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RESUMEN

La fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN) a través de la asociacion simbiotica con rizobios que
nodulan las raices de leguminosas, es una estrategia ecoldgicamente sélida y biol6gicamente
eficiente para mejorar la productividad de estos cultivos a traves de su contribucion a la absorcion
de nitrégeno, pudiendo llegar a sustituir eficazmente el uso de fertilizantes nitrogenados. En este
estudio se evalud la capacidad de FBN de tres variedades mejoradas de frijol comin (Phaseolus
vulgaris L.); INTA Ferroso, INTA Nutritivo e INTA Biofortificado en simbiosis con dos cepas del
género Rhizobium spp., mediante el método de dilucion isotopica del °N. Para ello se establecio
un ensayo en Bloques Completos al Azar (BCA) con seis tratamientos y cinco repeticiones; se
establecieron tres cultivos de referencia, sorgo (Sorghun vulgaris L. cv. Tortillero precoz), maiz
(Zea mays L. cv. NB-S) y arroz (Oryza sativa L. cv. INTA Fortaleza Secano) seleccionando este
altimo para determinar el aporte del nitrdgeno atmosférico en el cultivo fijador. El analisis de las
variables evaluadas se realiz6 a través de Analisis de Varianza (p=0.05) y pruebas de separacion
de medias segin Tukey (p=0.05). Los resultados indican que, en términos generales, a pesar de
que no se detect6 significancia estadistica, los seis tratamientos expresaron una notable efectividad
simbiotica, puesto que mas del 50 % del nitrégeno total acumulado por las seis combinaciones
provino del aporte atmosférico a través de la simbiosis, siendo superior cuando se utilizo el inoculo
Zamorano en cualquiera de los tres cultivares. Este comportamiento, en términos agrondmicos
repercutié positivamente en el rendimiento de grano de los seis tratamientos, que alcanzo valores
entre 1 336 y 2 034 kg ha* y la produccion de biomasa aérea que estuvo en un rango de 465y 967
kg hal. Estos resultados sugieren que la inoculacion con rizobios tiene el potencial para mejorar
la productividad del frijol coman con una minima aplicacion de fertilizantes nitrogenados.

Palabras clave: Efectividad simbiética, leguminosas, nitrogeno atmosférico, isotopos,
inoculacion, fertilizante marcado.
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ABSTRACT

The biological nitrogen fixation (BNF) through the symbiotic association with rhizobia that
nodulate the roots of legumes, is an ecologically sound and biologically efficient strategy to
improve the productivity of these crops through its contribution to the absorption of nitrogen, being
able to get to effectively replace the use of nitrogen fertilizers. In this study, the BNF capacity of
three improved varieties of common bean (Phaseolus vulgaris L.) was evaluated; INTA Ferroso,
INTA Nutritivo and INTA Biofortified in symbiosis with two strains of the genus Rhizobium spp.,
using the *°N isotopic dilution method. For this, a Randomized Complete Blocks (RCB) trial with
six treatments and five repetitions, it’s establisch three reference crop, sorghum (Sorghun vulgaris
L. cv. Tortillero precoz), corn (Zea mays L. cv. NB-S) and (Oryza sativa L. cv. INTA Fortaleza
Secano), selecting the last for determine the contribution of atmospheric nitrogen in the fixing
crop.The analysis of the evaluated variables was carried out through Analysis of Variance (p =
0.05) and tests of separation of means according to Tukey (p = 0.05). The results indicate that, in
general terms, even though statistical significance was not detected, the six treatments expressed
a remarkable symbiotic effectiveness, since more than 50 % of the total nitrogen accumulated by
the six combinations came from the atmospheric contribution through the symbiosis, being
superior when the Zamorano inoculum was used in any of the three cultivars. This behavior, in
agronomic terms, had a positive impact on the grain yield of the six treatments, which reached
values between 1 336 and 2 034 kg ha* and the production of aerial biomass that was in a range
of 465 and 967 kg ha*. These results suggest that inoculation with rhizobia has the potential to
improve common bean productivity with minimal application of nitrogenous fertilizers.

Keywords: Symbiotic effectiveness, legumes, atmospheric nitrogen, isotopes, inoculation, marked
fertilizer.
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l. INTRODUCCION

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es la leguminosa con una cosecha de grano para consumo
benévolo de mayor produccion en el mundo. Este cultivo es originario de América Latina quien
aporta aproximadamente 50 % de la produccion mundial. Como otras leguminosas de grano, el
frijol aporta proteinas y minerales a la dieta humana, lo que contribuye al crecimiento y desarrollo
del ser humano (Beebe et al., 2017).

Segun el Instituto Nacional Tecnoldgico (INATEC, 2018) en Nicaragua, el frijol produce més de
200 mil ocupaciones directas e indirectas en la produccion y comercializacion porque se exporta
a otros paises Centroamericanos en forma de grano comercial y semilla. EI Gobierno de
Reconciliacion y Unidad Nacional (GRUN, 2020) reporta que en el ciclo de siembra 2019-2020
se cosecharon 459 714.2 ha de frijol rojo, para una produccion de 195 454.5 t, que de acuerdo con
la Asociacion de Productores y Exportadores de Nicaragua (APEN) se exportaron 44 100 t por un
valor de US$ 44.3 millones (APEN, 2020).

Delgadillo y Gomez (2015) destacan que “Es importante analizar el cultivo de frijol, ya que esta
en manos de pequefios y medianos productores, muchos de ellos de subsistencia, con pocos
recursos, tecnologia nada avanzada, obteniendo bajos rendimientos, sin tener conexiones ni

conocimiento al mercado nacional.” (p.14)

Segun Gaitan y Mairena (2017) las leguminosas herbaceas como el frijol comun son aprovechadas
como abono verde a nivel mundial, debido a que tienen la capacidad de relacionarse
simbioticamente con las bacterias del género Rhizobium spp para fijar nitrégeno atmosférico. Estos
microorganismos habitan muy agrupados en las raices (nodulos) de las leguminosas, donde, la
planta huésped proporciona el sustrato energético, el cual consiste principalmente en sacarosa y se
favorece del nitrégeno organico reducido por el microorganismo; que poseen la enzima

nitrogenasa, que es la encargada de desdoblar el nitr6geno atmosfeérico.



La eficacia de diferentes leguminosas y sus micro simbiontes ha sido representada en varias
publicaciones por Handarson et al. (1993), demostrando en términos generales que el frijol comin
es un pobre fijador de nitrégeno atmosférico en relacion con otras leguminosas como la Soya
(Glycine max L.) y Frijol Mungo (Vigna radiata L). La Organizacion de las Naciones Unidas para
la Alimentacion y la Agricultura (FAO, por sus siglas en inglés), detalla que la aplicacion de
fertilizantes nitrogenados en cultivos de frijol incrementa considerablemente los rendimientos de
este rubro, por tal razén se deduce que el porcentaje de nitrogeno atmosférico que fija el frijol

comun no es suficiente para obtener altos rendimientos (FAO, 1984).

