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Determinación de la fijación biológica del nitrógeno en 
suelos de la altiplanicie de Maracaibo utilizando N ' ~  

Determination of biological nitrogen fixation in soils of the 
Maracaibo plain using NI5 

Isidro ~ e l é n l l e z " ~  
Edigso ~ a r i ; í n e z ~  

Resumen 
Para evaluar la fijación biológica del N2 atmosférico en cultivares de 

frijol [Vigna unguiculata (L.) Walp] usando la técnica de la dilución isotópica 
con N ' ~ ,  se condujo ian experimento en el Campo Experimental "Ana María 
Campos", de la Facultad de Agronomia de la Universidad del Zulia. Los suelos 
son de textura franco arenosa a arenosa, clasificados como Typic haplai-gids. 
Se evaluaron cuatro mutantes de frijol OJO NEGRO: ON 30(1), ON :10(4), 
ON 30(5) y ON 30(6) y la variedad ON Criollo. El diseno experim3ntal 
utilizado fue en bloques al azar, con cinco tratamientos y cuatro repetici mes. 
Las variables estudiadas fueron rendimiento de materia seca y N total, 
porcentaje de N y  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) presentó el mayor rendimlento 
de materia seca en las vainas y el ON 30(4) presentó el menor valor. El ON 
Criollo presentó el más alto porcentaje de N en tallos+hojas y el ON 30( 5 )  el 
valor más bajo. Todos los cultivares presentaron una alta fijación de N2 
atmosférico, no encontrándose diferencias significativas entre ellos. No Iiubo 
respuesta en rendimiento en grano entre los cultivares de frijol. 

Palabras claves: Vigna unguiculata, N ' ~ ,  fijación biológica. 
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Abstract 
One experiment was carried out to evaluate the biological nitrogen 

íixation in cowpea [Irgna unguiculata (L.) Walpl using the isotope 
dilution method a t  the "Ana María Campos" experimental station of tlie 
Agronomy School, of the University of Zulia. Soils have a sandy-loarn to sancly 
texture. The soils are classified as Typic Haplargids. Four mutants of cowpt!a 
OJO NEGRO were evaluated: ON 30(1), ON 30(4), ON 30(5) and ON 30(fi), 
and the original variety ON Criollo. The experimental layout was a 
randomized block design, with five treatments and four replications. Tlie 
variable factors that were studied were: dry matter and total N yield, 
percentage of N and 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 tlie 
ON 30(4) the lowest dry matter yield. The ON Criollo cultivar presented tlie 
highest percentage of N in stems+leaves and the ON 30(5) the lowest value. 
Al1 cultivars showed a high N fixation from the atmosphere, but there w:is 
no difference in N fixation between them. There was no increase in grain yie- d 
between the cultivars that were used. 

Key words: Vigna unguiculata, biological fixation. 

Introducción 
De todos los sistemas de fija- 

ción biológica de nitrógeno (N), el 
proceso de fijación simbiótica por las 
leguminosas es el más conocido y 
estudiado. La fijación biológica 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 aplicación de cantida- 
des de fertilizante nitrogenado. 

Existen varios métodos para 
medir la fijación de N atmosférico 
(N2) (l) ,  sin embargo, en esta inves- 
tigación se consideró solamente el 
uso de los métodos isotópicos. 

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

método de dilución isotópica del N 
se han incrementado (.4). El principio 
de la dilución isotópica y las ecuaci3- 
nes envueltas han sido reseñadas por 
Danso (6) y Rennie (26). El métotlo 
envuelve el crecimiento de plantas 
fijadoras y no fijadoras de N2 (cultivo 
de referencia) en suelos con aplica- 
ción de fertilizantes orgánicos o inor- 

15 gánicos enriquecidos con N (11,14-) .  

