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RESUMEN  

Especies del género Vigna, constituyen fuentes importantes de proteínas y 

minerales para la alimentación de las poblaciones localizadas principalmente en países 

del tercer mundo. Estas especies tienen la capacidad de formar simbiosis con Rhizobium 

lo cual les confiere la capacidad de fijar N2 atmosférico. Sin embargo, la efectividad de la 

simbiosis dependerá principalmente de la presencia de niveles óptimos de macro y 

micronutrientes para el desarrollo de las plantas. Diversos estudios han señalado que, 

entre los macronutrientes requeridos por las leguminosas, el fósforo (P) es determinante 

para el establecimiento de las simbiosis con los rizobios mientras que micronutrientes 

tales como el níquel (Ni) y el sílice (Si) favorecen la formación de los nódulos y la 

actividad fijadora de los bacteroides. 

El principal objetivo de esta investigación fue estudiar el efecto de concentraciones 

crecientes de P, Ni y Si; en el crecimiento de plantas de frijol bayo (Vigna unguiculata (L) 

Walp), frijol chino (Vigna unguiculata ssp sesquispedalis) y vainita china (V. radiata); 

inoculadas con cepas efectivas de rizobios. Para estos ensayos, las plantas fueron 

crecidas en invernadero, en botellas de Leonard conteniendo una solución nutritiva 

básica, enriquecida con concentraciones crecientes de los nutrientes mencionados a pH 

6.8. Antes de la siembra, la mitad de las semillas de cada especie fueron pre-inoculadas 

con un inoculante comercial de Bradyrhizobium cowpea en turba. La solución nutritiva 

para el resto de las semillas no pre-inoculadas fue fertilizada con 6 mM de N. Los 

tratamientos incluyeron concentraciones de 1; 5; 15; 30; 60; 100; 250 y 600 µM de 

KH2PO4; 0; 1; 5; 10; 20; 50; 100 y 200 µM NiCl2; 1; 3; y 5 µM H2.SiO3. Las plantas fueron 

cosechadas a los 60 días después de la germinación y se determinaron la biomasa aérea 

y nodular, así como las concentraciones de contenido de ureídos y fósforo en hojas de 

cada especie.  

Los resultados obtenidos en plantas de frijol bayo y vainita china indican una 

relación directa entre la biomasa aérea de plantas de frijol bayo y la concentración de P 

en la solución, así como entre las concentraciones de P en hojas y en la solución nutritiva. 

Mientras que aún la concentración mas baja de Ni tuvo efectos negativos en el 

crecimiento y nodulación de las plantas. Por el contrario, la adición de Si incrementó la 

biomasa aérea y nodular y la concentración de ureídos en las hojas. Por su parte el frijol 



 

 

 

 

chino mostró una tendencia a disminuir la biomasa aérea y nodular al aumentar las 

concentraciones de P y Ni, mientras que se observó un leve incremento en las biomasas 

aéreas y nodulares a concentraciones muy bajas de Si. 

Se encontró que la concentración óptima de fósforo, bajo estas condiciones, para 

las 3 especies es de 100 µM de KH2PO4. 

Sin embargo estos resultados indican la necesidad urgente de proseguir con estas 

investigaciones a fin de determinar los niveles nutricionales óptimos para el desarrollo de 

estas especies de leguminosas y para la mayor efectividad de la simbiosis con rizobios. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Morfología del género Vigna 

En Venezuela, después de la caraota, distintas variedades de frijol tales como 

Vigna unguiculata (L) Walp, Vigna unguiculata ssp sesquispedalis y Vigna radiata forman 

parte importante de la dieta de los venezolanos (Higuera, 1992). El género Vigna  

pertenece a la familia Fabaceae y está formado por hierbas anuales perennes o 

subarbustos, trepadoras, rastreras o erectas, sin pelos uncinados. La raíz es a veces 

tuberosa, frecuentemente lignificada, muy poco fibrosas y las hojas son trifoliadas y 

pinnaticompuestas, raramente unifoliadas.  El exagerado polimorfismo de los taxones de 

Vigna, hace que el género no esté de momento, definido desde el punto de vista 

morfológico, y que incluso se considere un conjunto heterogéneo.  

En Venezuela se siembran comúnmente las especies Vigna unguiculata (L) Walp, 

Vigna unguiculata ssp. sesquispedalis y Vigna radiata. conocidas localmente como frijol 

bayo, frijol chino y vainita china, respectivamente. El frijol bayo y el frijol chino se 

caracterizan por sus tallos y hojas glabros, estípulas prolongadas por debajo del punto de 

inserción en 2 aurículas oblongas, y bractéolas mas largas que las brácteas, o que el tubo 

del cáliz.  Como es característico de especies ampliamente cultivadas, son  

extremadamente polimórficas, particularmente a lo que respecta al tamaño del fruto.  Por 

otra parte, la vainita china es una leguminosa anual que posee cultivares de porte erecto 

pudiendo alcanzar una altura hasta de 1 m, con crecimiento principalmente indeterminado 

y tipo compacto.  Su raíz principal es ramificada y extensa; y las inflorescencias racimosas 

tienen flores de color amarillo, las legumbres contienen semillas de color verde brillante u 

opaco (Skerma y col., 1991). 

 



 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Esquema de semillas de frijol común (Vigna unguiculata (L) Walp) y de 

hojas de vainita china (Vigna unguiculata ssp. sesquispedalis) . Imágenes 

extraidas de www.commons.wikipedia.org  

 



 

 

 

 

 

 

Figura 2. Esquema de semillas, brotes y hojas de frijol chino (Vigna radiata). . 

Imágenes extraidas de www.commons.wikipedia.org  

 

1.2. Historia y cultivo de Vigna 

El cultivo del frijol común (Vigna unguiculata (L). Walp) es uno de los más 

extendidos en el mundo, siendo la base de la alimentación de millones de personas en 

países de climas cálidos y en vías de desarrollo. Incluye unas 20 especies de importancia 

económica originadas en las zonas cálidas del viejo y nuevo mundo; todos importantes 



 

 

 

 

ingredientes en la cocina asiática y africana y algunos de ellos usados hoy en día a nivel 

global (Fery, 2002; Coe, 2004).  En el caso particular del frijol común (V. unguiculata), se 

ha dado una amplia extensión de su distribución y consumo por su adaptabilidad y 

escasos requerimientos de cultivo, siendo además una especie muy variable de la que se 

han explotado distintas características, surgiendo así distintas variedades dependiendo 

del interés con el cual se cultive la planta.  Además de sus uso como vegetal fresco, 

fuente de fibras textiles, y granos para el consumo V. unguiculata ha sido reportada como 

fuente de alimento para el ganado, así como vegetal de hoja (Larkom, 2008).  En 

Venezuela el cultivo del frijol es mucho menos relevante que el de otras leguminosas, 

siendo bastante conocida la preferencia que se le da en el país a la caraota (Phaseolus 

vulgaris) a la hora de cultivar y consumir granos.  Sin embargo, algunos autores destacan 

al frijol entre los granos más importantes en el país, junto a las mencionadas caraotas, el 

quinchoncho (Cajanus cajan) y la arveja (Cicer arietinum) (Infante y col., 2004; De 

Gouveia y col., 2005).  El frijol se cultiva en la zona de los llanos centrales, en los estados 

Guárico, Carabobo, Aragua, Portuguesa y Anzoátegui.  Si bien se encuentran sistemas 

tecnificados para su cultivo, éste es en mayor parte de tipo conuco, es decir, a pequeña 

escala y en muchos casos para consumo propio del productor.  Además hay que 

destacar, que suele ser un cultivo de secano, es decir que los productores no invierten en 

riegos para las plantas, permitiendo en su lugar que estas absorban el agua de lluvia o la 

almacenada en el suelo (De Gouveia y col., 2005). 

Se conocen registros de la aparición de V. unguiculata ssp. unguiculata desde el 

2000 A.C., siendo entonces recolectada –si no cultivada– por sus semillas en el África 

Subsahariana.  El cultivo pasa a Europa y Asia entre el 200 y 300 A.C. y en Asia se 

vuelve muy popular en China e India por sus largas vainas, las cuales son usadas como 

legumbres frescas estando aún inmaduras (Paludosi, 1997).  Además de sus múltiples 

usos como vegetal fresco, alimento para animales y fuente de granos, tiene la ventaja de 

crecer en condiciones agroecológicas muy pobres, es decir, suelos ácidos y de baja 

fertilidad, fuertes sequías o altas temperaturas (Timko y col., 2007; Larkom, 2008). 

Además, el periodo de cultivo es extremadamente rápido pudiéndose obtener la primera 

cosecha antes de los 2 meses luego de la siembra y en las principales variedades el 

periodo de cosecha suele ser lo suficientemente largo como para proveer vainitas frescas 

durante meses (Vaughan y col., 2009).  Si bien no suelen reportarse datos sobre el cultivo 



 

 

 

 

de las distintas subespecies de frijol por separado, es bien sabido que los principales 

productores de V. unguiculata son los países africanos, reconociéndose a Nigeria como el 

mayor productor a nivel mundial (Phillips, 2013). En dichos países suele presentarse el 

cocultivo de frijol con cereales o tubérculos para mantener la fertilidad del suelo por medio 

de la fijación de nitrógeno en los nódulos de la leguminosa. Esta práctica resulta 

particularmente importante para productores de escasos recursos o con limitaciones en la 

extensión de terreno fértil (Blade y col., 1997).  En Venezuela, la vainita china se cultiva 

de forma muy restringida, siendo apenas conocida una localidad (Turén) en el estado 

Portuguesa en la cual se considera importante este rubro.  Se cultiva al final de la época 

de lluvias (cultivo de secano) y por su corto ciclo y aportes al suelo, suele ser parte de la 

rotación de cultivos (Infante y col., 2003).  Sus bajos requerimientos nutricionales, e 

hídricos, su corto periodo de crecimiento, su valor nutritivo y su adaptabilidad a climas 

cálidos hacen de estos cultivos una opción atractiva para los productores del país.  