No obstante, esto ha sido objeto de debates y discusiones, porque los resultados alrededor de este
proceso son muy variables. Esto ha impulsado el estudio de procedimientos mas eficientes para el
analisis de los flujos de la entrada y salida del nitrégeno en los sistemas agricolas, paraello, se han
desarrollado una serie de métodos que permiten estimar la fijacion de N2 que han sido ampliamente
descritos y discutidos en varias publicaciones. Uno de los mas generalizados y que ha ganado
particular interés por su eficiencia, es el método de dilucion isotdpica de *°N, que permite hacer
estimaciones globales de la fijacion bioldgica de nitrégeno, utilizando un fertilizante con *°N en
condiciones variables de la produccion de frijol comun. EI método estad basado en la dilucion

diferencial en la planta del fertilizante marcado con N por el nitrégeno del suelo y de la fijacion.

Existen pocas investigaciones a nivel nacional en cuanto al estudio de la simbiosis Rhizobium spp.,
con frijol comun utilizando técnicas isotopicas, por tal motivo, el objetivo de este estudio es
evaluar la capacidad de la fijacion bioldgica de nitrégeno en simbiosis con dos cepas del género
Rhizobium spp., mediante el método de dilucion isotopica del °N en tres cultivares de frijol rojo

(Phaseolus vulgaris L.) en condiciones de campo.



1. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo general

Evaluar la capacidad de la fijacion biolégica de nitr6geno de tres variedades de frijol rojo
(Phaseolus vulgaris L.) en simbiosis con dos cepas del género Rhizobium spp mediante el método

de dilucion isotopica del *°N.

2.2.  Objetivos especificos

Comparar la capacidad de fijacion biolégica de nitrégeno en condiciones de campo de tres

variedades de frijol rojo (Phaseolus vulgaris L.) inoculadas con dos cepas del género Rhizobium

Spp.

Identificar las interacciones entre las tres variedades de frijol rojo (Phaseolus vulgaris L.) y las
dos cepas de Rhizobium spp que maximicen una alta capacidad de fijacion con un alto potencial

de rendimiento.



1.  MARCO DE REFERENCIA

3.1.  Fijacion Biologica de Nitrogeno (FBN)

Segun Paredes (2013), el ciclo del nitrogeno en el suelo representa solamente una parte del ciclo
total del nitrégeno en la naturaleza. La disponibilidad de este elemento es de gran importancia

para las plantas, ya que es uno de los elementos mas importante para la nutricion vegetal; las
plantas lo absorben en forma de Nitrato (NO*) o Amonio (NH*") que utilizan en la sintesis de
proteinas y de otros compuestos organicos vegetales. Cuando los restos vegetales y animales
regresan al suelo, son objeto de numerosas transformaciones, en su mayoria de caracter bioldgico.

Todos estos procesos son muy dinamicos y son regulados por la accién de los microorganismos.

Uno de los procesos que contribuye a incrementar las reservas de nitrégeno en el suelo, es la FBN,
Vazquez (1996), expresa que la FBN se concreta por organismos procariotas y se realiza en tres
formas basicas: Libre (Klebsiella sp, Clostridium sp), no simbidtica (Azospirillum sp, Azotobacter
sp) y simbiotica (Rhizobium spp), siendo la fijacion simbidtica la mas sobresaliente desde el punto
de vista agricola, puesto que es la fuente que mas aporta a la nutricion de los plantas, especialmente
en leguminosas; por ello se han realizado profundos estudios para poder entender los mecanismos

fundamentales de dicho proceso.

3.1.1. Fisiologia de la fijacion bioldgica

Existen grandes diferencias en la morfologia y fisiologia de todos los organismos fijadores de
nitrégeno, el proceso de fijacion que lo lleva a cabo, es similar en todos los organismos. Fernandez
et al. (2002) expresa que este sistema se denomina nitrogenasa, y la reaccion que se produce es la

siguiente:

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



El proceso de fijacion lleva asociada una reduccion de H" a H en todos los sistemas donde se ha
probado, sin embargo, muchos de estos sistemas tienen acoplado un sistema de reciclar el
hidrégeno mediante la presencia de la enzima hidrogenasa. La reaccién de reduccion del nitrégeno
es un proceso endergoénico que requiere un minimo de energia de 960 kJ por mol de nitrégeno, por
lo que debe acoplarse a un sistema que produzca ATP de una manera eficiente. EI ATP necesario
se produce mediante el proceso de fosforilacién oxidativa acoplado a la cadena transportadora de
electrones que utiliza el oxigeno como aceptor final de los mismos. (p.196)

3.1.2. Asimilacion del nitrégeno fijado

La asimilacion de nitrogeno fijado varia dependiendo del organismo fijador, se distinguen entre

fijacion de nitrégeno en vida libre y fijacion de nitrégeno en simbiosis.

Fijacion de nitrogeno en vida libre

Dentro de estos microorganismos fijadores de nitrégeno en vida libre se encuentran los anaerobios
estrictos, anaerobios facultativos y aerobios. Dentro de cada uno de estos grupos se encuentran
géneros capaces de tomar la energia de sustancias quimicas (quimiotrofos) o de tomarla de la luz
(fotdgrafos) (Fernandez et al., 2002).

Fijacion de nitrégeno en simbiosis

Segun Fernandez et al., (2002) existen tres formas de asociaciones fijadoras: rizocenosis, simbiosis
asociativas y rizoendosimbiosi. La rizocenosis es la que abarca la relacién entre microorganismos
del suelo con los géneros Azotobacter, Azopirillum y Beijerinkia los cuales conquistan el suelo
rizosferico y las raices de las plantas, sucediendo una indudable ventaja ecoldgica establecida por

la alta relacion C/N que en este habitat establece.

La simbiosis asociativa formada por tres géneros Anabaena, Nostoc y Calothrix que son
organismos fotdgrafos con una disposicion de habitat muy grande que pueden formar heterocistos

gue es donde se encuentra la nitrogenasa. Rizoendosimbiosi o simbiosis Rizobios-leguminosa esta



asociacion es la que suministra mayor porcentaje de nitrégeno en los ecosistemas terrestres

teniendo un gran impacto ecoldgico y agronémico Fernandez et al. (2002) afirma:

Esta asociacion de reduccion del nitrégeno en una estructura morfologica Ilamada nddulos
que se forma por la unién de microorganismos del género Rhizobium spp., en las raices de
las leguminosas. La asociacion del Rhizobium spp., con las leguminosas es especifica y
solo se da cuando en el suelo existen rizobio o rizobios caracteristicos de la planta que son
las bacterias del perfil del suelo que fijan nitrégeno después de haberse establecido en los
nodulos. En general el rizobio infecta la leguminosa a través de los pelos radiculares, el
proceso se lleva a cabo en una seria de etapas las cuales son el reconocimiento, la infeccion,

el desarrollo del nédulo y la fijacion de nitrégeno propiamente dicha. (p.198)

3.1.3. Factores que afectan la FBN

Lozano (1999), indica que los principales factores que afectan la FBN son la efectividad de la
bacteria, condiciones del suelo, contenido de nitrégeno inorganico en el suelo, el nivel de fésforo,
calcio, hierro, cobalto, molibdeno, factores climaticos, temperatura, la intensidad de la luz y

periodos prolongados de sequia.

