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Aporte de nitrégeno al suelo por tres leguminosas nativas, en
ambiente de invernadero.

RESUMEN

Este trabajo se desarrollé dentro de la temética de los abonos verdes encontrando como
justificacion la falta de informacién que existe sobre el tema a nivel nacional y mas cu_ando se
trata de materiales nativos. Los materiales evaluados fueron Chipilin Crotalaria longirostrata
Hook. & Arn., Tefrosia Tephrosia lanata Mercado. & Gal. y Lupino Lupinus elegans I-TBK.a los
78 dias después de la siembra.
Con el objetivo de Generar informacién en cuanto a la cantidad de nitrégeno aportada al
suelo por las especies leguminosas. Identificando cual de las especies leguminosas, aporta la
mayor cantidad de nitrageno al suelo. Cuando se cultiva en suelo con diferentes contenidos de
materia organica, a los 78 dias después de la siembra, en condiciones de invernadero.
En esta investigacion se utilizo un disefio experimental completamente al azar con arreglo en
parcelas divididas, utilizando 4 niveles para la parcela grande incluido un te§t|g'o y tres niveles
para las parcelas pequefias haciendo un total de 12 tratamientos distribuidos en cuatro
repeticiones. _
Los resultados obtenidos indican que el contenido de materia orgénica se vio afectando
el peso seco con relacion a la especie de leguminosa, permitiendo identificar a Lupino como ia
especie que aporta la mayor cantidad de peso seco foliar (9.36 gramos de peso seco / plant:)
muy superior a Chipilin y Tefrosia. Y al contenido de materia organica del 5% como el que mas
aporte realizd de materia seca. En la interaccion Lupino fué superior a las otras dos
leguminosas al 6% de materia organica. . e
La respuesta en cuanto al aporte de nitrégeno al suelo de las tres especies a los 78 dias ;
después de sembradas, se observé que para suelos con contenido de materia organica igual al
2% la especie que mayor resultado reporté fue Tefrosia (Tephrosia lanata) debido a la;prueba —;
de medias demostro que esta especie es bastante estable en todos los contenidos de materia -
organica. Para suelos ricos en materia organica iguales al 6 %, se identifica la especie |_'up|no
§L‘|'pi"“s elegans), con un mejor potencial de aportacion de nitrégeno con 0.175 gr. de nitrégeno
planta.
_ Mediante el analisis de regresion lineal se determind que las variables nitrégeno tqt'al
foliar / planta y peso seco del follaje / planta estan altamente correlacionados en proporcion
directa es decir que a mayor cantidad de peso seco mayor aporte de nitrégeno en el suelo.




1. INTRODUCCION

A mediados del siglo XX, los cambios tecnolégicos permitieron la produccién masiva de
nutrientes para plantas sin depender de reciclaje del material vegetal o animal. La produccion y
aplicacion de los fertilizantes inorganicos se volvié de pronto el método preferido en muchos
lugares del mundo para suministrar los nutrientes de los cultivos. Faciles de usar y eliminan el
tiempo y trabajo necesario para cultivar plantas de abonos verdes (13).

A pesar de los beneficios de los fertilizantes inorgénicos, después de mas de cuarenta
afios de uso, se han hecho aparentes algunos problemas. Como estos fertilizantes no son de
fuentes organicas, no logran reponer la materia organica del suelo. Por tanto, aunque
suministran nutrientes, el uso repetido de los fertilizantes inorganicos, sin adiciones simultaneas
de material orgénico, disminuye la cantidad disponible de otros micronutrientes necesarios para
las plantas. Algunos agricultores se estan encontrando que sus suelos requieren adiciones
anuales cada vez mas altas de tales fertilizantes para mantener el rendimiento de sus cultivos
(15).

La aplicacién de materiales organicos del tipo purines, gallinaza y estiércoles, requiere
un conocimiento del suelo, para evitar la contaminacién del manto freatico con NO;, al igual
que el uso de fertilizantes inorganicos (9).

Erabuso de los fertilizantes organicos e inorganicos, provoca la contaminacion del agua,
resultando un peligro para la vida humana y animal; y el sobrecrecimiento de algas en lagos y
estanques, que llevan al agotamiento del oxigeno y la pérdida de peces y de otras formas de
vida (15).

La produccién de fertilizantes nitrogenados requiere de importante energfa. ‘A la fecha, = -
esta energia ha venido casi enteramente del gas natural, un producto de combustibles fésiles,
recursos no renovables que son altamente vulnerables a los cambios politicos y econémicos
del mundo. Ademas estos fertilizantes no estén facilmente disponibles en muchos lugares, o los
Costos de transporte los hacen prohibitivamente caros para la familia agricultora promedio (15).

En los Gltimos afios ha surgido un gran interés alrededor del mundo por encontrar y
emplear tecnologias agricolas de bajo costo que esten orientadas al sostenimiento productivo
de los ecosistemas y la seguridad alimentaria de agricultores de escasos recursos econémicos
(13). ,

Nuestro pais cuenta con un clima favorable para la utilizacién de leguminosas (plantas
de la familia Fabaceae) nativas. Pero muy poca informacién se tiene sobre la cantidad que
estas proporcionan de nitrégeno al suelo. Aun cuando se puede extrapolar la informacion de
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente el abuso en el uso de fertilizantes nitrogenados de origen inorganico como
la urea y el nitrato de amonio. Como de fertilizantes organicos (los purines) han sido criticados
por su efecto sobre la salud humana y contaminacién del ambiente. Ante esta problematica se
ha pretendido obtener nuevas plantas de cultivo (maiz, trigo y arroz) que puedan fijar nitrégeno
mediante ingenieria genética lo que se ha considerado el mayor reto de la biotecnologia VY,
hasta hoy, ha sido su mayor fracaso. Debido a la complejidad del sistema regulador de la
fijacion del nitrogeno, es muy dificil, conseguir que estas plantas expresen el gen nif. Los genes,
colectivamente denominados nif, codifican unas 17 proteinas (3).

Algunas especies de la familia Fabéceae (Leguminosas) en mutualismo (simbiosis) con
bacterias nitrificantes capturan el nitrégeno atmosférico en sus tejidos que después aportan al
suelo para su aprovechamiento por otras especies cultivadas en la produccion agricola.
Guatemala es un pais con mucho potencial en este tipo de especies Fabéaceas fijadoras de
nitrégeno, sin embargo es evidente la falta de informacién en el ambito nacional en cuanto a la
cantidad de nitrégeno que las especies vegetales: Crotalaria longirostrata Hook & Arn., Lupinus

elegans |I-TBK. y Tephrosia lanata Mercado & Gal aportan al suelo.

El uso de estas especies como abonos verdes puede mejorar las propiedades fisicas de

los suelos, sin embargo hasta hoy se desconoce que tanto estas plantas pueden agor??]{ fﬁ'r

suelo.




3. MARCO TEORICO

3.1 Marco Conceptual

3.1.1 Ciclo del nitrégeno

La mayor reserva de nitrégeno se encuentra en la atmésfera; segun, Tisdale y Nelson
aproximadamente un 78% (18). Segun, la FAO, citado por Monegat el aire contiene 80% de

nitrégeno (N.) lo que corresponde a mas o menos 6,400 Kg. del elemento sobre una hectarea

8.

Los iones de nitrégeno inorganico, amonio, nitrito y nitratos se encuentran como sales

muy solubles en agua. La materia organica viva y muerta supone una pequefa reserva activa
de nitrégeno de reciclado activo. En regiones de clima tropical, la temperatura y la humedad

favorecen una mineralizacién rapida y directa, lo cual limita la acumulacion de materia organica

@).

A continuacion las formas de fijacion de nitrégeno:
a) Industrial, segin Atlas y Bartha es el equivalente a 30 millones de toneladas por afio

b)

(1975). Pero se calcula que aumentara a 100 millones de toneladas para el afio
2000 (3). Para este proceso se sigue utilizando el método de Fritz Haber un
quimico y premio Nobel aleman, conocido por su desarrollo de un método econ6mico
de sintesis del amoniaco. El mayor éxito de Haber fue su descubrimiento en 1913
de un proceso de sintesis del amoniaco por combinacién directa del nitrégeno y el
hidrégeno. Este método lo adapté el quimico aleman Carl Bosch para su uso
comercial en la década de 1930. El proceso de Haber-Bosch se utiliza en la
fabricacién de explosivos y en la produccion de fertilizantes actualmente.

Biol6gica, ac4 se calcula que asciende a 135 millones de toneladas por afio. El ciclo
biogeoquimico del nitrégeno depende en gran medida de la actividad de los
microorganismos (3).

b.1) No — Simbiética: esta la realizan los microorganismos de vida libre, que rodean

la

Rizosfera. A pesar que Ia taza de fijacién de nitrégeno de las bacterias libres
del suelo

es relativamente baja, estas bacterias son abundantes. Gracias a la
disponibilidad de compuestos organicos procedentes de los exudados de las
raices, la tasa de fijacion de nitrégeno de bacterias como Azotobacter y
Azospirillum es mayor en la rizosfera que en el suelo libre de raices (3).
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b.2) Simbiética: Beijerinck entre 1888 y los primeros afios del siglo XX, descubrid

las bacterias fijadoras de nitr6geno, su relacion simbidtica con plantas
leguminosas y el papel de esta relacion en la fertiidad del suelo (7).
Realmente lo que sucede aca es una relacion de mutualismo entre una planta
leguminosas y una bacteria. La fijacién realizada por los Rizobios —
Leguminosa representa la mayor contribuciéon de nitrégeno combinado. La
tasa de fijacion de nitrégeno de los rizobios mutualistas suele ser 2 a 3 veces
superior a la tasa de fijacion de las bacterias de vida libre del suelo (3). La
fijacién de nitrégeno atmosférico depende del sistema enzimatico de la
Nitrogenasa. El complejo de la enzima Nitrogenasa tiene dos coproteinas, una
que contiene hierro y molibdeno la dinitrogenasa (proteina MoFe) y otra que
solamente contiene hierro la dinitrogenasa reductasa (proteina Fe). La
dinitrogenasa tiene dos polipéptidos diferentes, a,f.. El polipéptido o esta
codificado por el gen nifD y el polipéptido B esta codificado por el gen nifK. La
poteina dinitrogensa tiene dos centros metélicos activos: el centro P, con 8
atomos de hierro y 7 —8 atomos de azufre (Fes Sy.), ¥ un cofactor de hierro-

molibdeno (co-FeMo) con 7 &tomos de hierro, 9 de azufre, 1 de molibdeno y

una molécula de homocitrato (Fe;SsMo-homocitrato). El centro P actia como
un aceptor intermediario de electrones y probablemente transfiere los
electrones al centro co-FeMo. La funcién de este centro es la reduccion del
nitrégeno.  La proteina dinitrogenasa reductasa (proteina de Fe) esta
constituida por dos polipéptidos idénticos, y2, codifi cados por el gen mﬂ-l Cada
polipéptido contiene dos atomos de hierro. Los cuatro 4tomos de hierro se
organizan para formar un centro Fe,S,. La principal funcién de la proteina de
hierro es unirse al MgATP, hidrolizar y transferir los electrones del centro FesSs
al centro P de la proteina MoFe. Ambas proteinas estan plegadas de tal
manera que sus centros activos se encuentran muy préximos entre si. (3)

La Nitrogenasa es muy sensible al oxigeno, necesita una presion parcial muy
baja de este elemento para poder desarrollar su actividad. El proceso de
fijacién de nitrégeno necesita, ademas de la Nitrogenasa, ATP, una ferrodoxina
reducida y quizas otros citocromos o coenzimas. El amonio es el primer
producto que se detecta en el proceso de fijacién (1).