 El frijol chino o a veces llamado frijolito chino, surge alrededor del 2000 A.C., 

originalmente en India y Pakistán (Brink y Belay, 2006; Krishna, 2010).  Su cultivo se ha 

extendido al resto de Asia, África, América y Oceanía (Infante y col., 2004, Madriz, 2004), 

siendo usado en la cocina oriental y apreciado por su alto valor nutritivo (Coe, 2004, 

Lambrides y Godwin, 2007).  Este cultivo presenta mayores dificultades y menor 

rendimiento que el de la vainita china, ya que está más limitado por su baja resistencia a 

altas temperaturas, sequía, condiciones edafológicas, así como por enfermedades y 

pestes (Lambrides y Godwin, 2007).  La duración del cultivo es de dos a tres meses y si 

bien requiere riego periódico, debe cuidarse que el suelo tenga buen drenaje ya que la 

planta es susceptible a daños por inundación. Gracias a la corta duración de su ciclo, V. 

radiata suele cocultivarse o alternarse con cereales, los cuales se benefician del nitrógeno 

absorbido por la planta de forma simbiótica (Krishna, 2010).  El cultivo de frijol chino, es 

relativamente reciente en Venezuela, sembrándose en Portuguesa, Zulia y el oriente del 

país. Se produce a salida de lluvias con la finalidad de recuperar el suelo (Santella y col., 

2000). Estos mismos autores señalan que la especie presenta un buen comportamiento 

en periodos lluviosos en contraste con otras leguminosas (caraota, frijol común) que ven 

disminuida su producción en periodos más húmedos. Sin embargo, acotan que la 

selección de fenotipos de rápido crecimiento dificulta la cosecha, ya que la altura de las 

plantas hace que caigan al suelo con las lluvias 
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1.3. Fijación simbiótica del N2 (FSN) 

De manera resumida se puede indicar que son las leguminosas el único grupo de 

plantas capaces de establecer simbiosis con α-proteobacterias gram negativas de vida 

libre, pertenecientes a la familia de las Rhizobiaceas (Cocking, 2003).  Mediante esta 

simbiosis específica, los rizobios fijan el nitrógeno atmosférico (N2) y se lo donan a la 

planta a cambio de fotosintetatos para su metabolismo.  El establecimiento de esta 

simbiosis entre leguminosas y los rizobios es un proceso bien coordinado de intercambio 

de señales entre ambos simbiontes, que se inicia con la síntesis de flavonoides e 

isoflavonoides en las raíces de las plantas, los cuales al ser excretados a la rizósfera, 

ejercen un efecto quimiotrópico sobre los rizobios.  Estas moléculas de señal, activan, a 

su vez, en los rizobios: a) la expresión coordinada de los genes Nod y nif localizados en 

islas simbióticas, plásmidos o cósmidos, b) la síntesis de proteínas NodD, c) la excreción 

de factores de nodulación que canalizan la adhesión de los rizobios a la punta de los 

pelos radicales, redireccionando su crecimiento lateral, formando un curvatura o rizo, d) la 

formación del canal de infección que conlleva a un rearreglo de los microfilamentos de 

actina (Cárdenas y col., 2003) y, e) la rápida división de las células basales del pelo 

radical a ser colonizadas por los rizobios (Prasad y col. 2007).   

Por su parte los pelos radicales son extensiones subcelulares de la epidermis de la 

raíz y constituyen el sitio de entrada de los rizobios, por lo cual han sido objeto de 

numerosos estudios, que describen en detalle las cuatro deformaciones típicas que sufren 

durante los eventos tempranos de la simbiosis (Jungk, 2001).  En un trabajo 

recientemente publicado por Muñoz y col. (2012), los pelos modificados en radículas de 

soya por la adhesión de los rizobios, se clasificaron en rizados, ondeados, ramificados y 

abultados. Sin embargo, una investigación realizada por Yan y Lynch (1998), señala una 

altísima variabilidad genética, con respecto a la localización y morfología de los pelos en 

distintos genotipos de P. vulgaris.  

Finalmente, la colonización de las células basales del pelo por los rizobios y la 

activa multiplicación celular conllevan a la formación de una estructura denominada 

nódulo, en donde el N2 es convertido en compuestos nitrogenados, que son transportados 



 

 

 

 

hacia los órganos de la planta (Essenling y col., 2003).  Una vez dentro del nódulo, los 

rizobios sufren un proceso de re-diferenciación convirtiéndose en bacteroides, en los 

cuales se ensambla la enzima nitrogenasa responsable de reducción del N2 a NH3 

(Schubert, 1986), cuyos co-factores son el hierro (Fe) y el molibdeno (Mo) (Leigh, 1995; 

Ribbe y col., 1997).  Los bacteroides, en números variables, son encapsulados dentro de 

una membrana peribacteroidal, conformándose así las unidades fijadores de N2 conocidas 

como simbiosomas (Izaguirre-Mayoral y col., 1992), localizadas principalmente en la zona 

central del nódulo, en la denominada zona de infección en cuyas células se sintetiza la 

leghemoglobina.  Esta hemo-proteína, es la enzima encargada de reducir al mínimo la 

concentración de O2 intracelular, ya que el metabolismo en los bacteroides es 

microaeróbico.  A su vez, la leghemoglobina confiere el típico color rojo al interior de los 

nódulos, por lo que es comúnmente considerado como un indicador de la efectividad de 

los simbiosomas.  

En la zona de infección del nódulo co-existen las células conteniendo los 

simbiosomas y las células intersticiales, donde ocurre la transformación enzimática del 

NH3 en ureídos (alantoína y ácido alantoíco) (Shelp y Ireland, 1985; Winkler y col., 1985; 

Vadez y Sinclair, 2001).  La actividad de las enzimas uricasa y alantoinasa, ya ha sido 

demostrada en nódulos de caraotas (Izaguirre-Mayoral y col, 1992).  Esta zona de 

infección, está rodeada por una corteza interna de 1-2 capas de células y 4-6 capas de 

células epidérmicas, en las cuales se encuentran los haces vasculares responsables de 

transportar los ureidos, hacia la parte aérea de la planta.  Estos haces vasculares, a su 

vez, suplen a los simbiosomas con los fotosintetatos bacteroides, para sus funciones 

metabólicas y generación de ATP. 

En este trabajo se midió la concentración de ureídos en hojas para estimar la 

fijación simbiótica de N2  (FSN), ya que las leguminosas consideradas típicamente 

tropicales como la soya, la caraota y el frijol han sido clasificadas, específicamente como 

exportadoras de ureídos (Taíz, 2006).  Los ureídos se encuentran mayormente en el 

xilema de las leguminosas (Figura 3).  Aunque algunos autores han propuesto que 

también podrían ser formados por la condensación de la urea con uno o dos compuestos 

de carbono (glioxilato parece ser el mejor candidato); de lo que no hay duda es que los 

ureidos son producto del catabolismo de las purinas (Todd y col., 2006).  



 

 

 

 

 

Figura 3. Esquema de la biosíntesis de compuestos nitrogenados en nódulos de 

leguminosa. Imagen extraída de www.unavarra.es  

En la figura 3, observamos que en las células infectadas de los nódulos, la xantina 

deshidrogenasa actúa sobre las xantinas, dando como producto ácido úrico. El ácido úrico 

se mueve a las células no infectadas del nódulo donde se oxida formando alantoína 

(Atkins y Smith, 2002).  Esta reacción es catalizada por la urato oxidasa (uricasa) y ocurre 

en los peroxisomas, mientras que en el retículo endoplasmático la alantoinasa actúa 

sobre la alantoína, dando como producto el ácido alantoíco.  La reacción de degradación 

de urato a alantoína se muestra en la figura 4  



 

 

 

 

 

Figura 4. Esquema de la degradación de urato en alantoína.  

La completa utilización del N presente en el ácido alantoíco, requiere que los dos 

grupos de ureidos sean convertidos amoniaco. De acuerdo a la siguiente reacción: 

 

Figura 5. Conversión de alantoína a glioxilato y amonio.  

 



 

 

 

 

Se puede observar que en el último paso de esta serie de reacciones, por la 

acción de la ureasa se generan 2 iones amonio y se libera dióxido de carbono. 

1.3.1. Actividad de la ureasa. 

La ureasa es una enzima dependiente de níquel que cataliza la hidrólisis de la 

urea. Tiene un peso molecular de 545,000 Da y consiste en seis  subunidades idénticas 

de 90.790 Da,  organizada en una estructura bipiramidal trigonal. El sitio activo esta 

compuesto por un dímero de Ni (II), siendo la geometría de  coordinación octaédrica 

distorsionada (Figura 6) 

 

Figura 6. Estructura química de la ureasa 

  Esta enzima participa en el proceso de hidrólisis de la urea constituyendo un factor 

crítico en la regulación de nitrógeno; debido a la correlación existente entre el N de la 

biomasa microbiana con el N mineralizable y la actividad ureasa (Zantua y col., 1997, 

Hassett y Zak, 2005). 

