacial de la nitrogenasa y sitios de fotosintesis/evolucion Oz (e.g.,
la fijacion de N2 en heterocistos de cianobacterias tales como Anabaena).

6. EIl control de difusion de O a través de las barreras fisicas, y mediante la union a
leghemoglobina (por ejemplo, en nddulos de las raices de legumbres).

7. Sintesis de enzimas que expulsan para especies de oxigeno toxico y H202 (e.g.,

ascorbato peroxidasa en los nddulos de leguminosas).

La gran demanda de ATP, que puede ser proporcionado en grandes cantidades sélo por el
catabolismo aerobico de carbohidratos, junto con la necesidad de proteger la nitrogenasa

del O, necesita que la FBN esté muy regulada a nivel transcripcional por redes que
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responden a los cambios en diversos parametros ambientales®®. Esto puede ser logrado en
simbiosis con las plantas superiores que por lo tanto tienen un mayor potencial para la

fijacion de N2 que otros sistemas.

2.3.5. Sistemas simbioticos (Fijacion simbiotica de nitrogeno)

2.3.5.1. Generalidades

Dos categorias amplias de sistema simbiotico pueden ser identificadas, basado

principalmente en el tipo y la ubicacion de la estructura que alberga el microsimbionte:

l. Legumbres noduladas y no leguminosas;

1. Simbiosis con cianobacterias.

En la Categoria I, los microorganismos fijadoras de N2 son o bien rizobios (en las
legumbres) o actinomicetos del género Frankia (en no leguminosas). Los nodulos son
generalmente ubicados en las raices de la planta hospedante (algunas excepciones se
producen entre legumbres, por ejemplo Sesbania rostrata donde rizobios forman nddulos
en el tallo). La fotosintesis de la planta hospedante es la fuente de sustratos utilizados para
la generacion de ATP por el microsimbionte través de la respiracion aerobica.

En la Categoria Il, las cianobacterias fijadoras de N2 son encontrados en diversas
localidades en una diversa (con respecto a los de los rizobios), pero un tanto restringida,
gama de huéspedes?®®. Ellos ocurren extracelularmente en hifas de los hongos en liquenes,
en cavidades en hojas de Azolla y los talos de briofitas, y en las raices coraloides de

cicadas. En Gunnera, por otro lado, se encuentran intracelularmente en glandulas del tallo.
2.3.5.2. Rango de simbiosis leguminosa-Rhizobium

Las leguminosas mantienen una posicion de significancia especial dentro de las plantas
agricolas: su capacidad de capturar N> atmosférico a través de la presencia de rizobios en
los nédulos de las raices hace que su crecimiento sea tedricamente independiente tanto del
estado de N en el suelo y la adicion de fertilizantes nitrogenados. Entre ellos son
importantes cultivos de grano y forrajes que crece en las zonas tropicales o zonas climaticas

templadas, incluyendo soja, frijoles, arvejas, alfalfa, tréboles, tréboles y lupino?*L.
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La fijacion de nitrégeno se produce cuando estas plantas estan en estado simbidtico y los
agentes de fijacion son bacterias del suelo de los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium,
Sinorhizobium, Mesorhizobium, Azorhizobium y Allorhizobium (los tradicionales rizobios
de los a-Proteobacteria), asi como algunos géneros descubierto mas recientemente que se
encuentran filogenéticamente fuera de este grupo!®®. Estos incluyen Methylobacterium,
Devosia, Ochrabactrum y Phyllobacterium en a-Proteobacteria y Burkholderia, Ralstonia y
Cupriavidus de la B-Proteobacteria 144 241 282 En sentido estricto, el término 'Rhizobium'
debe limitarse a el grupo tradicional de o-Proteobacteria enumerados anteriormente

Ademas, posiblemente, Agrobacterium?®2,

Los rizobios son bacterias Gram negativas de forma bacilar (0.5-0.9 um *1.2-3.0 pum). Su
temperatura Optima de crecimiento estd comprendida entre 25 y 30°C, el pH 6ptimo entre 6
y7, son bacterias aerobias. Todas producen un abundante polisacarido extracelular soluble
en agua cuando crecen en medios con carbohidratos como fuente de carbono®?®. Los
rizobios exhiben diversos grados de especificidad hacia sus hospedantes. Con la excepcion
de la no leguminosa Parasponia, la infeccién se limita a los miembros de Leguminosae.
Algunas especies 0 biotipos de rizobios, son especificos para grupos individuales o
pequefios de géneros de leguminosas. Por ejemplo, Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli
y R. leguminosarum bv. trifolii forman nddulos radiculares sélo en especies de Phaseolus y
Trifolium, respectivamente. En contraste, la promiscuidad simbiética puede encontrarse en
algunos otros rizobios y es tal vez mas extendido de lo que se pensaba anteriormente, sobre
todo entre los aislamientos de los tropicos'®®. Una cepa de Nueva Guinea con un muy
amplio rango de hospedantes de leguminosas es Rhizobium sp. NGR234; que nodula al
menos 112 géneros®®, Desde la perspectiva de la planta hospedante, algunas leguminosas
(e.g., Vigna, Phaseolus) son considerados no selectivos para rizobios, mientras que otros
(e.g., Pisum, Trifolium) son nodulados por una especie o biovar Unico de rizobios.

Ejemplos de rizobios y sus leguminosas hospedantes se dan en el Cuadro 6.

2.3.5.3. Filogenia de Rhizobium

Contrario a las tempranas hip6tesis morfologicas, estudios moleculares sistematicos han
mostrado que las familias de plantas que forman nddulos radiculares fijadores de nitrégeno

con rizobios o actinomicetos estan cercanamente relacionadas?3. Sin embargo, hay muchas
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familias no fijadoras de N> y muchas especies no fijadoras de nitrdgeno dentro de este

clado.

Cuadro 6. Algunas especies de rizobios y sus leguminosas hospedantes (adaptado de

Marschner%?),
Especies® Hospedantes nodulados
Rhizobium leguminosarum

biovar phaseoli Phaseolus

biovar trifolii Trifolium

biovar viciae Pisum, Lens, Vicia
Rhizobium etli Phaseolus
Rhizobium galegae Galega
Rhizobium lupinii Lupinus, Ornithopus
Rhizobium tropici Phaseolus, Leucaena
Sinorhizobium fredii Glycine, Vigna, Cajanus
Sinorhizobium meliloti Medicago, Melilotus, Trigonella
Mesorhizobium loti Lotus, Lupinus, Anthyllis, Leucaena
Mesorhizobium huakuii Astragalus
Bradyrhizobium japonicum |Glycine, Macroptilium, Vigna
Bradyrhizobium sp. ° Aeschynomene
Azorhizobium caulinodans | Sesbania
Rhizobium spp. ° Vigna, Arachis, Desmodium, Lotus
Burkholderia caribensis Mimosa
Burkholderia tuberumc Cyclopia spp.
Methylobacterium nodulans|Crotalaria

2 Especies de Rhizobium y Sinorhizobium crecen relativamente rapidos en medios de cultivo de laboratorio. Especies de
Bradyrhizobium crecen mas lentamente y especies de Mesorhizobium muestran una tasa de crecimiento intermedio

b Fotosintético y falta de genes nod

¢ Capacidad inusual de N2 fijado en estado de vida libre

4 Incluye la cepa NGR234, que puede nodular al menos 112 géneros de leguminosas. A veces se refiere como la cepa
Sinorhizobium sp. NGR234

Esos descubrimientos sugieren que la fijacion simbidtica de nitrogeno surgio una Unica vez,
y fue subsecuentemente perdida varias veces o que miembros de este clado fueron
previamente adaptados a la fijacion de nitrégeno, permitiendo que la simbiosis
evolucionara independientemente muchas veces?*. Debido a estas incertidumbres, la edad
de la fijacion simbiotica de nitrégeno es desconocida, pero pueden preceder al origen de las

leguminosas, hace casi 60 millones de afios atras en el Terciario temprano?3% 240,

A pesar de eso, esta claro que las simbiosis con leguminosas surgieron independientemente

en dos o mas linajes de a-Proteobacteria. Este grupo comprende géneros fototrofos, como
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los simbiontes Rhizobium y patdégenos peligrosos como rickettsias?®’. Dentro de la
subdivision de Proteobacteria, el gen rrs (un gen 16S rRNA) resuelve la filogenia de los
rizobios en siete géneros: Devosia, Azorhizobium, Methylobacterium, Bradyrhizobium,
Mesorhizobium, Rhizobium y Sinorhizobium, siendo los cuatro ultimos, los que cuentan con
el mayor numero de especies descritas. Hasta este momento, han sido descritas 51 especies
de rizobios en a- y B-Proteobacteria, 48 y 3 respectivamente. Los grupos mas proximos
entre si dentro de los rizobios de a-Proteobacteria son Mesorhizobium, Rhizobium y
Sinorhizobium!#, De estos tres géneros, Rhizobium y Sinorhizobium son muy cercanos
entre si y menos proximos a Mesorhizobium, por lo que se ha sugerido que Sinorhizobium
pudiera ser considerado como un subclado dentro del género Rhizobium. Estos dos clados
de rizobios de rapido crecimiento constituyen taxones independientes pero muy cercanos y
han sido designados como los dos géneros que forman a la familia Rhizobiaceae 228, En los
analisis filogenéticos del gen 16S rRNA, asi como en otros genes del genoma basico, las
especies de los géneros de Rhizobium se entrelazan con las de Agrobacterium?*’. 288,
indicando que ambos géneros no se separan cada uno como linajes monofiléticos y por lo
tanto su denominacion taxonomica como géneros distintos no corresponde con una
clasificacion natural'®, criterio que fue establecido hace mas de una década en el reporte
del comité ad hoc sobre conciliacion de criterios en sistematica bacteriana que adn sigue

vigente!#4,

El género Mesorhizobium tiene caracteristicas intermedias entre los rizobios de rapido
crecimiento, Rhizobium y Sinorhizobium, y el de lento crecimiento, Bradyrhizobium y
constituye un clado independiente junto con el género no simbionte Phyllobacterium como
su pariente mas cercano. Bradyrhizobium es el género de rizobio de lento crecimiento y
probablemente el mas antiguo, pues como ya se mencioné arriba, es el Unico rizobio con
representantes fotosintetizadores y parientes que no son diazétrofos simbiontes pero que si

fotosintetizan como lo es el género Rhodopseudomonas'#4,

La especie que nodula el frijol es R. leguminosarum bv. phaseoli, pero también lo hacen R.
tropici y R. etli. La fijacion de nitrogeno y los genes de nodulacion, incluyendo el rango de

huéspedes determinantes, son transportados en plasmidos, por lo que la designacion del
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biovar es realmente una descripcion del plasmido en vez que el fondo cromosomico de la

cepal#,
2.3.5.4. Eventos iniciales de la nodulacién

Mucho se sabe ahora, a nivel genético, bioquimico y molecular, sobre las interacciones
entre los rizobios y sus plantas hospedantes que conducen a la formacion de nddulos en las
raices. El estado simbiético es alcanzado a través de un ‘didlogo molecular’®4, involucrando

la generacidn, transmision, reconocimiento y procesamiento de sefiales por ambos socios.

Los metabolitos secundarios de las plantas, los flavonoides, son responsables de iniciar la
interaccion simbidtica. Ellos son liberados de las cubiertas de las semillas de leguminosas o
de las raices en cantidades micromolares o incluso nanomolares y son detectados por
rizobios de vida libre en la rizésfera de leguminosas y en las superficies de los pelos
radiculares. Su funcioén principal es la de actuar, junto con las proteinas NodD%®, como co-
inductores de los genes de nodulacion de rizobios de la siguiente manera. En los rizobios,
un complejo flavonoide-proteina es formado a través de la combinacion con un producto
del gen regulador nodD constitutivamente expresado, NodD, que ya esta unido a secuencias
conservadas de ADN (cajas nod) en las regiones promotoras de los genes estructurales de la
nodulacion (nod, noe y nol; conocidos colectivamente como genes nod). La presencia de un
flavonoide en el sitio de union NodD en la caja nod activa la transcripcion de estos
genes®®2, Los andlisis genéticos y moleculares han demostrado que la sintesis de la
estructura del factor Nod es catalizada por los productos de los loci nodA, nodB y nodC*é,
Las diversas proteinas producidas de los genes nod inducen la sintesis y liberacion de
moléculas reciprocas a la sefial detectada en la planta, los lipoquitooligosacaridos factores
Nod. Estos compuestos provocan una serie de cambios en el metabolismo de la raiz y su
morfogénesis y son sefiales esenciales para la entrada de los rizobios en las raices de

leguminosas?’’.

El primer gen nod inducido por flavonoides a ser descubiertos fueron flavonas,
posteriormente, casi mas de 30 compuestos han sido identificados en nueve géneros de
leguminosas; que son o bien gliconas o agliconas de una variedad de subgrupos de

flavonoides tales como chalconas, flavonas, flavanonas, isoflavonas y cumestanos*’. La
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mayoria de las leguminosas analizadas liberan de varios compuestos, y en el caso de
Phaseolus vulgaris, 13 inductores de genes nod se han aislado de plantas crecidas

asépticamente.

Se cree que la presencia de un flavonoide adecuado altera el angulo de la curva en el ADN
en los puntos donde una proteina NodD esta unida al sitio de la caja nod una regién
promotora del gen nod, permitiendo de esta manera que la ARN polimerasa inicie la
transcripcion de genes®. Diferentes rizobios responden a diferentes conjuntos de inductores
de flavonoides y mientras en algunos casos este aspecto de interaccion influye en la
especificidad del hospedador, no hay correlacion consistente entre la gama de hospedantes
de una bacteria y el nimero de flavonoides inductores a la cual es sensible. Los genes nod
de Rhizobium sp. NGR234 son inducidas por muchos flavonoides y esta bacteria tiene un
muy amplio rango de hospedantes, pero R. leguminosarum bv. viciae, que también
responde a muchos inductores, tiene un pequefio rango de hospedantes. Se cree que la
produccion de una variedad de factores Nod (18) es la base de su amplia gama de
hospedantes®®2. Algunos compuestos no flavonoides de origen vegetal también pueden
inducir la expresion de genes nod pero generalmente a concentraciones mayores, milimolar,
y ninguno se ha demostrado que sustituye completamente a los flavonoides en esta

funcion®®2,

Los factores Nod son lipoquitooligosacaridos compuestos por tres a cinco -1,4-N-acetil-D-
glucosaminas con una cadena de acilo graso en el extremo no reductor. El primer
compuesto para ser caracterizado fue aislado por Lerouge de Rhizobium (ahora
Sinorhizobium) meliloti*?. Variaciones sobre la estructura bésica surgen de varias fuentes,
como el numero de residuos en la cadena carbonada, el tipo de acido graso en el extremo no
reductor, y el numero y tipos de grupos sustituyentes (acetilo, arabinosilo,
fucosiltransferasa, manosilo, sulfato, etc.). Productos génicos adicionales, Nodl y NodJ, son
necesarios para la secrecion de factores Nod por la bacteria. La estructura se modifica
adicionalmente por la accion de otras proteinas Nod que sintetizan o afiaden diversos
sustituyentes. Estas sustituciones, asi como el tamafio y grado de saturacion de sus cadenas
de acilo pueden determinar la especificidad del hospedador?®?. La longitud de la cadena

principal de azUcar desempefia un papel importante en el reconocimiento por la planta®.
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Por ejemplo, en R. meliloti, los genes nodH y nodPQ son los principales determinantes del
rango de hospedantes'®2. Sin embargo, para muchos factores Nod no parece haber ninguna
correlacion entre su estructura y la nodulacion de un hospedante o grupo particular de
hospedantes®°. Los rizobios pueden sintetizar mas variantes del factor Nod (>50 en el caso
de R. tropici, que no tiene un amplio rango de hospedantes) que se pensaba
originalmente!®2, Aunque la razén de esto no se ha establecido, es poco probable que un
gran nimero de variantes de factores Nod puede entenderse Gnicamente en términos de

especificidad del hospedante.

Los factores Nod, incluso en ausencia de las bacterias que los producen, puede inducir a
algunos de los muchos genes nodulina en la planta que se expresan en la pre-infeccion,
infeccion, desarrollo de nédulos y fases funcionales del nédulo en la simbiosist. los
factores Nod no son los Gnicos compuestos rizobiales participantes en el didlogo molecular
con leguminosas. Otras moléculas de sefial influencian la progresion exitosa para el
funcionamiento del nédulo®. Particularmente importantes son los polisacéaridos de
superficie que se encuentran en todos los rizobios: extracelulares (EPS), lipo (LPS),
capsular (KPS) y glucanos ciclicos. Estan involucrados en varias fases del desarrollo
simbiotico, incluyendo la colonizacion de la raiz, reconocimiento de hospedantes,

formacion del hilo de infeccidn e invasion de nddulos®.

Con respecto a los factores de la planta, inductores de genes nod, distintos de los
flavonoides y no flavonoides, por mas de 30 afios, las proteinas lecitinas ligadas a
carbohidratos, encontrados en las superficies de los pelos radiculares de las leguminosas, se
han propuesto como factores determinantes de la especificidad del hospedante. Sin
embargo, a pesar de muchas investigaciones sobre su interaccion con polisacaridos de la
superficie rizobial (especialmente EPS), el papel preciso de las lecitinas en el proceso de
infeccion adn no se ha dilucidado®®. Otra categoria de proteinas vegetales, las flotilinas, ha
sido recientemente demostrado que desempefian un papel critico en la infeccién de las

leguminosa por rizobios®,
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2.3.5.5. Interaccidén con la epidermis de la raiz

Cuando los rizobios colonizan las raices de leguminosas, inducen la deformacion y el
rizado de pelos radiculares y la expresion de varios genes de la planta en la epidermis. En
varios sistemas, se ha demostrado que los factores Nod purificados inducen la deformacion
de los pelos radiculares a concentraciones tan bajas como 1012 M 110.142 pero generalmente

no el rizado?".

En un ensayo con Vicia sativa, un ensayo de deformacion rapida semicuantitativa del pelo
radicular ha permitido que el proceso de deformacion del pelo radicular se caracterize en
detalle. En esta planta, la deformacion del pelo radicular se induce sélo en una pequefia
zona de la raiz, que abarca jovenes pelos radicales que casi han alcanzado su tamafio
maduro®?. La deformacién comienza con hinchazén en las puntas del pelo de la raiz, 1
hora después de que los factores Nod han sido afiadidos. Posteriormente, el nuevo
crecimiento de la punta se inicia en las puntas inflamadas, dando como resultado pelos
claramente deformados dentro de 3 horas. Incubacion con factores Nod por ~ 10 min es
necesaria para fijar el proceso de deformacién en movimiento!*?; después de esto, incluso si
se eliminan los factores Nod, el proceso de deformacion continta. Estos cambios
morfoldgicos estan precedidos por una despolarizacion de la membrana plasmatica’,
cambios en el flujo de calcio, eflujo de protones, reordenamientos de los filamentos de
actina en los primeros 3 a 5 minutos?’%, y el aumento de la corriente citoplasmatica®'®.
Estos cambios ocurren dentro de 5 a 30 minutos después que se afiaden los factores Nod y
pueden ser parte de una serie de eventos que conduce finalmente a la deformacion del pelo

radicular.

2.3.5.6. Infecciodn

El modo de infeccion por rizobios puede ser inter o intracelular o una combinacion de
ambos?%®, En muchos casos, incluyendo plantas de cultivo tales como frijoles, arvejas, soja,
alfalfa y el trébol, la invasion intracelular implica que los rizobios entren via infeccion de
los pelos radicales. Después de la unién de rizobios a las puntas de los pelos radiculares, las
puntas se enroscan herméticamente y las bacterias quedan atrapadas en los rizos. Una

hidrolisis localizada de la pared celular de la planta se lleva a cabo en la region rizada, y la
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membrana plasmatica se invagina y la nueva pared celular vegetal se deposita®”. Esto
resulta en la formacion de una estructura tubular cilindrica, el llamado hilo de la infeccion,
por el cual la bacteria entra en la planta®’. La ultraestructura de la pared del hilo de
infeccion es muy similar a la de la pared normal de las células vegetales, pero la

incorporacion de ciertos nodulinas puede dotarlo de propiedades unicas.

Las nodulinas tempranas ricas en prolina ENOD5 y ENOD12 son candidatos para los
componentes de la pared del hilo de infeccion, ya que las células corticales contienen un
hilo infeccion que expresa los genes correspondientes??®. Las bacterias en el hilo de
infeccion estan rodeadas por una matriz que parece consistir en compuestos secretados por

la planta y las bacterias.

Asociado con la formacion de hilo de infeccion, las células corticales son mitoticamente
reactivadas, formando el primordio del nédulo. Los hilos de infeccion crecen hacia este
primordio y, una vez alli, liberan las bacterias en el citoplasma. En aquellas leguminosas
que forman nddulos indeterminados, como la alfalfa y el guisante, el primordio de nodulo
surge a partir de células corticales internas y las que surgen a partir de células corticales
externas producen nddulos determinados. En la formacion del nodulo indeterminado, los
hilos de infeccion deben atravesar la corteza externa antes de llegar a estas células. Antes
de la penetracion del hilo de infeccion, las células corticales externas sufren cambios
morfologicos. Los ndcleos se mueven al centro de las células, y los microtibulos y el
citoplasma se reorganizan para formar una estructura cénica orientada radialmente, el
puente citoplasmatico, que se asemeja a una banda pre-profase®*. Los hilos de infeccion
atraviesan las células corticales a través de los puentes citoplasmaticos radialmente

alineados, que por lo tanto son llamados hilos de preinfeccion?®.

Aunque las células corticales externas que forman el hilo de preinfeccién nunca se dividen,
los cambios morfoldgicos inducidos son un recuerdo de los que se observan en las células
que entran en el ciclo celular. Los experimentos de hibridacion in situ? mostraron que
hileras estrechas de células corticales exteriores expresan el gen especifico histona H4 de la
fase S (Figura 3). Sin embargo, un gen de la ciclina mitotica expresado especificamente
durante la fase de transicion de G2 a M no es activado. Por lo tanto, las células que forman

el hilo de preinfeccion vuelven a entrar en el ciclo celular y lo més probable es que se
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detienen en la fase G2, mientras que las células corticales internas progresan todo el camino
a través del ciclo celular y forman los primordios. Esto muestra que parte del proceso de
infeccion se deriva de un proceso general, es decir, el ciclo celular. De alguna manera, los
rizobios lo han modificado y ahora lo explotan con un proposito completamente diferente,

el proceso de infeccion.

