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Quantification of the biological fixation of nitrogen
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of "N and difference of total N
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ABSTRACT. In this work were traced as objectives to
evaluate the growth and N accumulation in Canavalia
ensiformis, grown in a Cambisol soil of El Salvador
municipality, county of Guantdnamo, coinoculated with
four isolated of Rhizobium and two strains of HMA, as well
as to quantify the process of nitrogen simbiotic fixation of
this species, by the methods of the natural abundance of
>N and the difference of total N. The dry mass growth and
the N absorption of the jackbean sowed in monoculture
were superior in presence of the isolated of Rhizobium Can 5,
coinoculated with Rhizoglomus intraradices, in these plants,
the BNF oscillated from 59 to 72 kg ha'! in the dry and rainy
period, respectively. The methods of BNF quantification,
difference of total N and natural abundance of "N were
similar to each other, although the difference of total N
overestimates the quantification values regarding the natural
abundance.
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RESUMEN. En el presente trabajo, se trazaron como
objetivos evaluar el crecimiento y acumulacién de N
en Canavalia ensiformis, crecida en un suelo Pardo
mullido carbonatado del municipio El Salvador, provincia
Guantanamo, coinoculada con cuatro aislados de Rhizobium
y dos cepas de HMA, asi como cuantificar el proceso de
fijacion simbiotica de nitrogeno de esta especie, mediante
los métodos de la abundancia natural de "N y la diferencia
de N total. El crecimiento en masa seca y la absorcion de N
de la canavalia sembrada en monocultivo fue superior en
presencia del aislado de Rhizobium Can 5, coinoculado con
Rhizoglomus intraradices, plantas que realizaron una FBN
que oscila de 59 a 72 kg ha'! en el periodo poco lluvioso y
lluvioso, respectivamente. Los métodos de cuantificacion
de la FBN, por la diferencia de N total y abundancia natural
de N fueron semejantes entre si, aunque la diferencia de
N total sobreestima los valores de cuantificacion respecto
a la abundancia natural.

Palabras clave: abonos verdes, coinoculacion, fijacion
biolégica del nitrogeno, micorrizas,
Rhizobium

INTRODUCCION

El nitrégeno (N) es frecuentemente el principal
nutriente limitante para la mayoria de las especies
cultivadas. La manipulacién con éxito de la incorporacion
del N atmosfeérico (N,) a través del proceso de la
fijacion bioldgica del N (FBN) es una practica agricola
econdmicamente viable y ambientalmente benéfica.
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El empleo de especies fijadoras de N en los sistemas
agricolas reduce la necesidad de fertilizantes
nitrogenados y mejora las condiciones del suelo (1).

Una forma sostenible de incorporar N a los
sistemas agricolas es la insercion dentro de las
rotaciones de cultivos de plantas que establezcan
simbiosis con bacterias fijadoras de nitrégeno presentes
en el suelo, capaces de realizar la fijacion bioldgica de
nitrégeno. Entre estos tipos de plantas se encuentran
las leguminosas, que se emplean como abonos verdes
y cultivos de cobertura, capaces de mantener o mejorar
las caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas del
suelo, lo cual es importante desde el punto de vista de
ahorro de fertilizantes nitrogenados y de la reduccion
de los costos de producciones (2).

A pesar de la importancia de las leguminosas en
la produccion y en la economia del nitrégeno, en la
cuantificacion de la FBN se han utilizado diferentes
metodologias; sin embargo, aun no se cuenta con un
unico método apropiado para la determinacion de dicho
proceso, debido a que no existe informacion precisa
sobre cual es la real capacidad de fijacion de dicho
elemento. Cada uno de estos métodos tiene ventajas
y limitaciones, los mismos pueden depender de la
disponibilidad y la adecuada determinacion de la FBN
para cualquier especie de leguminosa cultivada bajo
todas las posibles variantes de suelo y ambientes”.
La evaluacion y cuantificacion de la FBN, se basa
fundamentalmente en el incremento de la produccion
de materia seca, diferencias en el rendimiento de
N total, la nodulacion, los solutos en el xilema, la actividad
enzimatica (reduccién de acetileno) y la utilizaciéon de "*N.
La seleccion de uno de ellos, depende basicamente del
objetivo experimental que se persigue (3).

