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RESUMEN

Las leguminosas tienen la capacidad de fijar biolégicamente nitrégeno atmosférico, por tener la
cualidad de asociarse simbidticamente con bacterias del género Rhizobium spp. La inoculacion
de las leguminosas especialmente de frijol coman, tienen un gran potencial para incrementar los
rendimientos con menores costos de produccion que usando fertilizantes quimicos. El objetivo
de este estudio fue evaluar la capacidad de fijacion biologica de nitrégeno de tres variedades de
frijol rojo (Phaseolus vulgaris L.) INTA Ferroso, INTA Nutritivo e INTA Biofortificado en
simbiosis con dos cepas del género Rhizobium spp., (Inoculo INTA y Zamorano), mediante el
método de dilucion isotépica de °N en condiciones de invernadero. Se utilizd un arreglo
bifactorial en disefio completamente al azar (DCA), que constd6 de 6 tratamientos y 8
observaciones; seleccionando los cultivos de arroz (Oryza sativa L. cv. INTA Fortaleza Secano)
y sorgo (Sorghum vulgaris L. cv. Tortillero precoz) como planta de referencia para determinar
el aporte del nitrogeno atmosférico en el cultivo fijador. La evaluacion de las variables en
estudio se realiz6 a través de Analisis de Varianza (p=0.05) y pruebas de separacion de medias
segun Tukey (p=0.05). Los resultados indican que los Rendimientos de Nitrégeno derivado del
aire (RNdda) fluctuaron entre 2.57 a 50.95 mg N planta™ a los 42 dias después de emergencia
(dde), y de 32.95 a 137.8 mg N planta* a los 57 dde. Los menores aportes de nitrégeno al total
acumulado por la planta en ambos momentos de evaluacion provinieron del aire, con un
promedio de 19.56 %, en comparacion al aportado por las otras dos fuentes; suelo (51.24 %) y
fertilizante (30.25 %). La combinacion con el porcentaje mas alto de Nitrégeno derivado del
aire (Ndda) y RNdda lo presentd el genotipo INTA Biofortificado con la cepa proveniente del
Zamorano. Se considera que es necesario realizar experimentos de campo para evaluar la
capacidad de fijacion de los factores en estudio bajo condiciones reales de produccion.

Palabras clave: fijacion simbiética, Nitrogeno, isétopos, inoculos, leguminosas

vii



ABSTRACT

Legume can biologically fix atmospheric nitrogen, having the quality of symbiotically
associating with bacteria of the genus Rhizobium spp. The inoculation of legumes, especially
common beans, has great potential to increase yields with lower production costs using chemical
fertilizers. The objective of this study was to evaluate the biological nitrogen fixation capacity
of three varieties of red bean (Phaseolus vulgaris L.) INTA Ferroso, INTA Nutritivo and INTA
Biofortified in symbiosis with two strains of Rhizobium spp., (INTA and Zamorano inoculum),
by the 1°N isotopic dilution method under greenhouse conditions. A bifactorial arrangement was
used in a completely randomized design (CRD), which consisted 6 treatments and 8
observations; selecting the rice crop (Oryza sativa L. cv. INTA Fortaleza Secano) and sorgo
(Sorghum vulgaris L. cv. Tortillero precoz) as a reference plant to determine the contribution of
atmospheric nitrogen in the fixing crop. The evaluation of the variables under study was carried
out through Analysis of Variance (p=0.05) and mean separation tests according to Tukey
(p=0.05). The results indicate that the yield of Nitrogen derived from the air (YNda) fluctuated
between 2.57 to 50.95 mg N plant? at 42 days after emergence (dae), and from 32.95 to 137.8
mg N plant? at 57 dae. The lowest nitrogen contributions to the total accumulated by the plant
at both evaluation times came from the air, with an average of 19.56 %, compared to that
provided by the other two sources; soil (51.24%) and fertilizer (30.25%). The combination with
the highest percentage of Nitrogen derived from air (Nda) and YNda were presented by the
INTA Biofortified genotype with the strain from Zamorano. It is considered necessary to carry
out field experiments to evaluate the fixation capacity of the factors under study under real
production conditions.

Keywords: symbiotic fixation, Nitrogen, isotopes, inocula, legumes
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1. INTRODUCCION

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es la leguminosa de grano para consumo humano de
mayor produccion en el mundo, y es nativo de América Latina, la cual aporta cerca del 50 %
de la produccién mundial. Segin Beebe et al. (2017) esta leguminosa aporta minerales y

proteinas a la dieta del ser humano favoreciendo su crecimiento y desarrollo.

Segun Delgadillo y Gomez (2015), el caso del cultivo de frijol es importante analizar, ya que es
un cultivo que esta en manos principalmente de pequefios y medianos productores muchos de
ellos de subsistencia que cultivan sobre suelos de laderas, obteniendo bajos rendimientos por

area.

Las familias de las leguminosas tienen la capacidad de fijar biologicamente nitrogeno
atmosférico, por tener la cualidad de asociarse simbi6ticamente con bacterias del género
Rhizobium spp. Segun Salmeron y Garcia (1994), estos microorganismos viven en colonias
(ndédulos) en las raices de las leguminosas donde la planta huésped aporta el sustrato energético,
consistente principalmente en sacarosa, y se beneficia del nitrégeno organico reducido por
microorganismos; que poseen la enzima nitrogenasa que es la encargada de desdoblar el

nitrégeno atmosférico.

La variabilidad genética de los caracteres relacionados con la fijacion de Nitrégeno ha sido
demostrada para ambos componentes de la simbiosis leguminosa — rizobios, muchos programas
han concentrado su atencion sobre las pruebas y seleccion de cepas Rhizobium spp., como el
principal factor para el mejoramiento de la fijacion de nitrégeno en el cultivo. Solo en la Gltima
década se ha puesto énfasis sobre el mejoramiento y seleccion de la leguminosa huésped para
incrementar las cantidades de nitrégeno derivado de la fijacidon. Las leguminosas capaces de
fijar mas nitrogeno son especialmente importantes en los paises de desarrollo, en donde la

nutricion nitrogenada es un factor limitante para una mayor productividad de los cultivos.



La eficiencia de diferentes leguminosas y sus microsimbiontes ha sido representada en varias
publicaciones por Handarson et al. (1987), demostrdndose que el frijol comin es un pobre
fijador de nitrégeno atmosferico en relacion con otras leguminosas como la Soya, Frijol Mungo
y la Haba. La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO,
por sus siglas en inglés), detalla que la aplicacién de fertilizantes nitrogenados en cultivos de
frijol incrementa considerablemente los rendimientos de este rubro (FAO, 1985), con esto
deducimos que el porcentaje de nitrogeno atmosférico que fija el frijol comdn a través de la

simbiosis no es suficiente para obtener altos rendimientos

Cantaro et al. (2019) afirman que la inoculacion de las leguminosas especialmente de frijol
comun (Phaseolus vulgaris L.), tienen un gran potencial para incrementar los rendimientos con
menores costos de produccién que usando fertilizantes quimicos. Por lo tanto, “es ventajoso

seleccionar cepas efectivas para variedades especificas de la region donde se cultiva este rubro.”
(p.80)

Los métodos para estimar la fijacion de nitrégeno han sido descritos y discutidos en varias
publicaciones (Handarson y Danso, 1993; Fonseca-Lopez et al., 2020). EI método de dilucion
isotdpica de °N permite hacer estimaciones globales de la fijacion bioldgica de Nitrdgeno,
utilizando fertilizante >N en condiciones variables de la produccién de frijol comin. El método
esta basado en la dilucion diferencial en la planta del fertilizante marcado con *N por el

nitrégeno del suelo y de la fijacion (Fried y Middelboe, 1977).

Existen pocas investigaciones (Gaitan y Mairena, 2017; Juarez y Sanchez, 1999) en cuanto al
estudio de la simbiosis Rhizobium spp. con frijol comin (Phaseolus vulgaris L.) en nuestro pais,
por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue evaluar la capacidad de fijacion bioldgica de
nitrégeno de tres variedades de frijol rojo (Phaseolus vulgaris L.) en simbiosis con dos cepas
del género Rhizobium spp., mediante el método de dilucion isotdpica de °N en condiciones de

invernadero.



1. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Evaluar la capacidad de la fijacion bioldgica de nitrogeno de tres variedades de frijol rojo
(Phaseolus vulgaris L.) en simbiosis con dos cepas del género Rhizobium spp., por el método

de dilucion isotopica del *°N en condiciones de invernadero.

2.2. Objetivos especificos

Comparar la capacidad de fijacion bioldgica de nitrégeno de tres variedades de frijol rojo

(Phaseolus vulgaris L.) inoculadas con dos cepas del género Rhizobium spp.

Identificar las interacciones que expresan mayor capacidad de fijacion bioldgica de nitroégeno
entre las tres variedades de frijol rojo (Phaseolus vulgaris L.) y las dos cepas del género

Rhizobium spp.



I11. MARCO DE REFERENCIA

3.1. Fijacion Biologica de Nitrégeno (FBN)

Segun Castillo Rodriguez et al. (2005), el nitrogeno forma parte de aminoéacidos, nucledtidos y
amino azucares, asi como de sus correspondientes polimeros. Este elemento representa uno de
los principales factores limitantes que restringen el crecimiento de los cultivos, dado su
complejo comportamiento en el suelo. Uno de los procesos méas importantes que determinan la

disponibilidad de este nutriente para los cultivos es el proceso de fijacion bioldgica.

Calvo Garcia (2011) define la fijacion bioldgica del nitrégeno (FBN) como la conversién del
Nitrégeno atmosférico (N2) a formas asimilables para las plantas, que puedan ser el ion amonio
(NH*) o el ion nitrato (NO%). Vazquez (1996) expresa que la FBN es realizada por organismos
procariotas y ésta se realiza en tres formas basicas: libre (Klebsiella sp., Clostridium sp.),
asociada no simbidtica (Azospirillum sp., Azotobacter sp.) y asociada simbiotica (Rhizobium
sp.). Sin embargo, la fijacion simbidtica es la mas importante desde el punto de vista agricola;
por ello se han realizado estudios complejos para entender los mecanismos fundamentales de

dicha interaccion.

3.1.1. Fisiologia de la fijacion biol6gica

Segun Fernandez-Pascual et al. (2002), se ha demostrado que la fijacion bioldgica de nitrégeno
depende de un complejo enzimético conocido como nitrogenasa presente exclusivamente en los
organismos fijadores. Este complejo presenta dos tipos de componentes: componente I, en esta
parte se localiza el sitio de union y reduccién del sustrato teniendo como cofactor al Hierro-

Molibdeno y el componente 11 cuyo papel es el de reducir al componente I (Phillips, 1980).

