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Resumen

Es el primer estudio en Colombia que abarca una evaluación de rizobios nativos asociados a frijol Caupí (Vigna unguiculata 
L. Walp.) en los departamentos del Cesar y la Guajira. En esta investigación, se demostró que la utilización de  aislamien-
tos de rizobios nativos aislados a partir de  nódulos,  mejoraron el desarrollo del frijol Caupí  (Vigna unguiculata L. Walp.), 
siendo estas bacterias más eficientes que los tratamientos químicos y absolutos (sin inóculo ni fertilización) y que las cepas 
inducidas mejorando además, la fijación biológica de nitrógeno y la tasa fotosintética. Como aportes del estudio, se deter-
minó que en condiciones de invernadero la fertilización biológica fue más eficiente que la química y que, de acuerdo a los 
resultados obtenidos de las diferentes variables agronómicas evaluadas, esto podría influir positivamente en los rendimien-
tos nutricionales del cultivo, base alimentaria de los sistemas ganaderos de estas regiones del país y  fuente alimenticia  de 
la comunidad indígena y de bajos recursos económicos.
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Abstract

This is the first study in Colombia which covers an evaluation of native rhizobium associated to the Caupí bean   (Vigna un-
guiculata L. Walp.) in the departaments of Cesar and Guajira. In this research it was demonstrated that the use of native rhi-
zobium isolated from nodes, improved the development of the Caupí bean (Vigna unguiculata L. Walp.), being this bacteria 
more efficient than the chemical and absolute treatments (without inoculum and fertilization) also improving the biological 
nitrogen fixation and the photosynthetic rate. As contribution of the study, it was determined that in greenhouse conditions   
and according to the results obtained from differents measured agronomic variables, this could influence positively in the 
nutritional performance of the crop, basis of food of the cattle system of this regions of the country and the food source of 
the indigenous community of low economic income.
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Introducción

Los suelos de los departamentos del Cesar y La Gua-
jira (Colombia),  han sufrido un proceso de deterio-
ro, debido al mal manejo al cual fueron sometidos al 
realizar actividades agrícolas y ganaderas, derivando, 
entre otros efectos, en un aumento de la erosión, com-
pactación, disminución de la fertilidad y biodiversidad 
(Garrido, 2007). 

Algunos de los problemas que se presentan son oca-
sionados por el uso indiscriminado de fertilizantes mi-
nerales, principalmente fuentes de nitrógeno, por la 
necesidad de suplir este nutriente que es limitante. 

Por otra parte, el nitrógeno atmosférico (N2) es la re-
serva más abundante en la biósfera y aunque es prác-
ticamente ilimitada, ésta no es directamente utilizada 
por plantas y animales pues para que el N2 pueda ser 
asimilado, es necesario que sea reducido por el rompi-
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miento del triple enlace que une los dos átomos de N, 
dando lugar a la formación del amonio. Sin embargo, 
los únicos seres vivos capaces de realizar esta reacción 
están presentes en los dominios Bacteria y Archaea 
gracias al complejo enzimático de la nitrogenasa  
(Baca et al., 2000). 

La Fijación Biológica de Nitrógeno (FBN) que se lle-
va a cabo en las plantas por dichos microorganismos 
constituye la principal vía de incorporación de nitró-
geno. Para mitigar el impacto ambiental causado por 
los fertilizantes minerales, se deben aplicar prácticas 
agrícolas sostenibles que aumenten la eficiencia y la 
sostenibilidad de la producción de cultivos de nece-
sidad alimentaria, tales como el frijol, al maximizar la 
fijación biológica de nitrógeno mediante la incorpora-
ción de cultivos de leguminosas capaces de establecer 
simbiosis con bacterias fijadoras de nitrógeno conoci-
das como rizobios (Burow et al., 2004). 

Esta investigación se realizó con el objetivo de demos-
trar la posibilidad que existe de mejorar la producción 
de frijol caupí, evaluando el efecto de la inoculación 
de los rizobios aislados de los departamentos del Ce-
sar y la Guajira; evidenciando que se puede llevar a 
cabo  la fijación biológica de nitrógeno, dando resulta-
dos positivos en el desarrollo de la leguminosa,  dicha 
información preliminar es de gran importancia para 
establecer la posibilidad de una mayor utilización de 
biofertilizantes para leguminosas en Colombia.

Materiales y métodos

Aislamiento de rizobios nativos de fríjol Caupí 
Vigna unguiculata (L.) Walp.