3.2. Eficiencia de la simbiosis rizobios - leguminosas

Para Lindstrom y Mousivi (2019), la relacion FBN entre rizobios y leguminosas es una simbiosis
asociativa en la que se lucran tanto las plantas como las bacterias. En esta relacion simbidtica, los
rizobios son alojados y suministrados con fuentes de carbono por las leguminosas y a cambio, las
leguminosas reciben amoniaco adecuado por los rizobio. Rizobios es un nombre genérico para
cierto grupo Gram-negativo de Alphaproteobacteria y Betaproteobacteria que son las que pueden
formar nodulos en la raiz, o en algunos casos en los tallos, de sus hospederos y fijar nitrdgeno en
la simbiosis con leguminosas como su planta hospedera. Este proceso utiliza energia solar para
reducir el nitrégeno gas inerte a amoniaco a temperatura y presion normal, y por lo tanto hoy,

especialmente, es importante para la produccion sostenible de alimentos.



3.3. Métodos para medir la fijacion biolégica de nitrégeno en leguminosas

Segun Fonseca-Lopez et al., (2020), “existen varias limitantes para cuantificar la fijacion del
nitrégeno, por ejemplo, el grado de complejidad del proceso, costos y sensibilidad de las técnicas,
equipos de alta tecnologia, mano de obra calificada, disponibilidad de reactivos, entre otros.” (p.
3), por esta razon, se han desarrollado varios métodos para medir la fijacién simbiotica, todos
tienen algunas ventajas y desventajas, el método mas adecuado depende en gran medida del
objetivo del experimento. A continuacién, se describird de manera general los métodos mas

utilizados y discutidos en investigaciones.

3.3.1. Método de la produccion de materia seca

Pefias y Zapata (1991) indican que el nitrégeno es el factor limitante para el desarrollo y la
produccion de materia seca de las plantas leguminosas, puesto que ésta alcanza a ser
correlacionada efectivamente con la cantidad de nitrogeno originario de la fijacion, el método es
aprovechado para estimar una gran cantidad de cepas de Rhizobium spp., y no se considera
destructivo, solo se registra el peso fresco y las plantas son resembradas para la produccion de

semillas.

3.3.2. Método de la diferencia de nitrégeno total

Segun Pefia y Zapata (1991) este método consiste en la cuantificacion del porcentaje de nitrogeno
en los cultivares fijadores y las plantas no fijadoras (cultivos de referencia), la principal desventaja
de este método consiste en que las leguminosas y los cultivos de referencia deben extraer
porcentajes similares de nitrogeno del suelo, cuando no es asi, pueden obtener estimaciones

erroneas de la fijacién del nitrégeno.



3.3.3. Produccion de noédulos

Se ha observado muchas veces que la cantidad y peso de los nddulos se correlacionan
positivamente con la cantidad de nitrégeno fijado. Estas medidas pueden ser Gtiles cuando se tiene
que valorar un gran porcentaje de cepas, de Rhizobium spp. Las visualizaciones de ndédulos cuando
se efectlia en conjunto con otras medidas son especificamente beneficiosas para la interpretacion
de los datos en estudio y pueden ser un fuerte indicador de la eficiencia del proceso de fijacion
(Hardarson y Danso, 1993).

Si bien los nodulos se desarrollan como consecuencia de la asociacion simbiotica entre planta y
bacterias (Fonseca-Lopez et al., 2020), la evaluacion de este pardmetro por si solo suele ser una
método limitado para analizar la eficiencia de la fijacion biologica de nitrogeno, ya que cuando
influyen algunos parametros ambientales especificos como humedad, compactacion, pH, nutricion
del cultivo y tension de oxigeno, la determinacion del numero y masa de nodular no es una variable

confiable bajo ciertas condiciones (Chavarria, 2000).

Hashem et al. (2018), afirma que la nodulacion también cambia de acuerdo con la edad de los
cultivos, por esta razon, esta técnica tiende a ser menos precisa, al requerirse muestras en todos los
estados fenoldgicos de la planta donde existe mayor produccidon y translocacion de fotoasimilados,
y mantenerlas bajo las mismas condiciones con el objetivo de disminuir el error de muestreo

(Fonseca-Lopez et al., 2020).

Al respecto, Fernandez-Canigia (2020) indica que la mayor tasa de fijacion bioldgica se produce

en la prefloracion (R5) que coincide con la mayor demanda de nitrégeno. El autor expresa que:

Luego de R5 la tasa de fijacion disminuye hasta hacerse nula antes de la madurez
fisiolégica. Este fendmeno ocurre porque la planta destina gran cantidad de hidratos de
carbono (fuente de energia para los rizobios) hacia los granos, desactivando asi la actividad
de la fijacion bioldgica de N2. Los nédulos quedan sin “alimentacion”, mueren y se

desprenden. (p. 52)



3.3.4. Actividad de reduccién de acetileno

En este método, las raices noduladas son encubadas en acetileno y etileno producido luego de
horas especificas, se mide por cromatografia de gases. Aungue se dice que es simple de efectuar,
este solo garantiza medidas puntuales de la actividad de nitrogenasa. Estas mediciones no son
adecuadas para cuantificar la fijacion de nitrégeno dado a que el factor de calibracién es distinto
para distintos sistemas fijadores (Hardarson y Danso, 1993). Algunos autores como Angel et al.
(2018) sefialan que las desventajas de este método radican en que es menos sensible y no se
recomienda aplicarla en muestras donde la actividad diazotrdfica es baja o esporadica, y que
ademas se puede presentar fuga de gases durante la incubacion.

3.3.5. Método del valor-A

En este método se aplican distintas proporciones de fertilizante nitrogenado a las plantas fijadoras
y no fijadoras, serd inevitable colocar una dosis mayor al cultivo de referencia no fijador para
procurar su crecimiento adecuado, especificamente en suelos de baja fertilidad, sim embargo al
elevar los niveles de nitrégeno inorganico se puede abatir la fijacion de nitrégeno, por esta razén
resulta practico aplicar una dosis moderada de fertilizante marcado con *°N al cultivo de referencia,

mientras que el cultivo fijador reside una baja proporcion (Hardarson y Danso, 1993).

3.3.6. Método de dilucion isotdpica

Segun Braun et al. (2018), este método se basa en la deteccion de isotopos en las fuentes de
nitrégeno disponible para el crecimiento de las plantas (N-suelo, N- fertilizante y nitrogeno), a
partir de la diferencia entre los is6topos que abundan naturalmente (**N) o que han sido
adicionados o empobrecidos en el suelo o en el sustrato, lo que permite identificar en la planta el

nitrdgeno proveniente de las distintas fuentes (marcadas y no marcadas con el trazador °N).