Hoben citado por Atlas Bartha menciona que las asociaciones fijadoras de
nitrégeno (diazotrofas) entre rizobios y plantas leguminosas tienen una gran
importancia en el ciclo global del nitrégeno y en la agricultura (3).




En la siguiente FIGURA 1 se encuentra el esquema general de la transferencia de

nitrégeno entre la atmésfera y el ambiente terrestre:
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FIGURA 1. Esquema general de la transferencia de nitrégeno entre la atmésfera y el
ambiente terrestre. Se indican algunas tasas de transferencia (los numeros indican
millones de toneladas por afio). Debido a la omisién de algunos procesos de
tr_ansferencia minimos, no se consigue un equilibrio completo. [Fuente: Burns y Hardy
citado por Atlas y Bartha (2), modificado por Castillo, H.]

El nitrégeno es un elemento necesario para el crecimiento de las plantas, que en el
suelo ademas de ser conservado debe ser regulado, por los problemas que ocasiona su
lixiviacién como NO5 0 NO, al manto freatico (4, 9).

A continuacién se encuentra el CUADRO 1 que contiene los principales procesos

identificados en el ciclo del nitrégeno y la FIGURA 2 que esquematiza el ciclo del nitrégeno en
el suelo.



CUADRO 1. Principales procesos identificados en el ciclo del nitrégeno

'Denominacion Descripcion

Fijacion de N,
atmosférico

Fijacion en
compuestos
organicos de seres
Vivos

Inmovilizacién

Mineralizacion

Nitrificacion-

Fijacion NH," en
arcillas

Adsorcion NH," en
arcillas

Lavado y escorrentia

superficial

Desnitrificacion

Volatilizacion

Incorporacién por la lluvia al suelo: NO3, NH,"

Fijacion simbiética: NH," en el suelo

Actividad bacteriana: Rhizobium y otros: N, + BH" —% 2 NH;

Fijacion no simbidtica: N-organico y NO3”

Procesos industriales: fabricacion de fertilizantes tales como: NOg', NH,"
y NH;

Plantas, animales y sus residuos, estiércoles, purines y desechos urbanos

Estabilizacion en el suelo en forma N-organico (humus)
Actividad microbiana que incorpora N en secuencias metabdlicas para
biosintetizar constituyentes celulares del organismo, en particular proteinas.

Paso de N-organico a NOs'y NH4" por hidrélisis. Afecta anualmente a un 2-
3% del N inmovilizado en el suelo, y parcialmente a la materia organica recién

incorporada.

Paso de NH," a NO3™ por oxidacion enzimatica, que tiene lugar en dos etapas:

NH; —p HONHz—p HONNOH —p  NOz'
Por accion de bacterias autotréficas aerobias: Nitrosomonas, Nitrosolobus

Nitrospira EI NO,™ producido es toxico para las plantas superiores.

La oxidacién prosigue: .
NO,- + O,- —p NO; por accion de bacterias autotréficas aerobias:
Nitrobacter

Formacion de complejos de esfera interna

Formacion de complejos de esfera externa, el NH,* se encuentra en forma
intercambiable.

El NO5 no absorbido por las plantas, al no poder ser adsorbido por Ias_arCl”aS
ni por la materia organica es susceptible de ser lavado siendo transferido dt_3|
suelo al agua freatica. También puede haber pérdidas por erosion. EINO2 s€
produce en suelos con drenaje insuficiente y condiciones reductoras.

El paso de NO; a NO, y a N, tiene lugar en medios anaerdbicos

El NH," puede perderse como NH," en suelos calizos y en suelos arenosos.

FUENTE: Tomado de la Edafologia para la agricultura 'y el medio ambiente. [Porta, J. et. al.

9]

Referencias:

N2 = nitrégeno

NH," = amonio

NH;* = amoniaco

NH, = urea [(CO(NH2)2)]
NO; = nitrato

NO, = nitrito
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FIGURA 2. Ciclo del nitrégeno en el suelo [Tomado de Tisdale y Nelson (18)]

3.1.2 Aspectos generales del genero Rhizobium o Rizobia

Segun Bergey, citado por Ramirez, las bacterias del género Rhizobium pertenecen al
grupo de los bacilos Gram negativos, con dimensiones de 0.5 a 0.9 micras por 1.2 a 3 micras.
Aparecen solos o en pares, casi siempre son méviles cuando son jévenes con flagelos polares
0 subpolares en toda la periferia, frecuentemente con granulos de poly-B-hydroxi-butirato (11).

Allen, citado por Monegat, los define como organismos celulares en forma de baston,
aerébicos y moéviles que se multiplican por divisién celular (divisién binaria) y utilizan como
fuente de energia azucares, alcoholes y ciertos acidos (8).

Respecto a los requerimientos vitaminicos de este género, se han realizado estudios con
un gran nimero de cepas y se ha demostrado que el grupo (Rhizobium leguminosarum)
requiere del agregado de una o mas vitaminas: biotina, tiamina y pantetonato de calcio. Es
usual decir.que las bacterias de crecimiento rapido requieren de un mayor nimero de vitaminas
que las de crecimiento lento (11).




Recientemente se creia que todas las bacterias fijadoras de nitrégeno que producen
nodulos en leguminosas se clasificaban en un Unico género Rhizobium. Actualmente se
conocen dos géneros mas, Azorhizobium y Bradyrhizobium, y se podran agregar mas géneros
en la medida que se estudien mas especies de leguminosas junto con sus bacterias nodulantes
(3). Como se puede observar a continuacion en el CUADRO 2 con las caracteristicas de los
géneros Rhizobium, Bradyrhizobium y Azorhizobium:

CUADRO 2. Caracteristicas de los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium y Azorhizobium

Rhizobium Azorhizobium

Caracter Bradyrhizobium

Flagelacion en

medio liquido Ninguna Ninguna Un flagelo lateral
?lagelacién en Peritrica Un flagelo polar o Peritrica
medio solido subpolar

Crecimiento con N; fijado

fuera de las plantas No No Todas las cepas
Velocidad de crecimiento
en cultivo Normalmente rapida Normalmente lenta Rapida
Rango especifico con el Hasta el momento solo se
hospedero Normalmente reducido | Normalmente amplio | ha identificado una especie
Importancia agricola La mayoria de las Soya, Lupino y Vigna |Ninguna (arboles
leguminosas, cereales | sinensis leguminosos del tipo
y cultivos de forraje Sesbania rostrata)

Fuente: Sprent y Sprent 1998 [Tomado de Atlas y Bartha (2)]

3.1.3 Mutualismo Rhizobium- Leguminosas (Fabaceas)

Una de las principales asociaciones mutualistas entre microorganismos Y plantas
consiste en la invasion de las raices de algunas plantas por bacterias fijadoras de nitrégeno,
que causan la formacién de un crecimiento tumoral de la raiz llamado nédulo. Segun Atlas y
Bartha, Dentro del nodulo, las bacterias de Rhizobium convierten al nitrogeno atmosférico en
amoniaco, compuesto que proporciona el nitrégeno necesario para el crecimiento de la plantay
de las bacterias (3). La captura de nitrégeno en los nédulos de las plantas es de extrema
importancia para mantener la fertilidad del suelo (13).

La asociacion entre rizobios y las raices de las plantas leguminosas es especifica, con
un reconocimiento mutuo de los dos organismos compatibles, basado en una respuesta
quimiotactica y una unién especifica a los pelos radicales previas a la invasion y a la formacion
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del nédulo. La raiz de la leguminosa reconoce la poblacién rizobios correcta que, a su Vez,

reconoce el tipo de raiz adecuado (2).

Segun Primavesi, para que se produzca una nodulacién efectiva, se necesitan tres
condiciones:

1. que la planta este genéticamente dispuesta a aceptar simbiontes

2. que la planta sea fisiolégicamente apta para recibirlos

3. que las condiciones del suelo sean favorables (10).

3.1.4 Factores que afectan la relacion Mutualista Rizobio — Leguminosa

A continuacion se describen algunos aspectos importantes del suelo que son limitantes
en la relacién mutualista Rhizobium — Leguminosa.

3.1.4.1 Factores ambientales

A. Temperatura

Se ha estudiado la relacién de la temperatura con respecto a la nodulacién de las
leguminosas y se ha llegado a determinar que esta es muy importante para el crecimiento Y
desarrollo de Ia leguminosa. Al punto que siempre que la humedad no sea un factor limitante la }?
tasa de fijacién N/ha/dia, esta en estrecha relacién con la temperatura del suelo. Pudiéndose —
observar que cuando Ia temperatura alcanza los 24° C la cantidad de nitrégeno en las raices de
la leguminosa alcanza sus valores maximos a los 30 dias y decrece los 40 dias. Por el
contrario sj [ temperatura del suelo es de 17° C los valores maximos de nitrégeno en las
raices se €ncuentran alrededor de los 50 dias, y merma hasta los 60 dias (11).

Segun la FAO, citado por Monegat la temperatura optima de crecimiento es de 28° Ca

30°C, 35° C para algunas especies de Rhizobium meloti (8).

B. Aire
Segun White et. al., citado por Monegat, los rizobios son organismos aerébicos, aunque
Sobrevj ) N . .
breviven en ¢ suelo en condiciones de oxigeno inferiores a las del aire atmosférico (8).
C. Luz

_ Esta se encuentra en intima relacién con el proceso de la fotosintesis el cual es de vital
i . o s
MPortancia Para el proceso de fijacién de nitrégeno por parte de los Rizobios, al punto qué
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todos los factores que favorecen la fotosintesis favorecen el proceso de ganancia de nitrégeno.
Entre estos se encuentran los anteriores Humedad y Temperatura, pero ademas el nivel de CO,
es muy importante y la luz solar (14).