La FBN es un proceso en el cual el nitrdgeno debe ser primero reducido y luego fijado, es decir,
combinado en una forma utilizable (NH*"), sin embargo, el primer producto de la reaccion es
amoniaco (NHs), pero es rapidamente protonado, formandose amonio (NH**), de tal manera que

el amonio es la forma de Nitrogeno predominante y la que forma parte en las reacciones de



asimilacion (Sprent y Sprent, 1990). Posteriormente es metabolizado en las células nodulares a
amidas o ureidos, que luego son exportados via xilema al resto de la planta. Este proceso se
puede generalizar de la siguiente manera; la enzima nitrogenasa necesita 16 moléculas de ATP

por Nitrogeno reducido:

N2 + 8H" + 16 ATP => 2NH3 + H, + 16ADP + 16 P;

3.1.2. Fijacion asociada simbiotica de nitrégeno

El establecimiento de la simbiosis para atrapar el Nitrogeno entre Rhizobium spp., y la
leguminosa, es un proceso complejo, donde la formacion de nodulos y la captacion del

Nitrogeno se dan en etapas sucesivas. Segun Arias et al., (2007):

El Rhizobium induce en la leguminosa el desarrollo de nddulos en su raiz, luego los dos
organismos establecen una cooperacion metabdlica: las bacterias reducen N> a amonio
(NH4), el cual lo exportan al tejido vegetal para su asimilacion en proteinas y otros
compuestos nitrogenados complejos, las hojas reducen el CO2 en azlcares durante la
fotosintesis y lo transportan a la raiz donde los bacteroides de Rhizobium lo usan como
fuente de energia para proveer ATP al proceso de inmovilizar N2. (p.71)

Desde el punto de vista energético, Atkins (1986) propone que “el proceso de fijacion de
Nitrégeno consume de tres a cuatro veces mas energia metabdlica que la absorcién y asimilacion
de N mineral” (p.130), es decir que para realizar el proceso de fijacion de Nitrégeno las

leguminosas deben tener un estado de nutricion eficiente.

Los sistemas simbioticos juegan un papel importante en los sistemas agricolas, ya que ademas
de reducir los costos de produccion, evitan la contaminacion de las aguas subterraneas,
aumentan la produccién de proteina (al incrementar la concentracion de proteina de las
leguminosas), contribuyen con nitrdgeno para cultivos sucesivos y fortalecer la fertilidad de los
suelos (Hardarson, 1993).



En la agricultura, especificamente dos ejemplos de fijacion bioldgica han sido explotados de
manera satisfactoria. Primeramente, las cianobacterias (algas azul-verdes) que son de gran
importancia en las areas del cultivo del arroz a nivel mundial, seguidas por las bacterias del
género Rhizobium spp., que se encuentran representadas globalmente en zonas templadas,

tropicales, forestales y suelos cultivables (Jones, 1991).

3.1.3. Fijacion Biologica de Nitrégeno (FBN) por frijol coman

En comparacion con otras leguminosas de grano, el frijol se ha considerado como una planta
pobre en la fijacion de nitrégeno, lo cual podria ser debido a la baja eficiencia relativa (ER) de

su simbiosis (Hungria y Neves, 1986).

En este sentido, Lopez-Alcocer (1989), evalud 360 genotipos de frijol, seleccionando 120; 58
por su capacidad simbiotica, 43 por rendimiento en grano y 19 por ambos parametros. Los
genotipos fueron seleccionados a partir de tratamientos inoculados + fosforo (40 kg ha?) y
testigos sin inocular + fdsforo. Algunos estudios en condiciones de campo como los de
Hardarson et al., (1993) empleando el método de dilucion isotdpica de *°N, han encontrado que
las leguminosas de grano pueden obtener entre un 35y 58 % del nitrogeno total acumulado en

su biomasa proveniente de la atmdsfera.

Otros estudios han establecido en cuanto a la cantidad de Nitrogeno fijado, que este cultivo
alcanza valores de 25 a 71 kg de nitrégeno por hectarea, en un periodo de 100 a 120 dias
(Graham y Rosas, 1977), mientras que Renie y Kemp (1983) reportaron valores de hasta 125 kg
de nitrogeno fijado y porcentajes de hasta un 68 % nitrégeno derivado del aire (Ndda), con un
promedio de 51.8 %. Hardarson y Danso (1993), sefialan que para asegurar un manejo apropiado
y 6ptimo beneficio de la simbiosis leguminosa-rizobios, es necesario realizar cuantificaciones
de la cantidad de Nitrdgeno fijado. Dichas cuantificaciones permitirian conocer la potencialidad
de inoculacion de las semillas con rizobios y obtener una simbiosis eficiente para aumentar los

rendimientos del cultivo de frijol.



3.2. Factores que afectan la fijacion bioldgica de nitrogeno

Algunos factores pueden ser severos limitantes para el proceso de fijacion, como el crecimiento
de las raices, la actividad de la planta hospedera, las condiciones de suelo y factores ambientales,
los cuales pueden afectar la formacion de nodulos, hasta el punto de verse restringida la

efectividad de la simbiosis y la fijacion de nitrégeno (Hungria y Neves, 1987).

Por su parte, una revision de Graham (1990) agrega que factores agronémicos y ambientales
especificos como temperatura, humedad, acidez, competencia con cepas nativas, disponibilidad
del contenido de nitrégeno, fosforo, calcio, molibdeno, toxicidad de aluminio y manganeso
afectan significativamente la capacidad de nodulacion y fijacion bioldgica del nitrégeno en frijol

comun.

3.3. Métodos para medir la fijacién bioldgica de Nitrogeno en leguminosas de grano

Existen varios métodos para estimar el porcentaje de nitrégeno que fijan las leguminosas, cada
uno tiene sus ventajas y desventajas, por tanto, el método a utilizar esta en dependencia del
objetivo del experimento. Hardarson y Danso (1993), describen dichos métodos entre ellos:
método de la produccion de materia seca (MS); método de la diferencia de nitrogeno total;
observacion de nodulos; actividad de reduccion de acetileno (ARA); técnica de solutos en la
xilema; metodologias con N (uso de gas °N>), uso de fertilizantes o substratos enriquecidos
con N- método de dilucion isotdpica (DI), método del valor-A (VA) y el método de abundancia
natural (AN). Para fines de estudio, a continuacion, se describira el principio basico del método

de dilucidn isotdpica del *°N.



3.3.1. Metodologia con **N: Técnica de dilucién isotépica (DI)

Este método se considera como uno de los que ofrece las mejores cuantificaciones globales de
la FBN, ya que permiten distinguir la proporcién de nitrégeno en la planta que procede del suelo,
de un fertilizante o de la atmdsfera, y entregan valores de fijacién bioldgica de nitrogeno
integrados para todo un ciclo de crecimiento de un sistema leguminosa-rizobios (Danso, 1995).
Segun Fried y Middelboe, (1977) citado por Handarson y Danso, (1993)

Este método involucra el crecimiento de plantas fijadoras de N2 y plantas de referencia
no fijadoras en suelos tratados con fertilizantes organicos o inorganicos enriquecidos
con °N. El método esta basado en la dilucion diferencial en la planta del fertilizante
marcado con *N por el nitrgeno del suelo y de la fijacion. (p.21)

El método de dilucion isotdpica permite que las plantas fijadoras como las de referencias no
fijadoras sean cultivadas en un suelo al cual se ha aplicado la misma cantidad de fertilizante
marcado con ®N. En la ausencia de cualquier otro aporte de nitrogeno que el del suelo vy el
fertilizante marcado con ®N, ambas plantas deben poseer la misma relacion de **N/*N, dado
que estan absorbiendo nitrdgeno de composicion N/*N similar, pero no necesariamente la
misma cantidad total de nitrégeno. Sin embargo, en la presencia de N2, la planta fijadora
presenta una relacion ®N/**N aln mas baja debido a la incorporacion de nitrogeno del aire no
marcado, mientras que esto no ocurre en la planta de referencia. El calculo del porcentaje de

nitrégeno derivado de la atmosfera (% Ndda) se puede efectuar mediante la siguiente ecuacion:

% Ndff F)
*

%Ndf“(l‘m

Donde % Ndff F y % Ndff NF son los porcentajes de nitrégeno derivado del fertilizante por las

plantas fijadoras y no fijadora, respectivamente.



IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Ubicacion y descripcion del area de estudio

El experimento se realizo en el recinto central de la Universidad Nacional Agraria (UNA),
ubicada en el km 12 % carretera norte con coordenadas Universal Tranverse Mercator (UTM)
591076.5 E y 1342855.9 N con una elevacion de 63 msnm (Instituto Nacional de Estudios
Territoriales [INETER], 2012). El experimento se establecié en el mes de abril de 2019 y

finalizo en el mes de junio del mismo afio, bajo condiciones controladas en invernadero.
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Figura 1. Ubicacidén geogréafica del area experimental.




4.1.1. Suelo

El sustrato utilizado en el experimento esté constituido por suelo recolectado en el recinto central
de la UNA, posee textura franco-arcillosa-arenosa y se preparé en el sitio donde se establecié el
ensayo. Los resultados del analisis del suelo que se le realizé al suelo utilizado se presentan en

el cuadro 1.

Cuadro 1. Analisis quimico del suelo utilizado como sustrato en el experimento

Unidad de

Paradmetros ) Resultado Interpretacion
medida
pH-H20 - 7.6 Ligeramente alcalino
Materia organica % 2.9 Medio
Nitrogeno 0.1 Medio
Potasio 1 2.8 Alto
Calcio meq 19 g 205 Alto
Magnesio SUeto 7.9 Alto
Fosforo 19.6 Medio
Hierro 15.1 Bajo
Cobre ppm 0.8 Alto
Manganeso 66.2 Alto
Zinc 2.4 Bajo

4.2. Disefio experimental

El experimento fue establecido en condiciones de invernadero, controlando estrictamente la
variabilidad de los factores ambientales. Dadas las exigencias en cuanto a la precision del
experimento, se utilizé un arreglo bifactorial en un disefio completamente al azar (DCA), que
consto de 6 tratamientos con 8 observaciones (repeticiones), para un total de 48 unidades
experimentales. Se establecieron 3 cultivos de referencia con 8 observaciones cada uno, que
suman 24 unidades experimentales adicionales. El ensayo estuvo conformado por un total de 72

unidades experimentales (48 del cultivo fijador y 24 del cultivo de referencia).
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Los factores en estudio fueron dos tipos de inoculantes bacterianos del género Rhizobium spp,
uno proveniente del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA)! y un indculo
proveniente de la Escuela Panamericana ElI Zamorano (CIAT 899) que conforman el factor A.
Se utilizaron tres variedades mejoradas de frijol rojo: INTA Ferroso, INTA Nutritivo/Rendidor

e INTA Biofortificado, que representan el factor B.