La generalidad de los métodos desarrollados
hasta el presente intenta un acercamiento para tener
una idea aproximada del aporte de N procedente de
la atmosfera. En todos los casos y sistemas agricolas,
se emplean plantas de referencias no fijadoras, con
semejante capacidad de extraccion de N del suelo,
para diferenciar las diferentes fuentes del elemento
en el sistema agricola que se estudia.

En el presente trabajo, se trazaron como
objetivos evaluar el crecimiento y acumulacion de N
en Canavalia ensiformis, crecida en un suelo Pardo
mullido carbonatado del municipio ElI Salvador,
provincia Guantanamo, coinoculada con cuatro
aislados de Rhizobium y dos cepas de HMA;
asi como, cuantificar el proceso de fijacidon simbidtica
de nitrégeno de esta especie, mediante los métodos de
la abundancia natural de "*N y la diferencia de N total.

AZapata, H. 1. Acumulacion de materia seca y fijacion biolégica de
Nitrogeno en diferentes especies del género Lupinus cultivadas en suelos de
Zapopan, Jalisco [en linea]. Tesis de Maestria, Universidad de Guadalajara,
2015, Jalisco, México, 92 p., [Consultado: 31 de enero de 2015],
Disponible en: <http://biblioteca.cucba.udg.mx:8080/xmlui/bitstream/
handle/123456789/5926/Zapata_Hernandez_Isidro.pdf?sequence=1>.
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MATERIALES Y METODOS

Se llevaron a cabo dos experimentos de campo
en periodos diferentes (periodo lluvioso y periodo
poco lluvioso) desde el 2010 a 2011, sobre un suelo
Pardo Sialitico mullido carbonatado (4), en dos areas
productivas pertenecientes al municipio El Salvador,
provincia Guantanamo.

El primer experimento se desarroll6 en el poligono
docente de la Facultad Agroforestal de Montafia situado,
en el km 6 %2, carretera Guantanamo - El Salvador,
perteneciente a la Universidad de Guantanamo,
en el periodo lluvioso (abril a julio de 2010). El segundo
experimento se desarrollé en la UBPC “Hermanos
Sanchez”, que se encuentra ubicada en la porcion
este, Km 4 ' carretera Guantanamo — El Salvador,
perteneciente a la Granja Agropecuaria Honduras,
en el periodo poco lluvioso (noviembre de 2010 hasta
febrero de 2011). Las caracteristicas fisico — quimicas y
quimicas principales del suelo se resumen enla Tabla 1.

Tabla I. Algunas caracteristicas fisico-quimicas
y quimicas de la capa arable del suelo
al inicio del experimento (0-20 cm de
profundidad)

Sitio pH MO P Na~ K° Ca* Mg*
experimental H,O (%) (mg (cmol kg')
kg")

Poligono 6,9 3,04 216 0,56 0,61 40,0 125
FAM

UBPC 6,8 2,83 177 0,50 0,51 350 19,0
Hermanos

Sanchez

Determinaciones quimicas: pH H,0O potenciémetro: relacion suelo/
solucién de 1:2,5; MO (materia organica) Walkley Black, P: solucion
0,1 N de H,SO, con relacion suelo-solucion 1: 25, Cationes NH,Ac
apH7(5)

Las caracteristicas del suelo para los dos
experimentos fueron similares, con el pH ligeramente
acido y contenido medio de materia organica (MO).
El fésforo (P) fue alto y probablemente se debid al
método analitico que se utilizé para su determinacion;
que contiene una solucion extraente de acido sulfurico
que al reaccionar con el carbonato y el calcio, se
libera el mencionado elemento hacia la solucién del
suelo y por eso se sobreestima la cantidad del mismo.
Los contenidos de potasio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg)
y sodio (Na) tuvieron valores altos para este suelo;
sin embargo, el Na solo ocup6 el 1% del complejo de
intercambio, por lo que no manifiesta efectos adversos
sobre los cultivos.
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DiSENO EXPERIMENTAL

Se utilizé un area de 0,11 ha, distribuidas en
60 parcelas para ambas campafas, cada parcela
experimental contd con cuatro surcos a una distancia
de 0,70 m de camellén por 4 m de largo para un area
de 11,2 m?. La canavalia se sembré de forma manual,
a dos semillas por nido, a una distancia de narigén de 0,30 m.
Las atenciones culturales se realizaron segun las
recomendaciones establecidas para Cuba (6).

