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Maracaibo plain using N1
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Resumen

Para evaluar la fijacién biolégica del N2 atmosférico en cultivares de
frijol [Vigna unguiculata (L.) Walp] usando la técnica de la dilucién isotépica
con N°°, se condujo un experimento en el Campo Experimental "Ana Maria
Campos", dela Facultad de Agronomia de la Universidad del Zulia. Los suelos
son de textura franco arenosa a arenosa, clasificados como Typic haplargids.
Se evaluaron cuatro mutantes de frijol OJO NEGRO: ON 30(1), ON 30(4),
ON 30(5) y ON 30(6) y la variedad ON Criollo. El disefio experimzantal
utilizado fue en bloques al azar, con cinco tratamientos y cuatro repeticiones.
Las variables estudladas fueron rendimiento de materia seca y N ftotal,
porcentajede Ny N en exceso, porcentaje de N derivado del N2 atmosférico
y del fertilizante, cantidad de N2 fijado, N derivado del fertilizarte y
rendimiento en grano. El cultivar ON 30(5) presenté el mayor rendimiento
de materia seca en las vainas y el ON 30(4) presenté el menor valor. El ON
Criollo present6 el més alto porcentaje de N en tallos+hojas y el ON 30(5) el
valor mas bajo. Todos los cultivares presentaron una alta fijacién d= N2
atmosférico, no encontrandose diferencias significativas entre ellos. No hubo
respuesta en rendimiento en grano entre los cultivares de frijol.

Palabras claves: Vigna unguiculata, N15, fijacién biolégica.

Recibido el 29-07-93 ¢  Aceptadoel 26-11-93
Los autores agradecen a la Lic. Yusmary Espinoza, CENIAP- FONAIAP. Maracay por la
realizacién de los Anélisis de N total y N8
1 Proyecto financiado por el Consejo de Desarrollo Cientifico y Humanistico de la
Universidad del Zulia y el Organismo Internacional de Energia Atomica. Viena. Austria.
2 Dpto. de Edafologia. Facultad de Agronomia. LUZ. Apartado 15205. Maracaibo,
4005, Venezuela
3 Dpto. de Agronomia.

13



Revista de Agronomia (LUZ): Vol. 11, No. 1, 1994

Abstract

One experiment was carried out to evaluate the blologlcal mtroge n
fixation in cowpea [Vigna unguiculata (L.) Walp] using the N5 isotope
dilution method at the "Ana Maria Campos" experimental station of the
Agronomy School, of the University of Zulia. Soils have a sandy-loam to sandy
texture. The soils are classified as Typic Haplargids. Four mutants of cowpea
0JO NEGRO were evaluated: ON 30(1), ON 30(4), ON 30(5) and ON 30(6),
and the original variety ON Criollo. The experimental layout was a
randomized block design, with five treatments and four replications. The
variable factors that Jyere studied were: dry matter and total N yield,
percentage of N and N5 in excess, percentage of N derived from atmosphere
and from fertilizer, amount of N2 fixed and N from fertilizer, and grain yield.
The ON 30(5) cultivar presented the highest dry matter yield in pods and the
ON 30(4) the lowest dry matter yield. The ON Criollo cultivar presented the
highest percentage of N in stems+leaves and the ON 30(5) the lowest value.
All cultivars showed a high N fixation from the atmosphere, but there was
no difference in N fixation between them. There was noincrease in grain yie d
between the cultivars that were used.

Key words: Vigna unguiculata, N15, biological fixation.

Introduccidon

De todos los sistemas de fija-
cién biolégica de nitrégeno (N), el
proceso de fijacién simbiética por las
leguminosas es el mas conocido y
estudiado. La fijacién biolégica del N
por los microorganismos en las plan-
tas de leguminosas es un factor muy
importante en el mantenimiento de
la fertilidad de los suelos, lo cual
permite que las leguminosas sean
cultivadas en suelos de baja fertili-
dad, sin o con aplicacién de cantida-
des de fertilizante nitrogenado.

Existen varios métodos para
medir la fijaciéon de N atmosférico
(N2) (1), sin embargo, en esta inves-
tigacién se consideré solamente el
uso de los métodos isotépicos.