Los cultivos de referencia establecidos fueron arroz (Oryza sativa L. cv. INTA Fortaleza
Secano), sorgo (Sorghum vulgaris L. cv. Tortillero precoz) y maiz (Zea mays L. cv. NB-S).
Estos cultivos se seleccionaron debido a la similitud que existe entre su sistema radicular, ciclo

de vida y mecanismos de absorcion con respecto a los del cultivo fijador.

Cuadro 2. Matriz experimental para el estudio de la capacidad de fijacion bioldgica de nitrégeno
en la simbiosis con Rhizobium spp. y variedades de frijol rojo (Phaseolus vulgaris L.) por medio
de la técnica de dilucion isotopica de °N en condiciones de invernadero

Tratamientos Unidades experimentales (N°)

ai: INTA -
a2 Zamorano -
b1: INTA-Ferroso -

Factor A: Inoculos

\F/Zitig(rjfdes b2: INTA Nutritivo/Rendidor -
bs: INTA Biofortificado -

aib1: INTA + Ferroso 8

aib2: INTA + Nutritivo 8

Interacciones aibs: INTA + Biofortificado 8
azb1: Zamorano + Ferroso 8

azb2: Zamorano + Nutritivo 8

azbs: Zamorano + Biofortificado 8

Cultivos de Cri: Maiz 8
referencia (no Cro: SOrgo 8
fijadores) Cra: Arroz 8
Total 72

1 Que consistio en una mezcla de dos cepas nativas de rizhobium (cepa 2 y cepa 18).
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4.3. Descripcion del material bioldgico utilizado

4.3.1. Inbculos

El in6culo proveniente del Zamorano es una cepa denominada CIAT 899 (Rhizobium tropici)
que tiene las siguientes caracteristicas: borde liso, color transparente, aspecto translucido
brillante, formar circular irregular, textura muy mucosa, su didmetro mide aproximadamente 4.4
mm, tiempo de aparicion 2 dias. Resistentes a pH acidos de 4.0, 4.4, 4.6, 5.0, con alta efectividad

de nodulacion.

El in6culo proveniente del INTA posee las siguientes caracteristicas: son autdctonas del
departamento de Esteli-Nicaragua, crecimiento rapido, presentan una forma redonda, apariencia
opaca o brillante, crecen en suelo que tengan un rango de pH 5 a 8, y se desarrolla en temperatura
de 15 hasta 37° C.

4.3.2. Variedades de frijol

Las variedades de frijol comdn usadas en este experimento fueron tres variedades comerciales
difundidas y de amplia aceptacién, proporcionadas por el INTA. Las variedades son INTA
Ferroso, INTA Biofortificado e INTA Nutritivo y rendidor.

INTA Ferroso

INTA (2015) destaca que esta variedad de frijol presenta un ciclo corto, y se cosecha a los 75
dias después de ser sembrado, resistente a la sequia, por lo que se recomienda para el corredor
seco del pais, esta variedad tiene un alto contenido de proteinas, carbohidratos, vitaminas y
micronutrientes, con una cantidad de semillas por vaina de 5-7, nimero de vainas por planta de
13-20, color de semilla rojo claro, resistente a la enfermedad del mosaico comdn, maduracion

fisiologica de 66-68 dias.
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INTA nutritivo y rendidor

INTA (2018) sefiala que esta variedad presenta un habito de crecimiento erecto, arbustiva de
guia corta, tolerante a la humedad, plagas y enfermedades como el mosaico dorado y mosaico
comun, mancha angular y bacteriosis comun, mayor contenido nutricional, contiene altos
contenidos de hierro y zinc, presenta un tiempo de floracion de 34 a 36 dias, de maduracion
fisioldgica de 66 a 68 dias y tiempo de cosecha de 74 a 76 dias, con un rendimiento de 34 a 36
quintales por manzana, con un color de grano rojo vino brillante, apropiado para su produccion

en zona intermedia y himeda.

INTA biofortificado

INTA (2018) indica que esta variedad es apropiada para sembrar en zonas secas e intermedias,
siendo tolerante a la sequia, plagas y enfermedades como el mosaico dorado, mancha angular y
bacteriosis comun, presenta un habito de crecimiento arbustivo indeterminado guia corta, un
tiempo de floracion de 32 a 34 dias, una distribucion de vaina en la parte media de la planta, una
maduracion fisioldgica de los 60 a 64 dias y tiempo de cosecha de 72 a 74 dias, un rendimiento

de 28 a 34 quintales por manzana y color de grano rojo claro brillante.

4.4. Variables evaluadas
4.4.1. Biomasa seca de la planta (g planta™)

Se recolectaron plantas a los 42 dde y 57 dde, luego se llevaron al laboratorio de Fisiologia
Vegetal de la UNA donde con una tijera se separo la parte aérea (hojas, tallos y ramas) de la
raiz. Posteriormente, la muestra se sometié a un proceso de secado al horno a temperatura de
65°C por 72 horas y se determind su peso seco en gramos a través de una balanza digital. Estos
resultados se utilizaron para relacionar la cantidad de Nitrégeno que aportan las variedades de

frijol evaluadas con la produccion de biomasa seca (g planta™).
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4.4.2. Nitrogeno total (% Nt)

Las muestras de biomasa seca aérea se sometieron al proceso de molienda y empaque en bolsas
ziploc codificadas segun numero de muestra y fecha de corte, las mismas fueron enviadas al
laboratorio molecular de la Universidad de Florida en Estados Unidos donde se realiz6 un
andlisis molecular mediante la técnica de espectrometria de masas y asi obtener el porcentaje de

nitrogeno total y el porcentaje de atomos en exceso de °N (%aexc®N).

4.4.3. Rendimiento del Nitrégeno total (g planta)

Este calculo se hizo a través de los resultados de nitrgeno total en la biomasa seca aérea (g

planta®), utilizando la siguiente formula.

Nt (%) * RTO (g planta™)

RNT = 100

En donde:

RNT: Rendimiento de nitrdgeno total (g planta™)
Nt (%): Porcentaje de nitrogeno total
RTO: Rendimiento de biomasa seca (g planta?)

4.4.4. Nitrégeno derivado del fertilizante (%)

El Nitrogeno derivado del fertilizante (Nddf) se calculd a través de los resultados del anélisis de
espectrometria de masa, dicha prueba determinaria también él % de atomos de °N en

abundancia presentes en la muestra. Para conocer el % Nddf se utiliz6 la siguiente formula:

% At. 15y ex.P

oL N —
foNddf % At. 15y ex.F

100
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En donde:

% Nddf: Porcentaje de Nitrogeno derivado del fertilizante
% At. °N ex. P: Porcentaje de atomos de °N en exceso en la planta

% At. ©°N ex. F: Porcentaje de atomos de °N en exceso del fertilizante

Una vez calculado el % Nddf, se determind el rendimiento de Nitrogeno derivado del fertilizante

con la siguiente formula:

RNt * %Nddf

RNddf = o

En dénde:

RNddf: Rendimiento de Nitrogeno derivado del fertilizante (mg N planta )
RNt: Rendimiento de Nitrdgeno total (mg N planta )
%Nddf: Porcentaje de Nitrégeno derivado del fertilizante (%)

4.4.5. Nitrégeno derivado del aire (%)

El Nitrégeno derivado del aire (Ndds) se obtuvo a través de los porcentajes de Nitrégeno
derivado del fertilizante tanto como para el cultivo fijador como el no fijador. Para calcular el

porcentaje de Nitrégeno derivado del aire se utilizé la siguiente formula:

%Nddf,

%Nddaz(l—%Nddff
n

) * 100

En donde:

%Ndda: Porcentaje de Nitrogeno derivado del aire (%)

%Nddfcs: Porcentaje de Nitrogeno derivado del fertilizante en cultivo fijador
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%Nddfn: Porcentaje de Nitrogeno derivado del fertilizante en cultivo no fijador (cultivo de

referencia)

Una vez calculado el % Ndda se calcul6 el rendimiento de Nitrégeno derivado del aire con la
siguiente formula:

RNt * %Ndda

RN =
dda 100

En donde:

RNddf: Rendimiento de Nitrogeno derivado del aire (mg planta )
RNt: Rendimiento de Nitrdgeno total (mg N planta )

%Ndda: Porcentaje de Nitrogeno derivado del aire (%)

4.4.6. Nitrégeno derivado del suelo (%)

El nitrégeno derivado del suelo (Ndds) se obtuvo a través de la diferencia del porcentaje de

nitrogeno fijado por el fertilizante y la atmosfera. Para ello se utilizé la siguiente formula:
%Ndds = 100 — (%Nddf + %Ndda)

En donde:

%Ndds: Porcentaje de nitrogeno derivado del suelo (%)

%Nddf: Porcentaje de nitrégeno derivado del fertilizante (%)

%Ndda: Porcentaje de nitrogeno derivado del aire (%)

Una vez calculado el % Ndds se determind el rendimiento de Nitrégeno derivado del suelo con

la siguiente formula:
RNdds = RNtotal — (RNddf + RNdda)
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En donde:

RNdds: Rendimiento de nitrégeno derivado del suelo (mg N planta™?)
RNddf: Rendimiento de nitrégeno derivado del fertilizante (mg N planta™?)

RNdda: Rendimiento de nitrogeno derivado del aire (mg N planta™)

4.5. Manejo agronomico del experimento

La preparacion del suelo se realizd una semana antes de la siembra, se tamizo la tierra
recolectada, separando las particulas de 2 mm de las mas gruesas (>2 mm), una vez tamizado el
suelo, una parte se marco con nitrégeno °N, mezclando cada capa marcada para lograr un
sustrato homogéneamente marcado con *°N, como se indica en la seccion 4.5.2. Posteriormente
se realizo la mezcla para el llenado de las 72 macetas (cultivo fijador y no fijador). EI proceso
de inoculacion de los microorganismos a las semillas de frijol se realiz6 en el Centro Nacional

de Investigacion Agropecuaria (CNIA).

La siembra de las variedades de frijol se realizé por golpes, se deposito tres semillas por cada
maceta a un distanciamiento de 10 cm, para un total de 144 semillas en 48 macetas de cultivo
fijador (leguminosa). En cuanto a los cultivos de referencia, se deposité 2 semillas por golpe
para un total de 6 semillas por macetas, teniendo un resultado 144 semillas en 24 macetas, para
el cultivo de referencia Maiz se realizé un raleo a 3 plantas por macetas. EI manejo de arvenses

se realiz6 de forma manual con controles de 1 vez por semana.

45.1. Establecimiento de los cultivos de referencia

En el método de dilucidn isotdpica, tanto las plantas fijadoras como las plantas de referencia
son cultivadas en un suelo al cual se le ha aplicado la misma cantidad de fertilizante enriquecido
con ®N (Hardarson y Danso 1993). Los cultivos de referencia se establecieron en macetas,
ubicadas a la par del cultivo fijador, los utilizados en este experimento fueron arroz (Oryza

sativa L. cv. INTA Fortaleza Secano) para el primer muestreo, y en la segunda toma de datos se
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utilizé el sorgo (Sorghum vulgaris L. cv. Tortillero precoz). Los cuales fueron seleccionados
para utilizar sus datos y poder calcular la cantidad de Nitrogeno aportado por el aire en las tres

variedades evaluadas.