El uso del concepto del Valor 
" A  (10,151, resulta en una habi1ids.d 
para medir cuantitativamente 1 a 
cantidad de nutrientes del suelo en 
unidades del fertilizante normal o 
corriente. La cantidad de nitrógeno 
fijado por un cultivo de leguminosa 
puede ser medido en término del fer- 
tilizante corriente mediante la sus- 
tracción del Valor " A ,  obtenido con 



un cultivo no nodulante, del Valor "A" preferencia por una fuente de nitr& 
obtenido con un cultivo nodulante. geno sobre la  otra (15). 

La utilización del concepto del Aunque el concepto del Vdor-A 
Valor-A, permite la aplicación de di- ha sido sujeto a controversia (8,4,7, 
ferentes dosis de nitrógeno y enri- 30), muchos estudios usando este 
quecimiento con de un fertili- concepto han reportado estirnados 
zante dado, tanto.al cultivo de legu- satisfactorios de N2 fijado (23,31). 
minosa como al de referencia para 
estimar el N2 fijado (11). El principio 
del concepto del Valor-A radica en 
que una planta con más de una fuen- 
te de nitrógeno disponible absorberá 
este elemento a partir de cada una 
de ellas en proporción a sus cantida- 
des relativas, es decir, que no habrá 

El presente trabajo pretende 
evaluar las diferencias en fijación 
biológica de N2 atmosfbrico eri cua- 
tro mutantes Elites y la variedad 
original de frijol (Vigna unguiculata 
(L.) Walp) tipo Ojo Negro, mediante 
la  utilización de la técnica de lzi dilu- 
ción isotópica de N ' ~  en suelos de la 
Altiplanicie de Maracaibo. 

Materiales y métodos 
El e ~ p e ~ i m e n t o  se llevó a cabo 

en el Campo Experimental "Ana Ma- 
ría Campos" de la Facultad de Agro- 
nomía 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 taxonómicamente co- 
mo Typic haplargids, familia franco- 
sa fina. 

Para medir la fijación biológica 
de nitrógeno se utilizó semilla de 
cuatro mutantes de frijol [Flgna un- 
guiculata (L.) Walpl obtenidos a tra- 

Al cultivo de frijol se le :~plicó 
una dosis baja de nitrógeno, 20 Kg N 
ha -' y para el cultivo de sorgo se 
aplicó una dosis de 100 Kg N ha -l. 
Se aplicó una dosis básica de fiisforo 
y potasio de 40 Kg P h a  -' y 40 Kg K 
ha-' para ambos cultivos. 

Como fuente de nitrógeno mar- 
cado ( N ' ~ )  se usó sulfato de arnonio 
con un enriquecimiento del 11% y 
sulfato de amonio comercial. Como 
fuente de fósforo y potasio se utilizó 
superfosfato triple (46% P) y cloruro 
de potasio (60% K) respectivamente. 

vés del Proyecto de Mutación Indu- 
El diseño experimental ccinsis- 

cida y que resultaron ser promiso- 
ti6 en bloques al azar con seis trata- 

rias, las. cuales son las siguientes: mientos y cuatro repeticiones, para 
Ojo Negro 30(1), Ojo Negro30(4), Ojo un total de 24 Cada 
Negro 30(5) y Ojo Negro 30(6)' Tam- tratamiento (parcela) constó de cinco 
bién se utilizó la variedad original 

hileras de siembra, con una distan- 
Ojo Negro (O.N. Criollo). Como cul- cia de siembra entre hileras dc 0.60 
tivo de referencia (que no nodule) se m y entre plantas de 0.05 m. Largo 
utilizó una gramínea, en este caso el 

de la hilera 8 m. 
sorgo [Sorghum bicolor (L.) Monchl. 
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El nitrógeno marcado 
S04(NH4)2 solamente fue utili- 
zado en las tres hileras centrales en 
un área de 1.8 m por 1 m de largo, lo 
cual dará un área de 1.8 m2. Para el 
resto del área de las hileras se utilizó 
el sulfato de amonio comercial. 