Ultimamente, los estudios so-
bre la cuantificacién de N2 usando el

método de dilucién isotépica del N'*°
se han incrementado (4). El principio
de la dilucién isotépica y 1as ecuacio-
nes envueltas han sido resefiadas por
Danso (6) y Rennie (26). El métoco
envuelve el crecimiento de plantas
fijadoras y no fijadoras de N2 (cultivo
de referencia) en suelos con aplica-
cién de fertilizantes orgémcos oinor-
génicos enriquecidos con N15¢ 11, 14).

El uso del concepto del Valor
"A" (10, 15), resulta en una habilidzd
para medir cuantitativamente la
cantidad de nutrientes del suelo en
unidades del fertilizante normal o
corriente. La cantidad de nitrégeno
fijado por un cultivo de leguminosa
puede ser medido en término del fer-
tilizante corriente mediante la sus-
traccién del Valor "A", obtenido ccn
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un cultivo no nodulante, del Valor "A"
obtenido con un cultivo nodulante.

La utilizaci6én del concepto del
Valor-A, permite la aplicacién de di-
ferentes dosis de nitr6geno y enri-
quecimiento con N de un fertili-
zante dado, tanto-al cultivo de legu-
minosa como al de referencia para
estimar el N2 fijado (11). El principio
del concepto del Valor-A radica en
que una planta con més de una fuen-
te de nitrégeno disponible absorbera
este elemento a partir de cada una
de ellas en proporcién a sus cantida-
des relativas, es decir, que no habra

preferencia por una fuente de nitré-
geno sobre la otra (15).

Aungque el concepto del Valor-A
ha sido sujeto a controversia (3, 4, 7,
30), muchos estudios usando este
concepto han reportado estimados
satisfactorios de Ng fijado (23, 31).

El presente trabajo pretende
evaluar las diferencias en fijacién
biol6gica de N2 atmosférico en cua-
tro mutantes Elites y la variedad
original de frijol (Vigna unguiculata
(L.) Walp) tipo Ojo Negro, meciante
la utilizacién de la técnica de la dilu-
ci6n isotépica de N5 en suelos de la
Altiplanicie de Maracaibo.

Materiales y métodos

El experimento se llevé a cabo
en el Campo Experimental "Ana Ma-
ria Campos” de la Facultad de Agro-
nomia de la Universidad del Zulia,
bajo condiciones de una zona de bos-
que seco tropical. Los suelos son de
textura de franco arenosa a arenosa
y clasificados taxonémicamente co-
mo Typic haplargids, familia franco-
sa fina.

Para medir la fijaci6én biolégica
de nitr6geno se utilizé semilla de
cuatro mutantes de frijol [Vigne un-
guiculata (L.) Walp] obtenidos a tra-
vés del Proyecto de Mutacién Indu-
cida y que resultaron ser promiso-
rias, las. cuales son las siguientes:
Ojo Negro 30(1), Ojo Negro 30(4), Ojo
Negro 30(5) y Ojo Negro 30(6). Tam-
bién se utilizé la variedad original
Ojo Negro (O.N. Criollo). Como cul-
tivo de referencia (que no nodule) se
utiliz6 una graminea, en este caso el
sorgo [Sorghum bicolor (L.) Monch].

Al cultivo de frijol se le aplic6
una dosis baja de nitrégeno, 20 Kg N
ha ! y para el cultivo de sorgo se
aplicé una dosis de 100 Kg N ha .
Se aplicé una dosis béasica de fosforo
y potasio de 40 Kg P ha 1 y 40 Kg K
ha™ para ambos cultivos.

Como fuente de nitrégeno mar-
cado (N*°) se usé sulfato de arnonio
con un enriquecimiento del 11% y
sulfato de amonio comercial. Como
fuente de fésforo y potasio se utilizé
superfosfato triple (46% P) y cloruro
de potasio (60% K) respectivamente.

El disefio experimental consis-
ti6 en bloques al azar con seis trata-
mientos y cuatro repeticiones, para
un total de 24 tratamientos. Cada
tratamiento (parcela) consté de cinco
hileras de siembra, con una distan-
cia de siembra entre hileras de 0.60
m y entre plantas de 0.05 m. Largo
de la hilera 8 m.
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El mtrogeno marcado
S04(NHy)o N solamente fue utili-
zado en las tres hileras centrales en
un dreade 1.8 m por 1 m de largo, lo
cual dar4 un 4rea de 1.8 m2. Para el
resto del drea de las hileras se utilizé
el sulfato de amonio comercial.