Sinha, mencionado por Monegat, constato que la disminucién en la intensidad de la luz,
en la soya, redujo el nimero de nédulos y también la fijacién del nitrégeno, siendo este efecto
mas sensible en el momento de la floracién y en las fases iniciales de llenado de las vainas,
ocurriendo lo contrario con una iluminacién adicional (8).

D. Fotosintesis
Todos los factores que aumenten el ritmo de la fotosintesis, hacen que los

carbohidratos, puedan aumentar la actividad de nodulacién. Neyra, citado por Monegat,
determin6 que el cierre de los estomas y la sombra disminuyen la simbiosis, mientras el
aumento del CO; en la atmésfera aumenta la fijacion (8).

3.1.4.2 Factores edaficos

A. Materia Organica
Sinha, citado por Monegat, observé que la aplicacién de estiércol aumentaba el nimero

de nédulos y su peso (8).

B. Humedad , :
La deficiencia hidrica afecta el funcionamiento de los nédulos. Segun Box, citado por

Monegat, los rizobios son bacterias muy resistentes, tanto al exceso como a la falta de agua.
La sequia prolongada reduce la efectividad vital, movimiento y fijacion, pero se rehace con

facilidad (8).

C. Relacion C/N del suelo
Cuando més amplia es la relacion carbono / nitrégeno (C/N) en el suelo, mayor sera la
nodulacion y mayor sera la distribucién de los nédulos en el sistema radicular (8).

D. Acidez y Alcalinidad

Segun la FAQO, citado por Monegat, la mayoria de las leguminosas, con excepcion del
caupi, no nodulan con pH bajo, independiente de la concentracién de aluminio (8) White et. al.,
citado también por Monegat, presenta los limites de tolerancia para las diferentes especies de
Rhizobium: alcalinidad: pH 9.6; acidez: pH = 5.0 (Rhizobium meliloti)y y pH = 3.2 — 4.2




T

12

(Rhizobium lupini y Rhizobium japonicum). El pH y la toxicidad del aluminio afectan el proceso
de infeccion e iniciacién de los nédulos.

E. Macro y micro elementos

Suelos pobres en nutrientes afectan el desarrollo de las plantas y también el proceso de
fijacion. Segun la FAO, el crecimiento optimo y fijacion de nitrégeno depende de la
disponibilidad adecuada de los siguientes elementos: P, K, Ca, Mg, S, Fe, Mn, Bo, Zn, Co, Mo,
y CI (8).

La presencia de nitrégeno mineral no solo inhibe el desarrollo de nédulos, sino también
la fijacién de nitrégeno, cuando esté presente en dosis elevadas (11).

El potasio ejerce una influencia en el proceso de fijacion de nitrégeno, algunas
experiencias sugieren que aumenta el proceso por incrementar el fotosintato disponible para Ia
asimilacion del amonio y la produccién de energia en los nédulos. La deficiencia de
microelementos es también un factor limitante, tanto en la sobreviviencia de las bacterias como
en la funcién nodular, por su participacién en la leghmoglobina (Fe y Co) y de la nitrogenasa
(Fe, Mo y S), funcién vacuolar (Bo) y desarrollo nodular (Cu y Zn) (6, 8).

F. Salinidad

Sinha, citado por Monegat, observé que niveles superiores de sales repercutieron

nocivamente en el porcentaje y velocidad de germinacién, crecimiento de la planta y formacion
de nédulos (8).

G. Productos téxicos no compatibles

La FAQ, relaciona los siguientes productos téxicos con los rizobios y no compatibles con
la inoculacién: metales pesados: Mo y Co en semillas pequefias, funguicidas (Captan, Carboxin,
Chloranil, PCNB, Thiabendazole, Tirad, con exposicion prolongada). Datos recientes indican
que la presencia de simacina y de ciertos insecticidas provocan una reduccién del nimero de
rizobios y una nodulacion y fijacién deficientes (8).

3143 Factores Biolégicos

La sobrevivencia de los rizobios en el suelo, también como su multiplicacién en plantas
de la familia Fabaceae, puede ser afectado por la presencia de otros microorganismos del
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suelo. De la misma forma que hay microorganismos que promueven el desarrollo de los
rizobios, hay otros que tienen un efecto perjudicial sobre estas bacterias (11).

Otros organismos afectan la nodulacion y fijacion del nitrogeno, como los
microorganismos nativos (bacterias, actinomicetos y hongos del suelo) incompatibles con los
rizobios. También la produccion de antibiéticos por actinomicetos o la presencia de virus
bacteriéfagos, nematodos y larvas de insectos afectan la nodulacién (8).

3.1.5 Nodulacién

3.1.5.1 Mecanismos y formacion de nédulos

Al surgir la primera hoja, la planta segrega una sustancia estimulante por medio de las
raices (Flavonoides o Isoflavonoides, (11)), causando la multiplicacién de las bacterias
préximas, que a su vez, al producir un principio activo (secreciones hormonales del tipo
auxinas) provoca el encurvamiento del pelo més préximo, punto donde ocurre la penetracién del
rizobio en las células de la planta. Después de la entrada de un rizobio y su mulitiplicacion , se
forma un hilo (filamento) de infeccién, que penetra en la corteza de la raiz, infestando otras
células, aumentando la divisién y crecimiento del embrién del nédulo (8).

Este proceso es resultado de complejas interacciones entre los rizobios y las raices de
una leguminosa (12). Como se puede observar en la FIGURA 3 a continuacién:
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FIGURA 3. interaccion entre los rizobios y la raiz de una planta |egur.nmosa-
infeccién y formacién de nédulos. (A) Atraccién quimiotéctica de los rizobios por '::
pelos radicales. Mediados por las lectinas, algunos se adhieren a la pared de las célulBasLos
dichos pelos radicales. El triptéfano es un componente de los exudados de estos pelos. ( )a e
rizobios transforman el triptéfano en acido indolacético (AlA). Por accién de esta hormon 4
crecimiento los pelos radicales se enroscan o se ramifican alrededqr de; fos mobt%séce -
poligalacturonasa secretada por el rizobio, 0 quiza por la planta, despolimeriza y reblan oo Bl
pared de las células de los pelos radicales. (C) Los rizobios, penetran en los pelos 'ad'ﬁubo' de
ntcleo de la célula del pelo radical dirige el desarrollo del tubo de infeccién. (D) El 1ulésica
infeccion es un tubo constituido por una membrana celular envuelta por una pared celu ndo
Crece dentro del cortex radicular e infecta algunas células tetraploides que proliferaran forma

los tejidos del nédulo. Los rizebios son liberados del tubo de infecci6n, pierden su forma bacilar -

y se transforman en bactercides irregulares con capacidad fijadora de nitrégeno. (E) Planta de
leguminosa nodulada. [Tomada de Atlas y Bartha (3)]

3.1.5.2 Formas y Anatomia de los N6dulos

Las formas mas frecuentes de nédulos se pueden observan en la FIGURA 4. El tamafio
€S muy variable, desde los nédulos muy grandes de Dolichos lablab y de algunos Phaseolus 'y
Pisum, hasta los pequefios de lenteja y haba.

Segun White, citado por Monegat, las plantas anuales presentan generalmente nodulos
grandes, carnosos, esféricos, periformes o en abanico, aislados o en grupos, distribuidos
principaimente alrededor de Ias raices axonomorfas, o de las laterales primarias. Por otro lado,
en las especies perennes o bianuales existe la tendencia de los mismos a ser pequefios,
alargados, en racimos y muy distribuidos, forméndose otros en las partes jévenes del sistema
radicular. El crecimiento nodular puede ser causado por infecciones de nematodos de los
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generos Heterodera y Anguillulina, que producen pequefias vejigas o nﬁ-éé's/,/o del género
Agrobacterium tumefascienes, que ocasiona hinchazon en el cuello de las raices o cerca de las
mismas, siendo estas lesiones morfolégicamente irregulares (8).

El sintoma distintivo del ataque de nematodos ocurre en las raices por Meloidogyne sP.
son hinchamientos irregulares llamadas agallas, aln cuando esta mal dicho en algunos casos
se les llama nédulos (2)

Segun Box, citado por Monegat, la anatomia del nédulo es bastante constante,
presentando una zona central, medular, ocupada por las bacterias y una corteza muy
vascularizada, cubierto todo el conjunto por la peridermis, cuya superficie puede ser rugosa, lisa
o escamosa (8).

La diferencia entre el ataque de nematodos y el de las bacterias nitrificantes es la
anatomia bastante constante en el caso de las bacterias, no asi en el caso de ataque de
nematodos es bastante irregular la forma de los nédulos o mejor nombradas agallas (2) En la
siguiente FIGURA 4 se encuentran diferentes tipos de tipos de nodulaciones de la familia

Fabaceae.

FIGURA 4. Tipos de nodulaciones en diferentes plantas de la familia Fabaceae (leguminosas): [1]
arveja , [2] frijol comun; [3] gandul; [4] frijol lablab; [5] lupino; [6] haba; [7] lenteja; [8] Mani; [9]
soya; [10] guisante; [11] garbanzo; [12] caupi; [13] frijol mungo. [tomada de Monegat (8) ]
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3.1.5.3 Indicador de Efectividad

. i o requerido
5dulos aparecen entre 21 a 28 dias, en condiciones de campo, el tiempo req
Los nédulos .
: A semilla.
es variable dependiendo la especie y el tamafio de la bar el grado de simbiosis, en la practica
roba '
. _— negat, para comp .
Segun Galeti, citado por Mo ] iéndolo en agua
bast arrancar una planta de mediana edad con un terron de suelo, deshac e
asta con . efia pero vig
tibia, para evitar el desprendimiento de los nédulos. Una nodulacion pequ P lacion
, T eriza una po
(nédulos grandes) localizada préxima al cuello y a la raiz principal, caract 5 ol oo oo
4 c
. i4 lo (8). Segun la FAO, e
: i>ahi inoculacion del sue o
eficiente de rizobios y una buena e fectividad de la
int de los nédulos (parte interna) en la fase de floracioén indica la e o
intenso . ctivos pres:
imbiosis, tomando un color verde al envejecer, mientras que lo nédulos no efe P
simbiosis,
. : edad (8).
un color blanco y verde palido, sin cambiar el color con la ) ®) f6 o neara. se debe a la
Est loracién algunas veces rosada y otras corinta a café o negra, )
a co . i>9 a u
. . ; aracteriza
presencia del pigmento de la Leghemoglobina (leguminoglobina), el cual ¢

: i ante de
nédulo eficiente, maduro. en fase activa de fijacion de nitrégeno y presencia abund
rizobios (6).