B Nod Factor

|
__| epidermis

cortex

“lendodermis
| pericycle

Figura 3. Eventos en la corteza durante la induccién de un nddulo indeterminado®®®.

(A) Representacion esquematica que muestra la reactivacion de células corticales en las raices de guisantes después de la
inoculacion con rizobios o aplicacién de factores Nod. Las células corticales externas, que se muestran en color lavanda,
vuelven a entrar en el ciclo celular, que procede de la fase G1/GO0 para la fase S, y finalmente quedé detenido en G2, como
se indica en el ciclo celular en el circulo amarillo. En contraste, las células corticales internas, que se muestran en parpura,
progresan todo el camino a través del ciclo celular, como se indica por el ciclo celular en el verde circulo, dividirse y
formar los primordios nddulo. Las células activadas estan opuestas a los polos del protoxilema de la raiz, que se muestran
en verde. (B) Modo de accion de los factores Nod se muestran en una representacion esquematica de una seccion
longitudinal de la raiz de una leguminosa. Aplicacion de factores Nod conduce a la deformacién del pelo radicular,
seguido de una activacién del periciclo, ya sea debido a la accién de los factores Nod si mismos o a la de los segundos
mensajeros (indicado por?) generados en las células epidérmicas. Expresion de ENODA40 en las células del periciclo puede
causar un cambio en la relacion citoquinina / auxina que se traduce en divisiones celulares corticales (panel superior). Las

células se muestra en rojo son aquellos que son sensibles a la accion, directa o indirecta, de los factores Nod.

Los factores Nod purificados inducen la formacion de hilo de preinfeccion, pero los hilos
de infeccion no se forman?°. Por lo tanto, las bacterias parecen ser necesarias para la
formacion de los hilos de infeccidn, la interaccion con los compuestos de la superficie

bacteriana parece jugar un papel importante en la formacién del hilo de infeccion'®. Los
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factores Nod producen la division mitética de las células corticales®®”.En algunas plantas
hospedantes, los factores Nod purificados incluso inducen la formacion de
nodulos®P.Curiosamente, sélo ciertas células corticales son susceptibles a los factores Nod.
En leguminosas tropicales, como la soja, son las células corticales exteriores las que son
activadas mitoticamente. En leguminosas templadas, como arveja, veza y alfalfa, son las
células corticales internas, y especialmente aquellas localizadas opuesto a los polos del
protoxilema, que divide'®**.El mecanismo que controla la susceptibilidad de las células
corticales es desconocido. Se ha postulado durante décadas que la susceptibilidad de las
células corticales es conferido por una detencion en la fase G224 La Figura 3 muestra
que sélo hileras estrechas de células corticales se activan para expresar el gen Histona
H4 por rizobios, en este momento, las puntas del hilo de infeccidn-el sitio donde los
factores Nod se liberan-estan todavia en la epidermis, que indica que los factores Nod

actlan a distancia.

La planta hospedante decide que factores nod pueden inducir la reactivacion mitética de las
células corticales. Los rizobios que inducen divisiones celulares en las capas corticales
internas, como R. leguminosarum bv viciae y R. meliloti, producen factores Nod con grupos
acilo grasos muy insaturados, mientras que los rizobios que reactivan mitoticamente las
células corticales externas, tales como Bradyrhizobium japonicum, generalmente contienen
un grupo acilo C18:1. El grupo acilo graso altamente insaturado parece ser importante
para la induccion de divisiones celulares en la corteza interior. Para explicar el
mecanismo por el cual los factores Nod provocan divisiones celulares corticales, las
evidencias fuertemente sugieren que los factores Nod causan un cambio en el equilibrio
auxina-citoquinina. Ambos, las citoquininas y los compuestos que blogquean el transporte de
auxina polar inducen la formacion de estructuras en forma de nddulos, en el cual genes

nodulina tempranos son expresados*®®.

Los factores nod son reconocidos por un receptor o sistemas de receptores en la planta
hospedante. Ardourel et al.® postulé que al menos dos receptores del factor Nod diferentes
estdn presentes en la epidermis: un “receptor de sefializacion™ que participan en la
induccion de la deformacion del pelo de la raiz, y un "receptor de captacién™ que se activa

s6lo por moléculas con una estructura muy especifica y que inicia el proceso de
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infeccion®. Alin se desconoce las vias de sefializacién posterior a la percepcion del factor
Nod. Aunque, ahora se ha vuelto posible para estudiar si, ademas de los factores Nod, otros
compuestos rizobiales son involucrados en la facilitacion de las respuestas inducidos por
los factores Nod. La candidata es la proteina NodO?*?, se ha sugerido que NodO puede
amplificar las respuestas inducidas por los factores Nod mediante su integracion a la

membrana plasmatica de la planta®#.

2.3.5.7. Formacién de ndédulos y su funcidén en las

leguminosas

Las ramas de los hilos de infeccion penetran en las células del primordio del nodulo y
liberan los rizobios en ellos (con algunas células vegetales en el ndédulo que permanecen
libres de rizobios durante toda la vida del nédulo). Una vez dentro de la célula hospedante,
los rizobios se diferencian de bacterias moviles Gram-negativas en bacteroides no moviles
en una entidad similar a un organulo, el simbiosoma. Un simbiosoma esta rodeado por una
membrana simbiosomal (derivado de la endocitosis de bacteroides por la membrana
plasmaética de la planta) y puede contener uno o varios bacteroides cada encerrados en una
membrana peribacteroidal (PBM; Figura 4), y cada célula del nédulo infectada puede ser
llenado con varios miles de simbiosomas?’’. Este proceso de internalizacion y propagacion
en el endosimbionte requiere sintesis masiva de membranas, en el caso de los nddulos de
leguminosas, 30 veces la cantidad de sintesis de la membrana plasmatica®®*.forman la
interfaz entre los socios simbidticos través de los cuales las sefiales y metabolitos se
intercambian y evitan una respuesta de defensa por la planta contra las bacterias
"intracelulares” 167 264 La membrana que rodea el microsimbionte se deriva de la
membrana plasméatica del hospedante. EI PBM de nddulos de leguminosas tiene
fosfolipidos!® y la composicion de proteinas son diferentes de aquellos de la membrana
plasméatica?®* y que presumiblemente los dota con funciones especializadas. EI PBM
contiene varias nodulinas y también puede contener una proteina rhizobial. Dentro del
espacio peribacteroidal entre los bacteroides y el PBM, varias proteinas estan presentes que
también se encuentran en las vacuolas. Asi, el PBM puede haber adaptado algunas

propiedades del tonoplasto'®’.
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La region entre la membrana peribacteroidal (s) y la membrana simbiosomal se denomina
el espacio peribacteroidal. Dependiendo de la planta hospedante, los nddulos pueden ser
iniciados en la corteza interna o externa de la raiz. En las leguminosas cultivadas, tales
como Medicago, Lens, Trifolium, Pisum y Vicia, los nddulos son iniciados en la corteza
interior y son del tipo indeterminado, manteniendo un meristemo apical activo y distintas
zonas de desarrollo, de la diferenciacion del bacteroide en la punta de crecimiento a través
de bacteroides maduros, donde se encuentra la fijacion de N2, a una zona senescente en la
base (figura 4, figura 5) 253255, Los nédulos que se originan en la corteza externa de la raiz,
como en Glycine, Lotus, Phaseolus y Vigna, son del tipo determinado; no mantienen un
meristemo activo y tienen un ciclo de vida mas limitada. Otra diferencia entre los dos tipos
es que los bacteroides de nodulos determinados pueden regenerar la forma de vida libre de
la bacteria, mientras que los de nddulos indeterminados no'®?. Las plantas hospedantes
apoyan en el control de la diferenciacion de bacterioides en los nodulos indeterminados
mediante el bloqueo de la division celular bacteriana y fuerzan a los rizobios hacia un
estado bacteroidal de diferenciacion terminal; por lo tanto, es el hospedante el que domina

esta simbiosis®3.

El sistema radical de una sola planta, y quizas también los nddulos individuales, pueden ser
infectados por mas de una cepa de una especie o biovar de Rhizobium!®, Dado que no
todas las cepas tienen una alta capacidad de fijacion de N2, esta es una caracteristica
problematica de la simbiosis en aplicaciones agricolas, ya que puede causar variabilidad en

el rendimiento de las leguminosas cultivadas.

El gran potencial de las leguminosas noduladas para la fijacion de N2 se basa en tres
factores principales: (i) el suministro directo de C fijados fotosintéticamente a los
bacteroides en los nodulos; (i) mantenimiento efectivo de muy bajas concentraciones de O
en el interior del nodulo para proteger la nitrogenasa; y (iii) exportaciones rapidas del N

fijado por el xilema®®?,

En todas las simbiosis Rhizobium-leguminosa, el sustrato energético para la fijacién de N2

se deriva de fotosintatos transportados al citosol del nédulo como sacarosa en el floema.
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Figura 4. Endosimbiontes fijadores de nitrégeno en la simbiosist®®: Rizobio intracelular en un nédulo formado
en trébol por Rhizobium trifolii. Esta magnificacion de la region del nddulo indeterminado del trébol muestra
la transicion de la zona de prefijacion a la interzona. En la zona derecha de la célula, la bacteria intracelular
(ba) no esta aun diferenciado en su forma fijadora de nitrdgeno. En la zona izquierda de la célula contiene
amiloplastos (a) y bacteroides fijadores de nitrégeno diferenciados (b). En ambas células, la bacteria
intracelular estd rodeada por unas membranas peribacteroidales derivada de las plantas (pbm).

Después de entrar en las células no infectadas del nddulo, la sacarosa sintasa lo convierte en
monosacaridos; algunos de éstos se someten a la glicolisis para producir fosfoenolpiruvato
(PEP), que es carboxilado a oxalacetato por la PEP carboxilasa seguido de la reduccion al
acido dicarboxilico malato (C4 ) por la malato deshidrogenasa. Los monosacaridos que no
entran en la via glucolitica son canalizados en la sintesis de celulosa o almidén. Malato,
junto con otros &cidos dicarboxilicos tales como succinato y fumarato, es transportado de
células no infectadas del nddulo hacia el citosol de las células infectadas y luego a través
del simbiosoma y las membranas peribacteroidales hacia los bacteroides por un sistema de
transporte de &cido dicarboxilico (DCT). Los acidos dicarboxilicos son la fuente de
carbono suministrado por la planta a las bacterias intracelulares®”’. En los bacteroides, la
oxidacion en el ciclo TCA (&cidos tricarboxilicos) genera la reduccion de equivalentes y
ATP necesario para la funcion de la nitrogenasa. A través del metabolismo fuera del
bacteroide, el malato también proporciona esqueletos de carbono necesarios para la
asimilacion de N fijado en el citosol de los nodulos. EI suministro de carbono a los nddulos

y su metabolismo en bacteroides ha sido revisado por White?&,
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Los nddulos tienen que ser equipados para lidiar con dos requisitos fisioldgicos
aparentemente incompatibles para la fijacion de N2 en bacteroides, garantizar un suministro
abundante de O para la fosforilacion oxidativa con el fin de proporcionar energia para la
actividad de la nitrogenasa, mientras que al mismo tiempo, y en mas 0 menos el mismo
lugar, la proteccion de la nitrogenasa del efecto perjudicial de O,. Las bajas
concentraciones de Oz se consiguen de dos maneras: (i) una barrera de difusion al O en las
células densamente empaquetadas en la corteza interior de nédulos, y (ii) altas tasas de
respiracion de los bacteroides®®® (Figura 5). El preciso modo de accién de la barrera de
difusion no es conocida, pero su permeabilidad al O, rapidamente se ajusta a los cambios en
la concentracion externa de O o la demanda interna de O2?%.En esta barrera de uno a cinco
capas de células de espesor, los espacios intercelulares pueden ser llenados con aire 0 agua;
ya que el coeficiente de difusion de O2 en el aire es de aproximadamente 10* veces mayor
que en el agua, una barrera de agua es un eficaz medio para limitar la difusion de O al
interior de los nddulos®®2.El parénquima nodular contiene muy pocos y pequefios espacios
intercelulares, y esta caracteristica morfoldgica se piensa que es responsable del bloqueo en
la difusion de oxigeno. En el paréngquima nodular, genes nodulina tales como ENOD2 son
expresados en productos proteicos que pueden contribuir a la construccién de la barrera de
oxigeno. En células infectadas de la parte central del nddulo, altos niveles de proteina
leghemoglobina transportadora de oxigeno facilita la difusion de oxigeno. De esta manera,
el microsimbionte esta provisto de suficiente oxigeno para generar energia dentro de una

baja concentracion de oxigeno (Figura 5).

En este ambiente limitado de O, la leghemoglobina juega un papel importante para
asegurar el suficiente suministro de O a los bacteroides. Leghemoglobina es codificado por
lo menos cuatro genes Ib y constituye (en los nédulos maduros de soja) aproximadamente
el 5% del total de proteinas en el nddulos!®?.Esta proteina, con un atomo central de Fe en un
anillo de porfirina (idénticos a los citocromos), actia mediante la union de O de los
espacios intercelulares en la zona infectada del nddulo y entregandola por difusion junto
con una gradiente de concentracion de oxileghemoglobina a una alta afinidad de tipo
citocromo oxidasa cbb3 en los bacteroides®.El alto consumo de Oz de los nddulos,
necesaria para la provision de energia, también puede conducir a la produccion de especies

reactivas de oxigeno (ROS). Para la proteccion en contra de su toxicidad, los rizobios
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emplean una variedad de mecanismos de defensa anti-oxidante, incluyendo basureros y

reductores de ROS, que parecen ser esenciales para el normal desarrollo del nédulo?4,
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Figura 5. Regulacion del oxigeno en leguminosas de nédulos indeterminados (Adaptado de Mylona?®®.)

Los nddulos de leguminosas indeterminados consisten de cinco regiones distintas: 1, meristema del nédulo; 2, zona de
prefijacion; 3, interzona; 4, zona de fijacion de nitrégeno; y 5, la zona senescente. Una barrera para el oxigeno esta
presente en el parénquima nodular que rodea el haz vascular del nédulo (mostrado en rojo) que reduce el acceso de
oxigeno al tejido central del nédulo. Sin embargo, debido a que esta barrera de oxigeno se interrumpe en el meristemo, se
forma un gradiente de oxigeno que se extiende desde el extremo distal hasta el extremo proximal del nédulo (mostrada
por el sombreado azul). En la primera capa de células de la interzona (mostrado por la linea verde discontinua), la baja
concentracion de oxigeno conduce a los eventos descritos en el cuadro verde.

El nitrogeno fijado en bacteroides se difunde en forma de NHsz en el espacio simbiosomal
acido. Aqui es protonado a amonio y evita que se vuelvan a utilizar en los bacteroides por
la supresion de un sistema de transporte de amonio (Amt) que de otro modo funciona en
rizobios de vida libre!®2, Un canal de cationes monovalentes transporta amonio a través de
la membrana simbiosomal en el citosol del hospedante en el que se asimila en glutamina a

través de la via glutamina sintetasa (GS)/glutamato sintasa (GOGAT) 262,

Otro aminoacido, alanina, se puede sintetizar en los bacteroides y luego transportado al

citosol de hospedante, esto esta en disputa®®, pero la evidencia existe para el intercambio
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de algunos amino acidos entre bacteroide y la planta®®?. EI N fijado se entrega a través del
xilema al brote principalmente como amidas en las leguminosas con nodulos
indeterminados (generalmente leguminosas templadas), o como ureidos en nddulos
determinados (generalmente leguminosas tropicales). Los ureidos se sintetizan en las
células no infectadas, a partir de asparagina y glutamina recibida desde el citosol de las

células infectadas adyacentes, antes de ser exportados en el xilema?®,

Muchos intentos se han hecho para calcular los costos del carbono para las plantas de la
fijacion de N2 frente a la absorcion de N mineral de la rizésfera. Aunque los costos de la
energia de fijacion podran sobrepasar a los de absorcion por >10% d, estas comparaciones
pueden ser engafiosas porque no tienen en cuenta el coste econdmico de la produccion de
los fertilizantes nitrogenados, su baja eficiencia en el uso en la agricultura (con frecuencia
menos de 50% de la cantidad aplicada al suelo es absorbido por la cosecha) y los costos

ambientales debido a la lixiviacién del nitrégenot®..

Una vez que han nodulado su leguminosa hospedante, no todos los rizobios fijan altas
cantidades de N». Las capacidades de fijacion de N varian sustancialmente entre cepas
dentro de una especie o biovar de Rhizobium que van desde cero (inefectivo) a alta
(efectiva). Para una especie, Rhizobium giardinii, que nodula Phaseolus vulgaris, todas las
cepas hasta ahora descritas fueron inefectivas®’. Para una cepa de rizobio dado, su eficacia
puede variar en funcién del género, especie o la variedad del hospedante que se nodula. Por
lo tanto, una alta fijacion de N2 y rendimiento no se da frecuentemente aun cuando otras
condiciones para el crecimiento de la planta (e.g., el pH del suelo, la disponibilidad de agua
y nutrientes distintos del N) son favorables. La inoculacion de semillas con cepas de
Rhizobium seleccionadas es a veces empleada en un intento de garantizar la nodulacion
efectiva de las plantas en suelos cuyas cepas indigenas son pobres fijadores de Na.
Desafortunadamente, la falta de conocimiento de los mecanismos que gobiernan la
competencia entre cepas para la infeccion de la raiz y la nodulacion y cepas inoculantes
elegidos por sus altas propiedades de fijacion de N2 no necesariamente superan en

competencia a los rizobios nativos.

Los beneficios para una leguminosa de una simbiosis efectiva con rizobios son evidentes:

un suministro de N independientemente del estado de N del suelo. Los beneficios para una
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cepa de Rhizobium eficaz, sin embargo, no son inmediatamente evidentes. Ella puede
existir y multiplicarse como heterétrofo de vida libre en el suelo durante décadas, incluso
en la ausencia de una leguminosa hospedante adecuado, y no tiene que fijar N para
sobrevivir. En simbiosis sacrifica un porcentaje significativo de su propio potencial
respiratorio para abastecer a su hospedante con N, mientras que una cepa ineficaz puede
nodular una planta huésped sin tener tal demanda colocada en su propio metabolismo.
Ademas, los bacteroides de nddulos indeterminados pierden la capacidad de replicarse y ser
liberados de nddulos senescentes como bacterias de vida libre. De hecho, se han planteado
preguntas como — ‘¢ por qué los rizobios fijan nitrégeno?’ 28y “;por qué la mayoria de los
rizobios son beneficiosos para sus plantas hospedantes, en lugar de ser parasitos?’. Una
posible respuesta es que la planta hospedante impone sanciones metabdlicas en los nddulos
que contienen cepas de rizobios debilmente eficaces o ineficaces. Una estrategia
(particularmente en nodulos determinados que contienen bacteroides replicables) podria
implicar la restriccion del suministro de Oz a los nodulos no fijadores, limitando asi la
multiplicacién de rizobios dentro de ellos y reduciendo el nimero de células viables que
eventualmente pueden ser liberados de nédulos senescentes!33. Se ha argumentado que tales
restricciones podria contrarrestar la evolucion de parasitismo y estabilizar una simbiosis
fijadora de N2 favoreciendo las cepas efectivas de Rhizobium!’®, Este tema esta en debate y
algunas de las complejidades de la nodulacién adn no se han tenido en cuenta. Entre éstos
estan: (i) una cepa Rhizobium puede ser inefectivo en un hospedante pero efectivo en otro;
(i) los nddulos de las raices individuales que albergan cepas efectivas e inefectivas, si es
que existen su frecuencia de ocurrencia es desconocida; (iii) las cepas ineficaces a veces
producen mucho mas nodulos en un sistema radicular que los efectivos, por tanto,
potencialmente compensaria las sanciones de hospedante; y (iv) una leguminosa
hospedante puede influir en la seleccion de cepas de Rhizobium sin emplear

restriccionest®?,
2.3.6. Efectos de los nutrientes que no sean nitrégeno

Las deficiencias de nutrientes pueden afectar negativamente la simbiosis en una fase muy
temprana de desarrollo, incluyendo la multiplicacién del microsimbionte en la rizosfera de

la planta hospedante, su capacidad para detectar sefiales de nodulacion y su capacidad para
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producir y excretar factores Nod'®2. Los nutrientes esenciales requeridos por los rizobios
son los que tienen una participacion directa en la estructura y funcionamiento metabolico
de la célula microbianal’#. Posteriormente, estos elementos influyen en la fijacion de N2 en
diversas etapas de la interaccion simbiética: la infeccion y el desarrollo del nodulo,
funcionamiento de nodulos y el crecimiento de la planta hospedante. Ademas, el
requerimiento relativo de un nutriente dado para el crecimiento de las plantas, por una parte
y el establecimiento y funcionamiento del aparato simbidtico en el otro, pueden diferirt’,
La sefalizacion quimica entre los rizobios y la leguminosa es de fundamental importancia
para el proceso de nodulacion. El fésforo (P) juega un papel clave en los sistemas de
sefializacion a través de receptores quinasa y no-quinasa, y en otros procesos metabdlicos
que requieren pasos de fosforilaciéon como la regulacién de enzimas intracelulares y la
unién de proteinas a ADN para la regulacion de genes'’. Bajo estrés por P, los rizobios
responden de la misma manera que la planta hospedante: induccion de la expresion de

genes que estan implicados en la adquisicion de P?Y,
o Fosforo (P)

El fosforo tiene una funcion esencial en el metabolismo energético de las plantas y por lo
tanto juega un importante papel en la fijacion de N2 debido a la alta demanda de ATP de la
reaccion de la nitrogenasa. La deficiencia de P, tiene un impacto negativo en el estado
energético de los nédulos de leguminosast’’. La sintesis de acidos nucleicos y fosfolipidos
es también dependiente de P14, Comparado con las plantas que recibieron la fertilizacion
mineral de N, las plantas fijadoras de N2 necesitan mas P debido al desarrollo de nédulos y
vias asociados de transduccion de sefiales, y para fosfolipidos en bacteroides!®®. Este
requisito puede ser mayor que para el crecimiento de la raiz o brotes de la planta
hospedante. La concentracién minima de P para la nodulacion es aproximadamente 0,5 ug
P It en la solucion externa. Un incremento de 200 a 500 pg P I resulta en un mayor

aumento de peso seco del nédulo con respecto al peso seco de brotes y raices!®2.