Para su implementacidon, este método involucra el crecimiento de plantas fijadoras de nitrégeno y
plantas de referencia (no fijadoras), en suelos tratados con fertilizantes organicos o inorganicos
enriquecidos o empobrecidos con °N (Hardarson y Danso, 1993). La deteccion del is6topo *°N es

posible debido a su mayor peso (con una masa atdmica de 15) en comparacién con los atomos de
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nitrégeno que se encuentran en la atmosfera (con una masa atémica de 14), lo que permite que
durante el proceso se separen Yy, posteriormente, sean colectados y cuantificados en el

espectrofotometro (Fonseca-Lopez et al., 2020).
Chalk y Craswell (2018) indican que la presencia del cultivo no fijador permite realizar la

comparacion con la planta fijadora a partir de la diferencia en la concentracion de atomos

isotdpicos cuando estas crecen en un suelo que ha sido fertilizado con is6topos °N.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1.  Ubicacion y descripcion del area de estudio

Este estudio se realizo en el Centro de Experimentacion Agricola La Compafiia, propiedad del
Instituto Nicaragtiense de Tecnologia Agropecuaria (INTA). El centro se encuentra ubicado en el
km 45 carretera San Marcos — Masatepe en el departamento de Carazo, en las coordenadas
geogréaficas 11°54°30” de latitud Norte y 86°10°50” de longitud Oeste, a una altitud media de 470

msnm.
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Figura 1. Ubicacién del Centro de Experimentacion Agricola La Compaiiia.
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Segun el Instituto Nacional de Estudios Territoriales (INETER), esta zona presenta temperaturas
medias anuales entre 25y 24 °C, precipitaciones anuales de 1 200 a 1 500 mm bien distribuidos,
una humedad relativa media del 71 % y se encuentra a una altitud de 455.41 metros sobre el nivel
del mar (INETER, 2018). Segun la clasificacion de zonas de vida de Holdridge, esta zona se
cataloga como Bosque Tropical Premontano Himedo (bh-PT). En relacion con el tipo de clima, la
clasificacion de Koppen describe a esta zona como tropical de sabana (Ortiz, 2020).

En cuanto a las caracteristicas edaficas, el Ministerio Agropecuario (MAG) cataloga a los suelos
de esta zona como Andisoles, del suborden Ustands, los cuales se caracterizan por presentar color
oscuro, ser altamente porosos, ligeros, permeables, con buena estructura y facil de laborar. A pesar
de que se consideran suelos muy fértiles, son fijadores de fosforo, no obstante, presentan otras
bondades como una buena profundidad, un escurrimiento superficial de lento a moderado y riesgo
de erosion que va de nulo a moderado (MAG, 2015). Algunas de estas caracteristicas se evidencian

en el siguiente cuadro que muestra las propiedades quimicas del suelo del area experimental.

Cuadro 1. Propiedades quimicas del suelo del area experimental

MO N P K Ca Mg Fe Cu Mn Zn
-------- %------- _ppm _ ---meq 100 g™* suelo-- el 4 011 et

6.19 10.72  0.54 0.0 034 737 098 1025 3.9 345 279

*Suelo de textura franco-arcillo-arenoso (Fuente: Garcia-Centeno et al., 2021)

pH

Un estudio de Ortiz (2020) realizado en este mismo sitio, determiné que estos suelos se
caracterizan ademas por una densidad aparente de 0.72 g cm™, una conductividad eléctrica de 43.9
uS cm™ y una humedad disponible que se encuentra entre una capacidad de campo de 30.05 % y

punto de marchitez permanente de 16.24 %.
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4.2.  Diseflo experimental

El experimento se establecié en campo con un disefio de bloques completos al azar (BCA)
propiamente dicho en bifactorial con cinco repeticiones. Los factores en estudio fueron las tres
variedades de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.), las cuales son: INTA Ferroso, INTA Nutritivo
e INTA Biofortificado; que representaron el Factor A, y los dos indculos microbianos del género
Rhizobium spp., que conformaron el Factor B (Indculo Zamorano e in6culo INTA). En total, el
experimento se manejé con seis tratamientos distribuidos en treinta unidades experimentales. En

el siguiente cuadro de describen los tratamientos evaluados.

Cuadro 2. Tratamientos evaluados

No. Tratamiento Descripcion

T1 aibs Variedad INTA Ferroso + Inoculo Zamorano

T2 aibz Variedad INTA Nutritivo + Inoculo Zamorano

T3 aibs Variedad INTA Biofortificado + Inoculo Zamorano
T4 azbs Variedad INTA Ferroso + Inoculo INTA

T5 azh? Variedad INTA Nutritivo + Inoculo INTA

T6 azbs Variedad INTA Biofortificado + Inoculo INTA

Los tratamientos fueron distribuidos en campo tal como lo muestra la figura 2. Adicionalmente, se
establecieron de forma paralela tres parcelas con cultivos de referencia, que fueron arroz (Oryza
sativa L. cv. INTA Fortaleza Secano), sorgo (Sorghum vulgaris L. cv. Tortillero precoz) y maiz
(Zea mays L. cv. NB-S). Cada unidad experimental, incluyendo las cinco parcelas donde se
establecieron los cultivos de referencia, tuvo unas dimensiones de 3.5 m de ancho y 5 m de largo,
con un distanciamiento entre bloques de 1 m. Para el caso de los tratamientos se consideré como
parcela til un area de 2.5 m de ancho por 4 m de largo para evitar el efecto de borde. Dentro de
la parcela util se establecié una micro parcela isotdpica de 1 m? donde se aplicd el fertilizante

marcado con el istopo *°N.
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Figura 2. Distribucion de los tratamientos y cultivos de referencia en campo.

4.3.  Descripcion del material bioldgico utilizado

4.3.1. Inbculos

Como inoculantes, se utilizaron dos cepas de bacterias diazotrofas simbidticas del género
Rhizobium spp., cada una perteneciente a la coleccion del Instituto Nacional de Tecnologia

Agropecuaria (INTA) y de la Escuela Panamericana EI Zamorano.

El inéculo proveniente del Zamorano es una cepa denominada CIAT 899 (Rhizobium tropici) que
tiene las siguientes caracteristicas: borde liso, color transparente, aspecto translucido brillante,
formar circular irregular, textura muy mucosa, didmetro 4.4 mm, tiempo de aparicion 2 dias.

Resistentes a pH acidos de 4.0, 4.4, 4.6, 5.0, con alta efectividad de nodulacién.
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El indculo proveniente del INTA pertenece a la especie R. leguminosarum bv. trifolii, y posee las
siguientes caracteristicas: efectividad en diversidad leguminosas herbaceas, capacidad de
reproducirse, sobrevivencia en semillas y suelo, capacidad de migracion desde el lugar de la
inoculacién, habilidad de colonizar la rizosfera del huésped y capacidad para sobrevivir en

condiciones adversas.

4.3.2. Variedades de frijol

Las variedades de frijol comUn usadas en este experimento fueron tres variedades comerciales
mejoradas, difundidas y de amplia aceptacion a nivel, proporcionadas por el Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA) quien fue el ente que trabajo en su desarrollo y liberacion. Las
variedades son INTA Ferroso, INTA Nutritivo e INTA Biofortificado.