 

Es una de las diferentes enzimas que existen en el suelo y pertenece al grupo de 

las amidohidrolasas; cuya función principal es actuar sobre enlaces C-N (Figura 7) 

rompiendo en secuencias de dos dicho enlace, donde el carbamato es el compuesto 

intermedio en la reacción, de manera que éste es el sustrato obligado para el segundo 

paso de la reacción hidrolítica total (Tabatabai,1994; Pascual y col., 2002).  

 



 

 

 

 

 

Figura 7. Reacción de la hidrólisis de la urea  

 

Debido a su origen microbiano su actividad es extracelular. Esta enzima puede 

formar complejos muy estables (ureasa-humus) con los coloides del suelo (Pascual y col., 

2002). 

El establecimiento de esta simbiosis con rizobios, constituye un ahorro significativo 

para los agricultores que siembran leguminosas de grano, al requerir menores 

aplicaciones de fertilizantes nitrogenados.  

Entre las leguminosas de grano con interés comercial, encontramos diferentes 

frijoles que pertenecen a distintas especies del género Vigna. Sin embargo, la situación de 

este rubro agrícola en el campo se complica ya que, en Venezuela la selección de 

variedades locales de frijoles se lleva a cabo fertilizando las plantas con nitrógeno químico 

y las siembras son en base a fertilización nitrogenada sin el uso de biofertilizantes, a 

pesar del cúmulo de información publicada. Los datos señalan que el establecimiento de 

esta simbiosis con rizobios permite a las leguminosas, en general, explorar suelos 

deficientes en N (Sicardi de Mallorca y Izaguirre-Mayoral, 1994; Izaguirre-Mayoral y col., 

1995; Izaguirre-Mayoral y Vivas 1996; Izaguirre-Mayoral y col., 2000; Izaguirre-Mayoral y 

col., 2002).  Según información suministrada por agricultores locales, la ausencia de 

inoculantes en base a rizobios no favorece su uso pero, además, ensayos previos señalan 

una respuesta muy baja de las variedades locales de frijol a la inoculación.  Esto último ha 

sido atribuido a la combinación de bajos niveles nutricionales en los suelos tropicales 

(Izaguirre-Mayoral y col. 1992; 1995). 

 

 



 

 

 

 

2. ANTECEDENTES 

2.1. Nutrientes 

Entre los macronutrientes, el fósforo (P) es muy importante en el establecimiento 

de las simbiosis con rizobios en plantas de soya, caraota y frijol (Izaguirre-Mayoral y col., 

2002; Izaguirre-Mayoral y Sinclair, 2005; Izaguirre-Mayoral y Olivares, 2006); mientras 

que son escasas las publicaciones que describen la importancia de micronutrientes tales 

como el sílice (Si), y el níquel (Ni) para el establecimiento de la simbiosis (Klucas y col, 

1983; González y col., 2005).   

El P forma parte de las moléculas de ATP, que son las responsables de la 

liberación e intercambio de la energía indispensable para los procesos de fijación 

simbiótica de N2 (FSN) por la alta energía que este proceso requiere (16 moléculas de 

ATP/N2 fijado) a lo que se debe sumar el consumo para la formación de los tejidos de los 

nódulos y para los procesos de reconocimiento genético (señales entre la planta y el 

rizobio).  El P también es un constituyente de estructuras macromoleculares como la 

molécula de ADN, portadora de la información genética, y  del ARN, estructura 

responsable de la traducción de la información genética al formar un puente entre la 

unidades de ribonucleósido para formar las mismas (Marschner, 1995).  Sin embargo del 

análisis de los resultados publicados hasta el presente; es posible detectar la escasa o 

casi nula información disponible sobre la respuesta de variedades locales de frijoles 

dependientes de la fijación simbiótica de N2 a deficiencias nutricionales.  Según Bell y col. 

(1990), se requieren contenidos de P entre 0.3-0,5% del peso seco para el desarrollo 

óptimo de la planta, mientras que contenidos superiores al 1% de la materia seca son 

tóxicos. Por ejemplo, leguminosas tropicales como el grano negro (Vigna mungo), son 

bastantes sensibles al P y la toxicidad tiene lugar alrededor de contenidos de fósforo del 

0,6- 0,7% (Bell y col., 1990).  Es sabido que deficiencias de P limitan la expansión y el 

área foliar  (Fredeen y col., 1989), así como también del número de hojas (Lynch y col., 

1995). 

Por su parte el crecimiento de las raíces es mucho menos inhibido (en 

comparación con el tallo) en virtud de la deficiencia de fósforo, lo que lleva a una 

disminución en la relación tallo- raíz.  De acuerdo a Marschner (1995) en caraota 



 

 

 

 

(Phaseolus vulgaris), esta relación disminuyó de 5,0 con suficiente P a 1,9 en plantas 

deficientes en fósforo. Como regla general, la disminución de la relación tallo-raíz está 

correlacionada con un incremento en la partición de carbohidratos alrededor de la raíz 

indicado por un aumento pronunciado en el contenido de sacarosa de las raíces de las 

plantas deficientes en P.  La deficiencia de P puede incluso estimular la  tasa de 

elongación de las células individuales de la raíz y la raíz (Marschner, 1995).  Las raíces de 

frijol también pueden cambiar su curvatura geotrópica en respuesta a la baja 

disponibilidad de P, cambiando así el volumen total de suelo explorado por el paraguas de 

raíces basales, así como la proporción del sistema de raíces en la capa superior del 

suelo, donde la disponibilidad de P es normalmente mayor que en el subsuelo.  La 

variación genética también se ha observado para el gravitropismo bajo estrés por P.  Este 

tipo de explotación selectiva de microambientes específicos del suelo, podría contribuir 

significativamente a la eficiencia del sistema radicular , mediante la asignación de los 

gastos de C a las porciones del medio ambiente con la mayor disponibilidad de P (Lynch y 

Beebe, 1995).  

Otros estudios han señalado al Ni como micronutriente importante para la actividad 

de las enzimas ureasa e hidrogenasa en los nódulos de canavalia y soya (Dixon y col., 

1975; Welch, 1981; Klucas y col., 1983; Eskew y col., 1984; Bai y col., 2006).  Debido a 

que la ureasa se encuentra en los órganos y los tejidos de las plantas, y que el Ni es un 

cofactor necesario, se esperaría que la deficiencia de Ni influya en el catabolismo de los 

ureidos y por lo tanto en la disponibilidad de N almacenado como compuestos para los 

procesos de crecimiento y desarrollo.  Existe actualmente un compendio de literatura que 

avala el uso del Ni en cultivos de leguminosas, ya que estimula el funcionamiento de la 

simbiosis y la resistencia a patógenos (Brown y col., 1987; Mishra y Gerendas, 1999; 

Malavolta y col., 2007).  Resultados de experimentos en el campo señalan un incremento 

de la nodulación y el rendimiento de soya y frijol por la adición de hasta 40 g de Ni ha 

(Welch, 1981).  Resultados publicados anteriormente también indican que la deficiencia 

de Ni en cebada, frijol, soya y trigo, entre otras especies, altera el metabolismo de 

aminoácidos, malato, y de varios aniones inorgánicos, así como también de intermediarios 

del ciclo de la urea (Arg, Orn y citrulina) (Brown y col., 1990).  Sin embargo, la importancia 

biológica y agrícola del Ni ha sido cuestionada debido a los bajos niveles requeridos por 

las plantas (alrededor de 1-100 ng.g1 de peso seco) en relación con la abundancia relativa 



 

 

 

 

de Ni en la mayoría de los suelos (≥ 5 Kg ha -1) (Bai y col., 2006).  En el suelo, las 

concentraciones más altas de Ni se presentan en suelos arcillosos y limosos y con alto 

contenido de materia orgánica.  Aunque fuentes antropogénicas de Ni, en particular la 

actividad industrial, pueden incrementar su concentración en los mismos.  La 

bioacumulación del Ni en el humus es pronunciada y esta favorecida por la presencia de 

ligandos orgánicos que contienen nitrógeno y azufre, y a concentraciones elevadas puede 

ser tóxico para las plantas (Sauerbeck y Hein, 1991).  En suelos ácidos la movilidad del Ni 

es media y puede llegar a ser muy baja en suelos neutros a alcalinos (McBridge, 1995), 

siendo la solubilidad del Ni inversamente proporcional al pH afectando además la 

absorción por la planta.  Los compuestos solubles de Ni+2  pueden ser absorbidos por la 

planta mediante difusión pasiva, transporte activo y a través del sistema de transporte de 

iones Mg+2 (Seregin y col., 2006).  Entre los demás factores que afectan el proceso de 

absorción destacan la concentración de Ni+2, el metabolismo de la planta, la presencia de 

otros metales y la composición orgánica (Seregin y col., 2006).  