Los nodulos son un fuerte sumidero de P; la concentracion de P suele ser
considerablemente mas alta (hasta tres veces) en los nodulos que en las raices y brotes,
particularmente cuando la oferta externa de P es baja'®. La capacidad de desarrollar

nodulos para competir con otros sumideros vegetativos de P (meristemos de la raiz y
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brotes) cuando la oferta externa es limitada difiere entre especies de leguminosas. Esto
puede ser en parte responsable de los desacuerdos con respecto a las cantidades de P
necesario para la nodulacion®®?. Simbiosis tripartita entre las leguminosas, los rizobios y las
micorrizas son comunes. La micorrizacion incrementa la adquisicion de P por las plantas
cultivadas en suelos con bajo P. La nodulacion puede ser mejorada mediante la aplicacion

de fertilizantes fosfatados?.

La concentracion de N y P en el brote de las leguminosas estdn positivamente
correlacionados®®’. Por tanto, cuando las leguminosas que dependen de la fijacién de N
reciben un inadecuado suministro de P, también puede sufrir de deficiencia de N. A baja
disponibilidad de P, la adicion de P aumenta el nimero de nédulos de la raiz!, la masa de
nddulos, el tamafio del nddulo®®”y el rendimiento®2. Sin embargo, la aplicacion de P afecta
principalmente a la absorcién de N total en lugar del porcentaje derivado de la atmésfera
(%Ndfa) 2%7.

e Calcio

El calcio es especialmente importante para los eventos iniciales de la infeccion'®. Una
concentracion baja de Ca en el nédulo reduce la fijacion de N2 debido a que el Ca es
inadecuado para la estructura del nédulo®. Alto suministro de Ca incrementa el nimero de
nddulos'®? y la cantidad de compuestos inductores de genes nod en exudados de la raiz'%2,
En la via metabolica de sefializacién de nodulacién, el Ca juega un papel esencial como
mensajero secundario, a través de una Unica quinasa activada de Ca'’. Algunos de los
efectos negativos de la acidez del suelo en la nodulacién de leguminosas estan vinculados a

una restriccion de la disponibilidad de Ca.

o Azufre

La deficiencia de azufre disminuye la fijacion de N2 porque afecta el desarrollo y la funcion
de los nédulos, reduce la concentracién de leghemoglobina en los nddulos'® y disminuye
las concentraciones de ATP en los bacteroides, asi como en las mitocondrias de los nodulos
radiculares®®2. El Gltimo puede ser causado por el suministro bajo de carbohidratos a los
nddulos por deficiencias de S en la leguminosa'®. El azufre es importante para la actividad

de la nitrogenasa debido a que el menor de las dos proteinas de Fe no hemo sensible al
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oxigeno contiene una unidad simple FesS4'%2. Ademas de la nitrogenasa, las actividades de
otras enzimas importantes implicadas en la fijacion de N, tales como PEP-carboxilasa,
malato deshidrogenasa o glutamato sintasa, también se reducen cuando la oferta de S es
insuficiente'®. La aplicacion de S en suelos deficientes de S puede no sélo aumentar la
calidad de leguminosas de grano, sino también el nimero de nddulos en las raices y el peso

de nédulos*® y la actividad de la nitrogenasa®®?.

¢ Molibdeno

Como el Mo es un componente metélico de la nitrogenasa, la simbiosis tiene un alto
requerimiento de Mo. Aunque Mo no se necesita especificamente para la nodulacion, la
deficiencia de Mo afecta el desarrollo de nodulos mediante la reduccion de la
multiplicacion de bacteroides!’®, aunque, a bajo suministro, este elemento es
preferentemente transportado dentro de los nédulos®®?. La deficiencia de Mo y N en
leguminosas que fijan N2 esta muy extendida, sobre todo en los suelos minerales acidos de
las zonas tropicales humedas y subhumedas. En condiciones &cidas, el tratamiento de

suelos con Mo puede aumentar de tasas de fijacion de N2 en las leguminosas.

En suelos acidos, la aplicacion de cal y Mo puede mejorar la formacion de nodulos de las

raices y el rendimiento de semilla en 370%°%.

En la madurez, los frijoles que recibieron N mineral tenian una mayor cantidad de brotes
pero menor peso seco de vainas en comparacion con plantas fijadoras de N fertilizadas con
Mo. Este indice de cosecha menor en las plantas fertilizadas con N mineral fue muy
probablemente el resultado de un mayor consumo de agua y el resultado de una sequia mas

severa durante las etapas iniciales del llenado de vaina®®?,
e Hierro

El hierro es un nutriente esencial tanto para las leguminosas y sus nddulos en las raices. En
la fijacion de N2 es un componente de varias enzimas tales como la nitrogenasa, el portador
de electrones ferredoxina, leghemoglobina y varios hidrogenasas?. EI componente hemo de

leghemoglobina tiene una exigencia particularmente alta de Fe. Por lo tanto, es necesaria Fe
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en mayores cantidades para la formacion de nodulos que para el crecimiento de la planta

hospedante? 152,

La deficiencia de hierro no afecta la infeccion per se, sino la posterior division de las
células corticales, es decir, las primeras etapas de desarrollo de nédulos y la proliferacion

de rizobios que invaden la raiz'®2,

e Boro

Las legumbres requieren B en concentraciones relativamente altas para el desarrollo de
nodulos. La concentracion de B en los nddulos es alrededor de cuatro a cinco veces méas
alta que en las raices®® y una ausencia de B en el medio de enraizamiento ocasiona una
disminucién de la nodulacion y altera el desarrollo de nddulos®®?. El boro se requiere para
el desarrollo de los hilos de infeccion y la invasion de células en el nddulo. En ausencia de
B, la union de las superficies celulares rizobiales a la pared del hilo de la infeccion se
inhibe, las bacterias no pueden progresar a través del hilo de la infeccion y son incapaces de
llegar al entorno endofitico. La deficiencia de boro también causa aborto de hilos de
infeccion, asi como la degeneracion de las paredes celulares y las membranas que rodean
los bacteroides intracelulares®3. Estos impedimentos para el desarrollo de nédulos resultar

en la disminucién de la fijacion de N2 y necrosis.

e Cobalto

Deficiencia de Co severa reduce la infeccion y retarda la formacion de nédulos mientras
que la tasa de crecimiento de nédulos no es afectada por el suministro de Co'’4. Por otra
parte, se requiere Co para la sintesis de leghemoglobina. El indicador méas sensible de la
deficiencia de Co es el contenido de nddulos en el bacteroide. Mientras la sintesis de
leghemoglobina se ve reforzada por el suministro de Co, el aumento en la actividad de la

nitrogenasa por unidad de leghemoglobina solo es relativamente pequefio.
e Niquel

Aunque el Ni es un constituyente de un numero de hidrogenasas de absorcién y una menor

actividad hidrogenasa se ha encontrado en bacteroides aisladas de plantas de soja
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deficientes en Ni, se carece de evidencia que en condiciones de campo la fijacion de N2 se

vea obstaculizada por la deficiencia de Ni®®?,
2.3.7. Efecto del Nitrégeno Mineral

El efecto del N mineral del suelo (desde el suelo o fertilizantes) en la FBN esta bien
documentada®®?. En las leguminosas (y otros sistemas de fijacion simbidtica de N2), el N
mineral puede aumentar o bajar la fijacion de N, en funcion de una serie de factores y la

tasa de suministro de N en particular.

Total N per plant

Soil and fertilizer N (combinad N)

Figura 6. Esquema simplificado de la relacion entre la fijacion de N2 y absorcion de N del suelo y
fertilizantes en leguminosas noduladas (Adaptado de Marschner, 2012).

Como se muestra esquematicamente en la Figura 6 incrementando la oferta de N
combinado (suelo+fertilizantes N) resulta en un aumento asintética en N total por planta. El
efecto de mejora de bajos niveles de N combinado en la FBN en leguminosas se relaciona
con la fase de latencia entre la infeccidn de las raices y la aparicion de la fijacion de N2. La
deficiencia de nitrdgeno durante esta fase es perjudicial para la formacion de un area foliar
que sea lo suficientemente grande para suministrar los fotosintatos necesarios para el
crecimiento y la actividad de nédulos. En nulos 0 muy bajos niveles de N combinado, el
efecto del fertilizante N mejora (Figura 6) dependiendo de la reservas de N en las semillas.
Como regla general, la nodulacion y actividad del nédulo (fijacion de N2) mas alta es
obtenida cuando las reservas de N en la semilla y el N mineral, ya sea desde el suelo o
fertilizantes, estan disponibles en cantidades que son suficientes para el crecimiento

vigoroso de las plantas durante las primeras semanas de establecimiento de la leguminosa.
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Las bajas tasas de fertilizantes minerales, suministrados como primera fuente de N,
aumentaron la nodulacion de la soja y la cantidad total de N derivado de la fijacion de Na,
pero altas tasas disminuyeron drasticamente la nodulacion e inhibieron la fijacion de Na.
Sin embargo, las tasas bajas de N en un inicio, como 20 a 40 kg de N.ha* pueden disminuir

tanto la nodulacién y la fijacién de Na, sin beneficios en el rendimiento!8: 152,

Cuando las concentraciones de N combinado aumentan, la actividad de la nitrogenasa Yy el
nimero de nddulos disminuyen'®?. El crecimiento de brotes, por otro lado, continia
aumentando, lo que indica un cambio de nutriciobn N simbidtica a inorganica. EI mayor
contenido de N en los brotes coincide con la més alta actividad de la nitrogenasa pero no
con el mayor peso seco de las plantas. Esto sugiere que a la maxima fijacion de N, la
produccion de materia seca fue limitada (por falta de fotosintatos) y la desviacion de
algunos fotosintatos para la fijacion de N2 tal vez puede restringir el crecimiento de las
plantas. La medida a la cual la nodulacion y la actividad del nodulo se reducen a niveles
altos de N combinado depende del genotipo de la planta y la forma de N suministrado. En
general se considera que la infeccion y el desarrollo de nddulos son mas sensibles al nitrato

que el amonio.

En arveja, suministro continuo de los niveles moderadamente altos de N-amonio (1 mM) no
so0lo puede aumentar la nodulacion y la fijacion de N, sino también estimular la
proliferacion de pequefios nddulos. Aungque un suministro de alto nitrato generalmente
deprime la nodulacion, diferencias genotipicas en la sensibilidad al nitrato existen. En frijol
comun, existen diferencias incluso entre cultivares con respecto a la inhibicion de la

nodulacién por alto suministro de nitrato®®2,

La regulacién del metabolismo de la raiz para asegurar que las plantas son suministradas
con cantidades adecuadas de N, se sabe que involucra sistemas de retroalimentacion, de
forma que el estado de N de toda la planta influye en el crecimiento de la raiz, la actividad
de transporte vy, en el caso de las leguminosas, el crecimiento y actividad de los nddulos®®’.
Aunque las sefiales precisas que transmite el estado de N en la planta a los nodulos de la
raiz son aun desconocidos, los aminoacidos ricos en N que son transportados desde el brote
juegan un papel en la formacioén, funcién y regulacion del nédulo®®?. Sin embargo, el

conocimiento de los mecanismos exactos de deteccion de la planta y la sefializacion en
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relacion con el estado N sigue siendo bastante pobre. Se cree que la captacion de la sefial
puede ocurrir en las células en los brotes y las sefiales podrian comunicarse a las raices y
nodulos a través del floemal®’. Estas sefiales parecen operar de una manera cuantitativa, lo

que permite la absorcion de N y la fijacion de N2, que se ajusta con precision a la demanda.
2.3.8. Efectos Ambientales

La rizosfera afecta fuertemente la interaccion simbidtica entre los rizobios y sus
leguminosas hospedantes. Las condiciones favorables de crecimiento de las plantas y el
establecimiento de las poblaciones bacterianas mejoran el éxito del indculo y promueven el
desarrollo de los sitios de infeccion en los pelos radicales™. Por lo tanto, los factores de
suelo influencian el crecimiento de rizobios y la planta, como la acidez, alcalinidad,
salinidad, temperatura, humedad, fertilidad (incluyendo las deficiencias de nutrientes) y

estructura fisica?* también afectaran a la infeccion y la nodulacion.

o  Salinidad

La mayoria de las leguminosas son clasificadas como cultivos sensibles a la salinidad’™ y
los efectos del estrés salino en la fijacion de N2 en estas plantas han sido ampliamente
reportados. La salinidad puede afectar la simbiosis directamente reduciendo el crecimiento
de la planta hospedante o indirectamente por alterar las interacciones entre Rhizobium vy el
hospedante conduciendo a la inhibicion de la formacion de nddulos. Bajo condiciones de
salinidad, la adhesion bacteriana a las raices se reduce y los pelos radiculares no muestran
la caracteristica respuesta a factores Nod, es decir, la deformacién del pelo radicular y el
posterior rizado’™. El estrés salino también inhibe la invasién y proliferacion bacteriana
dentro de las células del hospedante, que puede ser aliviado por complementar las
leguminosas inoculadas con B y Ca?°. Sin embargo, estos efectos varian segln las especies
de leguminosas, el frijol comun, por ejemplo, es mas sensible a la sal que la soja y la

alfalfa.

o  Humedad del suelo

En las regiones aridas, una pobre nodulacién de leguminosas es méas probable debido a la

muerte de rizobios durante la estacion seca. La humedad del suelo también influye en el
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crecimiento de los rizobios alterando el crecimiento de las plantas, la arquitectura de la raiz
y la exudacion de las raices?'’. La sincronizacion del estrés por sequia con respecto a la
etapa de crecimiento de la planta tiene un efecto importante en la nodulacién y la fijacion
de N2 y un periodo prolongado de estrés durante la etapa vegetativa retarda ambos
procesos. Una vez establecidos los nédulos, la sequia reduce la fijacion de N2'%. El efecto
de la sequia sobre la actividad del nddulo se debe principalmente a un aumento de la
resistencia a la difusién de Oz en los bacteroides'®?.

Para equilibrar las concentraciones osmaticas internas y externas, rizobios tolerantes a la
salinidad acumulan solutos compatible organicos o inorganicos. S. meliloti supera la
inhibicion del crecimiento inducido por el estrés hidrico mediante la acumulacion de
solutos tales como glutamato o prolina. En Glycine max L., la disminucidn de la fijacion de
N2 a baja disponibilidad de agua esta asociado con un aumento de las concentraciones de
ureidos y aminoacidos libres en el tejido de la planta, lo que indica una inhibicion potencial

de retroalimentacion por estos compuestos en respuesta a la sequia®®?,

e Temperatura

Las altas temperaturas perjudican la sobrevivencia y persistencia de cepas de rizobios en el
suelo y también la infeccion de la raiz?’. Ademas, temperaturas elevadas puede afectar la
produccion o liberacion de inductores de genes nod, alteran el funcionamiento de nodulos a
través de cambios en la sintesis de leghemoglobina y actividad de la nitrogenasa, y aceleran
la senescencia del nédulo!’. Sin embargo, hay rizobios tolerante a altas temperaturas (40 °
C). En Trifolium repens, la fijacion de N2 disminuy6 con la disminucion de la temperatura
de la raiz (c), siendo cuatro veces y dos veces mayor a 12 °C que a 6 y 9 ° C,
respectivamente. Sadowsky?!’ sugiri6 que cada combinacién de Rhizobium/leguminosa
tiene una temperatura Optima especifica, que estd entre 25 y 30 °C en el frijol comun,
alrededor de 30 °C para las arvejas y el trébol y entre el 35y 40 °C para el caupi, mani y

soja.
e La acidez

La acidez afecta rizobios de vida libre y fijadores de N2?34. En suelos &cidos, la densidad

de rizobios puede ser baja. EI aumento de pH del suelo por el encalado es por lo tanto muy
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eficaz para aumentar el nimero de nédulos, por ejemplo en frijol comdn, alfalfa y manit®?,
En suelos acidos, diversos factores, tales como altas concentraciones de H*, Al monomeérica
y, a veces micronutrientes®® que se vuelven mas solubles a pH bajo, puede contribuir a una
pobre nodulacién y la inhibicion del crecimiento de las plantas. Por otra parte, la
disponibilidad de Ca y P estan perjudicados por bajo pH del suelo y también puede influir

el crecimiento y la supervivencia de rizobios?!’.

La formacion de nodulos tiene un mayor requisito de Ca que el crecimiento de raices y
brotes de la planta hospedante. Sin embargo después de la iniciacion de nddulos, el
posterior  crecimiento del nodulo no se vio afectada por una disminucion en la
concentracion de Ca, lo que sugiere que solo el primer paso de la infeccion es altamente
sensible al suministro de Ca'®2. A bajas concentraciones de Ca, particularmente en
combinacion con concentraciones altas de protones, la fijacion de rizobios a la superficie de
la raiz del hospedante se ve afectada. En contraste con especies sensibles a la acidez, los
exudados de las raices liberadas por la especie tolerante Medicago a pH bajo y bajas

concentraciones de Ca son eficaces en la induccién de la expresion del gen nod**®.

La pobre nodulacion en suelos acidos puede ser causada por la baja sobrevivencia de cepas
de rizobios!®, asi como efectos sobre la morfologia de la raiz. La inhibicion de la
formacion del pelo radicular por bajas concentraciones de Ca y altas concentraciones de Al
y H* puede explicar la nodulacién dafiada en especies donde los pelos radicales son los
sitios de infeccion dominantes. En suelos acidos, la liberacién neta de H*, es decir, la
acidificacion de la rizosfera, acoplado inherentemente con la fijacion de N2 de leguminosas
y no leguminosas noduladas, puede exacerbar el impacto negativo de la acidez.

2.3.9. La Inoculacion de la leguminosa

La inoculacion de las leguminosas significa la introduccién o adhesién de las bacterias a la
semilla de leguminosas o al suelo para permitir a las plantas fijar o transformar a una
forma utilizable el nitrogeno de la atmosfera. La forma mas comdn de introduccion de
inoculo al suelo es al momento de sembrar. Generalmente, las semillas de leguminosas
deben ser cubiertas con el inoculante apropiado justo antes de la siembra. La proporcion

inoculo-semilla viene determinada por las condiciones del cultivo. En el caso de
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inoculantes solidos se recomienda utilizar alguna solucion pegajosa, como la goma arabiga
para obligar al inoculante a adherirse a la semilla. Algunos autores recomiendan el uso de
azlcar como solucién pegajosa; sin embargo, se ha observado que el azlcar atrae insectos
como hormigas, por lo que tiende a ser un problema en lugar de una solucién. Si el
inoculante es liquido se recomienda aplicar 1 ml de la suspensién bacteriana al suelo’” 111,
Los inoculantes son cultivos puros de Rhizobium especificos y seleccionados que se
mezclan con un soporte, generalmente a base de turba. La duracion del inoculante depende

del nimero de bacterias que contenga y también de la manera como se conserva este.
Las caracteristicas que debe reunir un buen inoculante son:

a) Debe contener cepas de alta eficiencia en su capacidad para fijar nitrogeno
procedente del laboratorio donde se realice una seleccion rigurosa

b) Una cepa de Rhizobium debe tener una alta especificidad con una leguminosa,
buena infectividad, adecuado grado de competitividad con otras cepas, alta efectividad de
infeccion con las leguminosas, estabilidad genética

C) Las cepas deben estar adaptadas a las condiciones de la region, hay cepas que
pueden funcionar bien en diferentes regiones pero en otras con diferentes condiciones
(clima, suelo, etc.) presentan un comportamiento inferior o no funcionan adecuadamente.
De funcionar un inoculante, se debera ver entre los 45 a 60 dias después de la siembra,

nodulos con caracteristicas de efectividad®2,

2.3.10. Antecedentes

Noal’? evalu¢ diferentes variedades de frijol de grano amarillo en invierno donde obtuvo
altos rendimientos para las variedades de crecimiento indeterminado con valores entre 2493
y 1900 kg.ha* debido a las condiciones favorables que encontré el cultivo en su desarrollo
y superaron a la variedad testigo Canario Divex 8130-1 con habito de crecimiento tipo I.
Encontro que los componentes que mas influenciaron en el rendimiento de grano fueron: el
numero de vainas por planta, nUmero de granos por vaina y nimero de dias a la floracion.

Tsai?>! obtuvieron altas tasas de fijacion de N2 en judias, incluso a elevadas dosis de
fertilizacion nitrogenada (120 kg N-Urea/ha) cuando se equilibraron otros elementos

nutritivos.
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Quifiones?® probé la adaptacion de 36 lineas de frijol Canario, obteniendo altos
rendimientos en dos lineas CIFAC con 3327 y 2745 kg.ha, también obtuvo buenos
rendimientos para Canario 2000, Canario Centinela y Canario Corriente con 2688, 2052 y
1661 kg.hal, respectivamente.

Canchari®! evalu6 el efecto de aplicacion de cepas de Rhizobium, bioestimulantes y
fertilizacion en el rendimiento de frijol canario en condiciones de costa central, en la
variedad CIFAC 92008 obteniendo rendimientos entre 1331.6 y 1061.1 kg.ha?
correspondiendo el primero al tratamiento 3 (Rhizobium+ bioestimulantes) y el ultimo al
tratamiento 1 (testigo sin aplicacion), ademas los tratamientos en los cuales la aplicacién de
bioestimulantes en prefloracion tanto individualmente como en la combinacién con la
inoculacion de Rhizobium a la semilla se presenta mayores incrementos en el rendimiento

de grano seco.

Paima'® evalué una cepa de Rhizobium sp. de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) y su
interaccion con la materia organica y microelementos encontrando diferencias altamente
significativas en el rendimiento del frijol comdn, en los tratamientos fertilizados y en los
tratamientos donde se establecio la simbiosis, respecto al testigo, obteniendo rendimientos
de 2129.7 kg.ha' para los tratamientos inoculados. Ademas, sefialo que la fertilizacion
nitrogenada Yy la fijacion biologica de nitrégeno tuvieron efecto favorable significativo en el
rendimiento.