Para la toma de las muestras se seleccionaron,
en el area de calculo (dos surcos centrales) tres
plantas completas por metro lineal, incluyendo el suelo
de la rizosfera y las raicillas de las plantas, por cada
tratamiento y réplica, dejando los dos surcos externos
como area de borde, a los 70 dias después de la
germinacion, durante la etapa de floracién. En el caso
de las plantas de referencia se tomaron las plantas
que crecian en 1 m? a un costado de las parcelas de
canavalia, tomandose cuatro réplicas.

En ambos periodos se empled un disefio de
bloques al azar con arreglo bifactorial y cuatro réplicas.
Se estudiaron cinco niveles del factor inoculacion de
Rhizobium (cuatro aislados de Rhizobium mas un
tratamiento sin inoculacion) y tres niveles del factor
inoculacién micorrizica (dos cepas y un testigo sin
inoculacién), para un total de quince tratamientos.
Como planta de referencia se empleé Megathyrsus
maximus, basénimo Panicum maximum (yerba
de guinea), que crece como arvense en las areas
experimentales.

METODOS DE INOCULACION DE LOS
BIOFERTILIZANTES EMPLEADOS

Como inoculantes micorrizicos se utilizaron las
cepas Glomus cubense (Y. Rodr. y Dalpé), INCAM - 4 (7),
y Rhizoglomus intraradices (Smith y Schenck),
INCAM - 11 (8), procedentes de la coleccion de hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) del Departamento de
Biofertilizantes y Nutricion de las Plantas, del Instituto
Nacional de Ciencias Agricolas (INCA). Las cepas se
encontraban conservadas en un sustrato desarrollado
para estos fines por el laboratorio de micorrizas del
INCA (Registro de patente No. 2264) a 4 °C.
Los in6culos de HMA utilizados en los experimentos
poseian un titulo promedio de 50 esporas g de suelo
inoculante, certificado en el Laboratorio de Micorrizas del INCA.

Como inoculante bacteriano se utilizaron cuatro
aislados de Rhizobium (Can 2, Can 3, Can 4y Can 5),
provenientes de nédulos de canavalia y pertenecientes a
la coleccion de cepas de rizobios del Departamento de
Fisiologia del Instituto Nacional de Ciencias Agricolas
(INCA), a una concentracion de 10”7 a 108 UFC g (9).

La coinoculacion de estos biofertilizantes se
realizé en el momento de la siembra, por el método
de recubrimiento de las semillas (10), utilizando
una dosis de 5,95 kg ha™' del inoculante micorrizico,
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equivalente al 10 % del peso de las semillas y 100 g
de cada inoculante bacteriano. Primeramente se hizo
una pasta homogénea, en una proporcion de 1 kg de
inoculante micorrizico por cada 10 kg de semilla con
las cepas de HMA separadas y posteriormente se les
afiadié cada aislado de Rhizobium. La inoculacion
simple del indculo bacteriano se realizé6 mediante una
solucién azucarada, luego se recubrié la semilla hasta
quedar cubierta completamente, se pusieron a secar
en la sombra de 5 a 10 minutos y posteriormente se
procedio a la siembra.

EVALUACIONES REALIZADAS Y METODOLOGIAS
EMPLEADAS

Masa seca aérea

Para determinar la masa seca aérea (t ha'), se
tomaron los 6rganos de la parte aérea de las plantas
(hojas y tallos). Se pesd cada 6rgano (g por planta)
en conjunto y luego por separado en una balanza
Sartorius digital METTLER, de ahi, se tomd una
fraccion de 100 gramos y se puso a secar en la estufa a
70 °C hasta alcanzar masa constante, determinandose
la masa seca de cada 6rgano y se expreso en t ha'.