Se recolectaron raíces noduladas de frijol Caupí en las 
fincas Campo Alegre del departamento de la Guajira 
(Latitud (° n):10, 88904, longitud (° w):72, 87864, altura 
(m): 215, presión (mm/hg): 741, edad del cultivo 36 
días) y El Paraíso del departamento del Cesar (latitud (° 
n): 10, 38755, longitud (° w):73, 17681, altura (m):158, 
presión (mm/hg):746, edad del cultivo 36 días). Para el 
aislamiento se realizó una muestra compuesta por 12 
raíces para cada una de las fincas. Las raíces fueron 
tomadas en forma de zig-zag de tres lotes diferentes 
seleccionados de acuerdo a su homogeneidad.

Se retiraron los nódulos de las muestras compuestas 
de cada una de las fincas y se rehidrataron en solución 
salina estéril (NaCl 0,85 %) durante una hora. Poste-
riormente, se desinfectaron sumergiéndolos en etanol 
(95 %) durante 1 min, se hizo un enjuague con agua 
estéril y después se colocaron  en  una solución de 
hipoclorito de sodio (70 %) con el fin de desinfectarlos 
por 2 min y se realizaron 5 lavados con agua destilada 
estéril para retirar los residuos de las soluciones desin-
fectantes (Beck et al. 1993). 

Los nódulos fueron puestos en condiciones de este-
rilidad en un crisol con 1 ml de solución salina (NaCl 
0,85 %) y macerados mecánicamente para liberar 
los bacteroides. La solución bacteriana obtenida se 
sembró en placas con medio de cultivo YMA (leva-
dura-manitol) (Vincent, 1970)  suplementado con rojo 
congo  y se incubó a 30 °± 2 °C por un periodo de 
15 días. Posteriormente, se realizaron siembras por 
agotamiento de las colonias obtenidas en nuevas 
placas con medio YMA con el objetivo de tener 
cultivos puros verificados con tinción de Gram.

Caracterización  fenotípica de los aislamientos

Los aislamientos obtenidos fueron sembrados en YMA 
con azul de bromotimol para observar  la formación 
de ácido o alcalinización del medio. Además, en este 
medio se determinó el  tiempo de crecimiento, color, 
diámetro, transparencia, elevación, forma, formación y 
elasticidad de la mucosidad de las colonias. Se realizó 
tinción diferencial de Gram para validar la morfología 
bacteriana característica de los rizobios (Valero, 2002).  

Efecto de los aislamientos sobre el desarrollo 
del frijol Caupí

Se utilizaron semillas sanas provenientes de cada una 
de las fincas donde se realizaron los muestreos. Las 
semillas fueron desinfectadas usando el protocolo 
propuesto por (Beck et al. 1993). En el invernadero 
se realizaron pruebas de nodulación por triplicado en 
materas de icopor de 24 oz, empleando como sustra-
to vermiculita y arena en una relación (2:1) (v/v) con 
tres ciclos de esterilización consecutivos y tiempo de 
esterilización de 2 h a una temperatura de 120 °C. Las 
condiciones del invernadero fueron 32 °C y una hume-
dad relativa de 60 %.  

Se aplicó un diseño completamente al azar con 27 
tratamientos: uno por cada aislamiento realizado, un 
testigo absoluto (sin fertilizar), un testigo químico (su-
plementado con 200 ppm de KNO3) y dos cepas de 
referencia (UFLA 1 y UFLA 2). Las cepas de referencias 
fueron aisladas de frijol caupí  por Marra 2011 de la 
Universidad Federal de Lavras de Brasil.

Para el inóculo se preparó una suspensión celular de 
los aislados obtenidos en 5 ml de YMA líquido y se in-
cubó a 30° C y 120 rpm durante 7 días hasta obtener 
una  absorbancia a 600 nm de 0,5 que equivale a 1 x 
108 UFC/ml. Después de 60 días de la inoculación se 
midió la longitud de la parte aérea,  longitud de la raíz 
principal, peso fresco y peso seco de la parte área,  
peso fresco y peso seco de la raíz, número de nódu-
los y tasa fotosintética de las plantas.  La medición de 
la tasa fotosintética se realizó mediante el uso de un 
fotosintetizador portátil TPS- 2, que da una unidad de 
medida de la asimilación de CO2 (fotosíntesis y respi-
ración)  (Clesceri,  et al., 1998).