Villanueva?®’ evalué el efecto de dos cepas de Rhizobium sp., y abono organico en el
rendimiento del frijol (Phaseolus vulgaris L.) variedad Canario molinero PLV1/1-3 en
condiciones de La Molina. Los rendimientos se asocian con la fijacion de nitrogeno activo
por los nédulos efectivos de la leguminosa. Asi la cepa LMT 15 supera en rendimiento a la

cepa LMT 10 teniendo en cuenta el mayor nimero de noédulos y efectividad.
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I1l. MATERIALES Y METODOS
3.1. UBICACION DEL CAMPO EXPERIMENTAL

El presente trabajo de investigacion se realizé entre Julio y Noviembre del 2013 en el
campo Guayabo |, perteneciente al Programade Investigacion y Proyeccion Social
en Leguminosas y Oleaginosas de la Universidad Nacional Agraria La Molina, cuyas

coordenadas geogréficas son:

Latitud :12°05’13.04”” S
Longitud :76°56°45.55”° O
Altitud : 245 msnm

3.2.HISTORIAL DE CAMPO
El campo Guayabo | se dedica exclusivamente al monocultivo del frijol todos los afios.

3.3.MATERIALES

3.3.1. Analisis Fisicoquimico del Suelo

El suelo donde se realizd el presente trabajo experimental, es como todos los suelos de La
Molina, profundos, de buen drenaje, permeabilidad moderada, textura media, estructura
granular media y moderada, de consistencia friable en himedo (Anexo 3).

El andlisis de suelos se realizd en base a una muestra de suelo del area experimental. Los
resultados presentados en el Anexo 3, indica un contenido de sales bajo (0.35 dS/m), sin
efectos adversos sobre el crecimiento del cultivo. El andlisis mecanico de las fracciones
minerales indica una textura franca.

Se puede deducir que el pH (7.92) indica que es un suelo medianamente alcalino. El
contenido de CaCO3 (1.8%) esta en concentraciones muy bajas. El contenido de materia
organica (1.07% de la M.O.) y por lo tanto de nitrégeno total (5% de la M.Q.), es bajo. Por
otro lado el contenido de fosforo disponible es medio (10.7 ppm). Asimismo, el contenido
de potasio disponible (176 ppm) es medio. Estos niveles indicarian una mediana a baja

probabilidad de respuesta a la fertilizacién fosforada-potasica y una alta probabilidad de
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respuesta a la fertilizacion nitrogenada. La CIC (11.20 cmol) esta en él limite de los rangos
bajos y medio lo que nos indicaria una disminuida fertilidad potencial edafica.

En las relaciones entre los cationes involucrados se observa una predominancia del Ca y el
Mg (94.19% PSB) sobre el K (5% PSB), con una relacion Ca/Mg de 6.53 y una relacion

K/Mg de 0.4. El porcentaje de saturacion de bases es de 100%, siendo un suelo optimo.

3.3.2. Condiciones meteorolégicas

Segun el sistema modificado de Koepen, basado en promedios anuales de precipitacion y
promedios anuales de temperatura, le corresponde a La Molina, la clasificacion de Desierto

subtropical Arido caluroso.

El Cuadro 7 presenta los datos climatologicos correspondientes a la zona experimental
durante el periodo vegetativo del cultivo (julio a noviembre de 2013) fueron obtenidos de
los registros del Observatorio Meteoroldgico “Alexander Von Humboldt” de la Universidad
Agraria La Molina (UNALM).

Se observa un incremento marcado de la temperatura en octubre y noviembre debido a la
estacion primaveral, la precipitacion asimismo disminuye al mismo ritmo del cambio de
estacion de invierno a primavera, con una disminucion de la humedad relativa en los dos

ultimos meses de estudio.

Cuadro 7. Parametros climatologicos de la zona de La Molina en el periodo
experimental Julio-Noviembre 2013.

TEMPERATURA TEMPPRA'I'URA TH\-[P?RATURA HUMEDAD PRECIPITACION PRES].(')X
MES PRPNED[O B-M\-LA h-ﬂhl\-ti RFTLATIVA MENSUAL media
media mensual media mensual | media mensual | media mensual mensual
(0 € €0 %) ) (mb)
JULIO 15.08 1797 13.50 85.09 3.90 986.42
AGOSTO 15.03 18.51 12.85 84.15 6.80 983.70
SETIEMBRE 16.00 20,04 13.46 82.74 3.60 985.99
OCTUBRE 17.47 2125 14.49 7387 0.00 975.93
NOVIEMBRE 18.97 2231 15.53 76.89 0.60 973.50

Fuente: Datos obtenidos de los registros del observatorio Meteoroldgico “Alexander Von Humboldt” La Molina.
Facultad de Ciencias UNALM
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3.3.3. Material bioldégico de estudio
Para este experimento, el material biologico de estudio estuvo conformado por cuatro
variedades comerciales de frijol para el experimento, incluyéndose un testigo dentro de
cada variedad. Las variedades fueron proporcionadas por el Programa de Investigacion y
Proyecciéon Social en Leguminosasy Oleaginosas de la UNALM. Las variedades son:
Canario Centenario, Canario CIFAC, Blanco Molinero, Rojo Molinero y se describen a
continuacion:

e (anario Centenario
Origen genético: Procede de una seleccion efectuada por el Programa de Investigacion y
Proyeccién Social en Leguminosas y Oleaginosas-UNALM entre un conjunto de lineas
mejorada en generacién F9 proporcionadas en 1996 por la Estacion Experimental Los
Pobres de Ica, procedentes del Programa de Investigacion en Leguminosas de Grano del
INIA. La linea seleccionada de codigo CANVER 92008, procedente de la cruza
[‘Mayocoba’ x (‘CC7816-3-6-CM’ x “‘Canario Divex’)] x [(‘CC07332-4-2-1-3-CM (10C)’
X ‘Canario corriente’)], realizada en 1986 por Angel Valladolid y colaboradores en la
Estacion Experimental Agropecuaria de Chincha. La linea seleccionada fue evaluada
durante cuatro afos, primero en ensayos preliminares de adaptacion y rendimiento y luego
en ensayos avanzados en diferentes localidades y épocas destacando por su potencial de
rendimiento y calidad de grano®.
Caracteristicas Agronomicas: Planta de habito de crecimiento arbustivo determinado
(Tipo 1), con 110 dias a la madurez de cosecha, con 15 a 30 vainas por planta y 5 semillas
por vaina. El grano es de color amarillo intenso, brilloso y de buena calidad comercial, el
tamario es mediano con un peso de 100 semillas de 55.5 gr y la forma es ovoide truncado.
El rendimiento promedio en grano seco es de 2500 a 3000 kg/ha en costa y 2000 kg/ha en
sierra baja. La forma de consumo es como grano seco. Se adapta bien a la costa en siembras
de invierno y primavera y valles interandinos hasta los 2400 msnm. Variedad resistente al
BCMV vy tolerante a la roya (Uromyces appendiculatus) y oidiosis (Erysiphe polygoni).

e (anario CIFAC
Variedad precoz de habito de crecimiento indeterminado, presenta resistencia a virus.
Planta determinada, semitardia con 150 dias a la madurez de cosecha, se siembra en otofio e

invierno. El tamafio de granos grande de buena calidad culinaria®.
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e Blanco molinero

Variedad de alta calidad de grano principalmente para uso en verde, precoz y de alto
rendimiento, evaluada y seleccionada en el Programa de Investigacion y Proyeccion Social
en Leguminosas y Oleaginosas de la UNALM.

Caracteristicas: planta de habito de crecimiento arbustivo determinado (Tipo 1), presenta
la floracién a los 38 dias después de la siembra y la madurez de cosecha a los 110 dias
después de la siembra. El tamafio del grano es grande con un peso de 100 semillas de 50
gramos, su forma es ligeramente arrifionado y el color es blanco semibrillante.

El rendimiento promedio de grano seco es de 2000 kg.ha™, se consume como grano verde y
seco, se recomienda principalmente para consumo en verde por el tamafio grande de la
vaina. Se adapta a los valles de la costa central en siembras de primavera. Variedad
resistente a virus BCMV, y a oidiosis, susceptible a nematodos, pudriciones de la raiz y a

otras plagas importantes en la costa?®.

e Rojo Molinero

Variedad de alta calidad de grano principalmente para mercado interno y externo, precoz y
de alto rendimiento. Variedad evaluada y seleccionada por el Programa de Investigacion y
Proyecciéon Social en Leguminosas y Oleaginosas de la UNALM. Planta de habito de
crecimiento arbustivo determinado (Tipo I), con una altura promedio de 60 cm., la floracion
se presenta a los 40 dias después de la siembra y la madurez de cosecha a los 115 dias
después de la siembra. EI tamafio del grano es grande con un peso de 100 semillas de 46
gramos, su forma es ligeramente arrifionada y de color rojo brillante. El rendimiento
promedio de grano seco es de 2000 kg.ha! y de 4000 a 6000 kg.ha* de grano verde. Se
adapta a los valles de la costa central en siembras de primavera. Variedad resistente a virus
BCMV, a roya y a oidiosis, susceptible a nematodos, pudriciones de la raiz y a otras plagas

importantes en la costa®.

3.3.4. Inoculantes de Rhizobium
La cepa LMT 10 y LMT 15 de Rhizobium sp. utilizadas en el presente ensayo provienen del
Laboratorio de Ecologia, Microbiologia y Biotecnologia “Marino Tabusso” de la UNALM

y fueron aislados de los nodulos presentes en las plantas de frijol canario variedad
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Centenario procedentes del campo experimental del Programade Investigacion y
Proyeccién Social en Leguminosas y Oleaginosas de la UNALM.

Las caracteristicas de estas cepas son: bacterias Gram negativas, crecen bien en LMA
(Levadura Manitol Agar) y en 48 horas estan formando colonias. El color caracteristico de
estas colonias es que son cremosas, elasticas con bastante produccién de mucosidad luego
de las 27 horas de incubacion.

En los campos cultivados con leguminosas de grano se aprecian poblaciones o cepas
nativas de Rhizobium sp., que pueden ser importantes ya que Gonzales!?? identificé que
hay diversidad de cepas Rhizobium y encontrd que las cepas 13, 14, 15 y 21 tuvieron

buenos resultados en la nodulacion.

3.4. METODOLOGIA

3.4.1. Tratamientos en estudio
Factor Variedades (V): con 4 niveles vi (Canario centenario), v, (Canario CIFAC), v3
(Blanco Molinero), va (Rojo Molinero)
Factor Fuente de Nitrégeno (N): con 4 niveles ny (Rhizobium sp (LMT 10)), n2 (Rhizobium
sp (LMT 15)), n3 (Cepa nativa en el suelo (testigo)) y ns (100 kg/ha de Nitrogeno (Nitrato
de amonio.))
En el Cuadro 8 se aprecian los tratamientos a evaluarse en el presente estudio

Cuadro 8: Clave y descripcion de los tratamientos en estudio.

CLAVE DESCRIPCION

T1=vin Canario Centenario con cepa LMT 10

T2 =vin, Canario Centenario con cepa LMT 15

T3=vin; Canario Centenario testigo (cepa nativa en el suelo)
T4 =ving Canario Centenario con nitrégeno (100 kg/ha)

T5 = vony Canario CIFAC con cepa LMT 10

T6 = von, Canario CIFAC con cepa LMT 15
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T7 =Vvan3 Canario CIFAC testigo (cepa nativa en el suelo)
T8 =vons Canario CIFAC con nitrogeno (100 kg/ha)

T9 =vsny Blanco Molinero con cepa LMT 10

T10 = v3n, Blanco Molinero con cepa LMT 15

T11 =wvsns Blanco Molinero testigo (cepa nativa en el suelo)
T12 =wv3n, Blanco Molinero con nitrogeno (100 kg/ha)

T13 =wvany Rojo Molinero con cepa LMT 10

T14 = w0, Rojo Molinero con cepa LMT 15

T15 = vans Rojo Molinero testigo (cepa nativa en el suelo)
T16 = vans Rojo Molinero con nitrégeno (100 kg/ha)

3.4.2. Caracteristicas del campo experimental

N° de parcelas
N° de bloques
N° de parcelas por bloque

Distanciamiento entre surcos
Distanciamiento entre golpes

Longitud de cada surco
NUmero de surcos

N° de golpes por surco
N° de repeticiones

N° golpes por parcela
N° de semillas por golpe
Distancia entre calles
Area de la parcela

Ancho total del experimento

Largo total del experimento
Area total del experimento
N° plantas por parcela

.48

03

16
:0.8m
:0.3m
- 4m
144
22

K]

: 66

03
:0.3m
9.6 m?
:19.2m
:255m
: 489.6 m?
198
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RANDOMIZACION DE LOS TRATAMIENTOS EN EL CAMPO EXPERIMENTAL

Tratamientos

. Canario centenario con Cepa LMT 10

. Canario centenario con Cepa LMT 15

. Canario centenario T (cepa nativa del suelo)

. Canario centenario con nitrégeno (100 kg/ha)

. Canario CIFAC 920018 con Cepa LMT 10

. Canario CIFAC 920018 con Cepa LMT 15

. Canario CIFAC 920018 T (cepa nativa del suelo)
. Canario CIFAC 920018 con nitrégeno (100 kg/ha)
. Blanco Molinero con Cepa LMT 10

10. Blanco Molinero con Cepa LMT 15

© 00 N O O b~ W DN -

11. Blanco Molinero T (cepa nativa del suelo)
12. Blanco Molinero con nitrégeno (100 kg/ha)
13. Rojo Molinero con Cepa LMT 10

14. Rojo Molinero con Cepa LMT 15

15. Rojo Molinero T (cepa nativa del suelo)

16. Rojo Molinero con nitrégeno (100 kg/ha)

3.4.3. Disefio experimental

101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116

208
206
212
215
210
204
209
211
203
214
201
202
205
216
213
207

1l

312
304
308
311
305
313
302
315
307
306
309
314
310
316
301
303

El disefio estadistico experimental empleado fue el de Disefio de Bloques Completos al

Azar con Arreglo Factorial 42, con 2 factores variedades y fuente de nitrégeno cada uno con

4 niveles, 16 tratamientos y tres bloques haciendo un total de 48 unidades experimentales.

Para probar las diferencias entre los promedios de los tratamientos se utilizd la prueba de

Duncan de comparacién de medias. El software estadistico utilizado fue SAS 9.1%?2, El

modelo aditivo lineal es el siguiente:

Yijk= 1 + Ok + ai + Bj + (aP)ij + sijk

Donde:

Yix= Valor observado al finalizar el experimento de la unidad experimental que recibi6é el i-ésimo factor A

con el j-ésimo factor B en el k-ésimo bloque.
| = Efecto de la Media general

8k = Efecto del k-ésimo bloque

ai = Efecto incremental sobre la media causado por el nivel i del factor V.

B; = Efecto incremental sobre la media causado por el nivel j del factor N.
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(af)ij =Efecto incremental sobre la media causado por la interaccion del nivel i del factor V y el nivel j del

factor N.

sijki= Efecto aleatorio del error

La tabla de analisis de la varianza (ANVA) es:

Fuentes de |Grados de| Suma de |Cuadrados F Calculado
Variaciéon Libertad |Cuadrados| medios
SC oques CM oques
Bloques r-1 SC Bloques Blog Plod
r-1 CM Error
SC M
Variedad (V) v-1 sCv v v
(V-1) CM Error
SC CM
AFu/ente de -l SC N. N N
Nitrégeno (N) (n-1) CM Error
sC CcM
VN (v-D(@-1) | scvN YN YN
(v-1)(n-1) CM Error
Error (vn-1)(r-1)| SC Error _SCEma .
(vn-1) (r-1)
Total vnr-1 SCTotal | ----- | -------

3.4.4. Conduccién del Experimento

e Preparacion del terreno
Se procedid al riego de machaco oportunamente antes de la siembra, luego se realizara una
aradura a traccion mecanica a una profundidad de 35 cm., se efectuara el pase de rastras y
luego el despajo con jornales, seguido del gradeo y surcado a 0.8 m de distancia entre
surcos. Finalmente se procedera al marcado de los bloques, calles y parcelas utilizando para
ello una wincha, cordel, estacas y cal.

e Preparacion de insumos
Se realizo la seleccion de la semilla por su pureza y sanidad, luego el conteo del nimero de
semillas para cada tratamiento y se ubico ésta en un sobre de papel que es rotulado con la
informacion del ensayo (nimero de parcela e identificacion del tratamiento segun la
randomizacion, lugar y fecha). EI compost fue sometido a un lavado con la finalidad de
eliminar las sales que contienen. Se utilizaron 8 sacos de compost para todo el experimento.

e Inoculacion de semillas
Antes de la siembra en el terreno experimental se dispusieron las cepas de Rhizobium sp.,
provenientes del Laboratorio de Ecologia, Microbiologia y Biotecnologia Marino Tabusso
de la UNALM, luego se realizo el célculo de la semilla, a utilizar por cada tratamiento
donde se iba a emplear las cepas de Rhizobium sp., el procedimiento que se utilizd fue

preparar un recipiente con sustrato de tierra mullida (0.5 kg) sacando las impurezas
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existentes, y luego se aplicé el inoculante procediendo a echar un poco de agua hasta
formar una pasta seguidamente se agreg6 la semilla revolviendo todo para que la pasta se
adhiera en forma uniforme a todas las semillas después se deja orear por 15 minutos a la
sombra quedando lista para siembra.

e Siembra
Se distribuyeron las bolsas conteniendo las semillas segin la randomizacion indicada. La
siembra fue hecha con ayuda de una lampa, depositando en una sola costilla de surco
(hilera doble) 3 semillas por golpe en un area de 0.24 m? haciendo una poblacion de 83334
golpes por hectarea y un total de 250000 plantas/ha. La siembra se realizé el dia 22 de
Junio del 2013 a capacidad de campo.

e Resiembra
Se realizd a los 15 dias después de la siembra para corregir las fallas de la siembra y asi
uniformizar el campo de cultivo. La resiembra se realiz6 el dia 17 de Julio de 2013

e Desahije
Esta labor se realizd a los 15-25 dias después de la siembra.

¢ Riego
Se manejo con riego por gravedad y las cantidades variaron de acuerdo a la necesidad de
cultivo, las condiciones meteoroldgicas y el suelo. Se dieron 2 riegos por mes y en total
fueron 7 riegos en todo el cultivo mas el riego inicial de machaco.

e Control de malezas
Al inicio, antes de la siembra se aplico el herbicida selectivo en preemergencia y de
postemergencia temprana, Linurdn. Se aplico al suelo previo a la emergencia de las
malezas a la dosis de 2 I/ha, para controlar plantulas de especies susceptibles durante un
periodo de tiempo prolongado. Las malezas fueron controladas de forma manual y con la
ayuda de una lampa de acuerdo al desarrollo de las malezas (4 veces), controlandolo sobre
todo en el periodo critico.

o Fertilizacion
De acuerdo al analisis fisicoquimico del cultivo se hizo la dosis de fertilizacion NPK [100
kg/ha, cada nutriente en forma elemental N, P y K, con las fuentes nitrato de amonio (33-3-
0), superfosfato triple de calcio (0-46-0) y cloruro de potasio (0-0-60) respectivamente] en

los tratamientos con fertilizacién nitrogenada y solo PK (100 kg/ha cada uno, solo
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superfosfato triple de calcio y cloruro de potasio), en los tratamientos en donde se
encuentra el Rhizobium para evitar la inhibicion de la fijacion bioldgica del nitrogeno.
Asimismo micronutrientes como el Oligomix Co a la dosis de 0.5 kg/ha. Se aplicaron
protohormonas como Agrostemin GL a la dosis de 0.3 I/ha para disminuir los ligeros
efectos del estrés hidricos en la planta.

e Control fitosanitario
El control se realiz6 en funcién de la presencia de las plagas y enfermedades que se
presenten durante el desarrollo del cultivo. Se utilizaron cebos para los gusanos cortadores
(10 kg afrecho+ 1 I melaza, 6-7 | de agua y 1 kg del insecticida Tifon).

e Cosecha
La cosecha se efectud de acuerdo a la madurez de cosecha, a los 140 dias después de la
siembra, se realizo en forma manual extrayendo al azar 10 plantas de los surcos centrales
para su posterior evaluacién y de igual manera se procedio con el resto de las plantas.
El material cosechado e identificado se trasladé al Programa de Leguminosas para su
secado al aire libre y cubierto con malla para protegerlo de las aves, luego se realizo la trilla
en forma manual y registrando los datos requeridos

3.5. CRONOGRAMA DEL EXPERIMENTO

SEMANAS

ACTIVIDADES PLAZO 1] 2| 3| 4 5 6 7| 8 9| 10| 11| 12| 13| 14 15| 16
Seleccidn del terreno 1 semana |X
Preparacion del terreno
Limpieza del terreno 1 semana | X
Incorporacion de materia organica |1 semana | X
Arado, rastra y nivelacion 1 semana | X
Riego de machaco 1 semana | X
Siembra
Seleccidn de semilla 1 semana | X
Prueba de viabilidad 1 semana | X
Inoculacion de semillas 1 semana | X
Siembra en campo 1semana | X
Labores culturales
Desahije 1 semana X
Riegos 12semang X | X [ X | X [ X | X | X [ X | X [ X | X | X
Deshierbo 2 semanas X X
Control de plagas y enfermedades [12semangd X | X | X | X [ X | X [ X | X [ X | X | X | X
Evaluacion de nodulacién
Extraccion de muestras 1 semana X
Peso fresco de follaje y raiz 1 semana X
Conteo y ubicacion de nodulos 1 semana X
Evaluacion de fijacion de nitrégeno |1 semana X
Peso seco de follaje y raiz 1 semana X
Evaluacion estadistica
Resultados 1 semana X
Procesamiento de datos 1 semana X

Figura 7. Diagrama de Gantt del experimento
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3.6.VARIABLES EVALUADAS EN EL EXPERIMENTO
3.6.1. Variables morfofisioldgicas

3.6.1.1. Dias a la floracion

Esta caracteristica se evalud basandose en los dias transcurridos desde la siembra hasta que
el 50% de las plantas tuvieron su primera flor. La evaluacion se realizé en forma visual en

los dos surcos centrales.
3.6.1.2.Altura de planta

Se evalud justo al momento de la madurez fisiologica. Se tomd la altura promedio de 8
plantas seleccionadas al azar de los dos surcos centrales. Se mide desde la superficie del

suelo hasta el &pice del tallo principal.
3.6.1.3.Peso fresco de follaje y raices

Se tomo el peso fresco total, peso fresco de follaje y peso fresco de raices en 8 plantas por

parcela.
3.6.1.4. Peso seco de follaje y raices

Se toma el peso seco total, de follaje y de raices en ocho plantas seleccionadas, las muestras
de la evaluacion anterior se llevan a la estufa a un promedio de 60°C por 2 dias.