INTA Ferroso

Segun INTA (2015), esta variedad es una leguminosa con crecimiento arbustivo con guia corta,
cultivo anual, con alto contenido de hierro, altura de 40-50 cm, dias a cosecha de 69 a 74, cantidad
de semillas por vaina de 5-7, germinacion de 3-6 dias, numero de vainas por planta de 13-20,
floracién 33-36 dias, color de semilla rojo claro, duracién de la floracion de 7-11 dias, resistente a

la enfermedad como el mosaico comdn, maduracion fisiologica de 66-68 dias.

Mendieta y Mercado (2016) afirma que es: “Tolerante a las enfermedades como el mosaico dorado,
mancha angular, se recomienda sembrar esta variedad en zonas del pais como, Masatepe,
Esquipulas, San Ramén, Dalia, Jinotega, San Rafael del Norte, Yali, Condega, Jalapa, Quilali,
Wiwili, Pueblo Nuevo, Niguinohomo, San Marcos, Diriamba, EI Crucero y Ticuantepe, con un
rendimiento de 1 000 a 1 500 kg ha™. (p.6)
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INTA Nutritivo

En cuanto a esta variedad, INTA (2018a) sefiala que es resistente a enfermedades como el mosaico
dorado y mosaico comun, tolerante a mancha angular, contiene altos contenido de hierro y zinc,
su evito de crecimiento es erecto arbustiva guia corta, florece entre los 34-36 dias, la distribucion
de las vainas es en la parte media de la planta, el tiempo de su madures fisioldgica es de 66-68
dias, color del grano rojo vino brillante, tolerante a la humedad, las zonas en las que podemos
establecer este cultivo son Matagalpa, San Dionisio, Esquipulas, Jinotega, La Concordia, San
Rafael del Norte, Pantasma, Yali, Esteli, Condega, Masatepe, Jalapa, Quilali, Wiwili, Rivas,
Masaya, Jinotepe y El Crucero, con un rendimiento de 1 090 a 1 140 kg ha™.

INTA Biofortificado

INTA (2018b) afirma que esta variedad de frijol es un cultivo anual, leguminosa, resistente a
enfermedades como el mosaico dorado, mancha angular, se recomienda sembrar esta variedad en
zonas del pais como, Masatepe, Esquipulas, Jinotega, La Concordia, San Rafael del norte, Yali,

Condega, Jalapa, Quilali, Masaya, Jinotepe, Rivas.

INTA (2018b), indica que posee alto contenido de hierro y zinc, su habito de crecimiento es
arbustivo indeterminado de guia corta, tiempo de floracion 32 - 34 dias, la distribucién de sus
vainas se encuentra en la parte media de la planta, maduracion fisioldgica de 60-65 dias, se puede
sembrar en postrera y apante, dias a cosecha de 72 - 74 dias, es tolerante a la sequia, color de grano

rojo claro brillante, con un rendimiento de 1 200 a 1 300 kg ha™™.
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4.4. Variables evaluadas

4.4.1. Produccion de biomasa seca aérea (kg ha)

Después de cosechadas las plantas, se separaron de éstas las vainas y raices, quedando la biomasa
aérea disponible (hojas, tallos y ramas), las cuales se secaron en un horno a una temperatura de 75
°C por 72 horas, posteriormente se pesaron las muestras. El rendimiento se determiné con la
siguiente formula:

PBSA = PSB 1000 * A

En donde:

PBSA: Produccion de biomasa seca aérea (kg ha?)
PSB: Peso seco de biomasa aérea (g m)
A: Area de una hectarea (m?)

4.4.2. Rendimiento de grano (kg ha?)

Se determinod luego de ser cosechado. Las plantas en estudio se trasladaron al laboratorio de
fisiologia vegetal de la Universidad Nacional Agraria (UNA) donde se separaron los granos de
frijol de las vainas y se procedid a su pesaje fresco y seco del grano. El peso seco se obtuvo a
través de un proceso de secado de 72 horas a una temperatura de 65°C. Este rendimiento se

determind con la siguiente férmula.

Rto = PSG 1000+ A
En donde:

Rto: Rendimiento de grano (kg ha?)

PSG: Peso seco de grano (g m?)

A: Area de una hectarea (m?)
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4.4.3. Nitrogeno total (%)
Se determind luego del proceso de secado y molido de las muestras tanto de biomasa como de
grano. Estas muestras fueron enviadas a la Universidad de California en Estados Unidos, donde se
les realizé el analisis a través de espectrometria de masas.

4.4.4. Rendimiento del nitrogeno total (kg ha?)

Este célculo se hizo a través de los resultados de nitrogeno total en la biomasa seca aérea y grano,

utilizando la siguiente formula.

Nt (%) * RTO (kg ha™1)
100

RNT =

En donde:

RNT: Rendimiento de nitrégeno total
Nt (%): Porcentaje de nitrogeno total

RTO: Rendimiento de biomasa seca (kg ha)
4.4.5. Nitrogeno derivado del fertilizante (%0)

El nitrégeno derivado del fertilizante (Nddf) se calculo a través de los resultados del andlisis de
espectrometria de masa; la prueba determind también él porcentaje de atomos de °N en

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

% At. 15y ex. P
*
% At. 15y ex. F

%Nddf = 100

En donde:

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

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

con la siguiente formula:

RNt * %Nddf
100

RNddf =

En doénde:

RNddf: Rendimiento de nitrégeno derivado del fertilizante (kg ha™)
RNt: Rendimiento de nitrdgeno total (kg ha™)
%Nddf: Porcentaje de nitrogeno derivado del fertilizante (%)

4.4.6. Nitrogeno derivado del aire (%0)

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

nitrogeno derivado del aire se utilizé la siguiente formula:

%Nddf,s

%Ndda = (1 —W
n

) * 100

En donde:

%Ndda: Porcentaje de nitrégeno derivado del aire (%)
%Nddfcs: Porcentaje de nitrogeno derivado del fertilizante en cultivo fijador
%Nddfns: Porcentaje de nitrégeno derivado del fertilizante en cultivo no fijador (cultivo de

referencia)

Una vez calculado el % Ndda se determiné el rendimiento de nitrégeno derivado del aire con la

siguiente formula:
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RNt * %Ndda

RNdda = 100

En donde:

RNddf: Rendimiento de nitrogeno derivado del aire (kg ha™)
RNt: Rendimiento de nitrégeno total (kg ha)

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

4.4.7. Nitrogeno derivado del suelo (%)

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

nitrégeno fijado por el fertilizante y la atmosfera. Para ello se utilizo la siguiente formula:
%Ndds = 100 — (%Nddf + %Ndda)
En donde:
%Ndds: Porcentaje de nitrogeno derivado del suelo (%)
%Nddf: Porcentaje de nitrogeno derivado del fertilizante (%)
%Ndda: Porcentaje de nitrégeno derivado del aire (%)
Una vez calculado el % Ndds se determind el rendimiento de nitrogeno derivado del suelo con la
siguiente formula:
RNdds = RNtotal — (RNddf + RNdda)
En donde:
RNdds: Rendimiento de nitrdgeno derivado del suelo (kg ha)

RNddf: Rendimiento de nitrégeno derivado del fertilizante (kg ha™)

RNdda: Rendimiento de nitrégeno derivado del aire (kg ha™)
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4.5. Manejo agronémico del experimento

La preparacion del terreno se realiz con dos pases de grada. Antes de la siembra se realizd una
primera fertilizacion donde se aplic6 210 g de 18-46-0 para cada unidad experimental tanto para
los tratamientos como los cultivos de referencia®. La siembra de las variedades de frijol se realizo
por golpes, se deposito tres semillas por cada golpe a un distanciamiento de 10 cm cada uno, con
una distancia entre surcos de 50 cm, por lo que en cada unidad experimental se establecieron siete
surcos. El proceso de inoculacién de los microorganismos a las semillas de frijol se realizé en el
Centro Nacional de Investigacion Agropecuaria (CNIA), y consistié en una combinacion de suelo
y un sustrato a base de materia organica en una proporcion 1:1 a la cual se le agregd 711.6 g ha
del inoculante, posteriormente se mezclé la semilla en este sustrato y se dejé reposar por una hora,

luego se procedio a la siembra.