86 Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XVI No. 2  Diciembre 2014  84-89

Prueba de reducción de acetileno (ARA) para la 
determinación de la actividad nitrogenasa

Se tomó una única muestra de raíces noduladas por 
cada uno de los aislamientos evaluados y se introdu-
jeron en frascos de 280 ml Los frascos se cerraron 
herméticamente y se les retiró por completo todo el 
oxígeno con una jeringa. Se sustituyó el 10% del vo-
lumen, correspondiente a 28 ml de la atmósfera del 
frasco con acetileno y se incubó durante 1 hora a 32° 
C. Posteriormente, con el fin de medir la concentra-
ción de etileno, 1 ml de gas fue tomado como mues-
tra e inyectado en un cromatógrafo de gases (Perkin 
Elmer, USA) con detector de ionización de llama y una 
columna Poropak N con malla de 200/300 de 1.82 m 
y 3 mm de diámetro (Eckert et al., 2001). Las condicio-
nes del cromatógrafo para realizar esta prueba fueron, 
nitrógeno en el tanque y el equipo de 30 psi, aire en el 
tanque 40 psi y el equipo 30 psi y el hidrógeno en el 
tanque 30 psi y el equipo 22 psi.

Análisis estadístico

Se empleó un análisis de varianza (ANOVA) median-
te el software SSPS 17.0 y posteriormente se realizó 
la prueba de comparación de medias empleando la 
prueba de Tukey. 

Resultados

Aislamiento y caracterización  fenotípica de rizobios 
a partir de  nódulos de Vigna unguiculata (L.) Walp. 

Se obtuvieron 23 aislamientos rizobianos: 11 a partir 
de los nódulos de las muestras de la Guajira y 12 del 
César. Del total, 9 presentaron crecimiento lento (cre-
cimiento en medio YMA sólido en 7 días), los cuales 
también presentaron alcalinización en el medio de cul-
tivo YMA más azul de bromotimol  y 14 presentaron 
crecimiento rápido (crecimiento en medio YMA en 2 
días), presentando acidificación en el medio de culti-
vo. En la tabla 1, se muestran los diferentes diámetros 
de la colonia que presentan los 23 aislamientos. Las ca-
racterísticas culturales de las colonias rizobianas como 
lo son el tiempo de crecimiento (rápido, intermedio, 
lento y muy lento), cambios de pH (acidificación y al-

calinización) y el diámetro de la colonia, son impor-
tantes para suponer que los aislamientos pueden de 
diferentes géneros y especies de rizobios. 

Los cambios de pH en el medio de cultivo se deben 
a la utilización preferencial de azúcares por las espe-
cies de crecimiento rápido seguida de la excreción de 
ácidos orgánicos. Ciertas combinaciones de aminoá-
cidos y azúcares (en general glutamina y galactosa) 
promueven una acidificación del medio después del 
crecimiento de dichos microorganismos. Mientras que 
los microorganismos de crecimiento lento alcalinizan 
el medio, ya que sintetizan compuestos nitrogenados 
y liberan cationes. Además con  relación a las fuentes 
de nitrógeno, estos microorganismos metabolizan más 
glutamato y α-ceto-glutarato que los microorganismos 
de crecimiento rápido, en cuanto que el manitol es uti-
lizado del mismo modo por ambos (Tan et al., 1981).

Prell et al., (2006),  estudiaron el metabolismo del nó-
dulo observando diferencias en la utilización de carbo-
hidratos por diversas especies de rizobios, así como 
diferencias enzimáticas entre especies rápidas y lentas 
asociadas a las más importantes enzimas de las cuatro  
principales vías metabólicas de los carbohidratos. Es-
tos autores concluyeron que especies de crecimiento 
rápido poseen enzimas correspondientes al ciclo de la 
hexosa monofosfato, se hace referencia a lo anterior 
por las diferencias presentadas de los aislamientos en 
el tiempo de crecimiento y los cambios de pH en el 
medio de cultivo YMA con azul de bromotimol.

Pruebas de Nodulación

Los resultados del análisis estadístico presentaron di-
ferencias significativas (P≤ 0,05) en los siguientes pa-
rámetros evaluados en condiciones de  invernadero,  
longitud de la parte aérea, peso fresco de la raíz, nú-
mero de nódulos, peso seco de la raíz y medición de 
la tasa fotosintética. En la Figura 1, se puede observar 
el comportamiento positivo de los aislamientos G58A, 
CC01, CB02, CD01 donde se presentaron diferencias 
significativas y se compararon con los testigos quími-
co, absoluto y la cepa de referencia UFLA 1.