3.6.2. Variables de nodulacion

Para la evaluacién de la nodulacién se tomaron cuatro plantas al azar de cada parcela, en

plena floracién para cada variedad, la evaluacién es de acuerdo al manual del CIAT#:
% Numero total de nddulos

Se contabilizé el nimero total de nddulos en las raices de cuatro plantas extraidas al azar de
cada tratamiento y repeticion entre los estadios fenologicos V5 y R1. Se registrard el

promedio de las 3 repeticiones.
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«» Posicion de los n6dulos

Después de haber realizado el conteo de nddulos por planta a la vez se determinaba la
posicion de los nddulos ya sea en la raiz principal o lateral.

Se determiné el nimero de nodulos ubicados tanto en la raiz principal como en las raices
secundarias para la cual se tomaron cuatro plantas al azar de cada parcela de tratamiento y

de cada repeticion.
+»+ Tamafo de los nédulos:

Seglin Matos'® y las recomendaciones del Programa de Investigacién y Proyeccion Social
de Leguminosas de Grano y Oleaginosas de la UNALM, el tamafio de los nddulos esta

determinado por la siguiente escala:

No6dulos Pequefios Menores de 2mm
Nodulos Medianos 2a4mm
Nodulos Grandes Mayores de 4 mm

« Forma de nédulos

Se utilizara dos categorias: redonda y alargada, los que correspondieron a nddulos

determinados e indeterminados, respectivamente.
%+ Color interno del nddulo

Se tomo al azar dos nodulos con tamafio predominante y se cortd por la mitad, el color
interno registrado fue segun las cuatro categorias utilizadas (1: rosado-rojo; 2: verde; 3:

verde-marrdn, 4: marrén). Se utilizo las 4 plantas recolectadas.
%+ Peso fresco y seco del nddulo

De las 8 plantas extraidas para peso fresco de follaje y raices, se obtiene también el peso
seco de nddulos y el promedio se anota en cada bloque. Luego de llevada a la estufa,

después de 2 dias se toma el peso seco del nddulo.
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3.6.3. Variables de rendimiento

e NuUmero de vainas por planta

Se contd el nimero de vainas de 10 plantas de cada parcela tomadas al azar. Se registro el

promedio de las 3 repeticiones.
e NuUmero de granos por vaina

Se contd el nimero de granos por vaina, para lo cual se tomd una muestra representativa de

20 vainas para cada tratamiento y cada bloque.

e Peso de 100 semillas (g)

Se obtuvo el peso de las semillas en granos de un promedio de 100 semillas tomadas de

vainas maduras escogidas al azar y se registro el promedio de las 3 repeticiones.
e Indice de cosecha (%)

Es un indicador de la eficiencia de una variedad desde el punto de vista de rendimiento, es
decir, si el interés es la semilla, las plantas que acumulen mayor cantidad de materia seca en
la semilla, en relacion al total de las estructuras de la planta (biomasa), seran mas eficientes.
Se determind con los datos del peso total de las plantas, y el peso seco de grano de 10

plantas competitivas.

% IC= Peso seco del grano x 100
Peso seco total

e Rendimiento de grano seco (kg/ha)

Se obtuvo el peso de todas las semillas secas tomadas de las vainas maduras cosechadas de
las plantas por tratamiento. Se registraron los promedios de las tres repeticiones y luego se

expreso en kg/ha.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Variables morfofisioldgicas

4.1.1. Dias a la floracién

La variedad Canario Centenario fue muy precoz y la variedad Blanco Molinero fue la de
floracion més tardia (Figura 8). El analisis de varianza (Cuadro 10) indica que hay
diferencias muy significativas (p<0.01) solo para el factor principal variedad, no se hallaron
diferencias significativas para fuente de N (Cuadro 12), blogues ni la interaccion (p<0.05).
La prueba de Duncan (Cuadro 11) encuentra diferencias significativas (p<0.05) entre las
variedades Blanco Molinero (53 dias) y Canario Centenario (47 dias) y Rojo Molinero (49
dias), ésta ultima presentaba poco crecimiento debido a las condiciones ambientales
adversas en el invierno. Rosales et al.?!! reporta que no existe una variacion notable en el
nimero de dias cuando las condiciones de estrés no son tan severas en las etapa de
prefloracion y floracion; sin embargo a medida que se incrementan las condiciones
ambientales adversas existe un adelanto proporcional en la floracién de las lineas sometidas
a esta condicidn, lo que puede estar relacionado con la capacidad de algunos genotipos para
modificar el inicio de la floracion en respuesta a la disponibilidad de humedad y a la
temperatura.

m V1: Canario Centenario

mV2: Canario CIFAC

= V3: Blanco Molinero
V4: Rojo Molinero

F1: Cepa LMT10 F2: Cepa LMT15 F3: Cepa nativa F4: Fert N

60

5

Dias a la floracion
= N w ey
o o o o o

o

Figura 8. Valores medios de la variable dias de floracion (dias) en cuatro variedades

de frijol comun evaluados con cuatro fuentes de nitrogeno.
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Cuadro 9. Resultados promedios de las variables morfofisioldgicas evaluadas de los tratamientos

iniciope AETYRA beso FRESCO PESO FRESCO  PESO SECO  PESO SECO
VARIEDAD FUEN:;E DE rgar REN ?k'g//'hgmo FLORACION PLEET , DEFOLLAJE DE RAICES DE FOLLAJE DE RAICES
(dias) cm) @ @ @) @

Canario Centenario Fert. N T4 3062 48.17 41.29 38.62 2.50 9.57 1.96
Blanco Molinero  Cepanativa  T11 2836 52.12 37.68 27.23 1.64 6.09 0.37
Blanco Molinero  CepaLMT10 T9 2815 54.67 34.61 50.95 1.57 9.83 0.45
Canario CIFAC ~ Fert. N T8 2681 54.52 47.46 52.26 2.59 11.72 1.87
Canario Centenario Cepa LMT15 T2 2593 45.35 35.21 34.39 2.94 9.24 241
Blanco Molinero  Cepa LMT15 T10 2573 51.26 28.75 41.07 1.43 8.88 0.38
Canario CIFAC ~ Cepanativa  T7 2396 48.50 38.17 28.57 2.48 8.50 1.37
Canario Centenario Cepa LMT10 T1 2353 46.80 41.79 46.22 2.69 10.82 2.13
Blanco Molinero  Fert. N T12 2320 55.35 35.30 42.10 1.47 9.22 0.43
Canario CIFAC ~ CepaLMT10 T5 2191 51.01 48.83 48.61 2.60 11.70 1.81
Canario CIFAC Cepa LMT15 T6 2173 49.55 43.42 33.80 2.64 9.87 1.53
Canario Centenario Cepanativa T3 2084 46.37 36.29 27.79 2.30 6.68 1.94
Rojo Molinero CepaLMT10 T13 649 52.00 24.86 13.25 1.14 2.58 0.43
Rojo Molinero CepaLMT15 T14 487 47.19 25.45 11.25 0.88 2.11 0.37
Rojo Molinero Cepanativa T15 452 46.82 22.06 11.69 141 2.31 0.59
Rojo Molinero Fert. N T16 430 49.29 19.57 8.62 0.91 1.62 0.28

PROMEDIO 2006 49.94 35.05 32.28 1.95 7.55 1.15

TRAT= Tratamiento

Tratamientos testigos: todas las variedades con cepa nativa (T3, T7, T11, T15)
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Cuadro 10. Analisis de Varianza de las variables morfofisiologicas evaluadas del experimento

ALTURA
eweoe (oA te TeorteC0 FEOMEC ety o
VARIABILIDAD ~ FLORACION PLANTA

o) 9) 9) 9) 9)
Blogue ) 3+ 7928 241.93 0.48 24,44 0.91
Variedad (V) 3 4B34rFr QD GRER QA7 T1HR* ge+ 163.02%%%  17.47%+
Fuente de 3 201 4998 56749 0.03 1745 003
nitrogeno (N)
VN 0 3358 3944 10054 0.21 254 0.04
Error 30 087 5944 2535 0.48 10.43 0.41
Total 47
CV. (%) 184 109" 38 2112 2185 217
PROMEDIO 50 %05 3228 1,95 755 1.15

Significacion estadistica: * (0.01<p<0.05), ** (p<0.01)

t Variables con coeficiente de variacion con la transformacion raiz cuadrada



Cuadro 11. Resumen de la prueba de comparacion de medias (p=0.05) seguin Duncan en las variables morfofisioldgicas para el
factor variedad en promedio del factor fuente de nitrégeno.

Floracion Altura de  |Peso fresco de|Peso fresco | Peso seco | Peso seco

VARIEDAD (dias) planta follaje de raices | de follaje | de raices
(cm) 8 €] @ (€)
Canario Centenario 47b  38.65 ab 36.75 a 2.61 a 908a 243 a
Canario CIFAC 51a 4447 ab 4081 a 258a 1045a 211 a
Blanco Molinero 53a 3408b 40.34 a 1.53 b 851a 041D
Rojo Molinero 49b 2299c¢ 11.20b 1.08 b 215b 042D

Cuadro 12. Resumen de la prueba de comparacion de medias (p=0.05) en las variables morfofisioldgicas para el factor fuente

de nitrogeno en promedio de variedades.

., Altura de  [Peso fresco de|Peso fresco de| Peso seco | Peso seco
FUENTE Floracion i ) , j
DEN (dias) planta follaje raices de follaje | de raices
(cm) (2 (2 (2 (2)
Cepa LMT10 51 a 37.52 a 39.76 a 1.71 a 873a 149 a
Cepa LMT15 48 a 3321 a 30.13 ab 1.64 a 752a 150a
Cepa nativa 48 a 3355 a 23.82 b 1.60 a 590a 143 a
Fert. N 52 a 3591 a 35.40 ab 1.60 a 803a 140a
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4.1.2. Altura de planta (cm)

En el cuadro 9, se aprecia que la altura de planta fluctia entre 19.57 cm y 48.83 cm
correspondiendo a los tratamientos T16 (Rojo Molinero con Fert. N) y T5 (Canario CIFAC
con la cepa LMT10) respectivamente. Se observa que los tratamientos superan al testigo
(cepa nativa) solo en la variedad CIFAC (Figura 9), siendo la altura de planta promedio
para el experimento en general de 35.04 cm y con un coeficiente de variabilidad de 10.92%,
lo cual da una confiabilidad en los resultados obtenidos en experimentos agricolas segun
Calzada?®.

El andlisis de varianza (Cuadro 10) indica que hay diferencias altamente significativas
(p<0.01) solo para el factor principal variedad, no se hallaron diferencias significativas para
fuente de N (Cuadro 12), bloques ni la interaccion (p<0.05). La prueba de Duncan (Cuadro
11) encuentra diferencias significativas (p<0.05) entre las variedades Canario CIFAC
(44.46 cm), Blanco Molinero (34.08 cm) y Rojo Molinero (22.98 cm), esta Gltima de menor
altura de planta con una disminucion del 48.31% con respecto a la variedad CIFAC, debido

probablemente a su cultivo en condiciones ambientales no favorables a la variedad.

50.00

40.00

30.00 m V1: Canario Centenario
mV2: Canario CIFAC
= V3: Blanco Molinero
20.00
V4: Rojo Molinero
10.00
0.00

F1: Cepa LMT10 F2: Cepa LMT15 F3: Cepa nativa F4: Fert N

Altura (cm)

Figura 9. Valores medios de la variable altura de planta (cm) en cuatro variedades
de frijol comun evaluados con cuatro fuentes de nitrogeno.

La altura de planta de la variedad Canario Centenario (38.64 cm) es menor a lo reportado
por Nufiez!’3, que alcanzo el valor maximo de 44.48 cm. Este alto valor puede deberse a
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una alta densidad de plantas por hectarea segtin Crepy y Casal®®, quien afirma que aumentar
las plantas por unidad de superficie incrementa la altura de planta.

Dentro de las fuentes de N, la cepa LMT 10 (37.52 cm) tuvo el més alto promedio, seguido
de la fertilizacion mineral de nitrogeno (35.90 cm), cuyos valores se encuentran por encima
de la media (Figura 10). La cepa nativa (33.54 cm) obtuvo un promedio ligeramente mayor
a la cepa LMT 15, que obtuvo el mas bajo promedio (33.21 c¢cm), aunque no diferentes
estadisticamente. Esto se puede deber basicamente a que la fertilizacion nitrogenada

mineral estimula el crecimiento de la longitud del tallo y de toda la planta.

Medias de datos

FUENTE VAR

454

40+

== \ .

30+

Media

254

20

1 2 3 4 1 2 3 4

Fuente de N: 1 (Cepa LMT10), 2 (Cepa LMT15), 3 (Cepa nativa), 4 (Fert. N)
Variedad: 1 (Canario Centenario), 2 (Canario CIFAC), 3 (Blanco Molinero), 4 (Rojo Molinero)

Figura 10. Efectos principales para la variable altura

El coeficiente de correlacion de Pearson (Anexo 2) muestra que la altura tuvo una
significacion (p<0.01) relacionado con las variables peso fresco de follaje, peso seco de
follaje, peso seco de raices, nimero de vainas por planta, nimero de granos por vaina y
rendimiento grano seco, indicAndonos que hay una asociacion entre estas variables y en
forma directa.

Por los resultados obtenidos, se puede comprobar que solo las variedades influyeron en la
altura de planta, méas no las fuentes de N probadas (cepas de Rhizobium mas fertilizacion
mineral), lo que concuerda con Ruiz?®® quien sefiala que la altura de planta es un caracter
influenciado por el medio ambiente, y para expresarse en este caso, variaron los genotipos

dentro de cada variedad de frijol.
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4.1.3. Peso fresco de follaje (g)
En el Cuadro 9, se aprecia que el peso fresco de follaje fluctia entre 8.62 g y 52.26 g
correspondiendo a los tratamientos T16 (Rojo Molinero con Fert. N) y T8 (Canario CIFAC
con Fert. N), con un incremento del 506.22% sobre el de menor valor. Se observa que los
tratamientos superan al testigo (cepas nativas) en todas las variedades excepto en la
variedad Rojo Molinero (Figura 11), siendo el peso fresco de follaje promedio para el
experimento en general de 32.27 g, y con un coeficiente de variabilidad de 23.81%, lo cual
da una confiabilidad en los resultados obtenidos en experimentos agricolas segun

Calzada?.

55.00
50.00
45.00

40.00
35.00
m V1: Canario Centenario

30.00 mV2: Canario CIFAC
25.00 1 V3: Blanco Molinero
20.00 V4: Rojo Molinero
15.00
10.00

5.00

0.00
F1: Cepa LMT10 F2: Cepa LMT15 F3: Cepa nativa F4: Fert N

Peso fresco de follaje (g)

Figura 11. Valores medios de la variable peso fresco de follaje (g) en cuatro
variedades de frijol comin evaluados con cuatro fuentes de nitrégeno.

El andlisis de varianza (Cuadro 10) indica que hay diferencias altamente significativas
(p<0.01) solo para el factor principal variedad, no se hallaron diferencias significativas para
fuente de N, bloques ni la interaccion (p<0.05).

La prueba de Duncan (Cuadro 11) encuentra diferencias significativas entre las variedades
Canario CIFAC (40.81 g) y Rojo Molinero (11.204 g), cuyo promedio presenta una
disminucion del 48.31% con respecto a la variedad CIFAC, debido probablemente a su

cultivo en condiciones ambientales no favorables a la variedad, ya que se siembra en
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verano. El valor obtenido en la variedad Canario Centenario (40.33 g) con promedios
similares a la variedad Blanco Molinero (36.75 g) es menor a lo obtenido por Flores®*,
Dentro de las fuentes de N, la cepa LMT 10 (39.76 g) tuvo el mas alto promedio, seguido
de la fertilizacion mineral de nitrogeno (35.40 g), cuyos valores se encuentran por encima
de la media (Figura 12). La cepa LMT15 (30.12 g) obtuvo un promedio ligeramente mayor
a la cepa nativa, que obtuvo el mas bajo promedio (23.82 g), aunque no diferentes
estadisticamente. Esto se puede deber basicamente a que la fertilizacion nitrogenada
mineral estimula el crecimiento vegetativo de la planta, con un exuberante follaje y altura a
medida que se incrementan las tasas de fertilizacion nitrogenada, al igual que la cepa LMT
10).

Medias de datos

FUENTE VAR

T~

30

Media

254

20+

154

10+

1 2 3 4 1 2 3 4

Fuente de N: 1 (Cepa LMT10), 2 (Cepa LMT15), 3 (Cepa nativa), 4 (Fert. N)
Variedad: 1 (Canario Centenario), 2 (Canario CIFAC), 3 (Blanco Molinero), 4 (Rojo Molinero)

Figura 12. Efectos principales para la variable peso fresco de follaje (g)

El coeficiente de correlacion de Pearson (Anexo 2) muestra que el peso fresco de follaje
tuvo una significacion (p<0.01) relacionado con las variables altura, peso fresco de raices,
peso seco de follaje, peso seco de raices, niUmero de vainas por planta, nimero de granos
por vaina y rendimiento grano seco, indicandonos que hay una asociacion entre estas

variables y en forma directa.
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4.1.4. Peso seco de follaje (g)
En el Cuadro 9, se aprecia que el peso seco de follaje fluctia entre 1.621 g y 11.177 g,
correspondiendo a los tratamientos T16 (Rojo Molinero con Fert. N) y T8 (Canario CIFAC
con Fert. N), respectivamente. Se observa que los tratamientos superan al testigo en todas
las variedades excepto en la variedad Rojo Molinero (Figura 13), siendo el peso seco de

follaje promedio para el experimento en general de 7.546 g y con un coeficiente de

2.0

o

12.00

10.00
C
@ 800
‘=; = V/1: Canario Centenario
E 6.00 m V2: Canario CIFAC
§ = V3: Blanco Molinero
§ 4.00 V4: Rojo Molinero
&

0.00

F1: Cepa LMT10 F2: Cepa LMT15 F3: Cepa nativa F4: FertN

Figura 13. Valores medios de la variable peso seco de follaje (g) en cuatro
variedades de frijol comin evaluados con cuatro fuentes de nitrégeno.

El andlisis de varianza (Cuadro 10) indica que hay diferencias altamente significativas
(p<0.01) solo para el factor principal variedad, no se hallaron diferencias significativas para
fuente de N, bloques ni la interaccion (p<0.05).

La prueba de Duncan (Cuadro 11) encuentra diferencias significativas (p<0.05) entre las
variedades Canario CIFAC (10.44 g) de mejor promedio y Rojo Molinero (2.15 g) de
menor peso seco de follaje con 2.15 g, debido probablemente a su cultivo en condiciones
ambientales no favorables a la variedad, debido a que es una variedad de climas calidos. El
valor obtenido en la variedad Canario Centenario (9.07 g) que tiene promedio similar a
Blanco Molinero (8.51 g) es menor a lo obtenido por Flores®.

Dentro de las fuentes de N, la cepa LMT 10 (8.73 g) tuvo el mas alto promedio, seguido de
la fertilizacion mineral de nitrdgeno (8.03 g), cuyos valores se encuentran por encima de la
media (Figura 14). La cepa LMT 15 (7.52 g) obtuvo un promedio ligeramente mayor a la
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cepa nativa (5.89 g), que obtuvo el mas bajo promedio, ademas son estadisticamente
diferentes (Cuadro 12). Esto se puede deber basicamente a que la fertilizacion nitrogenada
mineral estimula el crecimiento vegetativo de la planta, con un exuberante follaje y altura a

medida que se incrementan las tasas de fertilizacion nitrogenada.

Medas de datos

FUENTE NAR

.""./
{

+ in
L L

[ SU ]
L 1

z 3 + 1 z 3 +

Fuente de N: 1 (Cepa LMT10), 2 (Cepa LMT15), 3 (Cepa nativa), 4 (Fert. N)
Variedad: 1 (Canario Centenario), 2 (Canario CIFAC), 3 (Blanco Molinero), 4 (Rojo Molinero)

Figura 14. Efectos principales para la variable peso seco de follaje (g)

El coeficiente de correlacion de Pearson (Anexo 2) muestra que el peso seco de follaje tuvo
una significacion (p<0.01) relacionado con las variables altura, peso fresco de follaje, peso
fresco de raices, peso seco de raices, nimero de vainas por planta, nUmero de granos por
vaina y rendimiento grano seco, indicAndonos que hay una asociacion entre estas variables

y en forma directa.

4.1.5. Peso fresco de raices
En el Cuadro 9, se aprecia que el peso fresco de raices fluctia entre 0.880 g y 2.721 g
correspondiendo a los tratamientos T14 (Rojo Molinero con cepa LMT15) y T2 (Canario
Centenario con cepa LMT15), con un incremento del 209.2% respecto a T14. Se observa
que s6lo Canario Centenario y Canario CIFAC superan a su testigo, mas no las variedades
Blanco Molinero y Rojo Molinero (Figura 15), siendo el peso fresco de raices promedio
para el experimento en general de 1.638 g. y con un coeficiente de variabilidad de 21.11%,

lo cual es aceptable para experimentos agricolas seglin Calzada?.
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El andlisis de varianza indica que hay diferencias altamente significativas (p<0.01) solo
para el factor principal variedad, no se hallaron diferencias significativas para fuente de N,
blogues ni la interaccion (p<0.05).

3.000

2.500

mV1: Canario Centenario
. mV2: Canario CIFAC
= V3: Blanco Molinero
. V4: Rojo Molinero
0.500
0.000

F1: Cepa LMT10 F2: Cepa LMT15 F3: Cepa nativa F4: Fert N

N
o
S
S

[uny
o
o
o

Peso fresco de raices (g)
[
(8]
o
o

Figura 15. Valores medios de la variable peso fresco de raices (g) en cuatro
variedades de frijol comun evaluados con cuatro fuentes de nitrogeno.

La prueba de Duncan (Cuadro 11) encuentra diferencias significativas (p<0.05) entre las
variedades Canario Centenario (2.29 g) con respecto a Canario CIFAC (1.64 g), Blanco
Molinero (1.52 g) y Rojo Molinero (1.08 g) y que estos ultimos no presentan diferencias

entre ellos.