Contenido de N

La concentracion de N se determind como
porcentaje de la masa seca de la parte aérea mediante
la digestion humeda con H,SO, + Se y a través de la
metodologia de Nessler (5). La extraccion de N (kg ha™)
se calculé a partir de los datos de la masa seca de la
parte aérea y su correspondiente concentracion del
elemento (% N), por la siguiente formula:

Extraccion de N = MS PA x Conc N
100

donde: MS PA = masa seca parte aérea (t ha™)
Conc N = concentracion (% N) del elemento enla masa
seca de la parte aérea

A partir de estos datos, se calcul6 el porcentaje de
FBN por el método de la diferencia de N total mediante
la formula (3):

% FBN = Contenido N Fix — Contenido N Ref x 100
Contenido N Fix

donde: Fix = planta fijadora,
Ref = planta no fijadora

Cuantificacion de la abundancia natural de *N

La estimacion del porcentaje de FBN se calcul6 a
partir de la abundancia natural de '°N de la leguminosa
y de la planta de referencia (yerba de guinea),
mediante la siguiente ecuacién (11):

% FBN = (5 5N ref — 5 5N fix) x 100
(3 ™N fix — B)

donde: & N ref = abundancia natural de N de la
planta de referencia
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& N fix = abundancia natural de ®N de la planta
leguminosa

B = abundancia de ®*N de la misma leguminosa crecida
exclusivamente con N proveniente de la FBN. En el
presente estudio el valor utilizado fue de -1,35 (12)

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron procesados a través de un
analisis de varianza (ANOVA) de clasificacion doble,
teniéndose en consideracion el efecto de los factores
y su interaccion. Las medias fueron comparadas
mediante la décima de Duncan (13), para un 5 % de
significacion, después de verificarse que cumplian con
el ajuste de distribucién normal mediante la prueba
de Kolmogorov-Smirnov (14), y de homogeneidad de
varianza por la prueba de Levene (15).

Para el caso de los resultados de la cuantificacion
de la FBN (expresados en kg ha'), se realizd un
analisis de comparacion de muestras pareadas,
mediante la prueba t (a = 0,05), planteando como
hipétesis nula que las muestras son iguales y como
hipotesis alternativa que las muestras difieren entre si.
Todos los analisis estadisticos se realizaron mediante el
paquete estadistico STATGRAPHICS Centurién XV (16).

RESULTADOS Y DISCUSION

Al analizar el efecto de la coinoculacién
Rhizobium—HMA sobre la masa seca aérea de
canavalia, se observo interaccién entre los factores de
estudio a los 70 dias después de germinada.
La inoculacién de R. intraradices combinada con el
aislado Can 5 propicié un incremento del indicador
anteriormente mencionado, el cual se manifesté de
forma superior con respecto al resto de las demas cepas;
ello permitié que se obtuvieran rendimientos de 7,12y 6,2 tha'
de masa seca aérea para ambos periodos (Figura).

Por otra parte, se encontré que la cepa R. intraradices
en los tratamientos sin inoculacién bacteriana y
combinada con el aislado Can 4, mostraron el
segundo mejor efecto positivo en relaciéon a los
demas tratamientos en los dos momentos estudiados;
mientras que con la aplicacién simple y combinada de
Rhizobiumy G. cubense, disminuy6 la produccion de
masa seca aérea a 4,57 y 4,27 t ha' respectivamente,
lo que indica que esta cepa de HMA manifesté menor
efecto simbidtico que R. intraradices.

De forma general, se observé que la mayor
produccion de masa seca aérea se obtuvo en el periodo
lluvioso, resultados que estan en correspondencia con
dias largos y con altas precipitaciones, en este caso
oscilé entre 164 y 190 mm en la region, lo que favorecio
el incremento vegetativo de esta especie en un periodo
menos prolongado. Sin embargo, en el periodo poco
lluvioso en el que las precipitaciones oscilaron entre
65,9 a 96 mm, con dias cortos y bajas temperaturas,
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Figura. Produccion de masa seca area de canavalia
crecida en un suelo Pardo Sialitico durante
dos periodos climaticos diferentes

hubo una disminuciéon de produccién del indicador
antes mencionado. Este resultado era de esperar,
ya que en resultados experimentales obtenidos en
estudios con otras leguminosas se ha demostrado
que las mismas crecen mas rapido en el verano,
al igual que acumulan mas nutrientes, debido al
aumento de la luz solar y de la humedad en esta
época del afio. Asimismo, se conoce que al aumentar
las precipitaciones se propicia que se intensifique el
crecimiento de las plantas empleadas como abono
verde (17); por ende, a mayor produccion de fitomasa,
se incrementa el contenido de nutrientes.