El nitrógeno marcado 
S04(NH4)2 IV15 se aplicó en bandas y 
en disolución acuosa una vez germi- 
nadas las semillas y emergido las 
plántulas de frijol. La disolución se 
hizo al 5% de enriquecimiento con 

para la dosis de 20 Kg N ha -' que 
,fue aplicada al frijol y de 1% de enri- 
quecimiento con N" para la dosis de 
100 Kg N ha -' aplicado al sorgo. 

70°c, para realizar la determinación 
de la materia seca (MS) de cada par- 
te de las plantas de frijol, y en el caso 
del sorgo se tomó toda ' 7 planta. 

'1 
El nitrógeno total fiie determi- 

nado mediante la aplicación del pro- 
cedimiento del método de Kjeldahl 
(2) y el nitrógeno isotópico ( N ' ~ )  se 
analizó mediante el uso del método 
de Dumas y el espectrómetro de 
Emisión Optica, marca NOI-6E (16 
9). A cada uno de los valores de N'' 
determinados se le resta la abundan- 
cia natural de nitrógeno atmosférico 
de 0.3663% para así obtener el por- 
centaje de átomos de en exceso 
para cada muestra. 

El control de maleza se realizó 
en forma manual con escardilla. Afin 

Para los cálculos se considera- de garantizar la cosecha se aplicó 
ron los datos básicos primarios tales riego en forma complementaria du- 
como: rante el ciclo de cultivo. 
1 Rendimiento de Materia Secs. 

Todos los cultivares fueron co- (M.S.) en K~ ha-' de tallo+hojas 3, 
sechadas al mismo tiempo cuando las vainas del frijol y la planta enterEi 
plantas no hbbian madurado y así del sorgo 
evitar las pérdidas de hojas por se- 
nescencia. La cosecha se hizo remo- 
viendo todo el material vegetal corta- 2 % N de cada parte de la planta 

do a ras del suelo en las tres hileras cosechada 

centrales de cada tratamiento. El lar- 
go de la hilera cosechada fue de 1 m. 3 % á~omos en exceso en el ma- 

terial vegetal 
Las plantas de frijol se separa- 

ron en sus diferentes partes (vainas, 
tallos y hojas) y se pesó el material 4 % N ' ~  átomos en exceso d ~ l  

fresco. Cada una de estas partes se fertilizante (fert.) aplicado 
picaron en pequeños fragmentos (2 
cm). Cada una de las submuestras se 
obtuvo mezclando y dividiendo en 
'cuartos de porción. El peso fresco y 
seco se obtuvo a partir de las sub- 
muestras preparadas. El secado de 
las submuestras se hizo en estufa a 
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Apartir de los datos básicos pri- 
marios se calcularon los siguientes: 

M.S.  de cada parte de la planta x % N 
5 N total (Kg ha -') = 100 

%15N átomos en exceso de cada parte de planta 
6 %NdFert = 

% 1 5 ~  átomos en exceso a fert. 

7 A suelo = 
100 - %NdFert. (sorgo) A 

(sorgo) %NdFert. (sorgo) 
100 - "NdFert (frijol) A (fniol) 

8 A (suelo+fij.) = -- 
%NdFxrt (frijol) 

9 Afij = A (suelo + fij) - A suelo 

"NdFert (frijol) 
10 % NdFij = Afij x -- 

A Fert (frijol) 
%NdFert (frijol) 

11 % ~ d ~ u e l o  = A suelo x A Fert (frijol) 

12 % NdFert = 100 - (% NdFij + % NdSuelo) 

13 Cant. de N fijado (Y) ha -') = x N total (Kg ha -') 
100 

donde: 
% NdFert = % N en la planta deri- A fert = cantidad de fertilizan- 

vado del fertilizante te aplicado 
aplicado A (suelo+fij)= cantidad de N ol~teni- 