Viedras de aatos
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2.2
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Fuente de N: 1 (Cepa LMT10), 2 (Cepa LMT15), 3 (Cepa nativa), 4 (Fert. N)
Variedad: 1 (Canario Centenario), 2 (Canario CIFAC), 3 (Blanco Molinero), 4 (Rojo Molinero)

Figura 16. Efectos principales para la variable peso fresco de raices (g)
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El valor obtenido en la variedad Canario Centenario es menor a lo obtenido por Flores*. La
variedad Rojo Molinero de menor peso fresco de raices presenta una disminucién del
111.6% con respecto a la variedad CIFAC, debido probablemente a su cultivo en
condiciones ambientales no favorables a la variedad (bajas temperaturas y estrés hidrico
que limito el crecimiento de raices).
Dentro de las fuentes de N, la cepa LMT 10 (1.71 g) tuvo el mas alto promedio, seguido de
la cepa LMT15 (1.64 g), cuyos valores se encuentran por encima de la media (Figura 16).
La fertilizacion mineral de N (1.60 g) obtuvo un promedio ligeramente mayor a la cepa
nativa (1.59 g) que obtuvo el mas bajo promedio, aunque no diferentes estadisticamente.
El coeficiente de correlacion de Pearson (Anexo 2) muestra que el peso fresco de raices
tuvo una significacion (p<0.01) relacionado con las variables peso fresco de follaje, peso
seco de follaje, peso seco de raices, peso fresco de nddulos (p<0.05), niUmero de vainas por
planta, nimero de granos por vaina (p<0.05) y rendimiento grano seco, indicandonos que
hay una asociacion entre estas variables y en forma directa. Se puede concluir que el peso
fresco de las raices tiene relacién con el peso fresco de noédulos, esto se debe a que a mayor
masa radicular, mayor probabilidad de tener mas nédulos en distintas zonas de crecimiento
activo al momento de la infeccion.

4.1.6. Peso seco de raices
En el Cuadro 9, se aprecia que el peso seco de raices fluctia entre 0.283 g y 2.638 g
correspondiendo a los tratamientos T16 (Rojo Molinero con Fert. N) y T6 (Canario CIFAC
con cepa LMT15), con un incremento del 802.35% respecto a T16. Se observa que los
tratamientos superan al testigo en todas las variedades excepto en la variedad Rojo
Molinero, siendo el peso seco de raices promedio para el experimento en general de 1.457
g. y con un coeficiente de variabilidad de 22.76%, lo cual es aceptable para experimentos
agricolas segun Calzada?®.
El analisis de varianza (Cuadro 10) indica que hay diferencias altamente significativas
(p<0.01) solo para el factor principal variedad, no se hallaron diferencias significativas para
fuente de N, bloques ni la interaccion (p<0.05).
La prueba de Duncan (Cuadro 11) indica que entre las variedades Canario Centenario (2.42
g) y Canario CIFAC (2.57 g) no hay diferencias significativas (p<0.05), pero estos dos si

presentan diferencias con respecto a las variedades Rojo Molinero (0.42 g) y Blanco

101



Molinero (0.41 g). El valor obtenido en la variedad Canario Centenario es menor a lo
obtenido por Flores® quien obtuvo 4.46 g; debido a periodos pequefios de estrés hidrico

durante el cultivo.
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Figura 17. Valores medios de la variable peso seco de raices (g) en cuatro
variedades de frijol comun evaluados con cuatro fuentes de nitrogeno.

Dentro de las fuentes de N, la cepa LMT 15 (1.50 g) tuvo el més alto promedio, seguido de
la cepa LMT10 (1.49 g), cuyos valores se encuentran por encima de la media (Figura 18).
La cepa nativa (1.43 g) obtuvo un promedio ligeramente mayor a la fertilizacién mineral de

N (1.40 g) que obtuvo el mas bajo promedio, aunque no diferentes estadisticamente..

Medias de datos
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Variedad: 1 (Canario Centenario), 2 (Canario CIFAC), 3 (Blanco Molinero), 4 (Rojo Molinero)

Figura 18. Efectos principales para la variable peso seco de raices (g)
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El coeficiente de correlacion de Pearson (Anexo 2) muestra que el peso seco de raices tuvo
una significacion (p<0.01) relacionado con las variables altura, peso fresco de follaje, peso
seco de follaje, peso fresco de raices, tamafio de nédulos, nimero de vainas por planta y
rendimiento grano seco, indicandonos que hay una asociacidn entre estas variables y en
forma directa.

4.2. Variables de nodulacién

4.2.1. Numero de nédulos
En el Cuadro 13, se aprecia que el nimero de nédulos fluctia entre 1.833 y 17.033
correspondiendo a los tratamientos T16 (Rojo Molinero con Fert. N) y T10 (Blanco
Molinero con cepa LMT15) respectivamente. Se observa que todos los tratamientos con
cepas de Rhizobium (inoculada o nativa) superan a la fertilizaciéon mineral (Figura 19),
debido a que este inhibe el proceso de nodulacidn, siendo el nimero de nddulos promedio
para el experimento en general de 10.61 nddulos y con un coeficiente de variabilidad de
51.01%, lo cual es aceptable para experimentos agricolas en hortalizas, arboles frutales y
maderables segin Ruiz-Ramirez?!6, Esta media general es superior a lo encontrado por
Canchari®! quien obtuvo 7.6 nddulos por planta, pero este resultado es menor a lo reportado
por Nufiez!" en frijol que presenta una mediana nodulacion y Castro®* que registro 30.71
nodulos por planta.
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o

Figura 19. Valores medios de la variable nimero de nddulos en cuatro variedades de
frijol comun evaluados con cuatro fuentes de nitrogeno.
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Cuadro 13. Resultados promedios de las variables de nodulacion evaluadas de los tratamientos

RenDIMIENTO NUMERO e o TR POSICIONDE ~ FORMA DE LOS COLOR % DE
VARIEDAD F%EENI\T S oTaT (kg/ha) ’ NODULOS NOIEUELOS NngaigsD(';) NODDUELOS LOS NODULOS NODULOS 'NLE(;')\'UCI)_ZEL ENF(EE*%SS
(mm) (0]

Canario Centenario Fert. N T4 3062.20 5.89 2.25 0.13 002  Medio Redondo Rojo 20
Blanco Molinero ~ Cepanativa  T11 283557 1665 211 0.44 0.07  Medio-Inferior Redondo-Eliptico Rojizo/Marrén 50
Blanco Molinero ~ CepaLMT10 T9  2815.12 1493 183 0.49 0.11  Medio-Inferior Redondo Rojo 80
Canario CIFAC ~ Fert. N T8 268054 5.56 6.14 0.10 0.02  Todas Redondo Rojo/Incoloro 30
Canario Centenario Cepa LMT15 T2 2592.80 1114 406 0.45 0.06  Medio-Inferior Redondo Rojo 80
Blanco Molinero ~ CepaLMT15 T10  2572.73 1703 223 0.47 0.10  Medio Redondo Rojizo/Marron 70
Canario CIFAC ~ Cepanatva  T7  2396.26 8.39 6.37 0.11 0.02  Medio-Inferior Redondo Rojo/Incoloro 70
Canario Centenario CepaLMT10 T1  2353.00 1533 356 0.43 0.06  Medio Redondo Rojizo/Marron 70
Blanco Molinero ~ Fert. N T2 2320.05 1348 213 0.43 0.06  Medio-Inferior Redondo Rojo/Incoloro 30
Canario CIFAC ~ CepaLMT10 T5  2191.42 749 6.88 0.12 0.02  Medio Redondo-Eliptico Rojo/Incoloro 80
Canario CIFAC ~ CepaLMT15 T6  2173.05 1250 875 0.20 0.03  Medio Redondo Rojo 60
Canario Centenario Cepanativa T3 2084.40 8.79 5.59 0.24 0.03  Superior-Medio Redondo-Eliptico Rojo/Incoloro 60
Rojo Molinero ~ CepaLMT10 T13 64943 8.54 4.13 0.36 006 Todas Redondo-Eliptico Rojizo/Marron 90
Rojo Molinero ~ CepaLMT15 T14  486.99 1054  3.92 0.20 0.03  Superior-Medio Redondo-Eliptico Rojizo/Marrén 85
Rojo Molinero ~ Cepanativa  T15  451.88 1172 612 041 0.07  Superior-Medio Redondo Rojo 60
Rojo Molinero ~ Fert. N T6 43037 1.83 158 0.05 0.01 Todas Redondo Rojo/Incoloro 30

PROMEDIO 2006.0 1061  4.23 0.29 0.05 60

TRAT= Tratamiento

Tratamientos testigos: todas las variedades con cepa nativa (T3, T7, T11, T15)
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Cuadro 14. Analisis de Varianza de las variables de nodulacién evaluadas del experimento

FUENTE DE

NUMERO DE

TAMANO DE PESO FRESCO

PESO SECO DE

VARIABILIDAD NODULOS NODULOS  DE NODULOS NODULOS (g)
(mm) (9)

Bloque 2 118.65 47.07 0.05 0.0003

Variedad (V) 3 139.19 N.S. 50.87* 0.22* 0.0088**

FLente de 3 8685 9.55 0.07 0.0032

nitrogeno (N)

VxN 9 17.72 3.6 0.03 0.0008

Error 30 60.60 15.31 0.05 0.0013

Total 47

C.V. (%) 51.02" 60.48" 51.48" 47.75'

PROMEDIO 10.61 4.23 0.29 0.05

Significacién estadistica: * (0.01<p<0.05), ** (p<0.01)
tVariables con coeficiente de variacion con la transformacion raiz cuadrada
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Cuadro 15. Resumen de la prueba de comparacion de medias (p=0.05) en las variables de nodulacién para el factor variedad.

Nitmero de Tamafio de |Peso fresco de| Peso seco
VARIEDAD , nodulos nodulos de nddulos
nodulos -
(mm) (2 (2

Canario Centenario | 10.29 ab 3.86ab 0.31 ab 0.04 b
Canario CIFAC .48 b 7.03 a 0.13 b 0.02 b
Blanco Molinero 1553 a 2.08 ¢ 0.46 a 0.09 a
Rojo Molinero 8.16 b 394ab 025D 0.04 b

Cuadro 16. Resumen de la prueba de comparacion de medias (p=0.05) en las variables de nodulacién para el factor fuente de

nitrogeno.
FUENTE | Nimero de Tanrlaﬁo de [Peso ,fresco de Pesq seco de
. nddulos nodulos nddulos
DEN nodulos
(mm) (8 (8

Cepa LMT10 | 1157 a 410 a 0.35 a 0.06 a
Cepa LMTI5 | 12.80 a 474 a 0.33 a 0.06 a
Cepa nativa 1139 a 505 a 0.30 a 0.05 ab
Fert. N 6.69 a 303 a 0.18 a 0.03b
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El analisis de varianza (Cuadro 14) no encuentra diferencias significativas (p<0.05) para el
factor principal variedad, fuente de N (Cuadro 16), blogues ni la interaccion (p<0.05). La
prueba de Duncan (Cuadro 15) encuentra diferencias significativas entre las variedades
Blanco Molinero con 15.52 nddulos (valor superior a lo obtenido por Meneses®® y
Nufiez’®), y la variedad Rojo Molinero de menor cantidad con 8.16 nddulos. La variedad
Canario Centenario tuvo un promedio de 10.28 nddulos y la variedad Canario CIFAC con
8.48 nddulos tiene un promedio ligeramente mayor a la variedad Rojo Molinero.

Medias de datos

FUENTE VAR

16+

14

6

Media

1 E E a 1 E 2 a
Fuente de N: 1 (Cepa LMT10), 2 (Cepa LMT15), 3 (Cepa nativa), 4 (Fert. N)
Variedad: 1 (Canario Centenario), 2 (Canario CIFAC), 3 (Blanco Molinero), 4 (Rojo Molinero)

Figura 20. Efectos principales para la variable nimero de nddulos

Dentro de las fuentes de N, la cepa LMT 15 (12.80 nddulos) tuvo el méas alto promedio,
seguido de la cepa LMT10 (11.57 nddulos), cuyos valores se encuentran por encima de la
media (Figura 20). La cepa nativa (11.38 nodulos) obtuvo un promedio contrastante con la
fertilizacion mineral de N (6.69 nddulos) que obtuvo el mas bajo promedio, aunque no
diferentes estadisticamente.. Estos resultados obtenidos con la cepa LMT 15 concuerdan
con lo obtenido por Nifiez!’3, quien reporta que esta cepa favorece una mejor simbiosis en
el frijol Canario Centenario. Cubero y Moreno® afirman que los nédulos nativos son
competitivos y muchas veces superior a cualquier cepa inoculada aunque en este
experimento no resultaron tan significativos como los inoculados, sin embargo Zavaleta?®,
expresa que la presencia de nematodos puede afectar negativamente a la bacteria
Rhizobium, principalmente por la reduccion de los sitios de infeccion y exudados
radiculares como lo sefiala Echegoyen’. La fertilizacion con nitrégeno a la siembra

produjo los menores valores debido a que causo la inhibicion de la actividad fijadora de
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nitrégeno y provoca una senescencia prematura del ndédulo'®. Sin embargo, estos
resultados no tuvieron efecto sobre el rendimiento final del cultivo?4.
El coeficiente de correlacién de Pearson (Anexo 2) muestra que el nimero de nédulos tuvo
una significacion (p<0.01) relacionado con las variables peso fresco de nddulos, peso seco
de nodulos, indicandonos que hay una asociacion entre estas variables y en forma directa.
Por lo cual se concluye que el nimero de nddulos no esta relacionado con la masa radicular
en este experimento.

4.2.2. Posicién de los néddulos
En Cuadro 13 y las fotos 1, 4, 5y 7 se puede observar que la mayoria de los tratamientos
presentaron nodulos en las raices laterales, solo algunas en las raices principales, esto
concuerda con Tapia y Camacho?*, quienes refieren que los nédulos estan distribuidos en
las raices laterales, en la parte superior media del sistema radical, debido a que son estas
raices las que se encuentran en constante crecimiento activo y los nédulos se forman en
ellas'® 165 En el Cuadro 13 se observa que las raices se presentan mayormente en la parte
media de las raices laterales, algunas en la parte inferior y otras en la superior.

4.2.3. Tamafio de nédulos (mm)
En el Cuadro 13, se aprecia que el tamafio de nddulos fluctia entre 1.583 y 8.750 mm
correspondiendo a los tratamientos T16 (Rojo Molinero con Fert. N) y T6 (Canario CIFAC
con cepa LMT15), respectivamente. Se observa que todos los tratamientos con cepas de
Rhizobium (inoculada o nativa) superan a la fertilizacion mineral, excepto Blanco Molinero
(Figura 21), debido a que este inhibe el proceso de nodulacién, siendo el tamafio de nédulos
promedio para el experimento en general de 4.226 mm. y con un coeficiente de variabilidad
de 60.48%, lo cual es aceptable para experimentos agricolas en hortalizas, arboles frutales y
maderables segin Martinez!>® y Ruiz-Ramirez?'®,
El andlisis de varianza (Cuadro 14) indica que existe alta significacion estadistica a un nivel
de significacién 0.05 para el factor principal variedad, no se hall6 diferencias significativas
para fuente de N (Cuadro 16), bloques ni la interaccion. La prueba de Duncan (Cuadro 15)
encuentra diferencias significativas (p<0.05) entre las variedades CIFAC (7.033 mm) y
Blanco Molinero (2.076 mm), e indica que no existen diferencias entre las variedades Rojo
Molinero (3.936 mm) y Canario Centenario (3.862 mm) cuyos promedios son casi

similares.
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Dentro

de las fuentes de N, la cepa nativa (5.046 mm) tuvo el mas alto promedio, seguido

de la cepa LMT 15 (4.737 mm), cuyos valores se encuentran por encima de la media

(Figura 22). La cepa LMT10 (4.097 mm) obtuvo un promedio contrastante con la

fertilizacion mineral de N (3.029 mm) que obtuvo el mas bajo promedio, aunque no

diferentes estadisticamente. Esto se puede deber a que la cepa nativa permite obtener

mejores simbiosis con la raiz y el nédulo puede desarrollarse muy bien debido a la alta

especificidad y reconocimiento molecular entre ambos socios simbioticos.

9.00

8.00
'E 7.00
E
2 6.00
§ 5.00 mV1: Canario Centenario
c mV2: Canario CIFAC
P 4.00 anario
=} 3.00 = V3: Blanco Molinero
e 3,
E V4: Rojo Molinero
g 2.00

1.00 I

0.00

F1: Cepa F2: Cepa F3: Cepanativa  F4:FertN
LMT10 LMT15

Figura 21. Valores medios de la variable tamafio de nédulos (mm) en cuatro
variedades de frijol comun evaluados con cuatro fuentes de nitrogeno.

Media

Medias de datos

FUENTE VAR

44 \ d

1 2 3 4 1 2 3 4

Fuente de N: 1 (Cepa LMT10), 2 (Cepa LMT15), 3 (Cepa nativa), 4 (Fert. N)
Variedad: 1 (Canario Centenario), 2 (Canario CIFAC), 3 (Blanco Molinero), 4 (Rojo Molinero)

Figura 22. Efectos principales para la variable tamafio de n6dulos
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El coeficiente de correlacion de Pearson (Anexo 2) muestra que el tamafio de nddulos tuvo
una significacion (p<0.01) relacionado con las variables peso seco de raices y peso de cien
semillas, indicandonos que hay una asociacion entre estas variables y en forma directa. Por
lo cual se concluye que el tamafio de nddulos esta relacionado con el peso seco de raices,
debido a que a mayor volumen de raices, mayor probabilidad de infeccién de Rhizobium y
el aporte de N organico puede contribuir a un mayor peso de las semillas.

4.2.4. Forma de ndédulos
Los nddulos observados en el sistema radicular de las diversas variedades fueron redondos
(Cuadro 13) con algunas variaciones a redondos-elipticos; correspondieron al tipo
determinado. Seguin Newcomb, citado por Nap y Bisseling'®’, este tipo de nddulos es
inducido en las plantas como las del género Phaseolus, Glycine, Vigna y Lotus, entre otras.
A diferencia que en los indeterminados, en esta clase de ndédulos no hay meristemo
permanente. Asi, su crecimiento se basa en la expansion en vez de la division celular, razén
por la que presentan una morfologia esférica y no cilindrica.

4.2.5. Color interno del nédulo
El color interno de los nddulos vivos puede ser rojo, rosado, verde, blanco, negro o marrén,
aunque un solo nédulo puede presentar dos colores. El color interno de un nddulo efectivo
generalmente es rojo o rosado, por la presencia de leghemoglobina. Sin embargo, algunas
cepas inefectivas también pueden formar nodulos rojos. Los nddulos verdes y blancos
generalmente son inefectivos. También existen algunas cepas que forman nédulos negros*.
En el Cuadro 13 se observa en todos los tratamientos, la coloracion interna del nédulo
corresponde al rosado-rojo, rojizo-marrén, rojo-incoloro*. Segin coincide con la
coloracion interna de los ndédulos rosada o rojo, segun Matos y ZUiiga®* quienes lo
relacionaron con la presencia de leghemoglobina y una activa fijacion de nitrégeno y la
presencia de nddulos blancos, verdosos u oscuros son indicativos de nddulos ineficaces y
pueden correlacionarse con bajas tasas de fijacion de N2%4,
Estos resultados sefialaron que los nodulos muestreados estaban activos y fijando
nitrégeno, con distintas variaciones segun los tratamientos en el Cuadro 13.

4.2.6. Peso fresco de nédulos (g)
En el Cuadro 13, se aprecia que el peso fresco de noédulos fluctta entre 0.050 g y 0.490 g
correspondiendo a los tratamientos T16 (Rojo Molinero con Fert. N) y T9 (Canario CIFAC
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con cepa LMT10), respectivamente. Se observa que los tratamientos superan al testigo en
todas las variedades (Figura 23), siendo el peso fresco de nddulos promedio para el
experimento en general de 0.290 g. y con un coeficiente de variabilidad de 51.48%, lo cual
es aceptable para experimentos agricolas en hortalizas, arboles frutales y maderables segln

Martinez®® y Ruiz-Ramirez?6,

0.50

0.45
= 040
8035
j§ 0.30 m V1: Canario Centenario
2 025 = V2: Canario CIFAC
3 0.20 = V3: Blanco Molinero
(<) - -
g 015 V4: Rojo Molinero
& 0.10

il I

0.00

F1: Cepa LMT10 F2: Cepa LMT15 F3: Cepa nativa F4: Fert N

Figura 23. Valores medios de la variable peso fresco de nodulos (g) en cuatro
variedades de frijol comin evaluados con cuatro fuentes de nitrégeno.

El andlisis de varianza indica que existe alta significacion estadistica a un nivel de
significacion 0.05 para el factor principal variedad, no se hallé diferencias significativas

para fuente de N (Cuadro 16), bloques ni la interaccion (p<0.05).

Medias de datos

FUENTE VAR

Media
o
w
1
e

| \ N

Fuente de N: 1 (Cepa LMT10), 2 (Cepa LMT15), 3 (Cepa nativa), 4 (Fert. N)
Variedad: 1 (Canario Centenario), 2 (Canario CIFAC), 3 (Blanco Molinero), 4 (Rojo Molinero)

Figura 24. Efectos principales para la variable peso fresco de nddulos (g)
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La prueba de Duncan (Cuadro 15) encuentra diferencias significativas (p<0.05) entre las
variedades Blanco Molinero (0.46 g) de mayor peso fresco de nddulos con promedios
similares a las variedades Canario Centenario (0.31 g) y Rojo Molinero (0.25 g); y CIFAC,
la de menor peso fresco de nodulos con 0.13 g.
Dentro de las fuentes de N, la cepa LMT10 (0.351 g) tuvo el mas alto promedio, seguido de
la cepa LMT 15 (0.329 g), cuyos valores se encuentran por encima de la media (Figura 24).
La cepa nativa (0.301 g) obtuvo un promedio contrastante con la fertilizacién mineral de N
(0.178 g) que obtuvo el mas bajo promedio, aunque no diferentes estadisticamente..
El coeficiente de correlacion de Pearson (Anexo 2) muestra que el peso fresco de nodulos
tuvo una significacion (p<0.01) relacionado con las variables nimero de noédulos, peso seco
de nodulos y peso fresco de raices, indicandonos que hay una asociacién entre estas
variables y en forma directa.