De igual forma, se ha informado que la adecuada
inoculacién de una leguminosa con cepas efectivas,
provoca un aumento de la masa aérea de las plantas (18),
aungue numerosos reportes indican que canavalia es
un género promiscuo que puede establecer simbiosis
efectiva con varias cepas de Rhizobium (9).
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En este sentido, se han reportado resultados
positivos de la inoculacion con G. cubense, —cepa
INCAM-4—, sobre el funcionamiento micorrizico de
canavalia y su efecto de permanencia en el cultivo del
maiz para dos campanias diferentes — primavera y frio —.
El crecimiento de las plantas de esta especie fue superior
en primavera con relacion al invierno, alcanzando
entre 2,24 -4,58 tha'y 2,82 — 5,38 t ha'de masa seca
sin y con inoculacion micorrizica respectivamente,
en presencia de un bajo ndimero inicial de esporas
nativas en el suelo y sin aplicaciones previas del
inoculante micorrizico. En relacién a la campafa de
frio, la produccién de masa seca disminuy6 entre
1,34—1,35tha'y 1,60 —1,70 t ha" respectivamente (19).
No obstante, es valido sefalar que los resultados
informados por estos autores, son inferiores a los
encontrados en esta investigaciéon, debido a que
las condiciones edafoclimaticas fueron diferentes y
pudieron influir, tanto en el desarrollo de las plantas, como
en las actividades simbioticas de los microorganismos.

En funcién de lo anteriormente mencionado,
se ha reportado que en plantas de soya (Glycine max)
los valores de masa seca de la parte aérea
fueron superiores cuando se usé la coinoculacién
Bradyrhizobium elkanii — HMA, los mismos oscilaron
entre 8,68 — 15,48 g por planta, aspecto este que
demuestra la importancia agrondémica de la practica de
la coinoculacion Rhizobium-HMA en leguminosas (20).

Asimismo, en investigaciones realizadas en
diferentes tipos de suelo y variadas combinaciones
de coinoculacién de aislados de Rhizobium 'y
cepas de HMA en canavalia, se logran resultados
significativos; por ejemplo en suelos Pardos sin
carbonatos, se pudo constatar que se ve beneficiado
su crecimiento y desarrollo, independientemente del
indicador evaluado. En este sentido, el efecto de la
coinoculacién del aislado Can 5y G. hoi — like propicio
un incremento en la altura de la planta, no siendo asi
para la combinacion de la cepa Can 2003a con G. hoi— like,
con la cual se alcanz6 el menor valor. Para el caso de
la masa fresca, el mayor aumento se alcanzé con la
combinacion Can 2003b - R. intraradices; sin embargo,
este indicador se deprimio significativamente cuando
se utilizdo G. hoi — like y el aislado Can 5 (21).
De igual forma ocurrié en el suelo Ferralitico Rojo, pero
con la combinacién del aislado Can 2 y G. cubense;
mientras que para el caso del suelo Gley Nodular
Ferruginoso, el mejor comportamiento se obtuvo con
la coinoculacion de los aislados Can 3, Can4y Can 5
y Funneliformis mosseae (22).

Estos mismos autores reportan resultados de
masa seca de canavalia sembrada en verano, —€poca
Optima—, en condiciones de altas temperaturas y
humedad, en la cual tienen un crecimiento exuberante.
Dichos valores oscilaron entre 2,5 a 10 t ha.
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Enla Tabla IT se muestra el efecto de la coinoculacion
sobre el contenido de N de canavalia en las dos
campanas. La combinacion R. intraradices con el aislado
Can 5 mostro6 de forma reiterada los mejores resultados
sobre la extraccion de nitrégeno de canavalia, existiendo
interaccion entre los factores en estudio, con valores de
136 kg ha™' para el periodo lluvioso y de 93,44 kg ha™' para
el poco lluvioso, en correspondencia con los resultados
obtenidos en la Figura.

Se debe destacar que se observo un incremento
de este indicador en presencia de R. intraradices sin
inoculacién de rizobios, con respecto a los aislados
Can 2, Can 3y Can 4 para ambos periodos, debido a la
aparente existencia de cepas residentes de Rhizobium,
que probablemente fueron mas efectivas en establecer
la simbiosis en presencia de R. intraradices, que los
aislados inoculados, exceptuando a Can 5. Asimismo,
se refleja este incremento en los tratamientos sin
inoculaciéon bacteriana y sin HMA, posiblemente
debido a la compatibilidad de cepas residentes,
tanto de Rhizobium como de HMA, capaces de
establecer simbiosis con el macrosimbionte,
tan efectivas como las coinoculadas.