La siembra se hizo de forma manual, por golpes a cada 10 cm, donde se depositaron 3 semillas por
postura, para un promedio de 30 semillas por metro lineal. Posterior a la siembra, se realizo la
segunda fertilizacion, donde se aplicé una dosis de 20 kg ha de Urea 46 % enriquecido con 4.85
% atomos en exceso de °N, para un total de 5.2 % de abundancia de este isotopo. Para su
aplicacion, se delimito dentro de cada unidad experimental una micro parcela, la cual se denominé
parcela isotopica que tuvo un area de 1 m?. Para el manejo fitosanitario se aplico de manera
preventiva el insecticida Dipel con una dosis de 250 g por cada 400 | de agua para el control de
plagas insectiles. EI manejo de arvenses se realiz6 de forma mecanica con controles de una vez

por semana mediante machete y azadon.

45.1. Establecimiento de los cultivos de referencia

Para cuantificar la fijacion bioldgica de nitrogeno mediante el empleo de método de dilucion
isotopica, se recomienda utilizar un minimo de tres cultivos no fijadores, es decir, que funcionen
como cultivos de referencia (Hardarson, 1985). Estos se seleccionaron en funcion de su

comportamiento y caracteristicas morfologicas y fisioldgicas, en cuanto a los mecanismos de

! Esta aplicacion se hizo debido a las caracteristicas andicas predominantes en estos suelos.
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absorcidn de nutrientes, tipo de sistema radical y ciclo bioldgico de la planta, pardmetros que tienen

que ser similares al cultivo fijador.

Contiguo a los bloques donde se distribuyeron los tratamientos se establecieron los tres cultivos
de referencia, maiz (Zea mays L. cv. NB-S), sorgo (Sorghun vulgaris L. cv. Tortillero precoz) y
arroz (Oryza sativa L. cv. INTA Fortaleza Secano). Este ultimo fue el cultivo seleccionado para
utilizar sus datos, para correlacionar y calcular la cantidad de nitrégeno aportado por el aire en las
tres variedades de frijol evaluadas, dado que tuvo un comportamiento similar al cultivo fijador en

cuanto a la absorcion de nitrogeno proveniente del suelo y del fertilizante.

4.6. Recoleccién de datos

A los 70 dias se coseché todo el ensayo y se pesd la produccion de biomasa fresca (kg ha?),
biomasa seca (kg ha?) y rendimiento de grano (kg ha?), todos los datos obtenidos fueron

organizados en hojas de célculo en Excel para su posterior procesamiento y analisis.

4.7. Procesamiento y analisis de datos

Los variables evaluadas se analizaron mediante el procedimiento de Analisis de Varianza
(ANDEVA), de detectar significancia, a posteriori se realizo una prueba de separacion de medias
segun el criterio de Tukey (p=0.05) a traves del software estadistico INFOSTAT version 2020. El

modelo aditivo lineal del experimento fue el siguiente:

Yig = u+ a; + B+ (af)ij + pr + €iji
En donde:

i: 1,2,3, ... a=2: Niveles del factor A (In6culos)

j: 1,2,3, ... b=3: Niveles del factor B (\VVariedades de frijol)

k: 1,23, ... r=5: Repeticiones

Y;;: Es la k-ésima observacion de la variable estudiada en el i-ésimo tratamiento.

u: Estima la verdadera media poblacional.
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a; : Efecto del i-ésimo nivel del factor A (Indculos)
p;: Efecto debido al j-ésimo nivel del factor B (Variedades de frijol)

(ap);;: Estima el efecto de la interaccion entre los dos factores

pi: Efecto de k-ésimo bloque.

g;;- Estima el elemento aleatorio de variacion generado en el experimento.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Biomasa seca aérea producida (kg hal), nitrogeno total en biomasa (%) y
rendimiento del nitrégeno (kg ha?)

El nitrégeno es la principal limitante de la productividad agricola, por ello, la produccién agricola
convencional ha dependido histéricamente de la aplicacion de fertilizantes nitrogenados, sin
embargo, la aplicacion de estos insumos es en general ineficiente debido a que s6lo una tercera
parte del fertilizante aplicado es absorbido de forma eficiente por el cultivo (Shrawat et al., 2008).
Segun Corrales-Gonzélez et al. (2016), esta eficiencia se expresa como “unidad de biomasa

generada por unidad de nutriente aplicado.” (p. 256)

En el cuadro 3, se observa que las variedades presentaron diferencias significativas (p-valor <
0.05) en cuanto a su efecto en las variables nitrogeno total en biomasa aérea (%) y produccion de
biomasa seca aérea (kg hal). Para la primera variable, se determiné que la variedad INTA Ferroso
expreso el mayor porcentaje de nitrogeno en la biomasa (1.24 %), seguido de las variedades INTA
Nutritivo (0.93 %) e INTA Biofortificado (0.87 %).

Al analizar la produccion de biomasa se observan tendencias distintas, ya que las variedades INTA
Nutritivo (832 kg ha!) e INTA Biofortificado (765 kg ha) fueron estadisticamente superiores a
la variedad INTA Ferroso (601 kg ha*). En relacion con el rendimiento del nitrégeno total en la
biomasa aérea (kg ha), no se detectaron diferencias significativas en la cantidad de nitrégeno
necesario para producir la misma cantidad de biomasa con cualquiera de los genotipos, no
obstante, en la variedad INTA Nutritivo se registr6 el mayor rendimiento de nitrégeno en

comparacion con las demas (7.89 kg hat).
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Cuadro 3. Resultados de nitrogeno total (%) en la biomasa aérea (kg hal) y su rendimiento (kg
hat)

Tratamientos NTBA BSA RNTBA
% kg ha*
Variedades INTA Ferroso 124 a 601 b 7.41
INTA Nutritivo 0.93 ab 832 a 7.89
INTA Biofortificado 0.87b 765 a 6.99
p-valor 0.0362 <0.0001 NS
In6culo Zamorano 1.16a 870.7 a 9.86 a
INTA 0.87b 594.7 b 50b
p-valor 0.0230 <0.0001 <0.0001
Variedad + Inéculo INTA Fe - Zamorano 1.37 737 9.86
INTA Nutri - Zamorano 1.02 967 9.78
INTA Bio - Zamorano 1.09 908 9.92
INTA Fe -INTA 1.12 465 4.96
INTA Nutri - INTA 0.84 697 5.99
INTA Bio - INTA 0.66 622 4.05
p-valor NS NS NS
CV (%) 31.78 11.48 26.27

Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes (p > 0.05). // NTBA: Nitrogeno total en la biomasa
aérea. BSA: Biomasa seca aérea. RNTBA: Rendimiento de Nitrogeno total en la biomasa aérea. CV: Coeficiente de
variacion.