En paralelo, Clarkson y col. (1980) han señalado que el Si incrementa la 

productividad y calidad de las cosechas agrícolas de arroz, maíz, trigo, cebada, caña de 

azúcar y frijol, entre otros.  Sin embargo y a pesar de su enorme importancia en la 

nutrición de plantas, el papel del Si en el crecimiento de las plantas solo ha sido estudiado 

en profundidad en la última década, pues se le consideraba anteriormente como un 

micronutriente de poca importancia.  En leguminosas, estudios recientes (Newalmondo y 

Dakora, 1999) han proporcionado evidencias del incremento de la fijación simbiótica de N2   

(FSN) en frijoles suplementados con Si, además de promover el crecimiento de las 

plantas de soya, el frijol y el trigo (Williams y Vlamis, 1957; Horst y Marschner, 1978; 

Miyake y Takahashi, 1985).  La estimulación de la FSN en frijoles por Si parece estar 

asociada al incremento en el número de bacteroides y simbiosomas en los nódulos de las 

raíces (Newalmondo y col., 2001).  Aparentemente, el Si promueve el crecimiento de las 

plantas mediante un aumento en la capacidad de almacenamiento y distribución de 

carbohidratos requeridos para el crecimiento, incremento de la resistencia a 

enfermedades causadas por hongos y bacterias y plagas (Aery y Jagetiya, 2000) y mayor 

tolerancia a las condiciones desfavorables de clima, al estimular el desarrollo y la 

actividad de estructuras poliméricas en la cutícula, los tricomas y fitolitos en la superficie 

de las hojas (Epstein, 1994; Lima- Filho, 2010).  Por ejemplo, Lux y col. (2003) señalaron 



 

 

 

 

que la aplicación de Si incrementa el crecimiento vegetativo de Phyllostachys heterocycla.  

Por su parte, Guo y col. (2006) así como Mali y Aery (2007) observaron que la adición de 

Si en los suelos con deficiencia de este micronutriente, daba como resultado el 

incremento de la raíz y de la biomasa aérea en alfalfa. 

También se ha encontrado que la presencia del Si, además de permitir la 

colonización por microorganismos simbióticos (bacterias y hongos), promueve igualmente 

la colonización de las raíces por algas, líquenes, bacterias y micorrizas, de esta manera 

mejora la FSN y absorción de P entre otros minerales (González y col., 2005).  De hecho, 

Kalapathy y col. (2002) reportan que el Si aumenta la nutrición del P en las plantas de un 

40 a 60 % e incrementa la eficiencia de la aplicación de roca fosfórica de un 100 a 200 %, 

promoviendo de esta manera la transformación del P no disponible para la planta en 

formas asimilables y previniendo la transformación de fertilizantes ricos en fósforo en 

compuestos inmóviles.  Incluso fertilizantes de lenta liberación se pueden fabricar con 

materiales ricos en Si (Kalapathy y col., 2002).  Por otra parte, Epstein (2009) indica que 

el Si jugará un papel preponderante cuando, debido al aumento de la población del 

planeta, se deban cultivar de forma más intensiva las buenas tierras o hacer las tierras 

marginales productivas colocando a los cultivos bajo tensión.  El autor estima que de 6,8 

billones de habitantes la población crecerá hasta alcanzar los 9 billones en tres décadas y 

que para ese entonces tendremos que producir una mayor cantidad de alimentos en un 

área finita de la tierra (Epstein, 2009) valiéndonos de los beneficios de estos 

micronutrientes.  Es importante señalar que tratamientos con Si incrementan la fertilidad 

del suelo a través de mejoras en la retención y disponibilidad del agua, así como de sus 

propiedades físicas y químicas, manteniendo los nutrientes en forma disponible para la 

planta (Della y col., 2002, Kalapathy y col., 2002).  Entre otros beneficios se menciona la 

disminución de la toxicidad por metales pesados, como por ejemplo Al y Mn en plantas de 

frijol (Horst y Marschner, 1978; Iwasaki y col., 2002).  

  

 

 

 



 

 

 

 

3. HIPÓTESIS DE TRABAJO 

Las leguminosas son capaces de establecer relaciones simbióticas con las bacterias 

del suelo, tales como rizobios.  Esta simbiosis pareciese estar condicionada por los 

nutrientes presentes en el suelo.  Concentraciones optimas de P, Ni y Si podrían 

favorecer la fijación simbiótica de nitrógeno (FSN) 

4. OBJETIVOS. 

4.1. Objetivo general 

 Establecer las concentraciones de Ni, Si y P que determinan el óptimo desarrollo 

de plantas en dos variedades locales de Vigna unguiculata (L) Walp ssp. 

sesquispedalis y Vigna radiata. 

 

4.2. Objetivos específicos: 

 

 Cuantificar el efecto de concentraciones crecientes de P sobre el crecimiento en 

dos variedades locales de Vigna unguiculata ssp. sesquispedalis y Vigna radiata. 

 Cuantificar el efecto de concentraciones crecientes de Ni y Si sobre el crecimiento 

y la fijación simbiótica de N2 en dos variedades locales de Vigna unguiculata ssp. 

sesquispedalis y Vigna  radiata. 

 Cuantificar el efecto de concentraciones crecientes de Ni y Si sobre la nodulación 

en dos variedades locales de Vigna unguiculata ssp. sesquispedalis y Vigna 

radiata   

 

5. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1. Material vegetal y siembra. 

En este trabajo de investigación se utilizaron semillas de Vigna unguiculata (L) 

Walp, Vigna unguiculata (L) Walp ssp. sesquispedalis, y Vigna radiata, conocidas 

localmente como frijol bayo, frijol chino y vainita china, respectivamente.  Las semillas de 

frijol chino y vainita china fueron suministradas por el Prof. Dr. Mario Garrido (Facultad de 



 

 

 

 

agronomía, UCV, Maracay) y las de frijol bayo fueron donadas por el Sr. Saúl Flores 

(Centro de ecología, IVIC). 

Las semillas se esterilizaron sumergiéndolas en una solución de etanol al 70%, 

con agitación suave, por aprox. 5 min; posteriormente fueron lavadas con agua destilada 

hasta la total eliminación del etanol.  Una vez desinfectadas, las semillas fueron 

embebidas por 12 h en agua destilada a temperatura ambiente. 

Antes de la siembra, la mitad de las semillas de cada especie fueron pre-

inoculadas con un inoculante comercial en base a turba que contiene un mínimo de 109 

células de Bradyrhizobium cowpea/g turba (Novoenzimes, USA), en una proporción de 2 

g/100 semillas.   

Las semillas pre-inoculadas se sembraron en número de 4-6 en botellas estériles 

de Leonard que contenían 1 Kg de arena estéril en el compartimento superior y 1 L de 

solución básica nutritiva en el compartimiento inferior (Tabla 1).  Las plantas crecieron en 

un invernadero a prueba de insectos en el Centro de Microbiología y Biología Celular del 

IVIC, ubicado a 1500 m.s.n.m con temperatura media entre 28/20 ºC día/noche la cual se 

mantuvo gracias a una combinación de extractores y resistencias de activación 

automática; bajo condiciones de luz natural incrementada por un campo de luces 

fluorescentes y fosforescentes con fotoperiodo de 12 h.   

En el invernadero, las botellas fueron colocadas a una distancia aproximada de 20 

cm entre ellas.  Cada dos días, o según era necesario, la solución nutritiva se 

complementó para reponer las pérdidas por evapotranspiración.  Luego de la germinación 

las plantas eran raleadas a una planta por botella 

Tabla 1. Concentraciones de nutrientes de la solución nutritiva 

CaSO4  4 mM  

MgSO4  1mM  

Na2HPO4  0,1 µM  



 

 

 

 

K2HPO4  1 mM  

MnSO4  20 µM  

Fe-EDTA 20 µM  

H3BO3  4 µM 

ZnSO4 1,6 µM 

CuSO4 1,6 µM 

NaMoO4 0,1 µM 

pH= 6,8  

 * KNO3 6mM se le colocaron a las plantas que no fueron previamente inoculadas  

 

5.2. Tratamientos con macro y microelementos  

Las plantas fueron crecidas en las siguientes concentraciones crecientes de P 1, 5, 

15, 30, 60 y 100 µM KH2PO4.  La concentración de P de la solución nutritiva que resultó 

en el mayor desarrollo de la biomasa aérea (100 µM) fue utilizada para la evaluación de la 

respuesta de las plantas a concentraciones crecientes de Ni (0, 1, 5, 10, 20, 50, 100 y 200 

µM NiCl2); y a concentraciones crecientes de Si (1, 3 y 5 µM H2SiO3).  En cada caso se 

ajustó el pH de la solución a 6,8 con KOH ó HCl según fuera necesario.  Cada tratamiento 

constó de un mínimo de 5 plantas. 

5.3. Recolección de muestras  

Las plantas se cosecharon a las 6 semanas después de la germinación, y fueron 

inmediatamente separadas en hojas, tallos, raíces y nódulos.  Cada uno de los 

compartimentos de las plantas fue colocado en bolsas de papel previamente identificadas, 

y secados en una estufa a 80oC, hasta peso seco constante. 



 

 

 

 

5.4. Determinaciones de parámetros fisiológicos. 

El desarrollo de las plantas se determinó midiendo el peso seco de hojas, tallos, 

raíces y nódulos  en una balanza analítica.  Posteriormente, las hojas secas, sin pecíolos, 

se molieron en un molinillo de café marca Moulinex hasta obtener un polvo fino.  