Tabla Il. Efecto de la inoculacion simple y
combinada de Rhizobium y HMA sobre
la extraccion de N por canavalia (kg ha)
a los 70 dias ddg

Tratamientos Periodo lluvioso  Periodo poco lluvioso

SinHMA RO 71,76 fghi 49,49 ij
R2 63,43 i 45,95 j
R3 71,47 ghi 52,58 ghij
R4 66,03 hi 59,11 efgh
RS 7824 defg 71,04 cd
Glomus RO 77,06 efgh 66,97 cde
cubense Ry 7914 defg 58,66 efgh
R3 87,69 de 71,60 ¢
R4 81,26 defg 62,54 def
RS 90,08 d 70,32 cd
Rhizophagus RO 121,13 b 84,99 b
intraradices g 84,66 de 51,11 hij
R3 83,98 def 54,99 fghi
R4 104,09 ¢ 61,46 efg
RS 136,26 a 93,44 a
Esy 3,77+ 2,81%

*Medias con letras distintas en la misma columna difieren entre si,
segun (p<0,05). RO: sin Rhizobium, R2, R3, R4 y R5: aislados de
Rhizobium (Can 2, Can 3, Can 4 y Can 5 respectivamente). ddg:
dias después de la germinacion
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Otra de las causas que pudieron influir en estos
resultados fue el efecto de la simbiosis HMA—leguminosa,
especialmente el de la cepa R. intraradices, que ha sido
la mas recomendada para este tipo de suelo (23),
ya que pudo haber incidido de forma tal que se beneficien
los procesos de absorcién de nutrientes, provocando el
mayor crecimiento de la canavalia. En este sentido,
se plantea que las asociaciones de Rhizobium —
micorrizas arbusculares actian sinérgicamente en los
niveles de nutricion mineral y crecimiento de las plantas.
El principal efecto de los HMA de realzar la actividad de
Rhizobium es a través de una estimulacion generalizada
de la nutricion del hospedante, aunque pueden ocurrir
algunos efectos mas localizados a nivel de raiz o de
nddulo (24), debido a que la doble inoculacién elicita
un efecto sinérgico con respecto a la colonizacion de
ambos microorganismos (25).

También pudo haber influido en este
comportamiento la fotoperiodicidad, caracteristica
propia de este cultivo, que le permite crecer mas en
condiciones de dias largos, elevadas temperaturas y
precipitaciones, aspecto peculiar de la campafa de
primavera o época de lluvia del clima de Cuba.

En Cuba, se ha reportado un incremento en los
contenidos de nutrientes en canavalia como respuesta
directa a la inoculacién con G. cubense en suelo
Ferralitico Rojo, con respecto al testigo sin inoculacion,
dado a los efectos que tienen los HMA en la mejora
de la absorcion y el contenido de nutrientes por parte
de la planta hospedera (19).

Con respecto a la extraccidon de nutrientes se
conoce que las leguminosas presentan mas N que
cualquier otro cultivo de cobertura, lo que resulta en un
importante aporte de este elemento al sistema suelo
— planta después del corte de los abonos verdes (18).

CUANTIFICACION DE LA FIJACION BIOLOGICA DEL N
POR CANAVALIA ENSIFORMIS

En la Tabla III se presenta el resultado de
la cuantificacidn del proceso de fijaciéon bioldgica
del nitrogeno, determinado por los métodos de la
diferencia de N total y la abundancia natural de "N.

El resultado de la cuantificacion de la FBN en el
periodo lluvioso se mantuvo por encima del 40 % en
el grupo de tratamientos sin inoculacién micorrizica,
destacandose la cepa Can 5. En el grupo de tratamientos
con inoculaciéon micorrizica, se pudo evidenciar el
mejor comportamiento y los mayores porcentajes
de fijacién con la especie R. intraradices; resultado
esperado, considerandose que es la reportada como
la mas eficiente para estas condiciones edaficas (26).

Similares resultados se encontraron al evaluar el
proceso mediante el método de la abundancia natural
de SN. En la mayoria de los casos salvo algunas
excepciones, el método cuantificd porcentajes de N
fijado, superiores a los evaluados por el método de la
diferencia de N total.