Con respecto al efecto de los indculos, se determind diferencias significativas en las tres variables
evaluadas, donde la cepa Zamorano resulto ser estadisticamente superior a la cepa proveniente del
INTA. Las mayores diferencias se observan en la produccion de biomasa (870.7 kg ha) y
rendimiento de nitrégeno (9.86 kg ha!), donde esta cepa superd a la del INTA por 276 y 4.86 kg

ha* respectivamente.

Las diferencias numéricas observadas en los factores principales tienden a ser relativamente
similares al analizar sus interacciones, pese a que no se detectd significancia estadistica (p-valor >
0.05). Para la variable nitrégeno total, todas las variedades inoculadas con la cepa Zamorano
expresaron en promedio mayor porcentaje de nitrégeno total en la biomasa (1.16 %) en
comparacion con las inoculadas con la cepa INTA (0.87 %). Cabe resaltar que la variedad INTA
Ferroso inoculada con ambas cepas, fue la que presento los dos valores mas altos de nitrégeno
total en la biomasa (1.37 %y 1.12 % con Zamorano e INTA respectivamente), esto significa que

esta variedad acumula altos porcentajes de nitrogeno en la biomasa independientemente del
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inoculo utilizado. EIl tratamiento que registrd la menor cantidad de nitrégeno resultd ser la

combinacion de la variedad INTA Biofortificado inoculada con la cepa INTA (0.66 %).

En relacion con la produccion de biomasa aérea, no se detectaron diferencias significativas (p-
valor > 0.05), sin embargo, agronémicamente, las variedades INTA Nutritivo (967 kg hat) e INTA
Biofortificado (908 kg ha) inoculadas con la cepa Zamorano, fueron las combinaciones que
expresaron los rendimientos mas altos. La menor produccion de biomasa se determiné para el
tratamiento INTA Ferroso + INTA con 465 kg ha™. Por otra parte, pese a que no se encontro
significancia (p-valor > 0.05), los mayores rendimientos de nitrogeno total en la biomasa aérea se
observaron en las variedades INTA Biofortificado (9.92 kg ha) e INTA Ferroso (9.86 kg hal),
ambas inoculadas con la cepa Zamorano. En cambio, cuando se inocularon ambas variedades con
la cepa proveniente del INTA, éstas expresaron el menor rendimiento (4.05 y 4.96 kg ha™

respectivamente) con respecto a las demas.

Los valores de nitrogeno total en la biomasa aérea fueron inferiores a los encontrados por Lopez-
Alcocer et al. (2020), quienes estudiaron el comportamiento individual de 27 cepas de Rhizobium
spp., inoculadas en una variedad criolla de frijol comun; en su estudio los valores variaron en un
rango de 3.45 % y 4.38 %, sin embargo, la produccion de biomasa fue considerablemente menor
a la registrada en este experimento, ya que los valores oscilaron en un rango de 250 y 170 kg ha™,
que en comparacion con los valores maximos y minimos obtenidos en este estudio, estos fueron
de 967 y 465 kg ha™ respectivamente, por lo que las diferencias se atribuyen a un efecto de dilucion
del nitrogeno, la que varia en funcién de la biomasa, ya que en la medida que ésta aumenta, la
proporcion de este macronutriente disminuye por efecto de biomasa aérea incrementada (De
Caram, et al., 2007).

Otro estudio realizado en Nicaragua por Vargas (1998) evaluando la efectividad de la fijacién
bioldgica en cuatro variedades de frijol comdn, encontré valores de nitrogeno en los tejidos tallos,
ramas y hojas que oscilaron entre 2.8 y 3.6 %, no obstante, estos valores corresponden a una
produccion de biomasa que varié en un rango de 541 y 797 kg ha?, la cual sigue siendo

relativamente inferior a la registrada en este experimento.
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Con respecto al rendimiento del nitrogeno, Hall (2009) indica que los programas modernos de
mejoramiento de frijol comun, no se enfocan en el mejoramiento de genotipos eficientes en la
fijacion simbidtica de nitrégeno, sino que liberan genotipos de alto rendimiento que funcionan de
manera consistente bajo las practicas de produccion convencionales, que implican la aplicacion
general de 33 a 67 kg ha de fertilizantes nitrogenados para obtener rendimientos de grano
superiores a los 700 kg ha™.

Dado que el rendimiento del nitrégeno en la biomasa aérea depende de la produccion total de
materia seca, se observa que los tres tratamientos con la mayor produccién fueron los que
obtuvieron el mayor rendimiento del macronutriente. En general, los resultados obtenidos en este
experimento para esta variable se encuentran en los rangos encontrados por Tsai et al. (1993a),
quienes evaluaron niveles de fertilizacion con P, K'y S sobre la fijacion biologica de nitrogeno en
frijol comdn, encontrando que los tratamientos que fueron manejados sin aplicacion de fertilizantes
expresaron rendimientos de nitrégeno en un rango de 9.3 y 15.8 kg ha?. No obstante, estos
resultados fueron los mas bajos en este estudio, ya que los unidades experimentales que fueron
tratadas con las dosis maximas? alcanzaron valores promedios de 517.6 kg ha de nitrogeno. Estos
resultados indican que un balance adecuado de nutrientes en el suelo es esencial para optimizar las

tasas de fijacion de nitrégeno.

En términos generales, se observd que las tres variedades inoculadas con la cepa Zamorano fueron
mas eficientes en la acumulacion de nitrégeno en la biomasa aérea, sin embargo, es a través de los
resultados posteriores que se pudo discernir si esta diferencia se atribuyé a una mayor efectividad
de la simbiosis, ya que, ha sido reportado por algunos autores como Lindstrém & Mousavi (2019)
y Vitousek etal. (2013) que bajo determinadas condiciones puede darse la simbiosis, pero

manifestarse una baja efectividad para la fijacion de nitrégeno atmosférico.

2 200 mg kg de suelo de Fdsforo, 256 mg kg de suelo™ de Potasio y 40 mg kg de suelo™ de Azufre.
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5.1.1. Nitrogeno derivado del fertilizante en la biomasa aérea (% Nddf), derivado del
aire (% Ndda) y del suelo (% Ndds)

El cuadro 4 indica que la variedad INTA Ferroso se diferencid estadisticamente de las otras dos
variedades, resultando con el mayor porcentaje de Nddf en la biomasa aérea, con 1.44 %y con el
62.22 % de Ndds. Para la misma variable, las variedades INTA Nutritivo e INTA Biofortificado
obtuvieron los menores porcentajes de Nddf (con 0.7 % y 0.85 %) y porcentajes de Ndds (30.44
% y 36.63 %) respectivamente. En cuanto al Ndda, las variedades INTA Biofortificado (68.9 %)
e INTA Nutritivo (62.52 %) fueron estadisticamente superiores a la variedad INTA Ferroso (36.34
%).