: itré inosas
3.1.6 Metodologia para determinar el contenido de nitrégeno en leguminos

enido de
S ios componentes que juntos, presentan un cuadro completo del cont
on varios

i rtantes de estos
nitrégeno de una leguminosa mejoradora del suelo. Los mas impo
componentes son:

3.1.6.1 Estimado de la biomasa
. . as de
Esta técnica consiste en muestrear la biomasa justo antes que las plant. o
. i rime
leguminosas sean cortadas o removidas de cualquier otra forma. Dependiendo del expe

. z a
i o dia que se cort
y del nivel de organizacién, puede recolectarse muestras de biomasa el mism q
el experimento.

Se toma una pequefia submuestra, de cada tratamiento, guardandola (,en U“j :::Ias 3
plastica limpia y seca marcada con el nombre del experimento, niumero d'e tratallmlz:;t:je .
otra informacién pertinente. Esta submuestra se usara para determinar e Sp o war
humedad de Ia biomasa de la leguminosa en el momento en qu.e ° cortacfa- deiaFt)amente al
una bolsa de papel si la muestra no estd muy humeda y si se lleva inme
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laboratorio para pesar las muestras. De otra forma las muestras en la bolsa de papel podrian
secarse antes de ser pesadas (15).

Sacudiendo la suelo de las muestras y pesando cada una en una escala con exactitud
de 0.01 kg, si es posible. Se pesa la submuestra de la bolsa, luego el resto del peso es de la
bolsa la cual se pesa también. La submuestra de la bolsa plastica se coloca en una bandeja o
bolsa de papel marcada. Secandola en un horno a 60° 6 70 °C por al menos 24 horas, luego se
pesa de nuevo. Se debe cuidar poner las muestras secas en un lugar seco y seguro (15).
Determinando entonces el porcentaje de materia seca (m.s.) de la muestra de la siguiente
forma:

(1 - peso fresco - peso seco ) x 100 = % materia seca

peso fresco

Para un estimado mas exacto de la biomasa, se extrae también las raices de la leguminosa.
(15).

3.1.6.2 Determinado de la cantidad de nitrégeno en el follaje

Hay varios métodos para determinar el contenido de nitrégeno en el follaje. El mejor

método es analizar las raices y el resto de la planta separadamente por el procedimiento
Kjeldahl (ver CUADRO 15A del ANEXO).

Los analisis de laboratorio requieren moler las muestras hasta cierta fineza. Usando un
pequefio molino de martillo. Si no hay un pequefio molino disponible, no use uno grande ya
que se pierde mucha muestra en él proceso. Si los residuos de plantas se rompen fécilmente,
deben molerse con un mortero hasta que tengan la consistencia de harina gruesa. Esto no
funcionara con tallos y raices.

Se envian los materiales al laboratorio en sobres pequefios bien sellados o en una bolsa
plastica fuerte conteniendo 20 a 100 gramos de tejido de las plantas. Marcadas claramente las
muestras con el nombre y un nimero de identificacién de la muestra. Guardando una muestra
idéntica en un lugar seco y seguro para los archivos, o lugar de almacenamiento para duplicado
de muestras, en caso que algo le pase a la primera muestra, o se necesite analizar de nuevo
(15).
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3.1.6.3 Contenido total de nitrogeno

i i or el
Se multiplica la materia seca total de la parte superior de la leguminosa en kg /ha p

i raices,
porcentaje de N (expresado como x/100), se suma al total de materia seca de las

i inosa
multiplicado por un porcentaje de N, para determinar el contenido total de N de la legum

fi itré fio (15).
en kg /ha. Y si la planta se cultiva una vez por ano es el total de nitrégeno en Kg / ha y afio (15)

i i ectivas
En el siguiente CUADRO 3 se encuentran diferentes especies de leguminosas y sus resp

fi an li iali ema.
cantidades de nitrégeno aportado en kg/Ha/afio segun literatura especializada en el t

CUADRO 3. Cantidad de nitrégeno aportado por la biomasa de diferentes especies leguminosas

segun diferentes autores.
ESpecies ey s

Arachys hipogaea
Centrosema pubescens
Crotalaria sp.

Canavalia ensiformis
Cajanus cajan

Glycine max

Glycine javanica

Lupinus sp.,

Lathyrus sp.

Medicago sativa

Phaseoluys vulgaris

Pisum sativum var. arvense
Styzolobium aterrimum
Stylosanthes gracilis
Trifolium repens

Trifolium hybridum
Trifolium incarnatum
Trifolium subterraneum
Vigna unguiculata

Vicia sativa

Vicia faba

o g nc 2 IN2aportadorkg/Halan o i b i

48, 47 33-111, 50-297
112

154

57-90

41-90, 41-280

57-95, 17-124, 66, 17-369, 50-150, 65
160-450

171, 50-125, 128, 170, 150-169

82

220, 150-250,128-300,154-300

45, 30-50

67, 85, 46

157

30-196

117, 104-220

135, 104-220

107, 80, 105, 104-220

80, 104-220

102, 50-100, 105, 84, 73-240, 73-354
91, 90, 85, 54-190

100

; Correa (1926);
: 8 : 1961); Buckman y Brady (1984); _
= ét?:r;rgisl?n)ériﬂz ((1 983)); Franco y Souto (1984); PROAGRO/PIONEER (1976);

Sinha (1978). [Tomado de Monegat (8)]
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3.2 Marco Referencial
3.2.1 Ubicacion y descripcion del sitio experimental

Los campos del Centro Experimental Docente de Agronomia se sitian al sur de la
ciudad capital de Guatemala y se localizan geograficamente a 14° 35’ 11” latitud norte y 90° 35’
58" longitud oeste, y a una altitud media de 1,502 metros sobre el nivel del mar (16).

3.2.2 Condiciones climaticas

La ciudad de Guatemala se encuentra dentro de la zona de vida: Bosque Himedo
Subtropical templado (Bh —st) (16).

Las condiciones registradas por lNSlVUMEH citadas en SOSA CORDON, 1991 para el CEDA
son las siguientes:
A. Precipitacién media anual: 1,216.2 mm. Distribuidos en 110 dias, en los meses de mayo
a octubre.
Temperatura media anual: 18.3 °C.
Humedad relativa (media): 79%
Insolacion promedio: 6.65 horas/dia.
Radiacién: 0.33 cal/cm?min. (16).

Mmoo w

3.2.3 Caracteristicas del material experimental

3.2.3.1 Tefrosia
Tephrosia lanata Mercado. & Gal.

Se encuentra comunmente en lugares pedregosos y secos, entre los 1,200 - 1,800
metros sobre el nivel del mar; Zacapa; Chiquimula; Jalapa. Occidente y sur de México (17).

Es un arbusto o hierba erecta, de un metro de alto o menos, los tallos son fuertes, las
hojas de 5-9, oblongas a ovales, floracién; rosada o arriba - morado, 12-14 mm. de largo; fruto
en legumbre 3-4 cm. de largo, 6 mm. ancho, densamente vellosa (15) ( FIGURA 11A).
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3.2.3.2 Chipilin

Crotalaria longirostrata Hook. & Arn.

Crece en lugares Humedos, laderas frecuentemente rocosas, abundantemente en los
campos cultivados, desde los 2,300 metros o menos; Petén; Alta Verapaz; Zacapa; Chiquimula;
Solola; Suchitepéquez; Retalhuleu; Quetzaltenanago; Huehuetenango. El Occidente y sur de
Mexico; de El Salvador a Costa Rica.

Las plantas esencialmente son anuales pero frecuentemente persisten por mas de un
afio, porte vertical, a veces muy ramificada, regularmente de un metro de alto o mas, los tallos
son rojos frecuentemente oscuro; estipules presente o ninguna; las hojas son - pecioladas, con

3 cuadrilongo del follaje redondos o elipticos, 1-3 cm. flores con la corola nitida amarilla (17) (
FIGURA 10A).

Planta alimentaria importante de Guatemala, y es probablemente de las especies de Crotalaria
mas usada como alimento (17).

3.2.3.3 Lupino

Lupinys elegans I-TBK.

Se encuentra algunas veces sobre laderas, pero muy frecuentemente sobre sabanas o
laderas abiertas, comanmente en donde termina el bosque, de 1,500 a 3,800 metros sobre el

nivel del mar, Guatemala, Sacatepéquez, Chimaltenango, Huehustenango, San Marcos, el
Sureste de México; Panama (17).

Una planta erecta perenne, de un metro de altitud mas o menos, con tallo muy
ramificado, los tallos mayormente delgados, hojas pequeiias, las flores tienen 13-14 mm largo,
color azul 0 morado;  (FIGURA 12A) fruto en legumbre (17).
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

e Generar informacion en cuanto a la cantidad de nitrégeno aportada al suelo por las
especies leguminosas Crotalaria longirostrata Hook. & Arn., Tephrosia lanata Mercado.
& Gal. y Lupinus elegans I-TBK.a los 78 dias después de la siembra.

4.2 Objetivo Especifico

o Identificar cual de las especies, Tefrosia (Tephrosia lanata), Chipilin (Crotalaria
longirostrata), Lupino (Lupinus elegans), aporta la mayor cantidad de nitrégeno al suelo.
Cuando se cultiva en suelo con diferentes contenidos de materia organica, a los 78 dias
después de la siembra, en condiciones de invernadero.

5. HIPOTESIS

o Las tres especies de leguminosas estudiadas aportan la misma cantidad de nitrégeno al suelo a
los 78 dias después de la siembra en condiciones de invernadero.
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6. METODOLOGIA

6.1 Factores evaluados

a. Cambio de materia organica (parcela grande)
Simbolo Descriptor
R: Suelo con 6% de materia organica
M: Suelo con 4% de materia organica
P: Suelo con 2% de materia organica
T: Arena como testigo
b. Leguminosas (parcelas pequefias)
Simbolo Descriptor
5 Tefrosia
2: Chipilin
3: Lupino

6.2 Definicion de los tratamientos

En el siguiente CUADRO 4 se presenta la definicion de los 12 tratamientos que se

evaluaron, asi como su respectiva codificacion.

CUA A ; y
BRO, Descripcién de los 12 tratamientos evaluados a nivel de invernadero.

Tratamiento

Representacion

Descripcion
R1 Tephrosia en suelo con 6% de MO.

e M1 Tephrosia en suelo con 4% de MO.
———3‘____ P1 Tephrosia en suelo con 2% de MO.
——_4_.__ T1 Tephrosia en arena (testigo)
I - I R2 Chipilin en suelo con 6% de MO.
(S W | M2 Chipilin en suelo con 4% de MO.
(S P2 Chipilin en suelo con 2% de MO.
I T2 Chipilin en arena (testigo)

9 R3 Lupino en suelo con 6% de MO.

10 M3 Lupino en suelo con 4% de MO.

11 P3 Lupino en suelo con 2% de MO.

12 T3 Lupino en arena (testigo)
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6.4
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Disefio experimental

En esta investigacion se utilizé un disefio experimental completamente al azar con
arreglo en parcelas divididas, utilizando 4 niveles para la parcela grande y 3 niveles para
las parcelas pequefas haciendo un total de 12 tratamientos distribuidos en 4
repeticiones.