El  nitrégeno marcado
SO4(NHa4)2 N'° se aplicé en bandas y
en disolucién acuosa una vez germi-
nadas las semillas y emergido las
plantulas de frijol. La disolucién se
hizo al 5% de ennquec1m1ent0 con
N1? paraladosisde 20 KeNha~ que
fue aplicada al fl'l]Ol y de 1% de enri-
quecimiento con NS para la dosis de
100 Kg N ha " aplicado al sorgo.

El control de maleza se realizé
en forma manual con escardilla. Afin
de garantizar la cosecha se aplicd
riego en forma complementaria du-
rante el ciclo de cultivo.

Todos los cultivares fueron co-
sechadas al mismo tiempo cuando las
plantas no habian madurado y asi
evitar las pérdidas de hojas por se-
nescencia. La cosecha se hizo remo-
viendo todo el material vegetal corta-
do a ras del suelo en las tres hileras
centrales de cadatratamiento. Ellar-
go de la hilera cosechada fue de 1 m.

Las plantas de frijol se separa-
ron en sus diferentes partes (vainas,
tallos y hojas) y se pesé el material
fresco. Cada una de estas partes se
picaron en pequefios fragmentos (2
cm). Cadauna de las submuestras se
obtuvo mezclando y dividiendo en
‘cuartos de porcién. El peso fresco y
seco se obtuvo a partir de las sub-
muestras preparadas. El secado de
las submuestras se hizo en estufa a

7 OOC, pararealizar la determinaci6n
de la materia seca (MS) de cada par-
te de las plantas de frijol, y en el caso
del sorgo se tomé toda ' planta.

El nitrégeno total }’ue determi-
nado mediante la aplicacién del pro-
cedimiento del método de Kjeldah]
(2) y el nitrégeno isotépico (N?%) se
analizé mediante el uso del método
de Dumas y el espectrémetro de
Emisién Optica, marca NOI-6E (165
9). A cada uno de los valores de N*
determinados se le resta la abundan-
cia natural de nitrégeno atmosférico
de 0.3663% para asi obtener el por-
centaje de Atomos de N 15 en exceso
para cada muestra.

Para los célculos se considera-
ron los datos b4sicos primarios tales
como:

1 Rendimiento de Materia Sece
(M.S)enKgha 1de tallo+hojas y
vainas del frijol y la planta enterz
del sorgo

2 % N de cada parte de la planta
cosechada

3 % N15 Atomos en exceso en el ma-
terial vegetal

4 % N.15 Atomos en exceso del
fertilizante (fert.) aplicado
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A partir de los datos basicos pri-
marios se calcularon los siguientes:

5 Ntotal Kgha )=

o 15N
6 %NdFert= ——

7 Asuelo = %NdFert. (sorgo)

100 — %NdFert (frijol)

M.S. de cada parte de la planta x 9% N

100

dtomos en exceso de cada parte de planta
%N dtomos en exceso d fert.
100 — %NdPFert. (sorgo) x A Fert. (sorgo)

8 A (suelo+fij.) =

x A fert (frijol)

9%NdFert (frijol)
9 Afij = A (suelo + fij) - A suelo
o . _ %NdFert (frijol)
10 % NdFij = A fij x A Fert (frijol)
11 % NdSuelo = A suelo x %eNdFert (frijol)

A Fert (frijol)
12 % NdFert = 100 - (% NdFij + % NdSuelo)

13 Cant. de N fijado (Kgha 1) =

donde:

% NdFert = % N en la planta deri-
vado del fertilizante
aplicado

cantidad de N disponi-
ble en el suelo

A suelo =

- BNdfij
100

x N total (Kg ha 1

cantidad de fertilizan-
te aplicado

A (suelo+fij)= cantidad de N obteni-
dos del suelo y N2 fijado

Afert =

% Ndfij. = % N derivado de la fija-
cién de N2 atmosférico
% Nds = % N derivado del suelo

Resultados y discusion

Los resultados serdn presenta-
dos de acuerdo a las variables objeto
de estudio.