Submuestras de 100 mg de hojas molidas se colocaron en tubos de ensayo. A cada 

muestra se le agregó 3 mL de 50 mM buffer fosfato potasio, pH 7-7.2, y se congelaron en 

un congelador a -20 ºC hasta su procesamiento  Las muestras se descongelaron a 

temperatura ambiente, se les añadió 3 mL de etanol técnico y fueron sometidas a hervor, 

3 veces entre 3-5 horas, cada vez, reponiéndose el etanol que se evaporaba.  El extracto 

final fue aforado a un volumen final de 25 mL con agua destilada. De estos extractos, se 

tomaron 3 ml para la determinación colorimétrica de ureidos en hojas, con NaOH y HCl, 

según protocolos estandarizados en el laboratorio (Izaguirre-Mayoral y col.,1992) 

Paralelamente se realizó la digestión enzimática de muestras de 300 mg de 

hoja/tratamiento, con ácidos nítrico y perclórico, de acuerdo al protocolo descrito por Miller 

(1998). Posteriormente la extracción de P en hojas se realizó siguiendo el protocolo 

descrito por Murphy y Riley (1962). 

5.5. Análisis estadísticos 

Los resultados se presentan como la media estadística de 5 replicados ± el error 

estándar de la media estadística.  Todos los resultados fueron analizados con un análisis 

de varianza (ANOVA) de una vía con p≤0.05 usando el programa Graph Prism, versión 

2007. 

6. RESULTADOS 

6.1. Efecto de concentraciones crecientes de P, Ni y Si sobre el crecimiento y la 

nodulación de Vigna unguiculata (L) Walp, nombre común: frijol bayo 

Las plantas de frijol bayo mostraron su máximo desarrollo y máximos contenidos 

de P en las hojas cuando fueron crecidas en 60 µM P (Fig. 8 y Fig 9), encontrándose que 

concentración de P <60 µM y >60 µM fueron deficientes y tóxicas respectivamente para 

esta variedad local de frijol.  



 

 

 

 

 

 

Figura 8. Biomasa aérea del frijol bayo (Vigna unguiculata (L) Walp) con concentraciones 

crecientes de KH2PO4. Datos en el gráfico seguidos de la misma(s) letra(s) son 

estadísticamente similares a p≤0.05. 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

Figura 9. Concentraciones de P en hojas de frijol bayo (Vigna unguiculata (L) Walp) con 

concentraciones crecientes de KH2PO4. Datos en el gráfico seguidos de la misma(s) 

letra(s) son estadísticamente similares a p≤0.05. 

En presencia de concentraciones crecientes de Ni, se observó la reducción 

progresiva de la biomasa aérea (Fig. 10).  Inicialmente, con las menores concentraciones 

utilizadas, la diferencia de la biomasa aérea no fue estadísticamente significativa.  Al 

someter las plantas a concentraciones de 5 M Ni se estimo que la reducción fue de 

14,3% con respecto al tratamiento que contenía una concentración de 1 M; seguido por 

un porcentaje de disminución del 42,8% y del 75% en presencia de 20 M y 50 M, 

respectivamente, hasta alcanzar un 91% de reducción en las solución de mayor 

concentración 100 M Ni.  En paralelo se pudo observar una reducción en la biomasa 

nodular en presencia de Ni, con un comportamiento muy similar al mostrado por la 

biomasa aérea (Fig 11).  Sin embargo, para las menores concentraciones evaluadas (1 

µM y 5 µM), la diferencia en la respuesta de las plantas no fue significativa, mientras que 

concentraciones mayores a 50 µM, la reducción de la biomasa nodular fue de un 50% 

hasta una reducción total en presencia de concentraciones de 100 µM y 200 µM de Ni. 
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También se pudo observar el aumento en la concentración de ureidos en hojas al 

aumentar las concentraciones de Ni, especialmente para concentraciones de 50 µM, cuyo 

incremento fue 4 veces mayor que el contenido del control (Fig 12); a concentraciones de 

100 µM la concentración de ureídos en hojas disminuyo hasta un 90% del valor del control  

 

Figura 10. Biomasa aérea del frijol bayo (Vigna unguiculata (L) Walp) en condiciones 

crecientes de NiCl2.  Datos en el gráfico seguidos de la misma(s) letra(s) son 

estadísticamente similares a p≤0.05. 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

Figura 11. Biomasa nodular del frijol bayo (Vigna unguiculata (L) Walp) en condiciones 

crecientes de NiCl2.  Datos en el gráfico seguidos de la misma(s) letra(s) son 

estadísticamente similares a p≤0.05. 



 

 

 

 

 

Figura 12. Concentración de ureídos en hojas, para frijol bayo (Vigna unguiculata (L) 

Walp), en condiciones crecientes de NiCl2.  Datos en el gráfico seguidos de la misma(s) 

letra(s) son estadísticamente similares a p≤0.05. 

 

. En el caso de los tratamientos con Si, se observó un aumento en la biomasa aérea 

de 1,5 veces el valor del control  con 1 µM Si, no se observaron posteriores incrementos 

de la biomasa, al aumentar las concentraciones del micronutriente (Fig. 13).  



 

 

 

 

 

Figura 13. Biomasa aérea del frijol bayo (Vigna unguiculata (L) Walp) bajo 

concentraciones crecientes de H2SiO3.  Datos en el gráfico seguidos de la misma(s) 

letra(s) son estadísticamente similares a p≤0.05. 

En cuanto a la biomasa nodular (Fig. 14) se observó un incremento de la misma a 

1 µM, estimándose un incremento de 1,5 veces el valor del control en presencia de 1 µM.  

Sin embargo, con 3 µM y 5 µM Si, se observó la reducción de la biomasa nodular a los 

valores observados en plantas crecidas en ausencia de Si.   

 

 

 

 



 

 

 

 

 

Figura 14. Biomasa nodular del frijol bayo (Vigna unguiculata (L) Walp) bajo 

concentraciones crecientes de H2SiO3. Datos en el gráfico seguidos de la misma(s) 

letra(s) son estadísticamente similares a p≤0.05. 

 

Finalmente se pudo observar un incremento progresivo en la concentración de 

ureídos en hojas, con el aumento de la concentración de Si en la solución nutritiva (Fig. 

15).  Para concentraciones de 3 µM el aumento fue de 1,2 el valor del control, mientras 

que con 5 µM el aumento fue 1,5 veces el valor del control. 



 

 

 

 

 

Figura 15. Concentración de ureidos en hojas para frijol bayo (Vigna unguiculata (L) Walp) 

en concentraciones crecientes de H2SiO3. Datos en el gráfico seguidos de la misma(s) 

letra(s) son estadísticamente similares a p≤0.05. 

 

6.2. Efecto de concentraciones crecientes de P, Ni y Si sobre el crecimiento y la 

nodulación de Vigna unguiculata ssp sesquipedalis, nombre común: vainita china 

El máximo desarrollo de las plantas de vainita china y la mayor concentración de P 

en hojas ocurrió a 60 µM P (Fig. 16 y 17), aunque inicialmente el cambio en el crecimiento 

no fue significativo. 



 

 

 

 

 

Figura 16. Biomasa aérea de la vainita china (Vigna unguiculata ssp. sesquispedalis) con 

concentraciones crecientes de KH2PO4. Datos en el gráfico seguidos de la misma(s) 

letra(s) son estadísticamente similares a p≤0.05 

 

 

 



 

 

 

 

 

Figura 17. Contenido de fósforo en hojas de vainita china (Vigna unguiculata ssp. 

sesquispedalis) en concentraciones crecientes de KH2PO4. Datos en el gráfico seguidos 

de la misma(s) letra(s) son estadísticamente similares a p≤0.05. 

 

El mayor desarrollo de las plantas ocurrió a 1 µM Ni, seguido por una reducción a 

valores observados en el control. En presencia de concentraciones crecientes de Ni la 

biomasa aérea disminuyó (Fig.18) A concentraciones de Ni > 200 µM. la reducción fue del 

83% con respecto el valor del control. 
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Figura 18. Biomasa aérea de la vainita china (Vigna unguiculata ssp 

sesquispedalis) en condiciones crecientes de NiCl2. Datos en el gráfico seguidos de la 

misma(s) letra(s) son estadísticamente similares a p≤0.05 

La mayor masa nodular, con un aumento de 2,8 veces mayor al valor del control, 

ocurrió en las plantas crecidas en 1 µM Ni, mientras que los valores más bajos fueron 

detectados en plantas crecidas a Ni ≥ 100 µM Ni (Fig. 19).  Se estimó un porcentaje de 

disminución del 57% con respecto al valor del control, en presencia de concentraciones 

de 5 µM, mientras que el porcentaje de disminución pasó de 66 %  a 71% para 

concentraciones de 20 µM y 50 µM respectivamente, hasta llegar a un máximo de 

reducción del 94% con respecto al valor del control, al utilizar la máxima concentración de 

200 µM. 



 

 

 

 

Figura 19. Biomasa nodular de la vainita china (Vigna unguiculata ssp sesquipedalis) en 

condiciones crecientes de NiCl2. Datos en el gráfico seguidos de la misma(s) letra(s) son 

estadísticamente similares a p≤0.05 

La concentración de ureídos en hojas (Fig. 20) fue máxima en plantas crecidas en 

100 µM Ni.  La concentración de ureídos en hojas no presento cambios significativos con 

las concentraciones iniciales, utilizadas en este trabajo (1; 5; 10; 20 µM NiCl2) 



 

 

 

 

 

Figura 20. Concentración de ureídos en hojas de vainita china (Vigna unguiculata ssp 

sesquipedalis) en condiciones crecientes de NiCl2.  Datos en el gráfico seguidos de la 

misma(s) letra(s) son estadísticamente similares a p≤0.05 

Esta especie al desarrollarse en concentraciones crecientes de Si, mostró 

inicialmente un incremento de la biomasa aérea (Fig. 21). Alcanzando un incremento de 

1,2 veces el valor del control con 1 µM del micronutriente. Aumentando progresivamente 

con 3 µM Si, hasta alcanzar un tamaño de 1,3 veces el valor del control con 5 µM Si. Sin 

embargo los mismos no fueron estadísticamente significativos.  