A suelo = cantidad de N disponi- dos del suelo y N2 fijado 
ble en el suelo % Ndfij. = % N derivado de la fija- 

ción de N2 atmoslZrico 
% Nds = % N derivado del suelo 

Resultados y discusión 
Los resultados serán presenta- observándose que el cultiva]. ON 

dos de acuerdo a las variables objeto 30(5) fue el que arro'ó el mLximo 
de estudio. i valor, con 1169 Kg ha- , y el cutivar 

Rendimiento de materia seca y ON 30(4) fue el que tuvo el valoi- más 

de N total. bajo 698.2 Kg ha 'l. El resto tle los 
cultivares, ON 30(6) ON 300) y ON 

Los resultados obtenidos mues- Criollo mostraron rendimient<;s in- 
tran que se detectaron diferencias termedios. En cuanto a las variables 
significativas entre los cultivares pa- rendimiento de materia seca en ta- 
ra  la variable rendimiento de mate- llos + hojas no se detectaron diferen- 
ria seca en las vainas (Cuadro l ) ,  cias estadísticas 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 taiio+hojas (T+H) y vainas de 
cultivares de frijol y sorgo. 

Dosis MS NT 
Cultivares N 

(Kg h VI) T+H vaina T+H vaina 

ON Criollo 20 3338 a 749 ab 104.7 a 26.7 a 

sorgo 100 7426 99.0 

Análisis estadístico para frijol solamente. 
Medias con letras iguales no difieren significativamente al nivel a=0.05 según la Prueba "7"' 

embargo, el ON 30(5) presenta los grupo c, ON 30 (l) ,  ON 30 (5) y el OEl 
valores más altos, y el ON Criollo 30(6). El cultivar ON Criollo mostrti 
30(4) los valores más bajos. el más alto porcentaje de N en ta -  

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 están en el 
rango que va desde 77.9 Kg N ha -' 
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  

para el ON (30(4), hasta 41.7 Kg N 
ha 'l para el ON 30(6) (Cuadro 1). 

porcentaje de N y de átomos 
en exceso. 

Se encontraron diferencias sig- 
nificativas para la variable porcen- 
taje de N en tallos+hojas (Cuadro 2), 
detectándose 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), y en el 

llo+hojas (3.05 %), y el ON 30 (5), 
tuvo el valor más bajo (2.15 % N). El 
resto de los cultivares presentar011 
valores intermedios. E n  cuanto a 1:i 
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 átc- 
mos de en exceso (Cuadro 1). En 
cuanto a esta variable los cultivares 
que muestran los valores más bajos 
es un indicativo de que presentan 
una alta capacidad de fijación de N2 
atmósferico y una baja utilización 
del N proveniente del fertilizante 
aplicado. En cambio, cultivares con 
valores muy altos indican una teri- 
dencia a una baja capacidad de fija- 
ción de N2 atmosférico y una alta 
utilización del N proveniente del fe::- 
tilizante. 



Cuadro 2. Medias para porcentaje de N (%N) y átomos en exceso 
(% tít. exc.) en tallo+hojas (T+H) y vainas de cultivrrres 
de frijol y en sorgo. 

Dosis % N  % At.  exc. 
Cul tivares N 

(Kg ha-') T+H vaina T+H vaina 

ON Criollo 20 3,05 a 3,57 a 0,508 a 0,552 a 
ON 30(1) 20 2,22 bc 3,65 a 0,553 a O,!i40 a 
ON 30(4) 20 2,99 ab 3,91 a 0,551 a O,!i00 a 
ON 30(5) 20 2,15 c 3,47 a 0,655 a 0,594 a 
ON 30(6) 20 2,45 abc 3,59 a 0,507 a O,!* 

sorgo 100 1,31 0,648 

Análisis estadísticos para frijol solamente 
Medias con letras iguales no difieren significativamente al nivel a0.05 segun la Prueba "'7" 

Fijación de N ción de N2 atmosférico, del N deriva- 

En el Cuadro 3, se muestran 
do del suelo y del N derivado del 
fertilizante. Se observa en estecua- 

las medias para las variables de los 
dro, que aún cuando no hubo diforen- porcentajes del N derivado de la fija- 

Cuadro 3. Medias para porcentajes de nitrógeno derivado de la 
fiiación del N2 atmosférico (Ndfii), nitrógeno derivado del 
suelo (Nds) y nitrógeno derivado del fertilizante (Ndfert), 
en tallo+hojas (T+H) y vainas de los cultivares de frijol y 
sorgo. 