4.2.7. Peso seco de ndédulos (g)
En el Cuadro 13, se aprecia que el peso seco de nodulos fluctia entre 0.008 g y 0.109¢g
correspondiendo a los tratamientos T16 (Rojo Molinero con Fert. N) y T9 (Canario CIFAC
con cepa LMT10), respectivamente. Se observa que los tratamientos superan a la
fertilizacion nitrogenada en todas las variedades (Figura 25), siendo el peso fresco de
follaje promedio para el experimento en general de 0.048 g. y con un coeficiente de
variabilidad de 47.75%, lo cual es aceptable para experimentos agricolas en hortalizas,

arboles frutales y maderables segiin Martinez'® y Ruiz-Ramirez?:6,

0.12

0.10
C)
8 0.08
g . mV/1: Canario Centenario
o]
i 0.06 mV2: Canario CIFAC
o
3 m V3: Blanco Molinero
B}
2 0.04 V4: Rojo Molinero
&
o

0.02 I I I I

0.00 I I

F1: Cepa LMT10 F2: Cepa LMT15 F3: Cepa nativa F4: Fert N

Figura 25. Valores medios de la variable peso seco de nddulos (g) en cuatro
variedades de frijol comun evaluados con cuatro fuentes de nitrogeno.
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El anélisis de varianza (Cuadro 14) indica que existe alta significacion estadistica a un nivel
de significacién 0.01 para el factor principal variedad, no se hall6 diferencias significativas
para fuente de N, bloques ni la interaccion. La prueba de Duncan (Cuadro 15) encuentra
diferencias significativas (p<0.05) entre las variedades Blanco Molinero (0.087 g) con
respecto a Canario Centenario (0.043 g), Rojo Molinero (0.043 g) y Canario CIFAC (0.022
9).

Dentro de las fuentes de N, la cepa LMT10 (0.064 g) tuvo el mas alto promedio, seguido de
la cepa LMT 15 (0.058 g), cuyos valores se encuentran por encima de la media (Figura 26).
La cepa nativa (0.046 g) obtuvo un promedio contrastante con la fertilizacién mineral de N

(0.027 g) que obtuvo el mas bajo promedio, aunque no diferentes estadisticamente..

Medias de datos

FUENTE VAR

0.09 4
0.08 4

0.07
0.06 - ‘\\
0.05 -

N
0.04 -
0.03

0.02 41

Media

1 2 3 4 1 2 3 4
Fuente de N: 1 (Cepa LMT10), 2 (Cepa LMT15), 3 (Cepa nativa), 4 (Fert. N)
Variedad: 1 (Canario Centenario), 2 (Canario CIFAC), 3 (Blanco Molinero), 4 (Rojo Molinero)

Figura 26. Efectos principales para la variable peso seco de nédulos (g)

El coeficiente de correlacion de Pearson (Anexo 2) muestra que el peso seco de nodulos
tuvo una significacion (p<0.01) relacionado con las variables nUmero de nodulos y peso
fresco de nddulos, indicandonos que hay una asociacion entre estas variables y en forma

directa.

4.3. Variables de rendimiento

4.3.1. Numero de vainas por planta
En el Cuadro 17 se aprecia que el nimero de vainas por planta fluctia entre 4.86 y 21.44
correspondiendo a los tratamientos T15 (Rojo Molinero con cepa nativa) y T4 (Canario

Centenario con Fert. N), con un incremento del 340.51%. El nimero de vainas por planta
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promedio para el experimento en general es de 15.29 vainas por planta y con un coeficiente
de variabilidad de 15.33%, lo cual lo ubica en un rango aceptable para experimentos
agricolas segun Calzada?®.

22.00
20.00

18.00
16.00
14.00
m V1: Canario Centenario
12.00 .
m V2: Canario CIFAC
10.00 mV3: Blanco Molinero
8.00 V4: Rojo Molinero
6.00
4.00
2.00
0.00

F1: Cepa LMT10 F2: Cepa LMT15 F3: Cepa nativa F4: Fert N

NUmero de vainas por planta

Figura 27. Valores medios de la variable nimero de vainas por planta en cuatro
variedades de frijol comin evaluados con cuatro fuentes de nitrégeno.

El analisis de varianza (Cuadro 18) indica que hay diferencias muy significativas (p<0.01)
para el factor principal variedad y a un nivel 0.05 para la interaccion, no se hall6 diferencias
significativas para fuente de N (Cuadro 20) ni bloques. La prueba de Duncan (Cuadro 19)
encuentra diferencias significativas (p<0.05) entre las variedades CIFAC (19.70 vainas por
planta), con promedios similares a Canario Centenario (18.52) y Blanco Molinero (17.05);
y Rojo Molinero con 5.89 vainas por planta y una disminucién del 234.46% con respecto a
la variedad CIFAC, debido probablemente a su cultivo en condiciones ambientales no
favorables a la variedad. En el caso de Canario Centenario, los valores son ligeramente
inferiores a lo obtenido por NUfez'"® y Flores®* quien obtuvo 24 vainas/planta; y mayor a lo
obtenido por Espinoza’’. El nimero de vainas por planta es una variable muy importante y

tiene asociacion directa con el rendimiento.
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Cuadro 17. Resultados promedios de las variables de rendimiento evaluadas de los tratamientos

NUMERO

PESO DE

NUMERO DE INDICE DE
VARIEDAD FUEN;E DE 1RAT REN?;S;:;NTO DE ;’g'RNAS GR@I\'L(I)NS APOR GFSAIE\I'\C') S CO?(I;)C):HA
PLANTA (9)

Canario Centenario  Fert. N T4 3062.2 21.44 3.53 60.10 64.98
Blanco Molinero Cepa nativa T11 2835.6 17.50 3.86 61.33 54.45
Blanco Molinero CepaLMT10 T9 2815.1 17.58 4,01 58.63 61.10
Canario CIFAC Fert. N T8 2680.5 19.11 3.60 57.85 51.97
Canario Centenario  Cepa LMT15 T2 2592.8 17.24 3.91 56.73 57.29
Blanco Molinero Cepa LMT15 T10 2572.7 19.63 3.25 58.07 44.27
Canario CIFAC Cepa nativa T7 2396.3 20.22 3.38 54,20 56.48
Canario Centenario Cepa LMT10 T1 2353.0 17.37 3.62 53.73 59.08
Blanco Molinero Fert. N T12 2320.0 13.48 4.30 57.70 61.34
Canario CIFAC CepaLMT10 T5 2191.4 21.25 3.34 49.13 56.25
Canario CIFAC CepaLMT15  T6 2173.0 18.24 3.33 54,43 60.56
Canario Centenario  Cepa nativa T3 2084.4 18.03 3.36 50.73 59.53
Rojo Molinero Cepa LMT10 T13 649.4 7.27 2.37 54.88 62.36
Rojo Molinero Cepa LMT15 T14 487.0 5.78 2.36 52.30 63.03
Rojo Molinero Cepa nativa T15 451.9 4.87 2.72 51.67 55.17
Rojo Molinero Fert. N T16 430.4 5.67 2.01 57.67 48.14

PROMEDIO 2006.0 15.29 3.31 55.57 57.25

TRAT= Tratamiento
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Cuadro 18. Analisis de Varianza de las variables de rendimiento evaluadas del experimento

NUMERO DE NUMERO DE PESO DE INDICE DE

V::IiNB-II-EI?)EAD G.L. VAINAS POR GRANOS POR GISXIE\I[\IOS COSECHA RENE)Klg//llf:aE)NTO
PLANTA VAINA © (%)

Blogue 2 413 003 15196  2.66 205824.61
Variedad (V) 3 48523°%  516%*  B49N.S. 54.11N.S. 12174648 74%%
Eit’fé”gfnie . 3 1.9 0.05 1387 3221 81295.27
VXN 0 126 0.33 2458 125.60%%%  260442.76
Error 0 550 0.22 3156 19.77 196366
Total 47
CV. (%) 15.33 14.21 011 7.7 22.09
PROMEDIO 15.29 331 5557  57.25 2006.00

Significacion estadistica: * (0.01<p<0.05), ** (p<0.01)
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factor variedad.

Cuadro 19. Resumen de la prueba de comparacion de medias (p=0.05) seguin Duncan en las variables de rendimiento para el

Numero de | NUmero de | Peso de cien | Indice de | Rendimiento

VARIEDAD vainas por | granos por semillas cosecha grano seco
planta vaina (@ (%) (kg/ha)
Canario Centenario | 18.52 ab  3.61 ab 55.33 a 60.22 a 2523.1 a
Canario CIFAC 19.71 a 341 b 53.90 a 56.32 b 2360.3 a
Blanco Molinero 17.05 b 3.85a 5893 a 55.29 b 2635.9 a
Rojo Molinero 589 c 2.36 C 54.13 a 57.18 ab 504.7 b

factor fuente de nitrogeno.

Cuadro 20. Resumen de la prueba de comparacion de medias (p=0.05) seguin Duncan en las variables de rendimiento para el

NuUmero de| NUmero de | Peso de cien indice de Rendimiento
FUENTE ) .
DE N vainas por | granos por semillas cosecha grano seco
planta vaina (9) (%) (kg/ha)

Cepa LMT10 | 15.87 a 3.34 a 54.10 a 59.70 a 2002.2 a
Cepa LMT15 | 15.22 a 3.21 a 55.38 a 56.29 a 1956.4 a
Cepa nativa 15.16 a 3.33 a 54.48 a 56.41 a 1942.0 a
Fert. N 14.92 a 3.36 a 58.33 a 56.61 a 2123.3 a
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a) Analisis de Varianza para el estudio de los efectos simples de los factores (p=0.05*; p=0.01**)

Cuadro 21. Analisis de efectos simples de la variable Namero de vainas por planta

Fuente de Variabilidad | SC |GL| CM | F |Sign.
Efectos simples del factor variedad
Variedades en cepa LMT10 345.27 3 115.09 20.93 **
Variedades en cepa LMT15 365.60 3 121.87 22.16 **
Variedades en cepa nativa 435.93 3 145.31 26.42 **
Variedades en fert. N 443.27 3 147.76 26.87 **
Efectos simples del factor fuente de N
Fuente de N en Canario Centenario 35.16 3 11.72 2.13 ns
Fuente de N en Canario CIFAC 15.41 3 5.14 0.93 ns
Fuente de N en Blanco Molinero 69.78 3 23.26 4.23 >
Fuente de N en Rojo Molinero 9.01 3 3.00 0.55 ns

b) Comparacion de medias Duncan (p=0.05) de la interaccion Fuentes de N en la variedad Blanco Molinero y variedades con las

cepas
TRATAMIENTO PROMEDIOS | DUNCAN | % A TRATAMIENTO PROMEDIOS | DUNCAN | % A
Blanco Moiinero-Cepa LMT15 19.633 a__ |145.6 Cepa LMT 10-Canario CIFAC 21.246 a_ 2024
Blanco Molinero-Cepa LMT 10 17.583 a 130.4 Cepa LMT 10-Blanco Molinero 17.583 a 242.0
Blanco Molinero-Cepa nativa 17.500 a 129.8 Cepa LMT 10-Canario Centenario 17.367 a 239.0
Blanco Molinero-Fert.N 13.483 b 100.0 Cepa LMT 10-R0j0 Molinero 7.267 b 100.0
TRATAMIENTO PROMEDIOS | DUNCAN | % A
Cepa LMT 15-Blanco Molinero 19.633 a 339.8
Cepa LMT 15-Canario CIFAC 18.243 a 315.7
Cepa LMT15-Canario Centenario 17.244 a 298.4
Cepa LMT 15-Rojo Molinero 5.778 b 100.0
TRATAMIENTO PROMEDIOS | DUNCAN | % A TRATAMIENTO PROMEDIOS | DUNCAN | % A
Cepa nativa-Canario CIFAC 20.222 a 415.5 Fert. N-Canario Centenario 21.440 a 378.4
Cepa nativa-Canario Centenario | 18.033 a 370.5 Fert. N-Canario CIFAC 20.222 a 356.9
Cepa nativa-Blanco Molinero 17.500 a |[359.6 Fert. N-Blanco Molinero 13.483 a 237.9
Cepa nativa-Rojo Molinero 4.867 b 100.0 Fert. N-Rojo Molinero 5.667 b 100.0
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Al haber interaccion entre ambos factores en estudio se procedio a realizar el analisis de
efectos simples (Cuadro 21). Respecto a las variedades comparados con cada uno de las
fuentes de N se observan diferencias altamente significativas (p<0.01) para la variedad
Blanco Molinero. Las fuentes de nitrégeno comparados con cada una de las variedades se
observan diferencias altamente significativas para todos las variedades.

Se observa que dentro de las fuentes de N, no hay diferencias significativas, aunque solo la
cepa LMT10 esta por encima de la media y muy similares en niamero de vainas por planta,
asimismo las variedades Canario Centenario, Canario CIFAC y Blanco Molinero estan
encima del promedio, siendo la mejor combinacion para nimero de vainas por planta, la
variedad Canario Centenario con fertilizacion nitrogenada, seguido por la variedad Canario
CIFAC con cepa LMT 10). En general es importante sefialar que en esta variable se observa
una tendencia a mayor namero de vainas con fertilizacion nitrogenada y cepa LMT 10 de

Rhizobium que con las cepas nativas del suelo.

Medias de datos

VAR FUENTE
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Fuente de N: 1 (Cepa LMT10), 2 (Cepa LMT15), 3 (Cepa nativa), 4 (Fert. N)
Variedad: 1 (Canario Centenario), 2 (Canario CIFAC), 3 (Blanco Molinero), 4 (Rojo Molinero)

Figura 28. Efectos principales para la variable nimero de vainas por planta

El coeficiente de correlacion de Pearson (Anexo 2) muestra que el nimero de vainas por
planta tuvo una significacion (p<0.01) relacionado con las variables altura, peso fresco de
follaje, peso fresco de raices, peso seco de follaje, peso seco de raices, numero de granos
por vaina y rendimiento grano seco, indicandonos que hay una asociacion entre estas
variables y en forma directa. EI nimero de vainas por planta es influenciado basicamente
por dias de floracion y la altura de planta como lo sefiala Manrique!® y el coeficiente de
correlacion comprueba lo mencionado por Lopez!*® y Voysest?’!, quien indica que a mayor

numero de vainas por planta el rendimiento se incrementa.
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4.3.2. Numero de granos por vaina

En el Cuadro 17 se aprecia que el niamero de granos por vaina fluctta entre 2.01 y 4.30
granos por vaina correspondiendo a los tratamientos T16 (Rojo Molinero con Fert. N) y
T12 (Blanco Molinero con Fert. N), respectivamente; con un incremento del 113.93% sobre
T16. Se observa que solo en Canario Centenario los tratamientos superan al testigo (cepa
nativa), pero en las otras variedades no (Figura 29), siendo el nimero de granos por vaina
promedio para el experimento en general de 3.309 granos por vaina y con un coeficiente de
variabilidad de 14.12%, lo cual es aceptable para experimentos agricolas segin Calzada?®.

22.00
20.00

18.00
16.00
14.00 m V1: Canario Centenario
12.00 .
mV2: Canario CIFAC

10.00 m V3: Blanco Molinero

8.00 : Roj i

V4: Rojo Molinero

6.00

4.00

2.00

0.00

F1: Cepa LMT10 F2: Cepa LMT15 F3: Cepa nativa F4: Fert N

Numero de vainas por planta

Figura 29. Valores medios de la variable nimero de granos por vaina en cuatro
variedades de frijol comun evaluados con cuatro fuentes de nitrogeno.

El andlisis de varianza (Cuadro 18) indica que hay diferencias muy significativas (p<0.01)
para el factor principal variedad, no se hall6 diferencias significativas para fuente de N
(Cuadro 20), bloques ni la interaccion (p<0.05). La prueba de Duncan (Cuadro 19)
encuentra diferencias significativas (p<0.05) entre las variedades Blanco Molinero (3.85
granos por vaina) y Rojo Molinero (2.36 granos por vaina) que tiene una disminucion del
63.13% con respecto a la variedad Blanco Molinero; la variedad Blanco Molinero presenta
promedios similares con la variedad Canario Centenario (3.60 granos por vaina) y la
variedad Canario CIFAC (3.41 granos por vaina).

El valor promedio obtenido en Canario Centenario son similares a Flores®®, Canchari®?,
Nuriez!” e inferiores a Ramirez?%, cuyo valor es similar a lo obtenido con el tratamiento 12
(4.3 granos por vaina) y Flores® quien obtuvo 6.75 granos/vaina.
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Dentro de las fuentes de N, la fertilizacion mineral de N (3.36 granos por vaina) tuvo el
mas alto promedio de vainas por planta, seguido de la cepa LMT10 (3.34 granos por vaina),
cuyos valores se encuentran por encima de la media (Figura 30). La cepa nativa (3.33
granos por vaina) obtuvo un promedio ligeramente mayor a la cepa LMT 15 (3.21 granos

por vaina) que obtuvo el mas bajo promedio, aunque no diferentes estadisticamente..

Medias de datos
VAR FUENTE
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Fuente de N: 1 (Cepa LMT10), 2 (Cepa LMT15), 3 (Cepa nativa), 4 (Fert. N)
Variedad: 1 (Canario Centenario), 2 (Canario CIFAC), 3 (Blanco Molinero), 4 (Rojo Molinero)

Figura 30. Efectos principales para la variable nimero de vainas por planta

El coeficiente de correlacion de Pearson (Anexo 2) muestra que el nimero de granos por
vaina tuvo una significacion (p<0.01) relacionado con las variables altura, peso fresco de
follaje, peso fresco de raices, peso seco de follaje, nUmero de vainas por planta y
rendimiento grano seco, indicAndonos que hay una asociacion entre estas variables y en
forma directa.

El nimero de granos por vaina es el componente que conserva estabilidad y es poco
influenciado por los factores externos, por lo que no se nota una tendencia definida en el
experimento lo cual concuerda con Falcon™ y Lépez*°. Por los resultados obtenidos, se
puede comprobar que las variedades, asi como la alta densidad de siembra segun
Espinoza’’, propicio una mayor formacion de granos, ya que es un caracter influenciado
por el medio ambiente.

4.3.3. Peso de cien semillas (g)

En el Cuadro 17 se aprecia que el peso de cien granos fluctia entre 49.133 g y 61.333 g
correspondiendo a los tratamientos T5 (Canario CIFAC con cepa LMT10) y T11 (Blanco
Molinero con cepa nativa) respectivamente con un incremento del 24.83%, siendo el peso
de cien granos promedio para el experimento en general de 55.573 g. y con un coeficiente
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de variabilidad de 10.10%, lo cual es aceptable para experimentos agricolas segun
Calzada?®. El valor promedio es superior a lo obtenido por Nafiez!”: 42.31g., Espinoza’”:
39.28 g., Camarena®®: 35.8 g., y Farfan®!: 24.5 g; y menor a lo obtenido por Flores®4:159.34
g. Sin embargo, Olivera mencionado por Dulanto’ opina que el peso de 100 semillas no
era aparentemente importante como factor de la produccion siempre que los valores para
otro componente de rendimiento como numero de vaina por planta y nimero de granos por
vaina fueran altos.
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Figura 31. Interaccion de las fuentes de N en el peso de cien semillas (g) en cuatro
variedades de frijol coman.

El andlisis de varianza (Cuadro 18) indica que existe alta significacion estadistica a un nivel
de significacion 0.05 para los blogues, no se hallé diferencias significativas para variedad,
fuente de N (Cuadro 20), ni la interaccion. los resultados obtenidos indican que las
variedades no tuvieron mayor efecto sobre el peso de grano, de acuerdo a lo sefialado por
Fernandez®, quien concluye que al evaluar los efectos de densidades de siembra el nimero
de granos por vaina y el peso de 100 semillas se mantuvieron constantes. La diferencia
entre blogues sugiere que hubo diferencias en las condiciones del experimento, lo cual se
puede deber a condiciones ambientales como el suelo, agua, nutricion edafica u algin otro
factor como la incidencia de plagas y enfermedades.

La prueba de Duncan (Cuadro 19) no encuentra diferencias significativas (p<0.05) entre las
variedades ni entre las fuentes de N, siendo la variedad Blanco Molinero, la de mayor peso
de cien granos con 58.933 g y la variedad CIFAC, la de menor peso de cien granos con
53.9 g, una disminucidn del 9.33% con respecto a la variedad Blanco Molinero.
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Medias de datos
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Fuente de N: 1 (Cepa LMT10), 2 (Cepa LMT15), 3 (Cepa nativa), 4 (Fert. N)
Variedad: 1 (Canario Centenario), 2 (Canario CIFAC), 3 (Blanco Molinero), 4 (Rojo Molinero)

Figura 32. Efectos principales para la variable peso de cien semillas (g)

El coeficiente de correlacion de Pearson (Anexo 2) muestra que el peso de cien granos tuvo
una significacion (p<0.01) relacionado con las variables tamafio de nodulos y rendimiento
grano seco, indicandonos que hay una asociacion entre estas variables y en forma directa.
4.3.4. Indice de cosecha

En el Cuadro 17, se aprecia que el indice de cosecha fluctla entre 44.267% y 64.976%
correspondiendo a los tratamientos T10 (Blanco Molinero con cepa LMT15) y T4 (Canario
Centenario con Fert. N) respectivamente con un incremento del 46.78%, siendo el indice de
cosecha promedio para el experimento en general de 57.249% y con un coeficiente de

variabilidad de 7.76%, lo cual es aceptable para experimentos agricolas segtin Calzada?.
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Figura 33. Valores medios de la variable indice de cosecha (%) en cuatro variedades
de frijol comin evaluados con cuatro fuentes de nitrégeno.
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Los valores son similares a los obtenidos por Canchari3! y mayores a los obtenidos por
Ramirez?%, Gutiérrez'%, probablemente por haber obtenido menor nimero de vainas por
planta.

El analisis de varianza (Cuadro 18) indica que existe indica que hay diferencias muy
significativas (p<0.01) para la interaccion variedad x fuente de N, no se hallé diferencias
significativas para fuente de N (Cuadro 20), variedad ni blogues (p<0.05). La prueba de
Duncan (Cuadro 19) encuentra diferencias significativas (p<0.05) entre las variedades
Canario Centenario (60.21%) y, Rojo Molinero (57.17 %), Canario CIFAC (56.32%) y
Blanco Molinero (55.28%), ésta Gltima presenta una disminucion del 8.91% con respecto a
la variedad Canario Centenario.