En ambos métodos, los valores mas bajos de
cuantificacion se detectaron en los tratamientos sin
inoculacion de cepas de rizobios. Resultado que
evidencia la baja eficiencia de los rizobios nativos
del suelo en realizar este proceso en simbiosis con
canavalia y reitera las ventajas de proceder a la
inoculacién con cepas eficientes de esta leguminosa,
para garantizar asi un mayor aporte del elemento al
suelo. Al respecto se plantea que la inoculaciéon de
leguminosas con cepas eficientes de Rhizobium pueden
incrementar el proceso de FBN hasta en un 30 % (18).

De igual forma ocurrié cuando se evalué el proceso
en el periodo poco lluvioso, aunque las cantidades
cuantificadas fueron inferiores a las obtenidas en
el periodo lluvioso, lo cual es un comportamiento
I6gico, si se tiene en cuenta la estacionalidad de
canavalia. En el periodo poco lluvioso, con dias cortos,
el crecimiento disminuye en comparacién al periodo
lluvioso (17) y el proceso de fijacién bioldgica se reduce
por efecto de la disminucién de la disponibilidad de agua®.

En concordancia con estos resultados, se conoce
que algunas especies de leguminosas tropicales
utilizadas como abonos verdes en Brasil, pueden
hacer un elevado aporte de N al sistema via FBN,
debido fundamentalmente a las altas densidades de
plantacion. En el caso de canavalia, hasta el 80 %
de este N proveniente de la FBN, cuantificado por
el método de la abundancia natural de N (18).
Para las condiciones de Cuba, se ha reportado que
esta especie cuando crece en suelo Ferralitico Rojo
puede ser capaz de tener el 62 % del N foliar derivado
del proceso de FBN, lo cual es el equivalente a mas
de 80 kg ha' de N derivado del aire, ratificando la
importancia de esta leguminosa como sustituta de la
fertilizacion nitrogenada en los sistemas agricolas (27).

Al hacer un analisis de las muestras pareadas de
la cuantificacion de la FBN, expresada en kg ha™',
se observo un valor p superior a 0,05 lo que demuestra
que las muestras son semejantes. Esto quiere decir
que ambos métodos son validos para determinar la
cuantificacion del proceso de la FBN, lo que valida el
empleo del método de la diferencia de N total en las
condiciones experimentales bajo las que se realizaron
las determinaciones.

1. BFreixas, C. J. A. Influencia de los inoculantes a base de Bradyrhizobium elkanii ICA 8001, sobre la fijacion biolégica del
nitrégeno en plantas de soya (Glycine max (L.) Merr.), con y sin déficit hidrico. Tesis de Maestria, Instituto Nacional de

Ciencias Agricolas, 2011, Mayabeque, Cuba, 55 p.
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Tabla lll. Cuantificacién de la fijacion bioldgica del N por canavalia, a los 70 dds, a través de dos métodos
de determinacion en los dos periodos climaticos estudiados