T+H vainas 
Cultivares 

Nd fij Nds Ndfert Ndfij Nds Ndfei-t 
% % % % 96 % 

ON Criollo 60.1 a 29.7 a 10.1 a 56.2 a 32.7a 11.1a 
ON 30(1) 53.1 a 35.9 a 11.0 a 55.2 a 34.0 a 10.8 a 
ON 30(4? 55.4 a 33.6 a 11.0 a 60.1 a 29.9 a 10.0 a 
ON 30(5) 45.4 a 41.5 a 13.1 a 53.1 a 35.0 a 11.9 a 
ON 30(6) 58.9 a 30.9 a 10.2 a 57.8 a 31.6 a 10.6 a 

Análisis estadletico para fdol solamente 
Median con letraa iguales no difieren significativamente al nivel a0.05 según la h e b a  "Y 
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cia significativa, en general, todos 
los cultivares de frijol presentaron 
un alto porcentaje dfijación de N2 
atmosférico. Los porcentajes de N 
derivados d e  l a  fijación 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 utilización del N 
derivado del fertilizante por el culti- 
vo de sorgo, usado como cultivo de 
referencia. 

fertilizante en las vainas (Cuadr:, 
4). Se observa que los cultivares ON 
30(l) y ON 306)  presentaron los 
valores más altos de N derivado dc!l 
fertilizante, y el ON 30(4) presentó 
el valor más bajo de utilización de 
N proveniente del fertilizante. E'l 
ON Criollo y e l  ON 30(6) 
presentaron valores intermedios de 
utilización. De acuerdo a estos re- 
sultados, el cultivar ON 30(4), que 
presentó el valor más bajo de  
utilización del N proveniente del 
fertilizante, fue el cultivar que mos- 
tró el valor más bajo de átomos de 

en exceso (Cuadro 2), el más 

N derivado del fertilizante y de alto porcentaje de N derivado de la 
fijación de N2 atmosférico (CUE.- la fijación atmosférica. 
dro3) y la más alta cantidad de IIJ 

Se detectaron diferencias esta- derivado de la fijación (Cuadro 4). 
dísticas significativas entre los dife- Esto es un indicativo de que el cul- 
rentes cultivares de frijol, para la tivar ON 30(4) presenta una buena 
variable cantidad de N derivado del - capacidad de fijación de N provc?- 
Cuadro 4Grupo de medias par, - - derivado del fertilizante aplicado 

(Ndfert) Kg N ha -') y N derivado de la  fijaei6n de N2 
atmosférico (Ndfii) (Kg N ha - ) en tallo+hojas (T+H) y 
vainas de los cultivares de frijol y sorgo. 

Dosis Ndfert Ndfij 
Cultivares N 

(Kg ha -') T+H vaina T+H vaina - 
On Criollo 20 10.2 a 3.1 a 61.3 a 14.4 a 
On 30(1) 20 8.3 a 4.5 a 42.2 a 22.3 a 
ON 30(4) 20 11.6 a 2.7 b 51.6 a 16.2 a 
ON 30(5) 20 10.8 a 4.7 a 33.0 a 21.0 a 
ON 30(6) 20 9.3 a 4.3 a 52.7 a 23.5 a - 