 

 

 

 

 

 

Figura 21. Biomasa aérea de la vainita china (Vigna unguiculata ssp. sesquispedalis) a 

concentraciones crecientes de H2SiO3.  Datos en el gráfico seguidos de la misma(s) 

letra(s) son estadísticamente similares a p≤0.05. 

En cuanto a la biomasa nodular (Fig. 22) se observó un aumento de 

aproximadamente 1,6 veces el valor del control con concentraciones de 1 µM así como a 

concentraciones de 3 y 5 µM; seguida de una reducción hasta alcanzar el valor del control 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

Figura 22. Biomasa nodular de la vainita china (Vigna unguiculata ssp. sesquispedalis) 

bajo concentraciones crecientes de H2SiO3. Datos en el gráfico seguidos de la misma(s) 

letra(s) son estadísticamente similares a p≤0.05 

La concentración de ureídos en hojas en presencia de Si, aumentó 1,3 veces el 

valor del control en la concentración inicial de 1 µM Si (Fig. 23). Sin embargo, los valores 

disminuyeron a concentraciones mayores de Si.  



 

 

 

 

 

Figura 23. Concentración de ureidos en hojas de vainita china (Vigna unguiculata 

ssp. sesquispedalis)  en condiciones crecientes de H2SiO3.  Datos en el gráfico seguidos 

de la misma(s) letra(s) son estadísticamente similares a p≤0.05. 

 

6.3. Efecto de concentraciones crecientes de P, Ni y Si sobre el crecimiento y la 

nodulación de Vigna radiata, nombre común: frijol chino 

El máximo desarrollo de las plantas ocurrió a concentraciones de P≥ 60 µM P, sin 

cambios significativos a concentraciones de P ≤ 5 µM (Fig 24).  En cuanto al contenido de 

P en hojas se registró que para la menor concentración utilizada (15 µM) el aumento fue 

de 1,5 veces el valor del control; con 30 µM el doble hasta alcanzar 6 veces el valor del 

control con 60 µM. La concentración de P en hojas no sufrió cambios significativos con los 

diferentes tratamientos (Fig. 25)  



 

 

 

 

 

Figura 24. Biomasa aérea del frijol chino (Vigna radiata) en condiciones crecientes de 

KH2PO4. Dato(s) en el gráfico seguido(s) de la misma(s) letra(s) son estadísticamente 

similares a p≤0.05. 

 



 

 

 

 

 

Figura 25. Concentración de fósforo en hojas de frijol chino (Vigna radiata) en condiciones 

crecientes de KH2PO4. Dato(s) en el gráfico seguido(s) de la misma(s) letra(s) son 

estadísticamente similares a p≤0.05 

 

Concentraciones de Ni ≤ 10 µM no afectaron significativamente la biomasa aérea 

de las plantas (Fig. 26).  En la solución de 10 µM la reducción estimada fue de 18,8%, 

mientras que para concentraciones de 20 µM se redujo a la mitad, pasando por un 75% 

de reducción con 50 µM hasta un 94% en presencia de 200 µM. 
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Figura 26. Biomasa aérea del frijol chino (Vigna radiata) en condiciones crecientes de 

NiCl2. Dato(s) en el gráfico seguido(s) de la misma(s) letra(s) son estadísticamente 

similares a p≤0.05 

Este comportamiento se mantuvo para la biomasa nodular (Fig. 27), donde a bajas 

concentraciones 1 µM y 5 µM Ni, no se observó un cambio significativo con respecto al 

control; sin embargo se estimó la tendencia a disminuir a medida que aumentaron las 

concentraciones.  Con 10 µM Ni se estimo un 29% de disminución, para 20 µM el 

porcentaje de disminución fue de 49%, en el caso de 50 µM alcanzó un 72% de 

disminución hasta llegar finalmente a un porcentaje de reducción del 95% a la mayor 

concentración evaluada (200 µM). 



 

 

 

 

 

Figura 27. Biomasa nodular del frijol chino (Vigna radiata) en condiciones crecientes de 

NiCl2. Dato(s) en el gráfico seguido(s) de la misma(s) letra(s) son estadísticamente 

similares a p≤0.05 

El contenido de ureidos en hojas (Fig. 28) se mantuvo constante en los diferentes 

tratamientos hasta una concentración de 100 µM, seguido por una drástica disminución a 

200 µM Ni. 



 

 

 

 

 

Figura 28. Concentración de ureidos en hojas de frijol chino (Vigna radiata) en 

condiciones crecientes de NiCl2. Datos en el gráfico seguidos de la misma(s) letra(s) son 

estadísticamente similares a p≤0.05 

En cuanto a los cambios observados en presencia de Si, se observó que con la 

adición de 1 µM Si a la solución nutritiva; la biomasa aérea aumento 1,7 veces sobre valor 

del control (Fig 29).  Mientras que la biomasa nodular aumento 1,6 veces el valor del 

control a la misma concentración (Fig. 30) 



 

 

 

 

 

Figura 29. Biomasa aérea del frijol chino (Vigna radiata) en condiciones crecientes de  

H2 SiO3. Datos en el gráfico seguidos de la misma(s) letra(s) son estadísticamente 

similares a p≤0.05 

 



 

 

 

 

 

Figura 30. Biomasa nodular del frijol chino (Vigna radiata) en condiciones crecientes de  

H2 SiO3. Datos en el gráfico seguidos de la misma(s) letra(s) son estadísticamente 

similares a p≤0.05. 

La concentración de ureidos en hojas aumento progresivamente 1,4 veces el valor del 

control  a Si=3 µM, seguido de una disminución hasta alcanzar valores similares al control 

(Fig. 31).  



 

 

 

 

 

Figura 31. Concentración de ureídos en hojas de frijol chino (Vigna radiata) en 

condiciones crecientes de H2 SiO3. Datos en el gráfico seguidos de la misma(s) letra(s) 

son estadísticamente similares a p≤0.05. 

 

7. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

7.1. Efecto de concentraciones crecientes de P sobre el crecimiento y la nodulación 

de Vigna unguiculata, Vigna unguiculata ssp sesquispedalis y Vigna radiata.  

Las especies consideradas para este estudio mostraron en general un incremento 

de la biomasa aérea a bajas concentraciones de P, presentando variaciones especificas  

para cada especie.  Estudios anteriores han señalado, la respuesta positiva de diversas 

leguminosas ante la aplicación de P, indicando que el peso seco de las plantas y la FSN 

incrementan en respuesta a la aplicación de P (Olivera y col, 2004).  Debido a que la FSN 

es un proceso que tiene altos requerimientos de energía, adiciones de P favorecen dicho 

proceso. Estas observaciones han generado un gran interés por parte de científicos y 



 

 

 

 

agricultores, quienes se han avocado a intentar determinar, las concentraciones óptimas 

de P a emplear, bajo diversas condiciones; para garantizar la sobrevivencia y mayor 

productividad de las leguminosas.   Así por ejemplo, para leguminosas como la caraota  

(Phaseolus vulgaris) se ha reportado que el requerimiento optimo de P, en condiciones de 

invernadero, varía desde 250 µM (Kouas y col. 2009) hasta 27 mM (Lynch, 1991).  

Valores entre 0,5 mM y 2 mM han sido reportados para la soya (Rotaru y col. 2009); 

mientras que para trigo y garbanzo la concentración optima pareciese estar alrededor de 

los 60 µM (Li y col. 2004).  En Venezuela, los estudios al respecto, para variedades 

locales de frijoles son escasos.  

En este trabajo se encontró que el frijol común (Vigna unguiculata (L) Walp) 

aumento la biomasa aérea a partir de 30 µM alcanzando un máximo con 60 µM. Por su 

parte la vainita china (Vigna unguiculata ssp sesquispedalis) registró un aumento de 

crecimiento a una concentración de 100 µM y el frijol chino (Vigna radiata) presento un 

comportamiento variable; sin embargo la biomasa aérea aumento con 100 µM KH2PO4.  

En general, se puede decir que al utilizar menores concentraciones de P la biomasa aérea 

registrada, para todas las especies, fue menor.  De acuerdo a Raghothama y col. (2005) 

los niveles de P regulan la expresión de un gran número de genes, incluidos aquellos que 

participan en la fotosíntesis y el metabolismo del carbono. Si no existe un adecuado nivel 

de P, estos dos procesos se ven restringidos, con una consiguiente disminución en la 

producción de biomasa.  Por otra parte, la deficiencia de P también conlleva a una 

inducción o represión de más de 1.000 genes implicados en  la absorción de P, la 

movilización de P orgánico, la conversión de los intermediarios fosforilados glucolíticos a 

carbohidratos y ácidos orgánicos y la sustitución del P que contienen los fosfolípidos y los 

galactolípidos (Morcuende y col., 2007).  De allí el interés de investigadores y agricultores 

en conocer la interacción del macronutriente con diversas especies; así como la 

interacción con microorganismos presentes en el suelo.  El resultado de los múltiples 

estudios realizados con  diferentes leguminosas, bajo diferentes condiciones, parecen 

indicar los altos requerimientos de P por parte de las leguminosas, además de los 

requerimientos variables y específicos para cada especie. 