Al haber interaccion entre ambos factores en estudio se procedié a realizar el analisis de
efectos simples (Cuadro 22). Respecto a las variedades comparados con cada uno de las
fuentes de N se observan diferencias altamente significativas para las variedades Blanco
Molinero y Rojo Molinero. Las fuentes de nitrogeno comparados con cada una de las
variedades se observan diferencias altamente significativas para la cepa LMT15 y la
fertilizacion nitrogenada.

Se puede observar que dentro de las fuentes de N, no hay diferencias significativas
(p<0.05), aunque solo la cepa LMT10 estd por encima de la media, asimismo solo la
variedad Canario Centenario estd encima del promedio, siendo la mejor combinacion para
indice de cosecha, la variedad Canario Centenario con fertilizacion nitrogenada, seguido
por la variedad Rojo Molinero con la cepa LMT15. Para esta caracteristica se puede
mencionar que el tratamiento 4 (NPK) destaco con 64.98% del total de su biomasa en la
formacion de granos. Esto podria deberse al mayor nimero de vainas por planta, al peso de
cien semillas que es el valor mas alto en esta variable y también relacionarse con los
factores genéticos y al ambiente donde se desarrolla el experimento, que influye en la
planta es decir la variedad de frijol, para la formacion de las partes vegetativas,
reproductivas y finalmente el grano cosechado. Ademas la cepa LMT15 presenta un IC de
63.03% en la variedad Rojo Molinero, aunque su rendimiento sea bajo debido al descenso

de los valores anteriormente mencionados.
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Cuadro 22. Analisis de efectos simples de la variable Indice de cosecha (%)
a) Significacion estadistica (p=0.05*; p=0.01*%*)

Fuente de Variabilidad | sc | oo | cm | E | sign.
Efectos simples del factor variedad
Variedades en cepa LMT10 63.98 3 21.33 3.88 ns
Variedades en cepa LMT15 627.62 3 209.21 38.04 *x
Variedades en cepa nativa 45.26 3 15.09 2.74 ns
Variedades en fert. N 556.71 3 185.57 33.75 *x
Efectos simples del factor fuente de N
Fuente de N en Canario Centenario 99.02 3 33.01 6.00 ns
Fuente de N en Canario CIFAC 110.64 3 36.88 6.71 ns
Fuente de N en Blanco Molinero 577.53 3 192.51 35.01 **
Fuente de N en Rojo Molinero 440.68 3 146.89 26.71 *x

b) Comparacion de medias Duncan (p=0.05) en las fuentes de variabilidad significativas

TRATAMIENTO PROMEDIOS | DUNCAN | % A TRATAMIENTO PROMEDIOS | DUNCAN | % A
Blanco Molnero-Fert.N 61.336 a_ |1386]  |Rojo Molnero-Cepa LMT15 63.033 a [130.9
Blanco Molinero-Cepa LMT10 61.101 a_ [138.0/  |Rojo Moinero-Cepa LMT10 62.363 a (1295
Blanco Molnero-Cepa natva 54.452 a_ |123.0]  [Rojo Molinero-Cepa nativa 55.169 ab |114.6
Blanco Molnero-Cepa LMT15 44.268 b ]100.0]  [Rojo Molnero-Fert.N 48.140 b 1100.0

TRATAMIENTO PROMEDIOS | DUNCAN | % A TRATAMIENTO PROMEDIOS | DUNCAN | % A
Cepa LMT 15-Rojo Moinero 63.033 a [142.4|  |Fert.N-Canario Centenario 64.976 a  [135.0
Cepa LMT15-Canario CIFAC 60.556 a  [136.8]  |Fert.N-Blanco Moinero 61.336 a 1274
Cepa LMT15-Canario Centenario | 57.286 a [1294| |Fert.N-Canario CIFAC 51.973 ab [108.0
Cepa LMT15-Blanco Moinero 44.268 b |100.0[ |Fert.N-Rojo Molinero 48.140 b [100.0
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Medizs de datos

VAR FUEMNTE

& 3 + 1 z 2 +

Fuente de N: 1 (Cepa LMT10), 2 (Cepa LMT15), 3 (Cepa nativa), 4 (Fert. N)
Variedad: 1 (Canario Centenario), 2 (Canario CIFAC), 3 (Blanco Molinero), 4 (Rojo Molinero)

Figura 34. Efectos principales para la variable indice de cosecha (%)

El coeficiente de correlacion de Pearson (Anexo 2) muestra que el indice de cosecha no
esta relacionado estadisticamente con ningun parametro.

El indice de cosecha es un indicativo de la eficiencia fisioldgica de la planta, en convertir la
biomasa en producto de interés econdmico grano para el caso del frijol; siendo mas
eficientes aquellos genotipos que obtienen un valor por encima del 50%. Lapeyre!3® en un
estudio de correlacién de componentes de rendimiento, reporta que los dias a la madurez e
indice de cosecha estan asociados con el rendimiento de grano seco.

Por los resultados obtenidos, se puede comprobar que solo las variedades influyeron en la

altura, mas no las fuentes de N probadas (cepas de Rhizobium mas fertilizacion mineral).

4.3.5. Rendimiento grano seco (kg.ha™?)

El rendimiento en grano seco es el caracter agrondmico que ayuda a determinar la
rentabilidad del cultivo y hace de la variedad una buena alternativa para el agricultor, que
actualmente busca altos rendimientos con el creciente énfasis en la calidad?3,

En el Cuadro 17, se aprecia que el rendimiento grano seco en kg.ha* fluctiia entre 430.36
kg.haly 3062.19 kg.ha* correspondiendo a los tratamientos T16 (Rojo Molinero con Fert.
N) y T4 (Canario Centenario con Fert. N), respectivamente con un incremento del
506.22%, siendo el rendimiento grano seco en kg/ha promedio para el experimento en
general de 2005.98 kg.hal y con un coeficiente de variabilidad de 22.09%, lo cual es
aceptable para experimentos agricolas segin Calzada?.
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El rendimiento de la variedad Blanco molinero con 2635.9 kg.ha, es superior a lo obtenido
por Lopez*® que fue de 1617 kg.ha! y al de Huaman!® con 1566 kg.ha, habiendo ambos
evaluado frijoles blancos medianos y menor a lo obtenido por Flores®*: 4480 kg.ha™.
Aunqgue todos estos rendimientos se encuentran por encima del promedio anual, segin
datos del MINAG en el afio 2013 (Anexo 1).
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Figura 35. Interaccion de las variedades de frijol comdn en el rendimiento grano
seco (kg/ha) con cuatro fuentes de nitrogeno.

El andlisis de varianza (Cuadro 18) indica que hay diferencias altamente significativas
(p<0.01) para el factor principal variedad, no se hall6 diferencias significativas para fuente
de N (Cuadro 20) ni la interaccion (p<0.05). Asimismo no se encontrd diferencias
significativas entre los bloques. La significacion encontrada entre las variedades nos
permite afirmar que las variedades tuvieron rendimientos muy diferentes entre si debido al
genotipo propio de cada una de ellas y al comportamiento que mostraron frente a los
factores climaticos de la estacién, lo que implica una buena o mala adaptacion a las
condiciones meteorologicas donde se desarroll6 el experimento.

La prueba de Duncan (Cuadro 19) no encontrd diferencias significativas (p<0.05) en los
promedios de las tres primeras variedades (Blanco Molinero, Canario Centenario y Canario
CIFAC, en orden decreciente),y si hay diferencias con respecto a la variedad Rojo
Molinero de menor rendimiento con 504.7 kg.ha™. En la variedad Blanco Molinero, la cepa
LMT10 permite obtener un rendimiento de 2815.12 kg.ha' y la cepa LMT15 con la
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variedad Canario Centenario obtuvo un rendimiento de 2592.8 kg.ha, de similar respuesta
comparado con frijol Molinero PLV1/1-3 de Villanueva?®’ quien aplico las cepas donde se
observa para la cepa E-10 y E-14 promedios de 2906 y 2857 kg.ha respectivamente pero;
siendo esta variedad indeterminada podria afirmarse que se obtuvo mejor resultado en el
Canario Centenario por ser determinada. Esto reafirma la importancia de la simbiosis con
Rhizobium sp., que manifiestan Meneses®® para mejorar el rendimiento del cultivo de
frijol. La variedad Canario Centenario tiene un rendimiento promedio de 2523.1 kg.ha,
superior a lo reportado por Nufiez!7® cuyos rendimientos son de 2461 kg.ha™, asimismo la
variedad CIFAC tiene un rendimiento promedio general en este experimento de 2360.3
kg.hal, casi el doble de lo reportado por Canchari®! quien obtuvo un valor de 1236.5
kg.ha. Estas diferencias de rendimientos encontrados para las investigaciones de frijol
canario podrian deberse a las cepas de Rhizobium empleadas, abonos organicos (estiércol
de caballo), compost y protohormonas organicas empleadas en las parcelas experimentales;
lo cual permitié obtener mejores resultados. Los factores abioticos como la sequia puede
ser responsable de la pérdida de la produccion son de mas de 30% segun su severidad,
siendo la floracion y fructificacion las etapas de desarrollo mas vulnerable para el frijol lo
cual coincide con lo mencionado por Chiappe®, en nuestro caso Agrostemin GL pudo
ayudar a superar la sequia, ya que después de sus aplicaciones las plantas aumentaron su
follaje y su vigor de crecimiento, traduciéndose en un incremento de los componentes del
rendimiento, ademas los altos rendimientos registrados también se pueden deber a las
condiciones favorables de temperatura durante el desarrollo del cultivo, que en promedio
esta cercano a los 20° C durante la fructificacion y crecimiento de vainas lo cual coincide
con Flores® y Gutiérrez'®, Asimismo, la temperatura promedio fue 16.51 °C durante el
ensayo Yy la humedad relativa cercano al valor 6ptimo segun sefiala Chiappe*°.

Dentro de las fuentes de N, la fertilizacion mineral de N (2123.3 kg.ha*) tuvo el mas alto
promedio, seguido de la cepa LMT10 (2002.2 kg.ha?), cuyos valores se encuentran por
encima de la media (Figura 36). La cepa LMT 15 (1956.4 kg.ha) obtuvo un promedio
ligeramente mayor a la cepa nativa (1942 kg.hal), que obtuvo el mas bajo promedio.

La fertilizacion mineral N muestra el mayor rendimiento, esto puede deberse a su indice de
cosecha de 64.98%, peso de 100 semillas con 60.10 g., altura de planta de 41.29 cm y 21.44
vainas por planta con un promedio de 3.53 granos por vaina; es decir, estos caracteres
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influyen en la buena respuesta del cultivar Canario Centenario para expresar un mayor
rendimiento de grano

El otro tratamiento que destaca en este experimento es el tratamiento 11 con 2835.57
kg.hal, que es la variedad Blanco Molinero sin inoculacion, con la cepa nativa de
Rhizobium en la parcela, debido al monocultivo de frijol en el terreno sembrado.

Las cepas nativas en este tratamiento superan a los demas tratamientos, incrementando el
rendimiento, debiéndose en gran parte a que tiene el mayor peso de cien semillas entre
todos los tratamientos y superando los resultados de Villanueva?®’, Cancharid! vy

Meneses!®®,
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Figura 36. Efectos principales para la variable rendimiento grano seco (kg/ha)

El coeficiente de correlacion de Pearson (Anexo 2) muestra que el rendimiento grano seco
en kg.ha tuvo una significacion (p<0.01) relacionado con las variables altura, peso fresco
de follaje, peso fresco de raices, peso seco de follaje, peso seco de raices, nimero de vainas
por planta, nimero de granos por vaina y peso de cien semillas, indicandonos que hay una
asociacion entre estas variables y en forma directa. El peso de granos seco esta asociado
significativamente y en forma positiva con dias a la floracion, altura de planta y poblacion

de plantas a la cosecha como lo sefiala Robles?2°,
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V. CONCLUSIONES

En base a los resultados y discusiones se concluye:

1. Las variedades que mejor se comportaron en todas las variables evaluadas y que
sobresalieron en rendimiento fueron Blanco Molinero con 2636 kg.ha?, Canario
Centenario con 2523 kg.ha™ y Canario CIFAC con 2360 kg.ha™.

2. La variedad Canario Centenario destaco en las variables peso fresco de raices e
indice de cosecha. La variedad Canario CIFAC destacd en altura, peso fresco de
follaje, peso seco de follaje, peso seco de raices, tamafio de nddulos y nimero de
vainas por planta. La variedad Blanco Molinero destaco en nimero de nédulos, peso
fresco de nodulos, peso seco de nddulos, nimero de granos por vaina, peso de 100
semillas y rendimiento en grano seco.

3. La cepa LMT 10 destac6 en las variables altura de planta, peso fresco de follaje,
peso fresco de raices, peso seco de follaje, peso fresco de nddulos, peso seco de
nodulos, nimero de vainas por planta e indice de cosecha. La cepa LMT 15 en peso
seco de raices y numero de nédulos. La cepa nativa del suelo en tamafio de nodulos.
La fertilizacion mineral N destacd en nimero de granos por vaina, peso de 100
semillas y rendimiento en grano seco.

4. Se encontro interaccion altamente significativa para vainas por planta y el indice de
cosecha, destacando la interaccion Canario Centenario x fertilizacion nitrogenada
como el mejor tratamiento con 21.44 y 64.97% respectivamente.

5. Para las variables morfofisiolégicas, destacaron la variedad Canario CIFAC vy la
cepa LMT 10 dentro de las fuentes de N.

6. Para las variables de nodulacion, destacaron la variedad Blanco Molinero y la cepa
LMT 15 dentro de las fuentes de N.

7. Para las variables de rendimiento, destacaron la variedad Canario Centenario y la
cepa LMT 15 dentro de las fuentes de N
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VI. RECOMENDACIONES

1. Para una mejor estimacion de los resultados en cuanto al efecto de las cepas en el
rendimiento deberia de realizarse estudios similares con diferentes niveles de

inoculacidn y realizar experimentos en otras condiciones de suelo y clima.

2. Seria conveniente seguir realizando otros experimentos con bioestimulantes debido
a que permiten mejorar el performance de los cultivos y superar ciertos estreses
ambientales que se presentan, ademas de aumentar los rendimientos y los beneficios
generados para los agricultores; en otras condiciones de suelo y en diferentes épocas
del afio, asi como diferentes dosis, frecuencias de aplicacion, para poder visualizar
cuales son los factores esenciales y criticos hacen que tengan un deficiente o
excelente efecto sobre las caracteristicas evaluadas en frijol y otras leguminosas de

grano.

3. Evaluar las cepas LMT 10 y LMT 15 de Rhizobium sp., frente a las nativas a nivel
de laboratorio y campo y su eficiencia en la fijacion de nitrégeno atmosférico.

4. Evaluar la eficiencia simbiotica, con otras técnicas de medicién de la fijacion de
N2, como métodos de dilucion isotdpica de *°N, reduccion del acetileno o el método

de ureidos y el analisis de la savia xilematica.
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ANEXOS



ESTADISTICAS DEL CULTIVO DE FRIJOL EN EL ANO 2013

ANEXO 1

DEPARTAMENTOS P'O?T”r‘]’fié” % fé’siiﬁféﬂg % Rer('ﬂ:z_ig”to Pgﬁ;frgn
(ha) ' (S/.x kg)

AMAZONAS 6154 | 6.62 9039 11.13 681 4.01
AEAEE 1605 | 1.73 1331 1.64 1206 4.74
APURIMAC 7404 | 7.97 4197 5.17 1764 3.47
AREQUIPA 9641  |10.37| 5343 6.58 1804 5.25
AYACUCHO 2356 | 2.53 2144 2.64 1099 3.38
CAJAMARCA 15070 | 16.21| 18494 | 22.77 815 2.69
s 2853 | 3.07 1895 2.33 1505 2.8
HUANCAVELICA 7567 | 8.14 5013 6.17 1509 3.79
HUANUCO 9451  |1017| 6514 8.02 1451 3.79
- 784 0.84 405 0.50 1936 5.45
JUNIN 5304 | 5.71 4207 5.18 1261 2.79
LA LIBERTAD 4038 | 4.34 2969 3.66 1360 35
LAMBAYEQUE 1159 | 1.25 1470 1.81 788 3.19
A 1936 | 2.08 1011 1.24 1915 5.4
A CETRCRGI (s | 10 0.76 232 0.29 3044 4.6
LORETO 4749 | 5.11 4434 5.46 1071 1.77
M. DE DIOS 287 0.31 356 0.4 805 3.48
MOQUEGUA 230 0.25 94 0.12 2451 5.11
S sEEn 1266 | 1.36 826 1.02 1533 2.34
SR 3434 | 3.69 5136 6.32 669 3.25
PUNO 398 0.43 362 0.45 1098 1.79
SAN MARTIN 4924 | 5.30 4723 5.81 1043 422
TUMBES 5 0.01 4 0.00 1191 2.67
UCAYALI 1631 | 1.75 1031 1.27 1582 2.4

92952 | 100 | 81230 100 1144 3.52

TOTAL NACIONAL
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ANEXO 2

Valores de los coeficientes de correlacion entre las variables morfofisioldgicas, de nodulacion y rendimiento en los tratamientos del
experimento en frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)

CARACTER| ALT | PFF | PFR | PSF | PSR | NN | TAM | PEN | PSN | NVP | NGV |PCIEN| IC |RKGHA
ALT - 10.623**0.223 ns | 0.627**| 0.522** |-0.042ns| 0.225ns |-0.057ns |-0.108ns| 0.614** | 0.441** | 0.077ns | 0.017ns | 0.563**
PFF 0.623**| - |0.515%*(0.923**| 0.409** |-0.036ns| 0.036ns | 0.067ns | 0.047ns | 0.605** | 0.498** | 0.039ns |-0.017ns| 0.600**
PFR 0.223ns|0.515%*[ - 0.613**|0.648** | 0.056ns | 0.142ns | 0.320* | 0.117ns | 0.415** | 0.362* |-0.055ns | 0.107ns | 0.406**
PSF 0.627**|0.923** 0.613**| - | 0.653** 0.030ns | 0.123ns | 0.101ns | 0.059ns | 0.694** | 0.514** | 0.006ns | 0.049ns | 0.643**
PSR 0.522%* | 0.409** | 0.648** [0.653**| - |-0.064ns| 0.372** |-0.122ns(-0.235ns| 0.551** | 0.227ns |-0.148ns | 0.139ns | 0.377**
NN -0.042ns|-0.036ns| 0.056ns | 0.030ns|-0.064ns| - | 0.228ns | 0.575** [ 0.753** | 0.083ns | 0.098ns |-0.004ns | 0.103ns | 0.084ns
TAM 0.225ns | 0.036ns | 0.142ns [0.123ns { 0.372**| 0.228ns| - | 0.157ns | 0.083ns | 0.100ns {-0.059ns | -0.437**|-0.046ns| -0.097ns
PFN -0.057ns| 0.067ns | 0.320* |0.101ns|-0.122ns| 0.575** [ 0.157ns | - | 0.847** |-0.013ns| 0.184ns |-0.007ns| 0.032ns | 0.075ns
PSN -0.108ns| 0.047ns | 0.117ns | 0.059ns |-0.235ns| 0.753** | 0.083ns | 0.847**| - | 0.013ns | 0.115ns |-0.041ns| 0.013ns | 0.055ns
NVP 0.614** | 0.605** | 0.415** | 0.694**| 0.551** | 0.083ns | 0.100ns |-0.013ns| 0.013ns| - | 0.608** | 0.054ns |-0.011ns| 0.896**
NGV  [0.441**|0.498**| 0.362* |0.514**| 0.227ns | 0.098ns [-0.059ns| 0.184ns | 0.115ns | 0.608** | - | 0.054ns | 0.165ns | 0.813**
PCIEN [ 0.077ns| 0.039ns |-0.055ns | 0.006ns |-0.148ns (-0.004ns| -0.437**|-0.007ns |-0.041ns| 0.054ns | 0.054ns | - |-0.220ns| 0.318*
IC 0.017ns {-0.017ns| 0.107ns | 0.049ns | 0.139ns | 0.103ns | -0.046ns | 0.032ns | 0.013ns |-0.011ns{ 0.165ns |-0.220ns| - 0.015ns

RKGHA | 0.563** { 0.600** | 0.406** | 0.643**| 0.377**| 0.084ns | -0.097ns| 0.075ns | 0.055ns | 0.896** | 0.813** | 0.318* | 0.015ns
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ANEXO 3

Analisis fisicoquimico del suelo

i

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
FACULTAD DE AGRONOMIA - DEPARTAMENTO DE SUELOS
LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS, PLANTAS, AGUAS Y FERTILIZANTES

ANALISIS DE SUELOS : CARACTERIZACION

Solicitarnte = HECTOR CANTARD

Departamento - LIMA, Provincia : LIMA,

Cristrilo z Ly MOLIMS Pradic ¥ CAMPO GLAYABO |
Referencia T HR 40811-052C-13 Fecha 18/06/13

MNUimers de Muesira GCE Anglisis Mecanico Clase cic | Catongs C. o Suma | Suma L
Lab Claves pH | {11y | cacoy | MmO, P K [Arena] Limo | Arcilla | Texturall [ca T Mgl K | Na” [Ar*en’| de de | Sat De
{1:1)] @Sim % % ppm |epm | % | % | % meq/100g Catanes| Bases | Bases

[Eazs] [7e2]035] 180 | 107 [ 107 [176] 51 | 32 | 17 | Fr. | 1120] 915 ] 1.40 | 0.57 | 0.08 | 0.00 | 11.20]11.20] 100 |

A = Argna L AFr = Arena Franca | Fr A = Franco Anencso | Fr. = Franco | FrL. = Franco Limoso | L = Limeso | FrAcA, = Franco Arcilio Arencss | FrAz = Franco Arcitosg,
Fifr L = Francd Ancilla Limoso | A A = Arcillo Arenoso ;. Ar L = Aroiio Limoso | Ar. = Aroilloso

Ax. La Molina s/n Campus UMALM - Telf.: 614-7800 Anexo 222 Telefax: 349-5622 e-mail: labsuelo@lamolina.edu.pe
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