Sorgo 100 60.9 - 

Análisis estadístico para frijol solamente 
Medias con la misma letra no difieren significativamente al nivel u0.05 según la Prueba "T" 
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niente de la atmósfera. En relación N (Cuadro 2), el porcentaje de N2 
a la variable cantidad de N derivado fijado (Cuadro 3), el rendimiento de 
del fertilizante en tallos+hojas y materia seca, de N total y de grano 
cantidad de N fijado (Kg N ha -l) no (Cuadro 1 y 5), indican algunas dife- 
se  detectaron diferencias rencias varietales en la eficiencia de 
significativas entre los cultivares. conversión de N a materia seca. To- 

dos los cultivares tuvieron rendi- 
Rendimiento e n  grano, mientos en grano que no difieren 
utilización del N y eficiencia de  significativamente. Sin embargo, el 
fuación. ON 30(5) el cual arrojó el rendimien- 

En cuanto a la variable to en grano más alto, tuvo el más 
rendimiento en grano (Cuadro 5), no bajo porcentaje de N (estad-'stica- 
s e  encontraron diferencias mente significativo) en tallosi.hojas 
estadísticas significativas entre los y presentó uno de los más altos 
Cuadro 5Grupo d e  medias para  rendimiento e n  grano (Kg h a  -') y la 

relación Kg semilla 1 Kg N fiiado para  cada u n o  d e  los 
cultivares d e  frijol. 

Rendimiento promedio Relación 
Cultivares de semilla Kg semilla 1 

(Kg ha -') Kg N2 fijado 
ON Criollo 1167.5 a 15.43 

Medias con letras iguales no difieren significativamente al nivel a0.05 según Prueba 'T" 

diferentes cultivares de frijol 
utilizados. Al establecer l'a relación 
Kg de semilla 1 Kg de N2 fijado 
(obtenido a partir de 10s Cuadros 4 y 
5 )  cultivares con valores altos en 
cuanto a esta relación sugieren una 
alta conversión de N fijado por Kg de 
semilla. 

El estudio de los componentes 
del rendimiento, como porcentaje de 

rendimientos de N total en la vainas. 
Esto sugiere que este cultivar, bajo 
las condiciones en las que se realizó 
el experimento, podría sei- un 
eficiente convertidor de N ante que 
un acumulador. El ON 30(4) y el ON 
Criollo, los cuales presentan rimdi- 
miento en grano similares, pero más 
bajos que el ON 30(5) (Cuadro 5) ,  
tuvieron uno de los porcentajes de N 
más altos en tallos+hojas (Cuadro 2) 
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y los más bajos en rendimiento de N comportarse más como acumulado- 
total en las vainas (Cuadro l), lo res que como convertidores de N eii 
cual indica que estos cultivares semilla. 
probablemente tienen la tendencia a 

Conclusiones 

1 El cultivar ON 30(5) fue el que 
produjo el mayor contenido de 
materia seca, mientras que el con- 
tenido más bajo lo produjo el cul- 
tivar ON 30(4). 

2 En relación al porcentaje de N en 
tallos+hojas, el cultivar ON Crio- 
llo mostró el más alto valor (3.05% 
N) y el ON 30(5) el valor más bajo 
(2.15% N). 

3 En cuanto a la fijación de N 2  at- 
mosférico, todos los cultivares 
evaluados presentaron un alto 
porcentaje de fijación. 

4 Los cultivares ON 30(1) y ON 
30(5) presentaron los valores m& 
altos de utilización del N 
proveniente del ferti l izante 

aplicado y el ON 30(4) presentó el 
valor más bajo de utilización. 

5 El método de dilución isotópicia 
ofrece un gran potencial para 1:i 
evaluación final de los cultivares 
ya que se puede distinguir entrs. 
el nitrógeno fijado y el derivado dr 
otras fuentes, tales como suelo :y 
fertilizante. 

6 Se recomienda pa ra  futuras  
investigaciones relacionadas co:n 
el uso de técnicas isotópicas, la 
selección de un adecuado cultivo 
de referencia, como un cultivar de 
frijol que no nodule, que permita 
obtener valores de fijación más 
precisos. 
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