4.5.2. Marcacion del sustrato con *N

El suelo utilizado fue marcado con urea enriquecida al 10 % de atomos en exceso de °N (dosis
equivalente a 29 g de urea 46 % enriquecidas con *N en 650 kg de suelo). La marcacion
consistio primeramente en el tamizado con malla 2 mm del suelo, posteriormente se expandid
en delgadas capas sobre un plastico y con una bomba de fumigacion de 5 litros se asperjo cada
capa de suelo hasta lograr una aplicacion homogénea, luego se procedié al llenado de las
macetas (7 a 8 kg suelo maceta). El proceso se muestra en las figuras 2, 3 y 4.

Figura 2. Aplicacion de °N. Figura 3. Mezcla del sustrato.
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Figura 4. Llenado de macetas.

4.5.3. Recoleccion de datos

Los datos se recolectaron en dos momentos, a los 42 dds (primer momento) se muestrearon 24
unidades experimentales del cultivo fijador y 12 del cultivo de referencia, y a los 57 dias
(segundo momento) se recolecto el resto del ensayo. Posteriormente, todas las muestras fueron
sometidas a un proceso de deshidratacion en el horno para luego medir la produccion de biomasa
seca (g planta?). Las muestras recolectadas fueron enviadas a la Universidad de Florida para la
determinacion de la cantidad de nitrégeno acumulado en la biomasa aérea (hojas, tallos y ramas),

usando un espectrometro de masas.

4.6. Procesamiento y analisis de datos

Para el procesamiento de los datos, se procedid a construir una base de datos en hoja de calculo
del programa Microsoft Excel 2013. Los variables evaluadas se analizaron mediante el
procedimiento de Andlisis de Varianza (ANDEVA), posteriormente se realiz6 una prueba de

separacion de medias segun el criterio de Tukey (p=0.05) mediante el software estadistico

INFOSTAT versién 2020. EI modelo aditivo lineal del experimento fue el siguiente:

Yigk=H+oci+Bj+(cP)ij+eij
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En donde:

i=1,2,3,....a =2:Niveles del factor A (Inoculos)
j=1,2,3,...b =3: Niveles del factor B (Variedades de frijol)
k=1,2,3,...n = 8: observaciones

Yijk = Lak-ésima observacion del i-ésimo tratamiento

M = Estimaa la media poblacional
ocj = Efecto del i-ésimo nivel del factor A (Inoculo)
Bij = Efecto debido al j-ésimo nivel del factor B (Variedades de frijol)

(oc B) i j = Efecto de interaccion entre los factores Ay B (Inoculo x Variedad)

gijk = Efecto aleatorio de variacion
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Biomasa seca aérea producida (g planta?), nitrégeno total en biomasa (%) y
rendimiento del nitrégeno (g planta™)

La deficiencia de nitrégeno limita la produccion de frijol comdn, lo que es indicado por la
respuesta positiva a los fertilizantes nitrogenados. Sin embargo, las aplicaciones de estos no son
del todo eficientes, segun Raun y Jhonson, (1999), solo un 33 % del nitrégeno aplicado es
utilizado por las plantas. Lawlor (2002), explica que el suministro de nitrégeno es crucial para
el desarrollo de la biomasa en la planta y sera expresada como unidad de biomasa generada por

unidad de nutriente aplicado.

En el primer muestreo a los 42 dde, el anélisis de varianza detect6 diferencias significativas en
la produccién de Biomasa Seca Aérea (BSA), donde se observa que la variedad INTA Nutritivo
fue la que tuvo la mayor produccion (4.17 g planta™). Mientras que en la variable Nitrégeno
Total (% NT) no hay diferencia estadistica, presentando un promedio de 3.65 % en cada
variedad, y un rendimiento de 0.14 g planta™ de nitrégeno en el genotipo INTA Nutritivo.

Para el factor inoculo, la cepa donde se registrd la mayor produccion de biomasa fue la
proveniente del INTA, con 4.06 g planta™. En cuanto a las variables NT y Rendimiento del
Nitrégeno Total en la Biomasa aérea (RNTBA) no se detecto diferencias estadisticas (P-valor >
0.05). Al analizar su efecto combinado, se mantiene la misma tendencia, ya que el tratamiento
que obtuvo la mayor produccion de BSA, fue la combinacién de la inoculacion de la cepa INTA
en la variedad INTA Nutritivo con 4.73 g planta, en cambio, el tratamiento que obtuvo la
produccion mas baja fue el tratamiento Zamorano + INTA Biofortificado (2.03 g planta™).

Para la variable NT no se encontro diferencias estadisticas. De forma numeérica el mas alto
porcentaje lo presento la variedad INTA Nutritivo en simbiosis con la cepa Zamorano (3.94 %
respectivamente) y el mas bajo lo produjo el cultivar INTA Nutritivo en combinacion con la
cepa INTA (3.40 %).
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Respecto a la variable de RNTBA, no se detectd diferencias estadisticas. Sin embargo, los
tratamientos INTA + INTA Nutritivo, Zamorano + INTA Ferroso y Zamorano + INTA Nutritivo
registraron un promedio de 0.14 g planta’* de nitrgeno en su biomasa aérea, siendo superior a
las demas interacciones, mientras que la combinacion Zamorano + INTA Biofortificado obtuvo

el valor mas bajo (0.07 g planta™)

En cambio, a los 57 dde la variedad que produjo el promedio mas alto de BSA fue la INTA
Biofortificado (19.95 g planta™), de igual forma este genotipo obtuvo los valores mas alto de
NT y RNTBA con 3.11 % y 0.56 g planta™* respectivamente. Por tanto, se reflejé en el cultivar
INTA Nutritivo que produjo solo 13.88 g planta™ de BSA, 2.61 % de NT y 0.35 g planta™ de
RNTBA. Para el factor inoculo la cepa INTA fue la que se expresé mejor con 16.95 g planta™
de BSA, 2.94 % para la variable de NT, a pesar de que no se detecto6 diferencia significativa, no

obstante, para la variable RNTBA fue estadisticamente superior con una media de 0.50 g planta”
1

En el andlisis de las interacciones se mantiene la misma tendencia a los 57 dde, pese a que no
se detectd significancia, pues los mayores resultados se expresan en la variedad INTA
Biofortificado inoculados con la cepa INTA con 18.90 g planta® de BSA, en cambio el
tratamiento con la produccion mas baja fue la cepa Zamorano en interaccion con el cultivar
INTA Ferroso con 11.43 g planta™. En relacion con la variable NT en la biomasa aérea, no se
detectaron diferencias significativas (P-valor > 0.05). Mientras que el tratamiento con el mayor
rendimiento de BSA también presento el contenido mas alto de NT en su biomasa (0.59 g planta®
Y. El tratamiento con los datos mas bajos para estas mismas variables fue le genotipo INTA

Ferroso con la cepa Zamorano.

Cabe destacar que el promedio de los porcentajes de NT en la biomasa aérea registrado en las
interacciones para el segundo muestreo (2.8 %) fueron menores en comparacion al muestreo
realizado a los 42 dde (3.7 %) lo que se atribuye al efecto de dilucion. En el Cuadro 3, se muestra
el peso BSA (g) y porcentaje de NT (%) en la planta y RNTBA (g planta?) a los 42 dde y 57
dde.
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Cuadro 3. Resultado de biomasa seca aérea (g planta®), porcentaje de nitrogeno total (%) y rendimiento de nitrégeno total en la

biomasa aérea (g planta®) a los 42 dde y 57 dde.

BSA NT RNTBA BSA NT RNTBA
Factores/tratamientos (gplantal) (%) (g de N planta?) (gplantal) (%) (gdeN planta?)
42 dde 57 dde

INTA Ferroso 3.65 ab 3.66 0.13 ab 14.10b 2.75ab 040D
Variedades INTA Nutritivo 4.17 a 3.67 0.14 a 13.88b 261D 0.35Db
INTA Biofortificado 2.78 b 3.63 0.10b 17.95a 311a 0.56 a

p-valor 0.0195 0.9737 0.0152 0.0087 0.016 <0.0001
Inéeulo INTA 4.06 a 3.49 0.13 16.95a 2.94 0.50a
Zamorano 3.01b 3.82 0.12 13.67b 2.7 0.37b

p-valor 0.0101 0.0507 0.1056 0.0061 0.0814 <0.0001

INTA + INTA Ferroso 3.90 3.42 0.13 16.78 3.02 0.50 ab
INTA + INTA Nutritivo 4,73 34 0.14 15.18 2.67 040b
Inoculo+Variedad INTA + INTA Biofortificado 3.53 3.64 0.12 18.9 3.14 0.59a
Zamorano + INTA Ferroso 3.40 3.89 0.14 11.43 2.48 021c
Zamorano + INTA Nutritivo 3.60 3.94 0.14 12.58 2.55 0.31c

Zamorano + INTA Biofortificado 2.03 3.61 0.07 17 3.08 0.52 ab
p-valor 0.5395 0.2868 0.0796 0.3906 0.2884 0.038
CV (%) 25.19 10.55 21.22 2.22 11.33 13.08

Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes (p > 0.05). // NT: Nitrdgeno total en la biomasa aérea. BSA: Biomasa seca aérea. RNTBA:
Rendimiento de Nitr6geno total en la biomasa aérea. CV: Coeficiente de variacion.
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Los resultados sobre la BSA en el primer momento (42 dde), son similares a los encontrados
por Tsai et al. (1993a), quienes evaluaron niveles de fertilizacion con P, Ky S sobre la fijacion
bioldgica de nitrégeno en frijol comdn, registrando 4.1 g planta™* de BSA bajo un nivel medio
de fertilizacion, este dato no esta alejado del que presentaron los tratamientos evaluados en este

estudio quienes promedian un rendimiento de 3.53 g planta™® para esta misma variable.

Asi mismo, los rendimientos de BSA observados a los 57 dde, son mayores a los expuestos por
Sabine Miller et al. (1993a), en su evaluacion acerca del efecto de nitrogeno mineral sobre la
fijacion de nitrogeno atmosférico de dos cultivares de frijol; este autor reporta rendimientos de
13.28'y 13.55 g planta™ de BSA en las dos variedades evaluadas en este mismo periodo, por otra
parte, la amplitud del rendimiento de biomasa seca reportado en este experimento oscila entre
11.43 y 18.90 g planta® indicando una produccién de biomasa ligeramente superior por parte

de los cultivares evaluados en este estudio.