Rendimiento de materia seca y
de N total.

Losresultados obtenidos mues-
tran que se detectaron diferencias
significativas entre los cultivares pa-
ra la variable rendimiento de mate-
ria seca en las vainas (Cuadro 1),

observiandose que el cultivar ON
30(5) fue el que arro{é el méximo
valor, con 1169 Kg ha™, y el cu'tivar
ON 30(4) fue el que tuvo el valor mas
bajo 698.2 Kg ha "1 El resto de los
cultivares, ON 30(6) ON 30(1) y ON
Criollo mostraron rendimientos in-
termedios. En cuanto a las variables
rendimiento de materia seca en ta-
llos + hojas no se detectaron diferen-
cias estadisticas significativas. Sin
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Cuadro 1. Grupo de medias para rendimiento de materia seca (MS)
y N total (NT) (Kg N ha !) en tallo+hojas (T+H) y vainas de
cultivares de frijol y sorgo.

Dosis MS NT
Cultivares N

(Kgh 1 T+H vaina T+H vaina
ON Criollo 20 3338 a 749 ab 104.7 a 26.7a
ON 30(1) 20 35637 a 1093 ab 779 a 394 a
ON 30(4) 20 3386 a 698 b 102.5 a 26.6 a
ON 30(5) 20 3776 a 1169 a 82.7a 403 a
ON 30(6) 20  3694a 1143 ab 90.4 a 417a
SOTgo 100 7426 - 99.0

An4lisis estadistico para frijol solamente.

Medias con letras iguales no difieren significativamente al nivel a=0.05 segin la Prueba "T"

embargo, el ON 30(5) presenta los
valores més altos, y el ON Criollo
30(4) los valores mas bajos.

No se encontraron diferencias
significativas para la variable N to-
tal en tallos+ hojas y vainas en los
cultivares probados. Los valores de
N total en tallos+hojas estédn en el
rango que va desde 77.9 Kg N ha -1
para el ON 30(1) hasta 104.7 Kg N
ha ! para el ON Criollo. Los valores
en las vainas van desde 26.6 Kg N ha
-1 para el ON (30(4), hasta 41.7Kg N
ha "I para el ON 30(6) (Cuadro 1).

Porcentaje de Ny de N'® 4tomos
en exceso.

Se encontraron diferencias sig-
nificativas para la variable porcen-
taje de N en tallos+hojas (Cuadro 2),
detectdndose tres grupos diferentes
de medias, el grupo a, con los culti-
vares ON Criollo, ON 30(4) y ON
30(6), el grupo b, los cultivares ON
30(1), ON 30(4)y el ON 30(6), yen el
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grupo ¢, ON 30(1), ON 30(5) y el ON
30(6). El cultivar ON Criollo mostro
el més alto porcentaje de N en ta-
Ilo+hojas (3.05 %), y el ON 30 (5),
tuvo el valor m4s bajo (2.15 % N). El
resto de los cultivares presentaron
valores intermedios. En cuanto a la
variable porcentaje de N en las vai-
nas no se encontraron diferencias
significativas. No se encontraron di-
ferencias significativas entre los cul-
tivares de frijol para la variable atc-
mos de N5 en exceso (Cuadro 1). En
cuanto a esta variable los cultivares
que muestran los valores mas bajos
es un indicativo de que presentan
una alta capacidad de fijacién de N2
atmésferico y una baja utilizacién
del N proveniente del fertilizante
aplicado. En cambio, cultivares con
valores muy altos indican una ten-
dencia a una baja capacidad de fija-
cién de No atmosférico y una alta
utilizaci6n del N proveniente del fe:-
tilizante.
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Cuadro 2. Medias para porcentaje de N (%N) y N'° 4tomos en exceso
(% N " 4t. exc.) en tallo+hojas (T+H) y vainas de cultivares
de frijol y en sorgo.