Unidad experimental

La unidad experimental la constituyo una maceta de 22 centimetros de diametro de
plastico con una capacidad de 2.5 Kg. de suelo.

FIGURA 5. Fotografia de la maceta empleada como unidad experimental.
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6.5 Croquis de campo

Los tratamientos se distribuyeron en el experimento de la siguiente manera:

| Parcela 0% MO T | Parce la 4% MO |
= Parcela 0% MO P! Parce |
ﬂl T[T(T] v} [MS[MB[MS] v
[T T b [M2]M2 M2 !
' 3|v ! [M3[M3|M3|m
| [T3[T3 [T . e
| [T3[T3[T3| M | | [MI|M1|M1 i
| [TalTa(Talr | i [M2[M2m2]w |
]
Parcela grande < D T2 T2 (12| Vv E ! mg mg |\M/|§ " !
i T ﬁ ! Lol M2(m2(M2] '
e w1 [MaM3[m3] ' |
T2 |72 |12 | i
' S O VTN TR YR
i [T3[73[T3 |l "
T (MMM o
\ [T2lT2lT2] v ) (MAMTTMA :
| S T
ettt S ——— =
| Parcela 6% MO | | Parcela 2% Ago Lo
W [R2[R2[R2|V | 1 [P1[P1]P !
v 1 ! [PI[P1[P3|V
" [R1[R1[R1 | [ETRTPS] M
| [R3[R3[R3| MV 1 L
Parcela Pequeiia : R3|R3[R3| : : :‘;g $3 =i :
| {RRRERA L p2|P2(P1] M !
| [RT[RT[RT| W | | 2ip2lp1] |
| [R3[R3[R3| W ! | [P ALZA
b [RI[RT[RT| " 1 | [P1]P !
: o L1 [P2lP2(P2| M |
R2|R2 [R2 | i
| [Re[R2[R2|' | ! [P3|P3[P1]| ' |
' R3[R3| ! | | [P1|P1[P2| ' |
| R i | [P2[P2[P3| 1
1 |[R1{R1|R1} ! | |
! |

St e e e . ————— ———

FIGURA 6. Distribucién de los tratamientos en el invernadero en parcelas divididas.

6.6 Variables de Respuesta

6.6.1 Variable basica

e La cantidad de nitrégeno de la parte aérea para cada una de las muestras expresada en
gramos.
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6.6.2 Variables auxiliares

o El peso seco de la parte aérea, después de 48 hr. de secado a 65° C expresado en gramos.

e El peso en fresco de parte aérea, expresado en gramos.

6.7 Manejo del Experimento

e El experimento se realiz6 en macetas en los invernaderos del Centro Experimental Docente
de Agronomia.

6.7.1 Preparacion del suelo para las macetas
Previo a preparar los sustratos para las macetas se envié muestras de los materiales al
laboratorio, para calcular el contenido de materia organica. Obteniendo los resultados que se

presentan en el siguiente CUADRO 5y 6.

CUADRO 5. Resultados del anélisis de laboratorio de la broza, que se usé en la investigacion.

ppm % ppm

MUESTRA | %NT | %MO | pH P K Ca Mg Cu Zn Fe Mn | CIN

Broza 0.72 111.80f 76 | 88 | 0.21 | 2.87]| 0.65| 115 | 1125| 405 [ 905 | 9:1

FUENTE: Laboratorio de andlisis de suelos de la FAUSAC “Ing. Salvador Castillo Orellana”

CUADRO 6. Resultados del anilisis de laboratorio del suelo y arena que se usaron en la
investigacion.

% ppm meq/100 gr ppm
MUESTRA|%NT| M.O. | pH P K Ca | Mg|[Cu| Zn | Fe Mn | C/N
Suelo - 228 | - 1.31| 288.0 | 842 2.52] 2.0] 2.5[ 11.5| 12.5] -
Arena - - - 104 30.0 281 | 0.31] 05| 125[13.0] 35| -

FUENTE: Laboratorio de andlisis de suelos de la FAUSAC “Ing. Salvador Castillo Orellana®

De los cuadros 5 y 6, se puede interpretar que la broza utilizada contiene una gran
cantidad de Zn, 1,125 ppm, y 115 ppm de cobre, factor que pudo deberse al origen de la materia
organica proveniente del CEDA, ya que en estos campos se utilizan funguicidas y otros
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elementos, ademas aca se deposita basura de laboratorios donde se utiliza una gama muy
amplia de compuestos quimicos.

Nivel 6ptimo de fosforo

El fésforo es un elemento que en el suelo se toma como presente y sin problemas para
el desarrollo de plantas si se encuentra entre 12 y 16 ppm, para el caso del suelo del cuadro 6,
se puede observar deficiencia de fésforo, ya que solamente hay 1.31 ppm, cosa inversa en la
arena que presenté un alto contenido de fésforo de 104 ppm.

a. Suelo con 6% de contenido medio de materia organica

Para la preparacion del sustrato que representara un suelo con 6% de materia organica
se obtuvo suelo proveniente de San Lucas Séacatepequez, teniendo el cuidado que fuera poco

pesado y el analisis de laboratorio mostré que contenia el 2.28 % de materia organica ver
CUADRO 5y CUADRO 6.

La fuente de materia organica fue broza que se obtuvo del Centro Experimental Docente
de Agronomia, un sector de bosque donde se ha preparado Bocashi. El analisis de laboratorio
Muestra que contenia un 11.8% de materia organica ver CUADRO 5 y CUADRO 6.

Para calcular el sustrato al 6% de materia organica se determiné que el suelo poseia un
de MO y la broza un 10% de MO, entonces en 45.36 Kg. de broza encontramos 454 Kg.de
MO. Para llenar 36 macetas con este sustrato se necesitaban 81.65 Kg. Se realizo los célculos
y la mezcla tedricamente de 6% de materia organica se le agrego a 81.65 Kg. de suelo 32.66
Kg. de broza. Se tuyo e cuidado de mezclar bien homogenizando la muestra en un Nylon.

2%

Para completar el fosforo (P) faltante que segin el andlisis de laboratorio estaba .
deficiente se le agrego 100 partes por millén y para esto se mezclo en 1.08 litros de agua

0.6210 gr. de Na,HPO, aplicandole luego 10 ml. de esta solucién a cada una de las 36
macetas.

b. Suelo con 4% de contenido medio de materia organica

Para preparar este sustrato se empleo los mismos materiales que en el anterior (6%), ¥
para ello se estimo que te6ricamente para aumentar a 4% de materia organica se le debia
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agregar a 81.65 Kg. de suelo 16.33 Kg. de broza (la mitad del anterior). Cuidando de hacer bien
la mezcla.

Para completar el fosforo también se aplico 10 ml. de la solucién de agua + Na,HPO. @
las 36 macetas.

c. Suelo con 2% de contenido medio de materia organica

Se tomo el dato de laboratorio como valido del 2% de materia orgénica, por lo que solo
se le agrego a las 36 macetas 10 ml. de las solucién de agua + Na,HPO, . Para completar el
fosforo con 100 partes por millén. Para obtener una sustrato homogéneo todos fueron cernidos
incluyendo este.

d. Arena como testigo

Para lograr un sustrato sin materia orgéanica se utiliz6 arena lavada, a la que se le
agrego la solucion KNOP sin N. Para esto se utilizé las siguientes sales minerales en
proporcion de 0,25 gr. de KPO4H,, 0,25 gr. de Mg SO, 7H,0, 1,0 gr. de Ca SO, 2H,0, 0,265 de
KClI e indicios de FeSO, 4 H,0. Y una gota de la solucién A-Z Hoagland, que equivale a 0,055
gr. de Alx(SO.)s; 0,028 gr. de KI; 0,028 gr. de K Br; 0,055 gr. de TiO, ; 0,028 gr. de SnCl; +
2H,0; 0,028 gr. de LiCl ; 0,389 gr. de MnCl, + 4H,0; 0,614 gr. de B(OH);; 0,055 gr. de ZnSOa;
CuSO0, + 5H,0; 0,055 gr. de NiSO, + 7H,0; 0,55 gr de Co(NO;),+6H0. por litro de agua.

Luego de preparar los sustratos, y para asegurar las proporciones de materia orgénica y
elementos se realizé el anlisis de laboratorio de los sustratos al 2, 4 y 6 % de MO tedricos
respectivamente, obteniendo los siguientes resultados, ver el siguiente CUADRO 7. El analisis
de este cuadro se encuentra detallado en la discusién de los resultados.

CUADRO 7. Resultados del anélisis de laboratorio de los sustratos con 2,4y 6 % de contenido
de M.O. usados en la evaluacién de las tres leguminosas.

% Microgr./ml Meq/100 ml de suelo
MUESTRA | %N | M.O.| pH [P K | Ca | Mg | Cu | 2Zn | Fe | Mn | CIN

2% MO | 016 | 1.92 | 6.8 | 17.23| 465 | 1248| 343 | 20 | 35 | 135 | 65 | 71

4% MO | 022 | 383 | 72 | 1976 | 465 | 1654 | 355 | 1.5 | 31.5 | 85 | 12.5 | 10:1

6% MO | 028 | 6.23 | 7.0 [ 2117 385 | 1841 3.34 | 10 | 60.0 | 80 16.5 | 13:1

FUENTE: Laboratorio de andlisis de suelos de la FAUSAC °Ing. Salvador Castillo Orellana®
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6.7.2 Preparacién del suelo

Todas las macetas usadas fueron del mismo tamano, razé6n que se aprovecho para
lienarlas por peso con 2.27 Kg. de los diferentes sustratos, excepto las macetas donde se
uso arena que solo se lleno la maceta sin peso. Quedando el sustrato a 3 cm del borde.

Para desinfectar los sustratos se calenté 15 galones de agua, a punto de ebullicién y
luego se saturo cada una de las macetas con agua hirviendo.

Luego de enfriarse se agrego los 10 ml. de la solucién de fésforo a las macetas de 2,4y
6 % de materia organica. Para evitar deficiencia de este elemento.

Después se establecio todas las macetas por parcela aleatorizando la disposicion de las
parcelas grandes y después de las leguminosas dentro de cada parcela grande, se etiqueto
cada maceta con su numero de tratamiento y repeticion.