Los valores de NT son relativamente similares a los registrados por Lopez-Alcocer et al. (2020),
quienes al evaluar la eficiencia de FBN de 27 cepas de Rhizobium spp., en frijol obtuvieron
promedios de 3.49 % hasta 4.38 % en la etapa de prefloracion, del mismo modo, los datos
concuerdan con Gaitan y Mairena (2017), que al cuantificar la fijacién bioldgica de nitrégeno
de cuatro leguminosas incluida frijol comun, encontr6 un promedio de 3.38 % de NT en la

biomasa aérea de la planta a los 30 dias después de siembra.

Es preciso sefialar que la disminucién en el rango de NT en la biomasa aérea en el segundo
muestreo (2.5 — 3.1 %) con respecto al primero (3.4 — 3.9 %), sea debido a que, al avanzar las
etapas fenologicas del cultivo, haya ocurrido una reduccién de la concentracion de nitrogeno en
la planta debido a un efecto de dilucion, ya que a medida que ésta se va desarrollando
vegetativamente, la concentracion del nutriente disminuye debido al aumento de volumen de

biomasa (Gaitan y Mairena, 2017).
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El RNTBA de la planta presente en los cultivares estudiados es similar a los encontrados por
Sabine Muller et al. (1993) quienes al evaluar el efecto del nitrégeno mineral sobre la nodulacion
y fijacion de nitrégeno en frijol comun registrd promedios de 0.22 g planta™® de nitrégeno en el
follaje en la etapa R7 del cultivo. Asi mismo, Pefia-Cabriales et al. (1993) expusieron datos de
aproximadamente 0.12 g de N planta™ a los 42 dds y de 0.301 g de N planta™ respectivamente
a los 63 dds en su investigacion acerca de las tasas de fijacion de N2 a través del ciclo de

desarrollo del frijol comdn en la variedad M4403.

Los rendimientos de BSA fueron mayores en los tratamientos donde hubo méas absorcion de NT,
y por ende los que contenian los mayores promedios de nitrégeno en su biomasa; indicando que
dicha absorcion favorecid a un notable desarrollo foliar de las plantas. No obstante, es a traves
de los analisis posteriores que se determinara si este efecto fue consecuencia de la simbiosis

entre los cultivares y las cepas de Rizhobium spp.

5.2. Porcentaje de nitrégeno derivado del fertilizante (% Nddf), del aire (% Ndda) y del
suelo (% Ndds) en la biomasa aérea

El Cuadro 4 indica que a los 42 dde, el cultivar INTA Nutritivo presento6 el valor mas alto de
Nddf con 36.67 % , mientras que INTA Ferroso e INTA Biofortificado fueron estadisticamente
similares, con un aporte inferior de 30 % proveniente de esta misma fuente. Sin embargo, estas
mismas variedades registran los mejores valores en cuanto al porcentaje de Ndda con 25.3 % y
26.09 % respectivamente, siendo estadisticamente superiores al cultivar INTA Nutritivo quien
obtuvo el porcentaje méas bajo con 9.87 %. Respecto al porcentaje de Ndds la variedad INTA
Nutritivo e INTA Biofortificado expresaron los mayores valores (53.77 % y 50.92 %)

respectivamente.

Al analizar el factor inoculo, la cepa proveniente del INTA presenté los valores més altos de
Nddf y Ndds (36.16 % y 53.46% respectivamente), por el contrario, en la variable Ndda el
inoculo Zamorano sobresalio con un porcentaje de 30.46 % en relacién con la cepa INTA (10.38
%).
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En la combinacion de los factores, se observa que el tratamiento con la mayor cantidad de
nitrogeno derivado del fertilizante y del suelo fue INTA + INTA Nutritivo, con 39.60 % y 58.54
% respectivamente, en cambio, el que obtuvo el menor aporte de estas dos fuentes fue Zamorano
+ INTA Ferroso (24.75 % Nddf y 36.59 % Ndds). Los mayores porcentajes de Ndda se
registraron al inocular los cultivares INTA Ferroso e INTA Biofortificado con la cepa
Zamorano, obteniendo valores de 38.66 % y 34.84 % consistentemente. EI aporte mas bajo se

registro en el tratamiento INTA + INTA Nutritivo con 1.86 % de nitrogeno atmosférico.

A los 57 dias después de la emergencia (dde), el ANDEVA muestra que los resultados para las
variables Nddf, Ndda y Ndds no expresan diferencias estadisticas, tanto en los factores
independientes como en sus combinaciones. Sin embargo, huméricamente la variedad INTA
Ferroso tuvo valores de 30.50 % de Nddf y 56.81 % de Ndds, superiores a los demas cultivares.
Un comportamiento opuesto present6 el genotipo INTA Nutritivo que absorbié el 26.99 % de
nitrogeno derivado del fertilizante y 50.27 % de la fuente del suelo, estos datos son inferiores a
los que presentd dicho cultivar en el primer muestreo, donde este se ubicaba en la primera

categoria.

Para el factor inoculo, numéricamente la cepa del Zamorano destaco en el RNdda (19.15 %), y
la cepa INTA en el RNdds (53.19 %). En la combinacion de los factores, el tratamiento
Zamorano + INTA Ferroso obtuvo el valor més alto de porcentaje de Nddf (31.20 %) y Ndds
(58.11 %), dichos datos son superiores a los reflejados en el primer momento. En consecuencia,
este tratamiento expreso el valor més inferior de Ndda (10.69 %). El tratamiento Zamorano +
INTA Biofortificado reportd un valor de 27.38 % de Ndda, superior a los demas, mientras que

para Nddf y Ndds fue el que absorbio las menores cantidades.
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Cuadro 4. Porcentaje de nitrogeno en la biomasa aérea derivado del fertilizante (%Nddf), aire (%oNdda) y suelo (Ndds) a los 42 dde y
57 dde

Nddf Ndda Ndds Nddf Ndda Ndds
Factores/tratamientos % %
42 dde 57 dde

INTA Ferroso 29.82b 26.09 a 44.09b 30.5 12.68 56.81

Variedades INTA Nutritivo 36.37 a 9.87hb 53.77 a 26.99 20.69 50.27
INTA Biofortificado 30.14 b 25.30 a 50.92 a 21.7 12.68 51. 61
p-valor <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.2322 0.2047 0.2324

Inéculo INTA 36.16 a 10.38 b 53.46 a 28.56 18.25 53.19
Zamorano 28.06 b 30.46 a 4572 b 28.24 19.15 52.61
p-valor <0.0001  <0.0001 <0.0001 0.8558  0.9112 0.8555

INTA + INTA Ferroso 34.89 13.52 51.59b 29.81 14.66 55.53

INTA + INTA Nutritivo 39.60 1.86 58.54 a 25.82 26.08 48.1
Inoculo+Variedad INTA + INTA Biofortificado 33.98 15.77 50.25b 30.04 14.01 55.95
Zamorano + INTA Ferroso 24.75 38.66 36.59 ¢ 31.2 10.69 58.11

Zamorano + INTA Nutritivo 33.14 17.87 48.99 b 28.16 19.39 52.45

Zamorano + INTA Biofortificado 26.29 34.84 51.59 b 25.37 27.38 47.26
p-valor 0.1429 0.1427 <0.0001 0.2183 0.2399 0.2186

CV (%) 5.6 21.84 5.04 14.69 61.74 14.7

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05). // Nddf: Nitrégeno derivado del fertilizante. Ndda: Nitrégeno derivado del aire.
Ndds: Nitrégeno derivado del suelo. CV: Coeficiente de variacion.
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Los porcentajes de nitrogeno atmosférico en los cultivares, son menores en comparacion a los
derivados del fertilizante y del suelo; estos varian en un rango de 1.86 % a 38.66 % en el primer
momento (42 dde), mientras que el segundo (57 dde) va de 10.69 % a 27.38 %. Dichas tasas de
fijacién no son comparables a las reportadas por Tsai et al., (1993a), quienes bajo diferentes
niveles de fertilidad de suelo, obtuvieron un promedio de 51.9 % de nitrdgeno atmosférico.
Otros autores como Rosas y Varela (1995) en su evaluacion sobre habilidad combinatoria del
crecimiento, fijacion de nitrogeno y rendimiento de grano en frijol comdn llevado a cabo en

Honduras; reportan valores de 28.3 % a 36 % de Ndda tomados a los 60 dds.

Investigaciones mas recientes han expuesto mejores resultados en cuanto a la capacidad del
frijol comun para fijar el nitrogeno de la atmdsfera, tales como la de Farid (2015), quien evalu6
doce genotipos modernos de frijol comun, reportando que la capacidad de fijacion de nitrogeno
oscilaba entre 2.7 y 69.7 kg N hal, que representd un aporte que vario en un rango de 5.2 a 78.5
% de nitrégeno aportado por el aire. Asi mismo, Heilig (2015) examin6 79 cultivares
comerciales de frijol y lineas de mejoramiento avanzadas bajo produccidn organica y encontro
un rango similar para la capacidad de fijacion de nitrogeno (16 a 94 kg N ha') y para porcentaje
de Ndda (9.8 a 71.7%).

Es notable que los resultados de este ensayo indican que los mayores porcentajes de nitrégeno
en la planta fueron aportados por el suelo, y variaron en un rango de 36.59 a 58.54 % en el
primer momento (42 dde) y en el segundo muestreo de 47.26 a 58.11 %. Estos datos son
similares a los expuestos por Garcia et al. (2003) quienes, al evaluar el efecto del encalado sobre
la respuesta vegetal y fijacion de nitrogeno en frijol comun, reportaron porcentajes de Ndds en
un rango de 49.7 y 61.3 % a los 42 dds. Esta misma investigacion registré promedios de 18.4 a
23.3 % de Nddf que son bajos en referencia a los de esta investigacion, donde los tratamientos
evaluados necesitaron utilizar en un primer momento (42 dde) 25.37 a 39.60 % de Nddf y en un
segundo momento (57 dde) de 47.26 a 58.11 %.
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Segun Arias et al. (2007), las condiciones edéaficas, el tipo de variedad, y el proceso y
condiciones de la inoculacion pueden limitar la fijacion por parte del frijol comun y obligar a la
planta a depender del nitrogeno del suelo o de los fertilizantes nitrogenados aplicados al cultivo.
Por lo tanto, se considera que los bajos porcentajes de Ndda en los tratamientos evaluados fueron
influenciados por las concentraciones de nitrdgeno en el sustrato utilizado; que present6 un
contenido de 2.9 % de materia organica y 0.14 % de nitrdgeno, clasificados por Quintana et al.
(1983) como niveles medios de fertilidad para los suelos de Nicaragua, sin embargo, estos
valores se consideran altos para la mayoria de los suelos agricolas del mundo donde se cultiva

frijol coman.