Periodo Inoculacion Inoculacion Cuantificacion FBN
climético micorrizica con rizobios Diferencia de N total ~ Abundancia natural "N Diferencia de N total Abundancia natural "N
% kg ha'!
Lluvioso Sin HMA RO 49,89 (+ 0,06) 63,00 (+0,01) 35,80 (+0,03) 31,43 (+0,04)
R2 43,31 (& 0,08) 41,90 (= 0,79) 27,47 (& 0,04) 18,15 (+ 0,33)
R3 49,69 (+0,11) 56,00 (+ 0,64) 35,51 (+0,32) 27,82 (+ 0,35)
R4 45,54 (£ 0,21) 92,11 (£ 0,18) 30,07 (+ 0,76) 41,95 (+ 0,52)
RS 54,04 (+0,27) 93,43 (+0,71) 42,28 (+0,07) 50,49 (+ 0,60)
Glomus RO 53,34 (+ 0,28) 63,30 (= 0,24) 41,10 (& 0,70) 33,76 (< 0,03)
cubense R2 54,56 (+0,77) 95,06 (+ 0,27) 43,18 (+ 0,47) 51,86 (= 0,39)
R3 58,99 (+ 0,40) 97,42 (+ 0,78) 51,73 (+0,32) 57,47 (+0,19)
R4 55,75 (+ 0,54) 94,97 (+ 0,28) 45,30 (+ 0,20) 52,94 (+0,03)
RS 60,08 (+0,19) 97,32 (+ 0,42) 54,12 (£0,11) 58,47 (+ 0,80)
Rhizophagus RO 70,31 (+0,15) 85,40 (+0,23) 85,17 (+0,04) 60,05 (+0,71)
intraradices R2 57,52 ( 0,05) 98,48 (& 0,34) 48,70 (& 0,98) 56,65 (+ 0,64)
R3 57,18 (+ 0,93) 98,42 (+0,71) 48,02 (& 0,93) 56,28 (& 0,57)
R4 65,45 (+ 0,25) 98,77 (+ 0,18) 68,13 (+ 0,88) 64,65 (+0,52)
R5 73,61 (= 0,50) 98,99 (+ 0,64) 100,30 (+ 0,85) 72,87 (+ 0,47)
Poco Sin HMA RO 27,34 (+ 0,24) 27,40 (= 0,10) 13,53 (£ 0,81) 7,49 (+0,43)
Lluvioso R2 21,74 (+0,03) 31,10 (+ 0,46) 9,99 (+ 0,78) 6,76 ( 0,39)
R3 31,61 (+0,90) 41,87 (+ 0,39) 16,62 (& 0,76) 13,23 ( 0,36)
R4 39,16 (+ 0,08) 40,20 (+ 0,41) 23,15 (+0,74) 15,74 (+ 0,25)
RS 49,38 (+ 0,53) 58,20 (£ 0,55) 35,08 (+ 0,65) 28,74 (+ 0,15)
Glomus RO 46,30 (+ 0,15) 60,06 (+ 0,81) 31,01 (+0,59) 27,81 (= 0,04)
cubense R2 38,70 (+ 0,77) 69,50 (+ 0,22) 22,70 (= 0,52) 26,89 (+ 0,94)
R3 49,78 (+ 0,40) 69,92 (+0,81) 35,64 (+ 0,46) 34,80 (+ 0,86)
R4 42,50 (& 0,05) 75,80 (£ 0,62) 26,58 (+ 0,39) 32,22 (£ 0,74)
RS 48,86 (0,71) 93,67 (+ 0,67) 34,36 (£ 0,33) 45,77 (+ 0,08)
Rhizophagus RO 57,69 (£ 0,38) 89,43 (+ 0,06) 49,03 (+ 0,70) 51,59 (= 0,03)
intraradices R2 29,64 (+ 0,07) 48,50 (+ 0,33) 15,15 (+ 0,47) 14,38 (& 0,99)
R3 34,61 (+0,78) 72,30 (+ 0,95) 19,03 (+ 0,32) 25,02 (= 0,096)
R4 41,49 (+ 0,50) 81,60 (+0,15) 25,50 (+ 0,21) 33,86 (+0,92)
RS 61,52 (+ 0,25) 96,14 (+ 0,03) 57,48 (£0,12) 59,14 (+ 0,90)
Prueba t de comparacion de X
medias pazia(glah\;filglable FBN 0.26 045
p 0,80 N.S.

RO: sin Rhizobium, R2, R3, R4 y R5: aislados de Rhizobium (Can 2, Can 3, Can 4 y Can 5 respectivamente). ddg: dias después de la
germinacion. Numero entre paréntesis = desviacion estandar de las medias. x = media muestral, t = estadistico prueba t, p = valor p de la prueba t

CONCLUSIONES

¢ Elcrecimiento en masa secay la absorcién de N de
la canavalia sembrada en monocultivo en un suelo
Pardo Sialitico mullido carbonatado fue superior
en presencia del aislado de Rhizobium Can 5,
coinoculado con Rhizoglomus intraradices.
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¢ Las plantas de canavalia coinoculadas con el aislado

de Rhizobium Can 5y Rhizoglomus intraradices
realizan una FBN que oscila de 59 a 72 kg ha™' en
el periodo poco lluvioso y lluvioso, respectivamente.
Los métodos de cuantificacion de la FBN, por la
diferencia de N total y abundancia natural de N
son semejantes entre si, aunque la diferencia de
N total sobreestima los valores de cuantificacién
respecto a la abundancia natural.
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