6.7.3 Manejo agronémico

Se agregaron 4 semillas escarificadas y embebidas de agua por maceta, para cada una
de las leguminosas evaluadas, en todos los tratamientos y a los tres dias de germinadas se
selecciond una planta, La fecha de siembra fue el 17 de diciembre del 2002.

6.7.4 Obtencién de la semilla

La colecta de la semilla se realizo en el mes de octubre con la finalidad de obtener
semillas frescas con alta viabilidad, la Tefrosia se colecto en el CEDA proveniente de una finca
cafetalera de| sur-occidente, el Chipilin se colect6 en los campos del CEDA, proveniente de la
Costa Sur y el Lupino se colect6 en Tecpan, Chimaltenango a la orilla de la carretera en el
kilbmetro 85 de Ia carretera interamericana. Es importante mencionar que se realiz6 una
Prueba de germinacién para verificar el porcentaje de cada semilla, fue necesario agilizar el
proceso de germinacién a través de una escarificacion de las semillas con un cortaufias se
rompié la testa para que el agua llegara al endospermo.

Junto con la semilla también se colecté nédulos de las plantas leguminosas para
asegurar la presencia de la bacteria con que cada una en el campo convive, y llevarlas a las

macetas. Para ello se guardaron en refrigeracion hasta el momento de la siembra del
experimento.
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6.7.5 Riego

El riego fue con frecuencia de cada 3-4 dias, utilizando para esto agua potable y del
pozo del CEDA. La forma de regar fue mojando bien cada una de las macetas a capacidad de
campo sin mojar el follaje de la planta.

Para el control de malezas en las primera tres semanas, se realiz6 en forma manual
para evitar interferencias. No fue necesario controlar ataques de patégenos u otras plagas, ya
que las plantas crecieron sanas.

6.7.6 Inoculacién del Rizobium

A los dos dias de sembradas las plantas leguminosas se inocul6 todas las macetas con
un macerado de los nédulos de las tres diferentes plantas evaluadas de acuerdo a la especie
evaluada. Incluyendo todos los tratamientos (arena).

6.7.7 Cosecha

La toma de datos se realizé a los 78 dias después de sembrado (dos meses y medio).
Se tomé el peso en fresco de la parte foliar, y luego en bolsas de papel identificadas con el
numero de tratamiento y repeticién. Luego se procedi6 a secar la parte aérea, en un horno a
65° C por 48 Hrs.

Después de 48 horas de secado se tomo los pesos del material foliar y se prepar6 para
el Analisis de laboratorio de semimicro Kjeldhal en bolsas de plastico etiquetadas enviando una
muestra por cada uno de los tratamientos y sus repeticiones (48 muestras) de la parte foliar.

6.8 Analisis de la informacion

Para analizar los datos de cada variable (peso seco y nitrégeno total) de respuesta de los doce
tratamientos para la medicion del contenido de nitrégeno aportado por el follaje de cada una de
las leguminosas evaluadas en un disefio completamente al azar con arreglo en parcelas
divididas, utilizando el andlisis de varianza.

El modelo estadistico utilizado fue el siguiente:

=
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Yige = B+ 1+ ny + 8 + (1) + €

Yiik = Valor de la caracteristica en estudio

un Media general

Tj Efecto del efecto del tratamiento j-esimo contenido de MO. sobre la parcela grande

M = El elemento aleatorio sobre de error sobre la parcela grande

S = Efecto del subtratamiento k-esimo leguminosa dentro de la parcela grande

() = Interaccién entre el tratamiento j-esimo contenido de MO. vy el subtratamiento k-esimo
leguminosa

€y = Error asociado a la parcela pequefia

El andlisis de varianza del disefio completamente al azar, en parcelas divididas, se
utilizo el paquete de analisis estadistico SAS (Statistical Analisis System) (Ver en ANEXOS las
hojas de salida de SAS) Obteniéndose las tablas de ANDEVA y Pruebas de TUKEY Con las
variables cuantitativas de: peso fresco y peso seco del follaje, la cantidad de nitr6geno aportado
por la parte foliar de las leguminosas y el dendrograma del comportamiento del nitrégeno total
aportado por las tres leguminosas.

Al tratamiento de la parcela pequefia de Lupino como present6 diferencia altamente
significativa, se le realiz6 la prueba muitiple de medias (Tukey), para determinar cual o cuales

tratamientos proporcionaron un mayor efecto sobre las dos variables de respuesta (peso secoy
nitrégeno total)

Con los datos obtenidos de las variables: peso seco y nitrogeno total por planta se
realiz6 una Regresion Lineal, para observar el grado de asociacion.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Peso seco foliar por planta.

Segun el ANDEVA (ver CUADRO 8), se obtuvo diferencia altamente significativa en
porcentaje de materia organica y en las leguminosas y significativa entre la interacciéon entre
parcela grande y pequefia (MO*LEG ). Siendo la especie Lupino la que mayor cantidad aporta

de peso seco foliar por planta.

CUADRO 8. Resultados del ANDEVA del peso seco foliar de los 12 tratamientos evaluados.

Fuentes de Grados de . Sumas de Cuadrados st

variacion " 'libertad  cuadrados medios ~ calculada
% MO 3 323.63 107.88 178.50™
Error A 12 10.83 0.90 1.49
leguminosa 2 18.00 9.00 14.89**
MO*LEG 6 25.45 4.24 7.02*
Error B 24 14.50 0-.60
Total 47 392.41 |

** = gltamente significativo
* = significativo
Coeficiente de variacién 17.75%
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El contenido de materia organica afecta el peso seco con relacion a la especie de
leguminosa , la prueba de medias de TUKEY (Ver CUADROS 9 Y 10), nos permite identificar a
Lupino como la especie que aporta la mayor cantidad de peso seco foliar (.36 gramos de peso
seco / planta) muy superior a Chipilin y Tefrosia. Y al contenido de materia organica del 6%

como el mas aporte realizdé de materia seca. Esto se ve claramente en la GRAFICA 1.

CUADRO 9. Prueba de medias de TUKEY, para la variable peso seco foliar, por
leguminosas. (gr./planta)

peso seco /

LEGUMINOSA planta Grupo TUKEY
Lupino 5.14 A
Chipilin 4.36 B

Tefrosia 3.64 C

CUADRO 10. Prueba de medias de TUKEY, para la variable peso seco foliar, por
contenido de M.O. (gr./planta)

peso seco /
Contenido MO planta Grupo TUKEY
6% 752 A
4% 5.98 B
2% 3.29 C

En el siguiente CUADRO 11, se puede observar el efecto de la interaccion entre la
materi ani

€ria organica vy las leguminosas, donde la prueba de TUKEY para esta interaccion nos

revela que Lupino sembrado con 6% de materia organica constituyé la combinacion que aport6

lam i i !
ayor cantidad de peso seco por planta y estadisticamente no se parece a Lupino con el 4%
de materia organica.



CUADR_O 11. Prueba de medias de TUKEY, para la variable peso seco foliar, para la interaccion
contenido de M.O. por Leguminosa (gr./planta)

Interaccidn Grupo TUKEY

M.O.* LEG [
06LU 9.36 Az
04LU 77 B &
06CH 7.22 BC &
06TE 6.00 D
04CH 5.72 DE .
04TE 4.64 EF
02CH 3.79 G
02LU 3.22 Gx
02TE 2.85 G

11

peso seco foliar en gr.

—o- TE
- CH
2 4 8 —— LU

% de materia organica

GRAFICA 1. Comparacién del peso seco foliar de Tefrosia (TE), Chipilin (CH) ¥
Lupino (LU) en 2, 4 y 6% de materia organica.
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7.2 Concentracion de Nitrogeno foliar por planta.

Segun el ANDEVA (ver CUADRO 12), se obtuvo diferencia altamente significativa para

el porcentaje de materia organica y en las especies de leguminosas. Encontrando tambien

diferencia significativa en la interaccion entre parcela grande y pequefia (materia

organica*leguminosa ). Al efectuar las pruebas de TUKEY se observé que entre medias de

Chipilin y Lupino no existe diferencia estadistica significativa. Estos se puede observar en los
valores promedio de las medias (ver CUADRO 13)

CUADRO 12. Resultados del ANDEVA del nitrégeno total foliar/ planta, aportado por los 12
tratamientos.

Fuentes de Grados de

Sumas de Cuadrados F
variacion libertad cuadrados medios calculada

% MO 3 0.10 0.03 64.13*
Error A 12 0.002 0.0002 0.42
leguminosa 2 0.02 0.008 17.19**
MO*LEG 6 0.013 0.002 4.45*
ErrorB 24 0.01 0.0004
Total 47 0.14

, = altamente significativo

* = significativo

A= parcela grande
B= parcela pequefia
Coeficiente de variacion 27.98%
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CUADRO 13. Prueba de medias de TUKEY, para la variable nitrégeno total foliar, por
leguminosas. (gr./planta)

Contenido
LEGUMINOSA de N Grupo TUKEY
Lupino 0.098 A
Chipilin 0.088 A
Tefrosia 0.054 B

Al hacer un andlisis de agrupamiento a través de un dendrograma (ver GRAFICA 2), las
especies de Chipilin y Lupino se comportaron de manera similar para esta variable
(concentracion de nitrégeno por planta) ya que la cantidad de nitrégeno foliar total por planta,
estadisticamente es similar para ambas, nétese en la GRAFICA 2 que la especie Tefrosia se
comporto de manera diferente para esta variable con un contenido de nitrégeno foliar de 0.05
gr. de nitrégeno total por planta.

ligamiento medio

TE

CH

LU

0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08 0.09

distancia de ligamiento

GRAFICA 2. Dendrograma del comportamiento del Nitrégeno total aportado por |a
biomasa foliar de Tefrosia (TE), Chipilin (CH) y Lupino (LU).