Aunado a esto, es probable que las condiciones en las que se desarroll6 el experimento
favorecieran a una mayor actividad biologica por parte de los microorganismos, los cuales se
encargan de descomponer la materia organica, y de esta manera garantizar el suministro de
nitrogeno para la planta en sus formas disponibles de absorcion, provocando una disminucion
en su capacidad de fijacién. Asi lo explica Fernandez-Canigia (2020), al expresar que niveles
medios o altos de nitrdgeno en el suelo especialmente en forma de nitratos, tienen un efecto
inhibitorio sobre la simbiosis, desde la infeccion, formacion del nédulo y la fijacion de

Nitrogeno.

Por otra parte, la fijacion bioldgica de nitrégeno es un proceso reductor que consume gran
cantidad de energia (se estima entre 12 a 24 ATP por mol de N fijado) por lo que constituye
una via metabolica alternativa para los microorganismos, por tal motivo, el suministro de
amonio por parte de los microorganismos probablemente fue el principal inhibidor de la fijacion
ya que provee los grupos amino para la formacion de los aminoacidos sin el gasto energético de

la fijacion (Calvo Garcia, 2011).

Es importante sefialar que las variedades utilizadas en el experimento son consideradas como
de ciclo corto (precoces), por lo tanto, su eficiencia de fijacion de nitrdgeno es baja, ya que
segun Graham y Halliday (1977) los genotipos tardios fijan mas nitrdgeno que los precoces. A

esto se le suma que las variedades liberadas actualmente tienen el fin de ser mas eficientes en
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producir mayores rendimientos de grano (1 000 a 1 500 kg ha) bajo determinados niveles de

aplicacion de insumos y no en ser eficientes fijadores de nitrégeno en simbiosis.

5.3. Rendimiento del nitrégeno derivado del fertilizante (RNddf), del aire (RNdda) y del
suelo (RNdds) en la biomasa aérea (mg N planta?)

Zapata (1990) explica que el método isotopico del °N permite medir la absorcion de nitrgeno
por la planta, proveniente de los fertilizantes, del suelo y de la atmdsfera en el caso de las
leguminosas. Por tanto, las variables de RNdda, RNdds y RNddf expresan las cantidades en mg
N planta® de dicho nutriente.

A los 42 dde, los resultados del ANDEVA indican que la variedad INTA ferroso fue la que
resulté con un valor mas alto de RNdda en la biomasa aérea con un 34.48 mg N planta™. Con
respecto a las variables de RNddf y RNdds la variedad que present6 mayor rendimiento fue la
INTA Nutritivo con 51.80 y 76.58 mg N planta™ respectivamente. No obstante, este cultivar fue
el que tuvo menos RNdda con un 13.50 mg N planta®, en relacion con las otras variedades. Por
otra parte, el genotipo INTA Biofortificado produjo menor rendimiento de nitrogeno
proveniente del fertilizante y del suelo con un volumen de 31.24 y 46.19 mg N planta®, que

resultaron estadisticamente inferiores en comparacién de las otras variedades en estudio.

El mayor rendimiento de nitrégeno derivado del fertilizante y del suelo, se registrd en la cepa
del INTA con un 48.76 y 72.10 mg N planta™® correspondientemente, cabe destacar que para la
variable de RNdda ocurre lo contrario, donde el inoculo del Zamorano obtiene un rendimiento

de 33.75 mg N planta™, siendo superior con relacion a la cepa del INTA.
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Cuadro 5. Rendimiento de nitrégeno en la biomasa aérea derivado del fertilizante (RNddf), aire (RNdda) y suelo (RNdds) a los 42

dde y 57 dde (mg N planta’®)

RNddf RNdda RNdds RNddf RNdda RNdds
Factores/tratamientos (mg N planta?) (mg N planta?)
42 dde 57 dde

INTA Ferroso 3950ab 34.48a 58.40 ab 119.1 52.65 221.85b
Variedades INTA Nutritivo 51.80 a 1350 ¢ 76.58 a 94.04 84.2 175.16 b
INTA Biofortificado 31.24b 22.96 b 46.19b 130.71 109.49 314.65 a

p-valor 0.0036 <0.0001 0.0036 0.1367 0.1406 0.0009
Inéeulo INTA 48.76 a 13.54 b 7210 a 14396a 83.81 268.15 a
Zamorano 32.93b 33.75a 48.69 b 85.28 b 80. 41 206.29 b

p-valor 0.0016 <0.0001 0.0016 0.0008 0.8117 0.0248

INTA + INTA Ferroso 46.26 18.01 bc 68.39 150.02 72.35 279.45

INTA + INTA Nutritivo 56.64 257c¢ 83.74 103.72 97.91 193.2

Inoculo+Variedad INTA + INTA Biofortificado 43. 40 20.05b 64.16 178.13 88.03 331.8

Zamorano + INTA Ferroso 32.74 50.95a 48.41 88.18 32.95 164.26

Zamorano + INTA Nutritivo 46.96 24.44 b 69.43 84.35 70.49 157.12

Zamorano + INTA Biofortificado 19.09 25.87b 28.23 83.3 137 .80 297.5

p-valor 0.3708 0.0015 0.3709 0.1324  0.2691 0.3494

CV (%) 25.64 26.45 25.64 31.0 69.16 26.07

Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes (p > 0.05). // RNddf: Rendimiento de Nitrégeno derivado del fertilizante. RNdds: Rendimiento

de Nitrogeno derivado del suelo. RNddf: Rendimiento de Nitrogeno derivado del aire. CV: Coeficiente de variacion.
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Al analizar las combinaciones de los dos factores a los 42 dde, el ANDEVA no detectd
diferencias estadisticas, sin embargo, para el RNddf, las variedades INTA Ferroso (46.26 mg N
planta?) e INTA nutritivo (56.64 mg N planta®) inoculadas con la cepa del INTA y el
tratamiento Zamorano + INTA Nutritivo (46.96 mg N planta®) presentaron los mejores
rendimientos. Lo mismo ocurrié para el RNdds, donde dichos tratamientos promedian un
rendimiento de 74 mg N planta’. Los valores mas bajos de RNddf y RNdds en la biomasa aérea
se observaron en las variedades INTA Biofortificado inoculada con la cepa del Zamorano con

rendimientos de 19.09 mg N planta® y 28.23 mg N planta™.

Para la variable RNdda si se detectaron diferencias estadisticas; la variedad INTA Ferroso
inoculada con la cepa del Zamorano fue estadisticamente superior a los demas tratamientos,
pues obtuvo un rendimiento de 50.95 mg N planta®. No obstante, el tratamiento INTA + INTA

Nutritivo resultd con el rendimiento mas bajo 2.57 mg N planta™ para dicha variable.

El Cuadro 5 indica que a los 57 dde, las variedades no fueron estadisticamente diferentes en
cuanto a su efecto sobre las variables RNddf, RNdda, no obstante, la variedad que presenté los
mejores rendimientos para estas dos variables fue INTA Biofortificado con 130.71 y 109.49 mg
N planta’® respectivamente. Por otra parte, este genotipo produjo un rendimiento de 314.65 mg
N planta® de RNdds, donde si se detectd significancia (p-valor < 0.05) superando a INTA
Ferroso (175.16 mg N planta™) e INTA Nutritivo (221.85 mg N planta™).

El mayor rendimiento de nitrdgeno proveniente de las fuentes del fertilizante y del suelo lo
registrd la cepa del INTA (143.96 y 268.15 mg N planta en orden de variables) quien fue
superior estadisticamente al in6culo Zamorano, mientras que en la variable RNdda, ambos

indculos no difieren entre si.

Al analizar las interacciones, no se registraron diferencias significativas para ninguna de las tres
variables, pero es destacable que los resultados indican que el tratamiento INTA + INTA
Biofortificado present6 los mejores rendimientos de nitrogeno proveniente de las fuentes del
fertilizante y del suelo con un 178.13 mg N planta™* y 331.80 mg N planta. Por otra parte, los
valores mas bajos para RNddf en la biomasa aérea se observaron en las variedades INTA
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Ferroso, INTA Nutritivo y INTA Biofortificado inoculadas con la cepa Zamorano, con
rendimientos de 88.18, 84.35 y 83.30 mg N planta™ respectivamente. Para la fuente de nitrégeno
proveniente del suelo, los tratamientos que presentaron los menores rendimientos fueron INTA
+ INTA nutritivo (193.20 mg N planta*), Zamorano + INTA Ferroso (164.26 mg N planta®), y
Zamorano + INTA Nutritivo (157.12 mg N planta™?).

Para la variable de RNdda, numéricamente el tratamiento que presenté mayor rendimiento fue
la combinacion de Zamorano + INTA Biofortificado (137.80 mg N planta?), y el rendimiento
mas bajo lo presentd la variedad INTA Ferroso inoculada con la cepa el Zamorano, con 32.95
mg N planta™ respectivamente. Los datos expuestos en este estudio sobre los RNdda, RNdds y
RNddf siguen la misma tendencia que los porcentajes de nitrdgeno provenientes del aire, suelo
y fertilizante. La planta tomo del aire a través de la simbiosis de 2.57 a 50.95 mg N planta™ de
nitrégeno a los 42 dde, y a los 57 dde absorbid de 32.95 a 137.8 mg N planta, no obstante, los
valores RNdds y RNddf son notablemente més altos.

Los valores de RNdda son inferiores a los encontrados por Sabine Miller et al. (1993), quienes
estimaron un rendimiento de 212 mg N planta™ en la etapa R7 de la variedad PUEBLA 152,
con una aplicacion nula de fertilizante; y al aplicar 25 mg de N kg™ de suelo al momento de la
siembra obtuvieron un promedio de 189 mg de N planta™* en la misma etapa vegetativa. Estos
autores infirieron que existe una influencia del nitrégeno mineral en la actividad de la

nitrogenasa y por ende en la efectividad de la fijacion en los genotipos evaluados.

Podriamos afirmar que los resultados encontrados en este estudio indican una baja efectividad
simbiotica por los tratamientos evaluados, que se reflejan en los bajos valores del nitrégeno
aportado por el aire, ya que, en promedio, en los dos momentos esta fuente aport6 alrededor de
19.56 % del nitrogeno total en la planta, que en términos de rendimiento fue de 52.88 mg N
planta’. Estos resultados se atribuyen principalmente a las condiciones en que se establecid y
desarrollo el experimento, donde las condiciones de temperatura, humedad relativa, radiacién
solar, asi como las condiciones edaficas fueron controladas, generando un ambiente que

favorecio la absorcion de las otras dos fuentes de nitrogeno potenciales para el cultivo.
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Barrios et al. (2012) agregan que, las pérdidas més comunes de nitrogeno se dan por
volatilizacion, lixiviacion y erosién hidrica en los sistemas de produccién, dichas condiciones
no se presentaron en el experimento debido a que el suelo utilizado fue puesto en macetas y no
estuvieron expuestas a factores adversos como las precipitaciones y temperaturas variables que
favorecen estos procesos de pérdida. Al controlar estas condiciones, se aumenta la eficiencia del
fertilizante, ademas, es probable que las condiciones ambientales controladas en el experimento,
favorecieron una tasa de mineralizacion constante de la materia organica, de manera que, al
descomponerse las formas orgénicas de este macronutriente presentes en contenidos
relativamente altos en el sustrato por accion de los microorganismos, se formara nitrogeno
mineral facilmente asimilable para la planta reduciendo la efectividad del proceso de simbiosis

(Figueroa-Barrera et al., 2012).