Dosis % N % N 4t. exc.
Cultivares N .
(Kghal)  T+H vaina T+H vaina
ON Criollo 20 3,05a 3,567a 0,508 a 0,552 a
ON 30(1) 20 2,22 be 3,65a 0,553 a 0,640 a
ON 30(4) 20 2,99 ab 3,91a 0,551 a 0,500 a
ON 30(5) 20 2,15¢ 3,47 a 0,655 a 0,594 a
ON 30(6) 20 2,45 abe 3,59 a 0,507 a 0,528 a
sorgo 100 1,31 - 0,648

An4lisis estadisticos para frijol solamente
Medias con letras iguales no difieren significativamente al nivel 00.05 segin la Prueba "

Fijacién de N

En el Cuadro 3, se muestran
las medias para las variables de los
porcentajes del N derivado de la fija-

cién de N2 atmosférico, del N deriva-

do del suelo y del N derivado del
fertilizante. Se observa en estecua-
dro, que atin cuando no hubo diferen-

Cuadro 3. Medias para porcentajes de nitréogeno derivado de la
fijacion del N2 atmosférico (Ndfij), nitrégeno derivado del
suelo (Nds) y nitrégeno derivado del fertilizante (Ndfert),
en tallo+hojas (T+H) y vainas de los cultivares de frijol y

sorgo.
T+H vain-;is S
Cultivares
Ndfyj Nds Ndfert Ndfjj Nds Ndfert
% % % % % %

ON Criollo 60.1a 29.7a 10.1a 56.2 a 32.7a 11.1a
ON30(1) 53.1a 35.9a 110a 55.2 a 340a 10.8 a
ON 30(4) 554a 33.6a 110a 60.1a 299a 10.0 a
ON 30(5) 454a 415a 13.1a 53.1a 35.0a 119a
ON 30(6) 589a 30.9a 10.2 a 578 a 316a 10.6 a
sorgo 0.0 351 64.8

Andlisis estadfstico para frijol solamente
Medias con letras iguales no difieren significativamente al nivel a0.05 segin la Prueba "T"
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cia significativa, en general, todos
los cultivares de frijol presentaron
un alto porcentaje dfijacién de N2
atmosférico. Los porcentajes de N
derivados de la fijacién de N2
atmosférico se presentaron en un
rango que va de 45.4% para el ON
30(5) hasta 60.1% para el ON Criollo
en tallos+hojas, y en cuanto a las
vainas, el rango va de 53% para el
ON 30(5) hasta 60.1 para el ON
30(4). También se puede observar en
esta cuadro, la alta utilizacién del N
derivado del fertilizante por el culti-
vo de sorgo, usado como cultivo de
referencia.

N derivado del fertilizante y de
la fijacion atmosférica.

Se detectaron diferencias esta-
disticas significativas entre los dife-
rentes cultivares de frijol, para la

variable cantidad de N derivado del -

Cuadro 4Grupo de medias park

fertilizante en las vainas (Cuadro
4). Se observa que los cultivares ON
30(1) y ON 30(5) presentaron los
valores més altos de N derivado del
fertilizante, y el ON 30(4) present6
el valor m4as bajo de utilizacién de
N proveniente del fertilizante. El
ON Criollo y el ON 30(6)
presentaron valores intermedios de
utilizacién. De acuerdo a estos re-
sultados, el cultivar ON 30(4), que
presento el valor méas bajo de
utilizacién del N proveniente del
fertilizante, fue el cultivar que mos-
tr6 el valor mas bajo de atomos de
N' en exceso (Cuadro 2), el mis
alto porcentaje de N derivado de la
fijacién de N2 atmosférico (Cuc-
dro3) y la mas alta cantidad de N
derivado de la fijacién (Cuadro 4).
Esto es un indicativo de que el cul-
tivar ON 30(4) presenta una buena
capacidad de fijacién de N prove-

" derivado del fertilizante aplicado

(Ndfert) Kg N ha - Ly v N derlvado de la fijaciéon de N2

atmosférico (Ndfij) (Kg N ha ~

1y en tallo+hojas (T+H) y

vainas de los cultivares de frijol y sorgo.