La interpretacion de la GRAFICA 3, nos indica que Lupino al 6 y 4% de materia organica
tiene un buen aporte de nitrégeno total por planta (0.175 y 0.135 gramos de nitrégeno total /
planta respectivamente), el Chipilin en 2% de materia organica reporté un mayor aporte que las
otras dos leguminosas (0.08 gramos de nitrégeno total / planta) y Tefrosia en el testigo(arena)
fue superior a las otras dos (0.02 gr de nitrégeno total por planta) factor que nos revela su gran

capacidad de realizar fijacién de nitrégeno con la ayuda de Rizobium.
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0.20
0.16
L
‘_s‘z’ 0.12
a
Il
S
= 008 |
Q
o
&
0.04 |
E3] TE
CH
0.00 L
LUPINO

% de materia organica

GRAFICA 3. interpretacion del nitrégeno total foliar aportado por Tefrosia
(TE), Chipilin (CH) y Lupino (LU) en 2, 4 y 6% de materia
organica.
6% rep[;):::aarp-l:rizr e PUEdfa inferir que para suelos con contenidos de materia organica del
cantidad g nitr;‘ a de medias TUKEY, (ver CUADI.RO 15), la especie Lupino tiene !a mayor
combinaciones : géno aportado difiriendo estadi.stlcamente de los otros tratamientos Yy
aportadores e nit:;afa suelos con. 4% de conte_nlfdo de materia organica resultan buenos
aportaciones o nitr?eno las especies Lupino y Chlplﬁl’?. Para efectos de obtener resultac‘ios en
los suelos de i m:geno se debe tener en cuenta la riqueza de materia organica con.tenlda en
2% pilinds Sl r'lera que‘ en Sl.Jellos que posean contenidos de materia organica iguales al
resultados g| Chipilina especie Chipilin para usarla como abono verde Ya que segun nuestros
suelos con Mayores coanriort“:“ 22.81 Kg. c.ie nitrégeno/ Ha. Pero en el caso de que s.e tengan
con mayor B8 enidos de m?terla organica se ha podido identificar a la especie Lupino
aporte de 50.53 Kg depa-ra'aponar nitrégeno al suelo ya que en este estudio se determiné un
Al analiz A
CUADRO 14) nzglig.rf R G materia Organica (ver
de: st i F’a que no hay dlfe.rencia sgnfﬁcatlva entlra‘la parcela grande de 6y 4%
nitrégeno / planta res',peute's aportan cantidades similares de nlt.rogeno (0.13 y 0.11gramos de
diferente ( 0.07gramos dc Ivém‘ente ). La parcela al 2% de materia organica es estadisticamente
& nitrogeno / planta )
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CUADRO 14. Prueba de medias de TUKEY, para la variable N total foliar, por contenido de M.O.

(gr./planta)
Contenido MO M.O.(gr)  Grupo TUKEY
A

6% 0.13
4% 0.11 A
2% 0.07 B

CUADR_’O 15. Prueba de medias de TUKEY, para la variable N total foliar, para la interaccién
contenido de M.O. por Leguminosa (gr./planta)

Interaccion
M.OXLEG. -

Grupo TUKEY

Yise s

06LU 0.176 A
06CH 0.135 B
04LU 0.135 BC
04CH 0.121 BCD
02CH 0.079 E
06TE 0.079 EF
02LU 0.071 EF
04TE 0.069 EF
02TE 0.049 F
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7.3 Regresién entre la variable concentracién de nitrégeno foliar / planta versus
peso seco / planta.

En este andlisis se pudo observar que las dos variables estan directamente
correlacionadas (Ver GRAFICA 4) con un valor de r = 0.95 lo que implica que a mayor

cantidad de peso seco total por planta, sera mayor el contenido de nitrogeno total foliar

por planta.

0.26

0.22

0.18

0.14

NTOTAL(gr)

006 |

0.02

-0.02

010 }

NTOTAL =.00071 +.01802 * PSECO
Correlation: r = .95

“~o. Regression

12 95% confid.

PSECO(gr)

GRAFICA 4, Regresion lineal entre el nitrégeno total foliar aportado por

planta y el peso seco foliar por planta de todos los
tratamientos.

7.3.1 Importancia de la Correlacion entre la variable nitrégeno total/ planta
versus peso seco / planta.

De 1a GRAFICA 4 se puede sefialar que es gran importancia en la produccion agricola,

ya que presentd un coeficiente de correlacion de 0.95 lo que permite relacionar el peso seco

con la concentracion de nitrégeno foliar por planta. Y constituye una buena herramienta de

campo, para estimar la cantidad de nitrégeno aportado midiendo el peso seco Unicamente.
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Los resultados revelan la influencia que ejerce la materia organica sobre la cantidad de
nitrégeno aportado por las especies leguminosas Lupino y Chipilin a los 78 dias después de la
siembra. Algo importante de mencionar es que al analizar los resultados de laboratorio del
CUADRO 7, se puede observar un pH bastante estable que oscil6 entre valores de 6.8 a 7.2, en
la medida que aumento el porcentaje de materia orgénica fue proporcional con el contenido de
nitrégeno, en 2% con cada uno de los sustratos manejados.

El fésforo también se vio afectado por la cantidad de materia orgénica contenida por el
suelo, aumentando en forma proporcional al porcentaje de materia organica.

El cobre disminuyo en la medida que aumento la materia organica, y el elemento que

aument6 fuertemente es el Zing, casi en 30 meq / 100 ml de suelo, conforme aumento un 2% la
materia organica.
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8. CONCLUSIONES

La respuesta en cuanto al aporte de nitrégeno al suelo de las tres especies a los 78 dias
después de sembradas, esta en funcion del contenido de materia organica, presente en
el suelo, con este estudio se identifico que para suelos con contenido de materia
organica igual al 2% la especie que mayor resultado report6 fue Tefrosia (Tephrosia
lanata) debido a la prueba de medias demostré que esta especie es bastante estable en
todos los contenidos de materia organica. Para suelos ricos en materia organica iguales
al 6 %, se identifica la especie Lupino (Lupinus elegans), con un mejor potencial de
aportacién de nitrégeno con 0.175 gr. de nitrégeno / planta.

La especie Chipilin (Crotalaria longirostrata) no presenté diferencia estadistica
significativa en cuanto al aporte de nitrégeno con los valores del Lupino.

Para la variable peso seco del follaje la especie Lupino (Lupinus elegans) reporto el
mayor valor 9.36 gramos de materia seca / planta en un periodo de 78 dias.

Mediante el analisis de regresion lineal se determiné que las variables nitrégeno total
foliar / planta y peso seco del follaje / planta estan altamente correlacionados en

Proporcion directa es decir que a mayor cantidad de peso seco mayor aporte ¢
nitrégeno en el suelo.
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9. RECOMENDACIONES

Para suelos pobres en materia organica la utilizacion de Tefrosia (Tephrosia lanata) es
la mas recomendada como abono verde y para suelos ricos en materia organica la
especie Lupino (Lupinus elegans) resulta mas promisoria. Pudiendo usarse también

Chipilin (Crotalaria longirostrata).
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CUADRO 16A. Método de Kjeldhal, modificado para incluir a los nitratos.

Principios

El nitrégeno organico y
de nitratos se convierte
en sulfato de amonio y
és:.le se destila en acido
borico y se titula con
acido sulfarico estandar,
utilizando un indicador
adecuado. E| método
que se describe es
apropiado tanto para la
investigacion como para
los analisis de rutina.

Reactivos

Acido sulfirico-acido salicilico. Un
gramo de acido salicilico a 30 ml
de acido sulfdarico concentrado.
Tiosulfato de sodio, polvo seco de,
aproximadamente, malla 20.
Mezcla de sulfatos.
diez partes de sulfato de potasio,
una parte de sulfato ferroso y
media parte de sulfato de cobre;
muélase la mezcla para que pase

Mézclense

por un cedazo de malla 40.
Hidroxido de sodio, 450 g en un

litro de agua.

Cinc musgoso, en pedazos
grandes.

Acido bérico, solucién acuosa al 2
por ciento.

Acido sulfurico estandar, 0.1 N.
Preparese &cido clorhidrico de
ebullicion constante, de acuerdo
con las indicaciones dadas por
Hillebrand y colaboradores (1953).
Normalicese el hidréxido de sodio
libre de carbonatos, en funcion del

acido clorhidrico, utilizando el
indicador de fenolftaleina.
Preparese 4&cido sulfurico de
aproximadamente 0.1 N vy
determinese la concentracion
exacta por titulacion con el

hidroxido de sodio normalizado,
utilizando el indicador de
fenolftaleina.

Indicador verde de bromocresol-
rojo de metilo.

Preparese verde de bromocresol al 0.1
por ciento, agregando 2 ml de
hidroxido de sodio 0.1 N por 0.1 gde
indicador; prepirese 0.1 por ciento de
rojo de metilo en alcohol etilico al 95
por ciento, afiddase 3 ml de hidréxido
de sodio 0.1 N por 0.1g. Mézclense
75 ml de indicador verde dc
bromocresol con 25 ml de indicador
rojo de metilo. Diliyase 200 ml con
alcohol etilico.

Procedimiento

Transfiérase la muestra pesada de
material seco a un matraz de
Kijeldahl de 800 ml ( 1 g de tejido
de plantas es una cantidad
suficiente). El material debera
pasar por un cedazo de malla 20.

Agréguense 50 ml de la mezcla de
acido sulfurico-acido salicilico y
revuélvase de tal modo que se
ponga rapidamente en contacto
intimo la muestra seca con el
reactivo. Déjese en reposo hasta
el dia siguiente. Afiddanse 5 g de
Tiosulfato de sodio y caliéntese
suavemente durante cinco
minutos, aproximadamente,
teniendo cuidado de evitar la
formacién de espuma. Enfriese,
agréguese 10 g de la mezcla de
sulfato y digiérase en el aparato
de Kjeldahl, a pleno calor. Con
materiales de plantas, la digestion
se prosigue durante una hora,
después de que la solucién se
haya aclarado.

Cuando la digestion esté
completa, enfriese y agréguense
300 ml de agua destilada y 100ml
de hidroxido de sodio
concentrado. Agréguese un
pedazo grande de cinc musgoso.
Conéctese la  cabeza de
destilacion, agitese y destilense
150 ml en 50 ml de solucion de
acido bdrico al dos por ciento.
Agréguense diez gotas del
indicador verde de bromocresol-
rojo de metilo y titilese hasta la
aparicion de una coloracién
rosada palida, con &cido sulfirico
estandar.  Deberdn prepararse
testigos y efectuar la ftitulacion
hasta el mismo punto final.

Las determinaciones del contenido
de humedad se hacen en
muestras de 2 g de plantas,
secandolas en un homo a 105° C,
exactamente durante cinco horas.
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Observaciones

El indicador mezclado es verde
en el lado alcalino y rojo en el
acido. El punto final es gris e
incolaro.

Las protecciones de asbesto
son innecesarias para los
matraces de digestion, a
condicion de que no se permita
que la llama entre directamente
en contacto con el matraz, por
encima del nivel de la mezcla
acida.

Las conexiones de caucho del
aparato de destilacion deben
ajustarse de tal mode que haya

expuesto tan poco caucho
como sea posible. Esta puede
ser una fuente de

contaminacién con amoniaco.

Las diferencias pequefias en la
cantidad de acido borico ¥ g!
volumen no tienen influencia
sobre las cifras de la titulacion;
50 ml de &cido bérico al dos por

ciento

se combinaran con,
aproximadamente, 4_15 mg d_e
nitrogeno de amoniaco. Sin
embargo, hay unm error
creciente de sal en el punto
final de la ftitulacion, al
aumentar las cantidades de
sulfato de amonio; s€ trata de
un error de menos, con

cantidades inferiores 2 _0.5 por
ciento con 15 mg de nitrogeno.