Los resultados de la variable tasa fotosintética, coin-
ciden con los aislamientos que presentaron un mejor 
crecimiento de la planta Vigna unguiculata (L.)  Walp 

Tabla 1. Característica cultural de las colonias de los 23 aislamientos del departamento de la Guajira y del Cesar.

Cepas Guajira G51A G52A G53A G53B G54A G54B G56A G56B G57A G57B G58A

DDC 0,4 0.5 0.5 0,6 0,6 0,3 0,5 0,3 0,5 0,3 0,5  

Cepas Cesar CA01 CA02 CB01 CB02 CC01 CC02 CD01 CD02 CE01 CE02 CF01 CF02

DDC 0,4 ≤ 1 0,6 ≤ 1 0,5 ≤ 1 ≤ 1 ≤ 1 ≤ 1 ≤ 1 ≤ 1 ≤ 1

DDC –  Diametro de las colonias en cm medido después de7 días de crecimiento en el medio de cultivo  
YMA  con azul de bromotimol.
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Figura 1. Diferencias estadísticamente significativas en relación  a cada parámetro evaluado de acuerdo a la prueba de Tukey 
HSD, a) Longitud parte aérea b) Peso fresco raíz c) Numero de nódulos d) Peso seco raíz e) Tasa fotosintética.



88 Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XVI No. 2  Diciembre 2014  84-89

en las pruebas de nodulación. El aislamiento del Cesar 
CD01 con una longitud de la parte aérea  de 19,86 cm 
y longitud de la raíz de 19,80 cm presenta un valor en 
la tasa fotosintética de 6,50 µmol m-2 s-1 (figura 1), el 
aislado CD01 duplica los testigos químicos absoluto y 
la cepa de referencia UFLA 1, esto se debe a que está 
planta inoculada  con la cepa CD01 que obtuvo un 
mejor crecimiento que pudo ser  influenciado por la 
fijación biológica de nitrógeno. 

El aislamiento de la Guajira G58A presentó valores al-
tos comparados con los datos obtenidos del testigo 
absoluto y evidenció actividad nitrogenasa en la prue-
ba de reducción de acetileno, también mostró valores 
altos en la medición de la tasa fotosintética 2,83 µmol 
m-2 s-1, lo que demuestra una relación directa entre la 
fijación biológica de nitrógeno y el proceso de fotosín-
tesis, gracias a la relación mutualista que existe entre  
los rizobios y la leguminosa fríjol Caupí Vigna unguicu-
lata (L.) Walp.

Prueba Cualitativa de reducción de Acetileno 
(ARA)

Esta prueba de reducción de acetileno es un método 
indirecto de medición de la fijación biológica de ni-
trógeno ya que lo que se mide es la actividad de la 
enzima nitrogenasa, los resultados de esta prueba cua-
litativa demostraron que las raíces noduladas por cada 
uno de los aislamientos obtenidos tanto del departa-
mento del César como de la Guajira presentaron picos 
de etileno en la lectura realizada por cromatografía de 
gases, lo cual se podría deducir que tienen la capaci-
dad de fijar nitrógeno atmosférico y por ende pueden 
contribuir a mejorar el crecimiento del frijol Caupí en 
estos dos departamentos de Colombia.

Aunque se realizó una sola medición, los resultados 
más altos comparados con los testigos químico y ab-
soluto fueron los siguientes, los aislamientos obtenidos 
a partir de muestras de nódulos de la Guajira, G56A: 
8558.97 nmol C2H4 h-1 mL-1, G54B: 3216.23 nmol 
C2H4 h-1, mL-1, y los aislados del Cesar  fueron CA01: 
6082.69 nmol C2H4 h-1 mL-1, CB02: 3211.79 nmol C2H4 
h-1 mL-1.

Conclusiones

Con esta investigación se evidencia la presencia de 
fijadores de nitrógeno simbióticos en esta región de 
Colombia. Para conocer otro tipo de microorganis-
mos con potencial biofertilizante, es necesario reali-
zar estudios a nivel molecular, pues existe una gran 
diversidad de microorganismos que han sido poco 
estudiados.

Los resultados del análisis estadístico muestran que 
los mejores aislamientos fueron G58A, CC01, CB02 
y CD01,  los cuales pueden ser punto de partida para 
la producción de un biofertilizante mixto que permita 
mejorar la productividad y rentabilidad por hectárea 

del frijol Caupí, y de esta manera contribuir a la se-
guridad alimentaria de comunidades indígenas y pe-
queños productores de estos dos departamentos de 
Colombia.
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