Con estos resultados, se observa claramente que hubo una mayor dependencia del nitrogeno
proveniente del suelo y del fertilizante en los tratamientos evaluados, lo que inhibid el proceso
de fijacion, puesto que, el costo energético que representa este proceso para la planta, induce a
que bajo determinadas condiciones ambientales como las descritas y discutidas previamente,
induzcan a la planta hacia una mayor absorcion del nitrégeno facilmente asimilable, como el
proporcionado por el suelo por accion de los microorganismos, y por la aplicacion directa del
fertilizante, ya que esto evitaria recurrir a un gasto extra de energia para obtener el mismo

nutriente.

Ademas, otro factor que probablemente condicioné estos resultados, fueron las caracteristicas
litolégicas del suelo utilizado en este experimento, ya que éste pertenece a la serie La Calera,
los cuales se caracterizan por ser de origen volcanico y cementados por el alto contenido de
carbonatos de calcio en todo el perfil (Garcia y Lopez, 2006). En este sentido, Munns (2005)
afirma que entre las sales que principalmente afectan las plantas, se encuentran las relacionadas
con sulfatos y cloruros de cationes citotoxicos provenientes de metales alcalinos y

alcalinotérreos como calcio, sodio y magnesio, los cuales son abundantes en estos suelos.
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Por tal razon, se asume que esta caracteristica del suelo afecto la fijacion de nitrégeno en las
variedades utilizadas. Por otra parte, en términos concretos del proceso de fijacion, Fernandez-
Pascual et al. (2002), agrega que entre los factores que afectan la simbiosis leguminosa-
Rizhobium se encuentran medioambientes que presentan altos grados de salinidad en sus suelos,
ya que afectan el funcionamiento de la enzima nitrogenasa. Ademas, Zufiiga-Davila (1997),
también explica que la presencia de estas sales puede influir en el crecimiento y supervivencia

de rizobios en el suelo restringiendo la colonizacion radical.

Por ultimo, es importante destacar que el in6culo proveniente del Zamorano establecié una
mejor simbiosis con las variedades INTA Biofortificado e INTA Ferroso en comparacion con
el indculo INTA, puesto que estos tratamientos presentaron los mejores porcentajes y
rendimientos de nitrégeno en la biomasa aérea proveniente del aire. No obstante, seria muy
valioso establecer éstas y las demas combinaciones en condiciones de campo para analizar y
cuantificar su efecto en cuanto a la absorcion de nitrogeno atmosférico a través de simbiosis,
puesto que bajo las condiciones en las que fue desarrollado este experimento, probablemente

esta caracteristica no expreso todo su potencial.
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Cuadro 6. Resumen del nitrogeno contenido en la biomasa aérea y el proveniente de cada fraccion, derivado del fertilizante (Nddf),
del aire (Ndda) y del suelo (Ndds) en g N planta™ a los 42 y 57 dde

RNTBA Nddf Ndda Ndds RNTBA Nddf Ndda Ndds

Factores/tratamientos mg N planta! mg N planta
42 dde 57 dde
INTA Ferroso 130 40 30 60 400 120 50 230
Variedades INTA Nutritivo 140 50 10 80 350 90 70 180
INTA Biofortificado 110 30 30 50 560 160 70 290
Media 126.67 40 23.3 63.3 436.67 123.33 63.33 233
% 100 31.58 18.42 50.00 100 28.24 1450 53.43
Inéeulo INTA 130 50 10 70 500 140 90 270
Zamorano 120 30 40 50 370 110 70 190
Media 125 40 25 60 435 125 80 230
% 100 32.00 20.00 48.00 100 28.74 18.39 52.87
INTA + INTA Ferroso 130 50 20 70 500 150 70 280
INTA + INTA Nutritivo 140 60 0 80 400 110 110 190
Inoculo+Variedad INTA + INTA Biofortificado 120 40 20 60 590 180 80 330
Zamorano + INTA Ferroso 140 30 50 50 210 70 20 120
Zamorano + INTA Nutritivo 140 50 30 70 310 90 60 160
Zamorano + INTA Biofortificado 70 20 20 40 520 130 140 250
Media 123.33 4167 233 617 421.67 121.67 80 222
% 100 33.79 18.92 50.00 100 28.85 18.97 52.57

RNTBA: Rendimiento de Nitrdgeno total en la biomasa aérea. Nddf: Nitrogeno derivado del fertilizante. Ndda: Nitrégeno derivado del aire. Ndds: Nitrogeno
derivado del suelo.
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La técnica de dilucion isotépica de °N permitié cuantificar en los tratamientos evaluados la
cantidad de nitrdgeno en la biomasa aérea de la planta (mg N planta 1), a la vez se determing el
aporte de este macronutriente de las tres fuentes disponibles para este tipo de especies vegetales:
fertilizante, atmosfera y suelo. Los datos contenidos en el cuadro 6, permiten identificar que el
aporte del nitrégeno por fijacion bioldgica en las tres variedades evaluadas (INTA Ferroso,
INTA Nutritivo, INTA Biofortificado) fue menor en relacién con el aporte de las otras dos
fuentes, pues de los 123.33 mg N planta™ y 421.67 mg N planta® medido a los 42 y 57 dde
respectivamente, el aporte del nitrégeno atmosférico representd el 18 % correspondientemente

para ambos momentos.

Los resultados reflejan claramente que los mayores aportes de nitrogeno se debieron al
contenido en el suelo, con 50 % (61.7 g N planta™) a los 42 dde y 52.5 % (222 mg N planta™) a
los 57 dde. En segundo lugar, se encuentra el nitrégeno aportado por el fertilizante aplicado,
que aportd en promedio 33.79 % (41.67 mg N planta™) y 28.85 % (121.67 mg N planta™) a los
42 y 57 dde respectivamente.

Estos resultados se atribuyen a las condiciones en las que se desarrollé el experimento, donde
el sustrato utilizado favorecié la absorcion del nitrégeno proveniente del suelo y del fertilizante,
al presentar caracteristicas inhibitorias de este proceso, ya sea por la presencia y/o acumulacion
de sales en las unidades experimentales, también al mantener un suministro constante del
nitrégeno por las tasas de mineralizacion contraladas por las condiciones ambientales del area
experimental, o bien, al estar establecidas las plantas en macetas se evitaron perdidas de
nitrogeno por lixiviacion, volatilizacion y erosion hidrica aumentando la eficiencia de
recuperacion del fertilizante. Esta disponibilidad del macronutriente proveniente de estas dos
fuentes determinado por los factores mencionados, suministrd los grupos aminos para la
formacion de aminoacidos requeridos por las plantas, sin incurrir al gasto energético que

representa el proceso de fijacion para las mismas.
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VI. CONCLUSIONES

Los cultivares de frijol en simbiosis con los indculos utilizados presentaron una disminucion del
2 % de Ndda al avanzar sus etapas fenoldgicas, promediando 20.42 % de fijacion a los 42 dde
y 18.70 % a los 57 dde.

El aporte de nitrogeno por fijacion biologica de las tres variedades evaluadas en simbiosis con
las dos cepas de Rizhobium spp, fue inferior al aporte del suelo (51.24 %) y del fertilizante
(30.25 %), puesto que esta fuente representd alrededor del 19.56 % del nitrégeno total

acumulado en los dos momentos evaluados.
Se identificé que los mayores valores de Ndda (%) y RNdda (mg N planta™) los expresaron las

variedades INTA Ferroso e INTA Biofortificado, ambas inoculadas con la cepa proveniente del

Zamorano, tanto a los 42 dde como a los 57 dde.
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VIl. RECOMENDACIONES

Realizar experimentos de campo con los tratamientos de este estudio, para evaluar su capacidad

de fijacion bioldgica de nitrégeno en condiciones reales de produccion.
Valorar la fertilizacion nitrogenada y las condiciones de suelo al establecer los tratamientos

evaluados, ya que estos factores podrian enmascarar el potencial de fijacion de nitrégeno de la

simbiosis entre las variedades y las cepas bacterianas.
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IX.  ANEXOS

Anexo 1. Cultivares de frijol rojo-fortificado/INTA (Phaseolus vulgaris L.) para el estudio de
la capacidad de fijacion bioldgica de nitrogeno en la simbiosis Rhizobium spp. -cultivares de
frijol rojo (Phaseolus vulgaris L.) por medio de técnica de dilucion isotopica de °N en
condiciones de invernadero.

Genotipo Frijol Rojo (CF) Rendimiento (kg Contenido Fe (ppm)
hat)

Frijol INTA-Ferroso 1600 71

Frijol INTA 1811 80

Nutritivo/Rendidor

Frijol INTA-Biofortificado 1747 84

CF: cultivo con capacidad de fijacion biologica de nitrogeno (FBN)

Anexo 2. Fertilizante 1°N Anexo 3. Invernadero UNA-
Managua
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Anexo 4. Resultados de los analisis de varianza de las variables evaluadas en el primer
momento (42 dde)

Nueva tabla : 15/11/2021 - 11:21:28 - [Versidén : 1/11/2014]

Analisis de la varianza

BSA

Variable N R? R? Aj CV
BSA 24 0.52 0.39 25.19

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 15.39 5 3.08 3.88 0.0145
Ino 6.54 1 6.54 8.26 0.0101
Gen 7.82 2 3.91 4.94 0.0195
Ino*Gen 1.02 2 0.51 0.65 0.5359
Error 14.26 18 0.79

Total 29.65 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.76341
Error: 0.7922 gl: 18

Ino Medias n E.E.

1 4.06 12 0.26 A

2 3.01 12 0.26 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.13580
Error: 0.7922 gl: 18
Gen Medias n E.E.

2 4.17 8 0.31 A
1 3.65 8 0.31 A B
3 2.78 8 0.31 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

NT

Variable N R? R? Aj CV
NT 24 0.28 0.08 10.55

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM E p-valor
Modelo. 1.06 5 0.21 1.42 0.2633
Ino 0.65 1 0.65 4.38 0.0507
Gen 0.01 2 4.0E-03 0.03 0.9737
Ino*Gen 0.40 2 0.20 1.34 0.2868
Error 2.67 18 0.15
Total 3.72 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.33028
Error: 0.1483 gl: 18
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Nddf

Variable N R2 R2? A3 CV
Nddf 24 0.91 0.89 5.60

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 625.63 5 125.13 38.69 <0.0001
Ino 393.42 1 393.42 121.66 <0.0001
Gen 218.16 2 109.08 33.73 <0.0001
Ino*Gen 14.05 2 7.02 2.17 0.1429
Error 58.21 18 3.23

Total 683.83 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.54236
Error: 3.2337 gl: 18

Ino Medias n E.E.