Dosis Ndfert Ndfij
Cultivares N _
(Kgha ™) T+H vaina T+H vaina
On Criollo 20 10.2 a 3.1a 61.3 a 144 a
On 30(1) 20 83a 45a 422 a 223a
ON 30(4) 20 116 a 2.7b 516a 16.2 a
ON 30(5) 20 10.8 a 4.7 a 33.0a 21.0a
ON 30(6) 20 93a 43 a 52.7 a 23.5a
Sorgo 100 60.9 - - -

Analisis estadistico para frijol solamente

Medias con la misma letra no difieren significativamente al nivel ¢0.05 segtn la Prueba "T"
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niente de la atmésfera. En relacién
a la variable cantidad de N derivado
del fertilizante en tallos+hojas y
cantidad de N fijado (Kg N ha ") no
se detectaron diferencias
significativas entre los cultivares.

Rendimiento en grano,
utilizacién del N y eficiencia de
fijacion.

En cuanto a la wvariable
rendimiento en grano (Cuadro 5}, no
se encontraron diferencias
estadfsticas significativas entre los

N (Cuadro 2), el porcentaje de N2
fijado (Cuadro 3), el rendimiento de
materia seca, de N total y de grano
(Cuadro 1y 5), indican algunas dife-
rencias varietales en la eficiencia de
conversién de N a materia seca. To-
dos los cultivares tuvieron rendi-
mientos en grano que no difieren
significativamente. Sin embargo, el
ON 30(5) el cual arrojé el rendimien-
to en grano mas alto, tuvo el mas
bajo porcentaje de N (estad’stica-
mente significativo) en tallos+hojas
y presenté uno de los més altos

Cuadro 5Grupo de medias para rendimiento en grano (Kg ha 1 yla
relacion Kg semilla / Kg N fijado para cada uno de los

cultivares de frijol.

Rendimiento promedio Relacién

Cultivares de semilla Kg semilla /

B (Kgha Y Kg N3 fijado
ON Criollo 1167.5 a 15.43
ON 30(1) 1021.1 a 15.82
ON 30(4) 1188.0 a 17.51
ON 30(5) 1330.0 a 24.61
ON 30(6) 1140.7 a 14.96

Medias con letras iguales no difieren significativamente al nive! 0:0.05 segin Prueba "T"

diferentes cultivares de frijol
utilizados. Al establecer la relacién
Kg de semilla / Kg de N2 fijado
(obtenido a partir de lIos Cuadros 4y
5) cultivares con valores altos en
cuanto a esta relaci6n sugieren una
alta conversién de N fijado por Kg de
semilla.

El estudio de los componentes
del rendimiento, como porcentaje de
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rendimientos de N total en la vainas.
Esto sugiere que este cultivar, bajo
las condiciones en las que se realiz6
el experimento, podria ser un
eficiente convertidor de N ante que
un acumulador. El1 ON 30(4) y el ON
Criollo, los cuales presentan rendi-
miento en grano similares, pero m4s
bajos que el ON 30(5) (Cuadro 5),
tuvieron uno de los porcentajes de N
maés altos en tallos+hojas (Cuadro 2)
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y los més bajos en rendimiento de N
total en las vainas (Cuadro 1), lo
cual indica que estos cultivares
probablemente tienen la tendencia a

comportarse mas como acumulado-
res que como convertidores de N en
semilla.

Conclusiones

El cultivar ON 30(5) fue el que
produjo el mayor contenido de
materia seca, mientras que el con-

tenido mas bajo lo produjo el cul-
tivar ON 30(4).

En relacién al porcentaje de N en
tallos+hojas, el cultivar ON Crio-
1lo mostré el mas alto valor (3.05%
N) y el ON 30(5) el valor mas bajo
(2.15% N).

En cuanto a la fijacién de Ng at-
mosférico, todos los cultivares
evaluados presentaron un alto
porcentaje de fijacién,

Los cultivares ON 30(1) y ON
30(5) presentaron los valores mas
altos de utilizacién del N
proveniente del fertilizante

aplicado y el ON 30(4) presenté el
valor m4s bajo de utilizacién.

El método de dilucién isotépica
ofrece un gran potencial para la
evaluacién final de los cultivares
ya que se puede distinguir entrz
el nitrégeno fijado y el derivado d=
otras fuentes, tales como suelo y
fertilizante.

Se recomienda para futuras
investigaciones relacionadas con
el uso de técnicas isotépicas, la
seleccién de un adecuado cultivo
de referencia, como un cultivar de
frijol que no nodule, que permita
obtener valores de fijacibn maés
precisos.
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