Así mismo también hubo un aumento progresivo del contenido total de P en las 

hojas a medida que se incrementó la concentración de P en la solución nutritiva.  Este 



 

 

 

 

resultado está en concordancia con Lee y col. (1990), quienes indicaron que un aumento 

de la concentración externa de P produce un incremento de las concentraciones de P en 

la planta.  Ahora bien, tanto el frijol común como la vainita china sufrieron una disminución 

de la biomasa aérea a mayores concentraciones de P; específicamente con 250 y 600 µM 

KH2PO4.  Las variaciones en la absorción de P, así como su concentración en el interior 

de la planta, se han relacionado con diferencias genotípicas en Phaseolus vulgaris  

(Henry y col., 2010).  También se ha encontrado que niveles elevados de P en el medio 

pueden interferir con la absorción de Fe o Zn (Marschner, 1995) y en consecuencia 

pueden alterar la producción de biomasa. 

 A su vez las deficiencias de Zn o de Fe son más frecuentes cuando existen altas 

concentraciones de P en el medio (Adams, 2004).  La fisiología de la toxicidad del P no es 

conocida totalmente. Por otra parte, las interacciones del P con el Zn o el Fe pueden 

causar síntomas que reflejen carencias de micronutrientes (Robson, 1983; Marschner, 

1995; Lambers y col., 2002), aunque realmente su origen podría estar en una toxicidad 

debido a los altos niveles de P.  De este modo, es probable que estudios que han descrito 

deficiencias de micronutrientes hayan sido, de hecho, un reflejo de síntomas de toxicidad 

debido a altos niveles de P (Shane y col., 2003).  

En cuanto a la biomasa nodular, se ha encontrado que el número de nódulos, así 

como la actividad específica de la nitrogenasa, incrementa con adiciones de P; lo que 

implica una mayor eficiencia en la  FSN (Israel, 1987).  Para el presente estudio no se 

consideró la relación entre la biomasa nodular y las concentraciones de fósforo, sin 

embargo se recomienda la medición de este parámetro para futuros estudios dado que la 

respuesta positiva en la FSN, al aumentar las concentraciones de P, ha sido 

documentada para otras leguminosas. Por ejemplo en estudios con caraota se ha 

encontrado que el número de nódulos, así como la actividad especifica de la nitrogenasa, 

incrementan con la adición de P, esto implica una mayor eficiencia en la tasa de fijación 

(Olivera, 2004). 

En estudios con soya, se ha encontrado una correlación lineal entre la 

concentración de N, la concentración de P y la biomasa nodular (Rotaru y col., 2009).  

Sorprendentemente, también se encontró que la FSN, estimada por la concentración de 

ureídos en nódulos, pareciese ser independiente de la masa nodular, y estar 



 

 

 

 

correlacionada negativamente, con el aumento en las concentraciones de P y Fe (Rotaru 

y col., 2009).  En paralelo, se considera que P es requerido en altas concentraciones en 

los nódulos, para lograr altas tasas de FSN.  P, es un factor nutricional limitante en la 

nodulación y en la FSN (Remans y col., 2007).  Esta reducción en la FSN en plantas 

deficientes de P parece ser debido a la reducción de suministro de carbohidratos a los 

nódulos requerido para la actividad de la nitrogenasa (Graham, 1979; Pereira, 1987; Al-

Niemi y col., 1997; Valdez y col., 1999; Kouas y col. 2005; Schulze y col., 2006).  Sin 

embargo se considera necesario realizar otras mediciones, como por ejemplo, la 

concentración de ureídos o la reducción de acetileno en nódulos; en conjunto con la 

concentración de ureídos en hojas; a fin de verificar  si tal correlación se da forma positiva 

o no.  

Así mismo se determinó que las concentraciones de P en hojas aumentaron al 

aumentar las concentraciones de KH2PO4.  La absorción de P puede representar un 

problema para las plantas en condiciones de campo, ya que generalmente su contenido 

en el suelo es bajo, pero los requerimientos de las plantas por este nutriente son altos 

(Schachtman y col.1998), para ello la planta establece diferentes mecanismos de 

transporte de P, desde el suelo hasta la raíz, a través de las membranas y entre los 

compartimentos celulares. La traslocación también juega un papel importante en la 

redistribución de este nutriente en la planta.  Cuando la disponibilidad de P en el suelo es 

limitada, aumenta el tamaño de la raíz, e incrementa la tasa de absorción de P disponible 

en el suelo.  Se desplaza el P desde las hojas más viejas y se utiliza el almacenado en la 

vacuola (Schachtman y col.1998),  Esto explicaría el porque a menores concentraciones 

de P en las soluciones estudiadas, la concentración de P en las hojas fue menor.  A la 

inversa cuando las plantas tienen un adecuado suministro de P y absorben a tasas que 

exceden la demanda, diferentes mecanismos se activan para prevenir la acumulación de 

P a niveles tóxicos.  Estos procesos incluyen la conversión de P en compuestos orgánicos 

de almacenamiento, una reducción en la tasa de absorción de P (Lee y col., 1990), 

pérdida en el flujo de salida, el cual puede variar desde 8% y 70% (Bieleski, 1983). Esto 

explica porque a concentraciones mayores el contenido de P aéreo disminuyo, en el caso 

del frijol común, y alcanzo un plateau en el caso de la vainita china y el frijol chino.  



 

 

 

 

Aún cuando cada variedad de frijol tuvo un comportamiento distinto antes las 

condiciones de P, se evidenció un rendimiento óptimo (mayor biomasa aérea) a 100 µM, 

esta concentración se utilizó en las soluciones nutritivas base para los posteriores 

ensayos de Ni y Si. 

 

7.2. Efecto de concentraciones crecientes de Ni sobre el crecimiento y la 

nodulación de Vigna unguiculata, Vigna unguiculata ssp sesquispedalis y Vigna 

radiata 

En este estudio se encontró que las diferentes especies presentan una respuesta 

positiva ante la adición de pequeñas concentraciones de Ni como se resume en la tabla 2.  

Tabla 2. Concentraciones de Ni para el crecimiento aéreo y nodular y contenido de 

ureidos máximo  

Variedad de frijol 

(nombre común) 

Concentración de Ni óptima 

para máx. biomasa aérea y 

nodular (µM) 

Concentración Ni optima para 

máx. contenido de ureidos 

(µM) 

 

Frijol común 10 50 

Frijol chino 1 100 

Vainita china 5 100 

 

La estimulación del crecimiento de la biomasa aérea, en presencia de cantidades 

moderadas de Ni y urea ha sido documentado (Shimado, 1980; Krogmeier y col, 1991; 

Gerendas, 1997).  La importancia de medir la concentración de ureidos en hojas, para 

este estudio radicó en que es la ureasa quien cataliza la hidrólisis de la urea dando como 

productos amonio y dióxido de carbono.  



 

 

 

 

La ureasa es una metaloenzima ubicua que contiene Ni (Dixon y col. 1975) y su 

deficiencia perturba el metabolismo de los ureidos, aminoácidos y ácidos orgánicos en 

cuyo caso se acumulan ácidos oxálatico y láctico (Bai y col., 2006).  Es por esto que se ha 

atribuido mayores rendimientos en las siembras en presencia de Ni.  Ya en 1946, Roach y 

Barclay realizaron experimentos de campo en Inglaterra con cebada, papas y habas y 

obtuvieron incrementos en rendimiento gracias a la aplicación foliar de Ni.  Al igual que en 

el presente trabajo se encontró, que las variedades locales de frijoles mostraron un 

aumento de la biomasa aérea y nodular.  Sin embargo, esta respuesta ocurrió a bajas 

concentraciones de Ni (tabla 2).  Los bajos requerimientos de Ni por las plantas en 

general y por las  leguminosas en particular; ya han sido reportados.  Fue este 

comportamiento, el que por mucho tiempo impidió que el Ni, fuese considerado un 

microelemento esencial e incluso fuese considerado tóxico.  Eskew y col. (1983) y Brown 

y col. (1987) colocaron el Ni en la lista de micronutrientes.  De la revisión de los diferentes 

estudio acerca de los niveles tóxicos de Ni, se destaca que la toxicidad por metales 

pesados puede depender de su unión a diversos ligandos, como los iones carboxilato, las 

amidas, los grupos sulfidrhilos y los compuestos aromáticos, principalmente (Seregin, 

2006) 

En estudios realizados en plantas de frijol, sometidas a concentraciones de Ni pero 

en presencia de N; se encontró una mayor acumulación de urea en los órganos 

vegetativos. Bajo estas condiciones, los investigadores establecieron que la concentración 

optima era de 3,3 µM Ni (Walker, 1985).  Por su parte Brown (1987) realizó un 

experimento con cebada (Hordeum vulgare L) utilizando dos concentraciones de NiSO4 , 

(0,6 y 1 µM), y encontró que el porcentaje de germinación y el peso seco de hojas, 

aumento y fue mayor con concentraciones de 1 µM; estos resultados sugieren que las 

concentraciones establecidas como optimas, se refieren aquellas a las cuales la biomasa 

aérea es mayor y que el Ni tiene varias funciones importantes en el metabolismo de las 

plantas superiores,  aun cuando no se conoce exactamente como funciona su 

metabolismo.  En este trabajo se encontró que las concentraciones de Ni para las cuales 

el crecimiento fue mayor  no son las mismas que para la concentración de ureídos (tabla 

2).  Por el contrario, las tres especies evaluadas presentaron una menor concentración de 

ureídos cuando la masa nodular fue mayor; es decir a menores concentraciones de Ni. 