1 36.16 12 0.52 A

2 28.06 12 0.52 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=2.29473
Error: 3.2337 gl: 18

Gen Medias n E.E.

2 36.37 8 0.64 A

3 30.14 8 0.64 B

1 29.82 8 0.64 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Ndda

Variable N R? R? Aj CV
Ndda 24 0.91 0.89 21.84

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 3842.92 5 768.58 38.65 <0.0001
Ino 2417.43 1 2417.43 121.57 <0.0001
Gen 1339.04 2 669.52 33.67 <0.0001
Ino*Gen 86.45 2 43.22 2.17 0.1427
Error 357.93 18 19.89

Total 4200.85 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=3.82472
Error: 19.8852 gl: 18

Ino Medias n E.E.

2 30.46 12 1.29 A

1 10.38 12 1.29 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=5.69041
Error: 19.8852 gl: 18

Gen Medias n E.E.

1 26.09 8 1.58 A

3 25.30 8 1.58 A

2 9.87 8 1.58 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Ndds

Variable N R2 R2? A3 CV
Ndds 24 0.90 0.87 5.04

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 1031.75 5 206.35 33.00 <0.0001
Ino 359.06 1 359.06 57.42 <0.0001
Gen 395.74 2 197.87 31.64 <0.0001
Ino*Gen 276.95 2 138.48 22.15 <0.0001
Error 112.55 18 6.25

Total 1144.30 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=2.14474
Error: 6.2529 gl: 18

Ino Medias n E.E.

1 53.46 12 0.72 A

2 45.72 12 0.72 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=3.19094
Error: 6.2529 gl: 18
Gen Medias n E.E.

2 53.77 8 0.88 A
3 50.92 8 0.88 A
1 44.09 8 0.88 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=5.61931
Error: 6.2529 gl: 18
Ino Gen Medias n E.E.

1 2 58.54 4 1.25 A

1 1 51.59 4 1.25 B

2 3 51.59 4 1.25 B

1 3 50.25 4 1.25 B

2 2 48.99 4 1.25 B

2 1 36.59 4 1.25 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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RNddf

Variable N R2
RNddf 24 0.64

Rz Aj CV
0.53 25.64

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 3446.21 5 689.24 6.28 0.0015
Ino 1504.17 1 1504.17 13.71 0.0016
Gen 1711.99 2 855.99 7.80 0.0036
Ino*Gen 230.05 2 115.03 1.05 0.3708
Error 1974.17 18 109.68
Total 5420.37 23
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=8.98235
Error: 109.6759 gl: 18
Ino Medias n E.E.

1 48.76 12 3.02 A
2 32.93 12 3.02 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=13.36393

Error: 109.6759 gl: 18
Gen Medias n E.E.

2 51.80 8 3.70 A

1 39.50 8 3.70 A B
3 31.24 8 3.70 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

RNdda
Variable N R? R? Aj CV
Rndda 24 0.88 0.84 26.45

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 4961.13 5 992.23 25.37 <0.0001
Ino 2451.07 1 2451.07 62.66 <0.0001
Gen 1765.94 2 882.97 22.57 <0.0001
Ino*Gen 744.13 2 372.06 9.51 0.0015
Error 704.08 18 39.12
Total 5665.21 23
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=5.36426
Error: 39.1156 gl: 18
Ino Medias n E.E.

2 33.75 12 1.81 A
1 13.54 12 1.81 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=7.98093
Error: 39.1156 gl: 18
Gen Medias n E.E.

1 34.48 8 2.21 A
3 22.96 8 2.21 B
2 13.50 8 2.21 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=14.05461
Error: 39.1156 gl: 18
Ino Gen Medias n E.E.

2 1 50.95 4 3.13 A

2 3 25.87 4 3.13 B

2 2 24.44 4 3.13 B

1 3 20.05 4 3.13 B

1 1 18.01 4 3.13 B

1 2 2.57 4 3.13 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

RNdds

Variable N R? R? Aj CV
RNdds 24 0.64 0.53 25.064

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 7532.76 5 1506.55 6.28 0.0015
Ino 3287.47 1 3287.47 13.71 0.0016
Gen 3742.46 2 1871.23 7.80 0.0036
Ino*Gen 502.83 2 251.42 1.05 0.3709
Error 4315.74 18 239.76

Total 11848.49 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=13.28084
Error: 239.7631 gl: 18

Ino Medias n E.E.

1 72.10 12 4.47 A

2 48.69 12 4.47 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=19.75921
Error: 239.7631 gl: 18
Gen Medias n E.E.

2 76.58 8 5.47 A
1 58.40 8 5.47 A B
3 46.19 8 5.47 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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RNTBA

Variable N R2 R2? Aj CV
RNTBA 24 0.52 0.39 21.22

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0.01 5 2.7E-03 3.88 0.0146
Ino 2.0E-03 1 2.0E-03 2.90 0.1056
Gen 0.01 2 3.7E-03 5.33 0.0152
Ino*Gen 4.1E-03 2 2.0E-03 2.92 0.0796
Error 0.01 18 6.9E-04
Total 0.03 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.03363
Error: 0.0007 gl: 18
Gen Medias n E.E.

2 0.14 8 0.01 A
1 0.13 8 0.01L A B
3 0.10 8 0.01 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 5. Resultados de los analisis de varianza de las variables evaluadas para el segundo
momento (57 dde)

Nueva tabla : 15/11/2021 - 11:28:23 - [Versidén : 1/11/2014]

Analisis de la varianza

BSA

Variable N R? R? Aj CV
BSA 24 0.57 0.45 16.92

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 161.93 5 32.39 4.83 0.0057
Ino 64.68 1 64.68 9.64 0.0061
Gen 83.94 2 41.97 6.25 0.0087
Ino*Gen 13.30 2 6.65 0.99 0.3906

Error 120.81 18 ©6.71
Total 282.74 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=2.22203
Error: 6.7117 gl: 18

Ino Medias n E.E.

1 16.95 12 0.75 A

2 13.67 12 0.75 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=3.30593
Error: 6.7117 gl: 18
Gen Medias n E.E.

3 17.95 8 0.92 A
1 14.10 8 0.92 B
2 13.88 8 0.92 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

NT

Variable N R2 R2? A3 CV
NT 24 0.48 0.33 11.33

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 1.69 5 0.34 3.31 0.0270
Ino 0.35 1 0.35 3.41 0.0814
Gen 1.07 2 0.54 5.25 0.0160
Ino*Gen 0.27 2 0.14 1.33 0.2884
Error 1.84 18 0.10
Total 3.53 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.40784
Error: 0.1021 gl: 18
Gen Medias n E.E.

3 3.11 8 0.11 A
1 2.75 8 0.11 A B
2 2.61 8 0.11 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Nddf

Variable N R? R? Aj CV
Nddf 24 0.27 0.06 14.69

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 113.57 5 22.71 1.30 0.3059
Ino 0.59 1 0.59 0.03 0.8558
Gen 55.22 2 27.61 1.59 0.2322
Ino*Gen 57.76 2 28.88 1.66 0.2183

Error 313.45 18 17.41
Total 427.02 23
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Ndda

Variable N R2 R2? A3 CV
Ndda 24 0.27 0.06 63.90

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 931.03 5 186.21 1.30 0.3060
Ino 4.89 1 4.89 0.03 0.8553
Gen 452.62 2 226.31 1.58 0.2323
Ino*Gen 473.53 2 236.76 1.66 0.2183

Error 2570.36 18 142.80
Total 3501.39 23

Ndds

Variable N R? R? Aj CV
Ndds 24 0.27 0.06 14.70

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 393.99 5 78.80 1.30 0.3064
Ino 2.07 1 2.07 0.03 0.8555
Gen 191.58 2 95.79 1.58 0.2324
Ino*Gen 200.35 2 100.18 1.66 0.2186

Error 1088.49 18 60.47
Total 1482.49 23

RNdAdf

Variable N R? R? Aj CV
RNddf 24 0.58 0.47 31.00

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 32005.94 5 6401.19 5.07 0.0045
Ino 20659.47 1 20659.47 16.37 0.0008
Gen 5622.34 2 2811.17 2.23 0.1367
Ino*Gen 5724.14 2 2862.07 2.27 0.1324

Error 22720.76 18 1262.26
Total 54726.71 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=30.47260
Error: 1262.2646 gl: 18

Ino Medias n E.E.

1 143.96 12 10.26 A

2 85.28 12 10.26 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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RNdda

Variable N R2 R2? A3 CV
Rndda 24 0.27 0.07 72.70

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 23995.46 5 4799.09 1.35 0.2901
Ino 69.39 1 69.39 0.02 0.8906
Gen 12975.94 2 6487.97 1.82 0.1905
Ino*Gen 10950.12 2 5475.06 1.54 0.2421

Error 064147.39 18 3563.74
Total 88142.85 23

RNdds

Variable N R? R? Aj CV
RNdds 24 0.62 0.51 26.07

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 112158.85 5 22431.77 5.86 0.0022
Ino 22956.25 1 22956.25 6.00 0.0248
Gen 80667.17 2 40333.58 10.54 0.0009
Ino*Gen 8535.44 2 4267.72 1.12 0.3494

Error 68863.66 18 3825.76
Total 181022.51 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=53.05094
Error: 3825.7590 gl: 18

Ino Medias n E.E.

1 268.15 12 17.86 A

2 206.29 12 17.86 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=78.92912
Error: 3825.7590 gl: 18

Gen Medias n E.E.

3 314.65 8 21.87 A

1 221.85 8 21.87 B

2 175.16 8 21.87 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

56



RNTBA

Variable N R2 R2? A3 CV
RNTBA 24 0.84 0.79 13.08

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0.30 5 0.06 18.55 <0.0001
Ino 0.09 1 0.09 28.30 <0.0001
Gen 0.18 2 0.09 28.28 <0.0001
Ino*Gen 0.03 2 0.01 3.94 0.0380
Error 0.06 18 3.2E-03
Total 0.36 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.04871
Error: 0.0032 gl: 18

Ino Medias n E.E.

1 0.50 12 0.02 A

2 0.37 12 0.02 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.07247
Error: 0.0032 gl: 18
Gen Medias n E.E.

3 0.56 8 0.02 A
1 0.40 8 0.02 B
2 0.35 8 0.02 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.12762
Error: 0.0032 gl: 18
Ino Gen Medias n E.E.

1 3 0.59 4 0.03 A

2 3 0.52 4 0.03 A B

1 1 0.50 4 0.03 A B

1 2 0.40 4 0.03 B C
2 2 0.31 4 0.03 C
2 1 0.29 4 0.03 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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