Las determinaciones repegldas
por este método en ma‘lerlales
de suelo del mismo recipiente,

dan valores que van de 0.0502
a 00518 por ciento de
nitrogeno  total. El error

probable del promedio ’de dos
determinaciones ~ Sera de
+0.0002 por ciento de
nitrégeno. En términos de error
de porcentaje, representaria *
0.39. La diferencia entre el
valor mas elevado Y el mas

bajo fue de 3.1 por ciento.

FUENTE: CHAPMAN y PRATT (5) el nitrégeno varia cominmente en plantas de 0.2 @ 4.0 por ciento,

dependiendo de las especies, la parte de la planta y su edad.
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FIGURA 7A. Comparacion del
subtratamiento Tefrosia Tephrosia lanataen las
cuatro diferentes parcelas grandes con 6, 4y 2%
de materia organica.

. omga!'amén del
;bn(:hlpllin Crotalaria
as cuatro dj
pates iferente
celas grandes con 6,4y 2 9 de materi
—— »4Y 2% de materia

FIGl:IRA 9A.' Comparacion del subtratamiento
Lupino Lupinus elegans en las cuatro diferentes
parcelas grandes con 6,4 y 2 % de materia organica.
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FIGURA 10A. Chipilin, Crotolaria longirostrata: [1] semillas, [2] plantula, [3] planta a los 20 dias
dulo

después de germinada, [4] planta a los 3 meses, [5] raiz con la nodulacion, [6] n6
maduro con forma de abanico, con presencia de lemoglobina, [7] nédulo partido, se puede

observar en rosado la lemoglobina, [8] flor de Chipilin.
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o
B

FIGURA 11A. Tefrosia, Tephrosia lanata: [1] semillas, [2] plantulas, [3] planta a los 3 meses
después de germinada, [4] morfologia de los nédulos [5] raiz con la nodulacion, [6] flor

de Tefrosia con presencia de vainas.
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CUADRO 17A. Salidas del sistema SAS para la variable concentracién de nitrégeno foliar

/ planta.
The SAS System 1
CONCENTRACION DE NITROGENO FOLIAR / PLANTA
General Linear Models Procedure
Class Level Information
Class tevels values
REP 4 1234
O 4  CE CU DO SE
LEG 3 123
Number of observations in data set = 48
The SAS System 2
NITROGENO TOTAL FOLIAR / PLANTA
General Linear Models Procedure
Dependent variable: peso
Source oF Sum of Squares Mean Square F value pr > F
Model
¢ 23 0.12823798 0.00557556 11.24 0.0001
Error
2 0.01130750 0.00049615
A : Corrected Total 47 0.14014548
R-Square c.v. Root MSE PESO Mean
0.915035 27.98136 0.02227433 0.07960417
S
ource oF Type I S5 Mean Square F value pr > F
MO
LEG 3 0.09544656 0.03181552 64.13 0.0001
MO*LEG 0.01705617 0.00852808 17.19 0.0037
REP*NO 3 0.01325500 0.00220917 4.45 -0042
Sourc 2 0.00248025 0.00020669 0.42 0.
e
o oF Type III ss Mean Square F value pr > F
LEG 3 0.09544656 0.03181552 64.13 0.0001
~ TS % oty & adesaaed e 85081
.01325 . . .
12 0.00248029 0.00020669 0.42 0.9419
i
] The SAS System :
i
; CONCENTRACION DE NITROGENO FOLIAR / PLANTA
General Linear Models Procedure
Dependent variable: peso
Tests of Hypotheses using the Type IIT us for REP*MO as an error term
Source oF Type III ss Mean square F value Pr > F
“o 3 0.09544656 0.03181552 153.93 0.0001

A
VY SU



The SAS System
CONCENTRACION DE NITROGENO FOLIAR / PLANTA
General Linear Models Procedure
Tukey's Studentized Range (HsSD) Test for variable: PESO

NOTE: This test controls the type I experimentwise error rate, but generally has a higher
type II error rate than REGWQ.

_ Alpha= 0.05 df= 24 MSE= 0.000496
critical value of studentized Range= 3.532
Minimum Significant Difference= 0.0197
Means with the same letter are not significantly different.
Tukey Grouping Mean N LEG
0.097563 16 3
0.087688 16 2

0.053563 16 1

@ »rr

The SAS System
CONCENTRACION DE NITROGENO FOLIAR / PLANTA
General Linear Models Procedure
Tukey's Studentized Range (HSD) Test for variable: PESO

NOTE: This test controls the type I experimentwise error rate, but generally has a higher
type II error rate than REGWQ.

_ Alpha= 0.05 df= 24 MSE= 0.000496
critical value of Studentized Range= 3.901
Minimum Significant Difference= 0.0251

Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N MO
A 0.130000 12 SE
ﬁ 0.108500 12 cu
8 0.066750 12 DO
C 0.013167 12' ‘CE
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The SAS System
ENTRACION DE NITROGENO FOLIAR / PLANTA
General Linear Models Procedure
Least Squares Means

MO LEG PESO
Pr > |T| HO: LSMEAN(i)=LSMEAN(j)

2 1 LS A 2 3, 5 6 7 8 9 10 1 12
par
par2 2 0:07050000 1 . 0.0667 0.1849 0.2163 0.0001 0.0001 0.0711 0.0001 0.0001 0.0439 0.0384 0.0136
par2 3 0.07100005 2 9-0ee7 . 0.5837 0.5214 0.0156 0.0017 0.9749 0.0017 0.0001 0.0005 0.0004 0.0001
pard 1 0.06300000 3 0.1849 o0.s837 0.9249 0.0042 0.0004 0.5052 0.0004 0.0001 0.0013 0.0016 0.0006 ~
pard 2 ‘13070009 & 0.2163 0.5214 0.9249 0.0034 0.0003 0.5417 0.0003 0.0001 0.0024 0.0020 0.0007 !
pard 3 ‘13973099 5 9-0001 0.0156 0.0042 0.0034 . 0.3664 0.0145 0.3664 0.0020 0.0001 0.0001 0.0001
par6 1 0.07923009 0.0001 0.0017 0.0004 0.0003 0.3664 . 0.0016 1.0000 0.0174 0.0001 0.0001 0.0001
pars 2 ‘13532009 4 0-0711 0.9749 0.6052 0.5417 0.0145 0.0016 . 0.0016 0.0001 0.0005 0.0004 0.0002
par6 3 0.17550000 8 0.0001 0.0017 0.0004 0.0003 0.3664 1.0000 0.0016 . 0.0174 0.0001 0.0001 0.0001
parA 1 001800000 ) 0-0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0020 0.0174 0.0001 0.0174 . 0.0001 0.0001 0.0001
para 2 001200009 15 9:0439 0.0005 0.0019 0.0024 0.0001 0.0001 0.0005 0.0001 0.0001 0.9499 0.6383
para 3 0.00850000 13 0.0384 0.0004 0.0016 0.C020 ©0.0001 0.C001 0.0004 0.0001 0.0001 o 19499 . 0.6835

0.0156 0.0001 0.0006 0.0007 0.0001 0.0001 0.0602 0.0001 0.0001 0.6383 0.6835 .

NOTE: To ensure ov
erall protection level, only probabilities associated with pre-planned comparisons should be used.




CUADRO 18A. Salidas del sistema SAS para la variable Peso seco foliar / planta.

Dependent variable: PESO

Source DF
Model 23
Error 24
Corrected Total 47
R-Square
0.966734
source OF
MO
LEG 3
MO*LEG 6
REP*MO 12
Source DF
MO
LEG 3
MO*LEG 6
REP*MO 12

Dependent variable: PESO

The SAS System
PESO SECO FOLIAR / PLANTA

General Linear Models Procedure
Class Level Information

Class Levels

REP
MO
LEG

4
4
3

values
1234

CE CU DO SE
123

Number of observations in data set = 48

The SAS System
PESO SECO FOLIAR / PLANTA

General Linear Models Procedure

sum of Squares
15313.76191458
526.95438333
15840.71629792
C.V.

19.84357

Type I SS

9594.24112292
3091.09131667
2282.667233

345.76224167

Type III SS

9594.24112292
3091.09131667
2282.66723333

345.76224167

w

Mean Square
665.81573542
21.95643264

Root MSE
4.68576916

Mean Square
3198.08037431
1545.54565833

380.44453889

28.81352014

Mean square

3198.08037431

The SAS System

PESO SECO FOLIAR / PLANTA

General Linear Models Procedure

Tests of Hypotheses using the Type III Ms for REP*MO as an error term

source DF

MO 3

Type III SS
9594.24112292

Mean Square
3198.08037431

F value
30.32

F value
110.99

Pr>F
0.0001

PESO Mean
23.61354167

Pr > F
0.0001
0.0001
0.0001
0.2746
Pr>F

0.0001
0.0001

0.0001
0.2746

Pr > F
0.0001
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The SAS System
PESO SECO FOLIAR / PLANTA

General Linear Models Procedure
Tukey's Studentized Range (HSD) Test for variable: PESO

NOTE: This test controls the type I experimentwise error rate, but generally has a higher
type II error rate than REGWQ.

Alpha= 0.05 df= 24 MSE= 21.95643
cr1nca‘l value of Studentized Range= 3.532
Minimum Significant Difference= 4.1372

Means with the same Jletter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N LEG
A 34.532 16 3
B 20.836 16 2
C 15.473 16 1

The SAS System
PESO SECO FOLIAR / PLANTA

General Linear Models Procedure
Tukey's Studentized Range (HSD) Test for variable: PESO

NOTE: This test controls the type I experimentwise error rate, but generally has a higher
type II error rate than REGWQ.

critila?ava?ugsofdg:utzigntﬁg; ﬁnggg g 901
Minimun Significant Differences 5.2771

Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N MO

A 40.226 12 SE

8 33.079 12 cv
c 17.428 12 oo
[+]

3.722 12 ce



MO

par2
par2
par2
par4
pard
pard
paré
paré
paré
para
parA
para

LEG

WA = W N = WN N

PESO
LSMEAN

.84750000

OHWOVNWVNVNAWWN
w
~
g
o
o
o

.69750000
0.40750000

er.
i/3

VRNV EWNKH

et b
N

General Linear Models Procedure

0.5017
0.3101

The SAS System
PESO SECO FOLIAR / PLANTA

Least Squares Means
> | Tl HO: LSMEAN(i)=LSMEAN(T)
1 2 3 4

0.6026

NOTE: To ensure overall protection level, only probabilities associated with pre-planned comparisons should be used.
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