Esto coincide con los resultados obtenidos en otras investigaciones en las que se ha 



 

 

 

 

encontrado que bajos niveles de Ni en suelos agrícolas limitan la fijación simbiótica al 

limitar la actividad de la hidrogenasa simbiótica del Rhizobium.  Es posible que aún 

cuando hay una mayor cantidad de nódulos, la actividad de la hidrogenasa se encuentre 

inhibida por los bajos niveles de Ni (Klucas y col.1983).  Por otra parte, una menor 

concentración de ureídos ante una mayor biomasa aérea podría suponer la utilización de 

los compuestos nitrogenados en las diferentes funciones metabólicas de crecimiento en 

las plantas, como la producción de biomasa aérea y nodular.  Por su parte, una mayor 

concentración de ureídos a mayores concentraciones de Ni, sugiere que los ureídos 

contenidos en las hojas no provenían únicamente de las rutas de asimilación del amonio 

simbiótico, sino también del catabolismo de las bases purínicas que normalmente ocurre 

en tejidos vegetales.  En estudios con soya, se ha demostrado que la acumulación de 

ureidos en hojas inhibe la FSN, debido a la reducción de su catabolismo.  King y Purcell 

(2005) han sugerido que la inhibición de la enzima nitrogenasa está relacionada con un 

mecanismo de retroalimentación negativa, donde elevados niveles de ureidos en hojas o 

en nódulos constituyen los efectores fundamentales.  También se evidenció en este 

trabajo que al utilizar 200 µM de NiCl2 la biomasa nodular y aérea; así como también el 

contenido de ureidos disminuye, para las tres variedades.  Esto sugiere que esta 

concentración resulta tóxica para estas tres especies de leguminosas coincidiendo con 

resultados publicados anteriormente (Piccini y col, 1992, Mishra y Kar, 1974 Seregin, 

2006).   

Uno de los mecanismos que describe la probable disminución, en la absorción de 

macro y micronutrientes, es la competencia por los sitios de unión de cationes como: 

Mg+2; Fe+2; y Zn+2; debido a su radio iónico comparable al del Ni+2 (Seregin y 

Kozhevnikova, 2006) Así mismo, el mencionado autor describe que la absorción de 

macronutrientes puede disminuir debido a cambios en la estructura y en la permeabilidad 

de la membrana plasmática y a la actividad enzimática de las células de la membrana; ya 

que el  Ni+2 afecta la composición de los fosfolípidos de la membrana y simultáneamente 

altera la actividad de la ATPasa.  Estos cambios podrían influenciar la toma de P, entre 

otros macronutrientes.  En este trabajo se encontró que a mayores concentraciones de Ni, 

la biomasa aérea y radicular disminuyo, mientras que el verdor en las hojas se mantuvo.  

Estos síntomas han sido asociados comúnmente a la deficiencia de P.  Los resultados 

sugieren que los cambios observados al aumentar la concentración de Ni pudo deberse a 



 

 

 

 

su influencia en  absorción de otros nutrientes. Sin embargo, estos resultados no son 

concluyentes, por lo que se sugiere realizar nuevas investigaciones en este sentido. 

 

7.3 Efecto de concentraciones crecientes de Si sobre el crecimiento y la nodulación 

de Vigna unguiculata, Vigna unguiculata ssp sesquispedalis y Vigna radiata.  

En este estudio se encontró que, en general, las diferentes variedades presentan 

una respuesta positiva ante la adición de pequeñas concentraciones de H2SiO3 (tabla 3) 

Tabla 3. Concentraciones de Si para el crecimiento aéreo y nodular y contenido de 

ureidos máximo 

 

Newalmondo y Dakora (1999) reportaron que el Si promueve la formación de los 

nódulos y ejercen una función en la simbiosis de frijoles.  La aplicación de Si, en este 

estudio, también incremento la concentración de ureidos en hojas.  Sin embargo la 

biomasa nodular disminuyo a mayores concentraciones del micronutriente.  Se ha 

reportado que el Si incrementa la biomasa total, promueve la elongación de la raíz y la 

biomasa radicular (Miyake y Takahashi, 1985).  Muchos estudios sugieren que el Si ejerce 

un efecto en ciertos procesos metabólicos de las plantas.  Cuando pequeñas 

concentraciones fueron aplicadas en estudios con Vigna unguiculata, no solo aumentó la 

Variedad de 

frijol 

(nombre 

común) 

Concentración de Si 

óptima para máx. 

biomasa aérea (µM) 

Concentración de Si 

óptima para máx. 

biomasa nodular (µM) 

Concentración Si 

optima para máx. 

contenido de ureidos 

(µM) 

 

Frijol bayo 3 1 5 

Frijol chino 1 1 1 

Vainita 

china 

3 2 3 



 

 

 

 

biomasa nodular, si no que también aumentó la biomasa aérea.  El incremento de la 

longitud de la raíz y de la biomasa radicular con pequeñas dosis de Si, promueve el 

aumento de los potenciales sitios de infección para los rizobios; que a su vez incrementa 

la nodulación y la concentración de N.  En este trabajo no se considero la biomasa y 

longitud radicular, sin embargo se midió la concentración de ureídos en hojas, como 

indicativo de la eficiencia en la fijación simbiótica, se encontró que las concentraciones 

incrementan con bajas dosis de Si.  A mayores concentraciones de Si disminuyo la 

biomasa nodular, en los tres casos; esto pudo deberse a la disminución de la 

permeabilidad en la membrana como consecuencia del engrosamiento de la pared celular 

(Aery y Jagetiya, 2000).   

El aumento de la biomasa aérea en conjunto con el aumento de la biomasa 

nodular refleja el efecto positivo de pequeñas adiciones de Si en la nodulación y 

aparentemente, en FSN.  Miyake y Takahashi (1985) reportaron que el contenido de N en 

hojas, tallos y raíces de soya fue consistentemente alto en plantas noduladas en 

comparación con las plantas no noduladas cuando el Si fue incorporado. 

Simultáneamente se ha demostrado también una notable correlación Si-P.  El 

aporte al suelo de fertilizantes silícicos solubles incrementa la asimilación de P por la 

planta, posiblemente debido a un intercambio de los fosfatos absorbidos a los hidróxidos 

por silicatos (Caicedo y col., 2007); esto supone el uso promisorio de este microelemento 

en suelos ácidos en los que el P tiene poca movilidad; ya que cuando el P está fijado en el 

suelo en forma de fosfato de calcio, al adicionar Si se produce una reacción química que 

libera silicato de calcio, agua y ácido fosfórico, que es la forma asimilable para la planta y 

responsable del crecimiento radicular.  

 

Aún cuando la longitud radicular  no fue considerada para este estudio, se observó 

el aumento de la misma para las diferentes concentraciones de Si evaluadas, por lo que 

se sugiere en futuros estudios realizar estas mediciones. 

 

 

 

 



 

 

 

 

8. CONCLUSIONES 

 

 Las variedades de frijoles, mostraron mayor biomasa aérea y nodular con 

concentraciones de 100 µM KH2PO4; por lo que se establece esta 

concentración como optima (desde el punto de vista agrícola) bajo estas 

condiciones de estudio.  

 Las variedades de frijoles, mostraron menor biomasa aérea y nodular con 600  

µM KH2PO4, y a su vez una menor concentración de P en hojas; por lo que se 

establece esta concentración como tóxica bajo estas condiciones de estudio. 

 Cada especie tuvo un comportamiento diferente con concentraciones 

crecientes de P, Ni y Si, lo que ratifica la importancia del genotipo como 

modulador de las respuestas. 

 Pequeñas adiciones de Ni favorecen el crecimiento de la biomasa aérea y 

nodular de las tres variedades de frijol, por lo que se establece la 

concentración optima entre 1-5 µM NiCl2  en invernadero. 

 Pequeñas adiciones de Si favorecen el crecimiento de la biomasa aérea y 

nodular de las tres variedades de frijol, por lo que se establece la 

concentración optima entre 1-3 µM H2SiO3  en invernadero. 

 La concentración de ureidos en hojas pareciese estar correlacionada 

positivamente con las adiciones de los nutrientes y ser independiente de la 

masa aérea y nodular. 

 La urgente necesidad de proseguir con estudios sobre el impacto de la 

nutrición mineral en la efectividad de la simbiosis entre especies de 

leguminosas de interés comercial y cepas efectivas de rizobios 
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10. ANEXOS 

 

 

ANEXO 1 .Biomasa aérea de frijol bayo (Vigna unguiculata (L) Walp) en presencia de 

concentraciones crecientes de NiCl2 

 

ANEXO 2. Biomasa nodular de frijol bayo (Vigna unguiculata (L) Walp) en presencia de 

concentraciones crecientes de NiCl2 



 

 

 

 

 

 

ANEXO 3. Crecimiento de la biomasa aérea de vainita china (Vigna unguiculata ssp 

sesquipedalis) en presencia de concentraciones crecientes de NiCl2 

 

 

ANEXO 4. Crecimiento de la biomasa nodular de vainita china (Vigna unguiculata ssp. 

sesquipedalis) en presencia de concentraciones crecientes de NiCl2 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