Esto es importante desde el punto de vista del suministro de nitrégeno para el cultivo, ya que los
resultados indican que estas variedades obtienen del aire en promedio 65.7 % del nitrégeno que
necesitan. Respecto a los inoculos evaluados, los mayores porcentajes de Nddf y Ndds se
observaron en el inoculo proveniente del INTA (1.14 % y 39.59 %), en cambio, el inoculo
Zamorano obtuvo el mayor porcentaje de Ndda con 62.6 %. Estos resultados indican que el uso
del inoculo Zamorano aumento en un 13 % la cantidad de nitrégeno fijada del aire a través de la

fijacion biologica con respecto al inoculo del INTA.
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Cuadro 4. Porcentaje del nitrogeno derivado del fertilizante (Nddf), aire (Ndda) y suelo (Ndds) en
la biomasa aérea

. Nddf Ndda Ndds
Tratamientos o
Y
Variedades INTA Ferroso 144 a 36.34b 62.22 a
INTA Nutritivo 0.85b 62.52 a 36.63 b
INTA Biofortificado 0.70 b 68.90 a 30.44 b
p-valor 0.0004 0.0004 0.0004
In6culo Zamorano 0.84b 62.60 a 36.61b
INTA 1.14 a 49.30 b 49.59 a
p-valor 0.0359 0.0369 0.0369
Variedad + Inéculo INTA Fe -Zamorano 1.40 39.20 59.43
INTA Nutri - Zamorano 0.50 78.70 20.87
INTA Bio - Zamorano 0.70 69.80 29.52
INTA Fe -INTA 1.50 33.48 65.02
INTA Nutri - INTA 1.21 46.40 52.40
INTA Bio - INTA 0.73 67.93 31.35
p-valor NS NS NS
CV (%) 37.15 29.44 37.33

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05). // Nddf: Nitrégeno derivado del
fertilizante. Ndda: Nitrdgeno derivado del aire. Ndds: Nitrogeno derivado del suelo. CV: Coeficiente de variacion.

Al analizar las interacciones, no se detectaron diferencias significativas (p-valor > 0.05) en ninguna
de las tres variables evaluadas. Sin embargo, se registro el mayor porcentaje de nitrogeno
proveniente del fertilizante (1.50 %) y del suelo (65.02 %) en el tratamiento INTA Ferroso + INTA,;
lo contrario ocurrio con la variable Ndda, ya que los resultados del analisis estadistico para este

mismo tratamiento indican que obtuvo el porcentaje mas bajo (33.48 %) con relacion a los demas.

Al respecto, el tratamiento INTA Nutritivo + Zamorano (78.7 %) resultd con el porcentaje mas
alto del Ndda. Un comportamiento opuesto se observé en este mismo tratamiento para las demas
variables, ya que para Nddf y Ndds, éste obtuvo los porcentajes méas bajos, con 0.5y 20.87 %
respectivamente. Es importante destacar que la variedad INTA Biofortificado inoculada con ambas
cepas, obtuvo cantidades similares de Ndda, con una diferencia de 1.87 % a favor de la cepa
Zamorano. Esto sugiere que esta variedad responde bien a cualquiera de los dos inoculantes sin
afectar la fijacion de nitrogeno atmosférico. Por su parte, la variedad INTA Nutritivo responde
mejor a la inoculacién con la cepa Zamorano aumentando en un 32 % mas el porcentaje de

nitrégeno que cuando se inocul6 con la cepa INTA.
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A pesar de que el ANDEVA no detectd diferencias significativas en las interacciones, es
importante destacar que al analizar el aporte neto del nitrdgeno total acumulado en la biomasa
aerea, se observa que en promedio, alrededor del 56 % provino principalmente del aire, lo que
contrasta a la creencia de que el frijol comun es invariablemente un pobre fijador de nitrégeno
atmosférico, los resultados evidencian que las tres variedades evaluadas tienen un alto potencial
de fijacion simbidtica bajo las condiciones en las que se desarrolld el experimento, ya que la
principal fuente de este elemento planta provino de esta via.

No obstante, si bien este estudio se realiz6 para evaluar la capacidad de fijacion, es valioso resaltar
que la otra fuente principal de este nitrégeno provino del suelo (alrededor del 43.1 %), cuya
disponibilidad estéa regulada por la accion de los microorganismos. Los resultados obtenidos para
esta variable fueron superiores a los reportados por Tsai et al., (1993a), quienes bajo diferentes
niveles de fertilidad de suelo registraron que el aporte de Ndds vario en un rango de 8.7 y 31.7 %,

lo cual es considerablemente menor a los resultados de este estudio.

En este sentido, desde hace varias décadas se reconoce que los procesos de fijacion de nitrogeno
y mineralizacion de nutrientes llevados a cabo por los microorganismos, son cruciales y
complementarios en los agroecosistemas, porque estos metabolizan formas recalcitrantes de
nitrogeno y otros nutrientes, que se liberan a la solucion del suelo, y que ademaés de contribuir
sustancialmente a la nutricion de las plantas disminuyendo la entrada de insumos externos y
optimizan otros procesos biologicos que tienen efectos positivos sobre el crecimiento vegetal
(Jacoby et al., 2017). Sin embargo, es preciso sefialar que algunos cultivares como INTA Ferroso,
dependen en mayor medida del nitrégeno disponible del suelo (= 60%), que, del aporte atmosférico
inducido por la fijacién, lo que indica que probablemente, en suelos pobres en nitrégeno y no
fertilizados, la produccién de biomasa de esta variedad sea considerablemente inferior a la

reportada en este estudio.

Las cantidades nitrégeno de la fijacion determinados en este estudio, son comparables a los
reportados por Bliss (1993a), quien afirma que es comuln encontrar variedades adaptadas
localmente capaces de obtener entre el 40 % — 50 % del nitrégeno en la planta derivado de la

fijacion con rendimientos de Ndda de 50 kg ha*. Cuando se alcanzaron estos niveles de fijacion y
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otros factores no fueron mayormente limitantes, el autor reporta que se produjeron rendimientos

de 1 000 a 1 500 kg ha; los cuales son similares a los registrados en este estudio (Cuadro 6).

En cuanto al % Nddf, un experimento similar en frijol cowpea en condiciones de campo conducido
por Sarr et al., (2008), obtuvo resultados similares con respecto a esta variable, con valores que
oscilaron entre 0.019 % y 15.3 %, lo cual se correlacion6 con una baja eficiencia del fertilizante,
que se atribuye a perdidas por lixiviacién, volatilizacion e inmovilizacién microbiana, que ocurren
con mayor intensidad (entre 55 % — 60 %) en una profundidad de 0 a 15 cm, considerando ademas
la baja respuesta que tienen las leguminosas a los fertilizantes nitrogenados.

Es importante destacar que la contribucion porcentual de la fijacion simbidtica al nitrégeno total
en la biomasa aérea registrada en el mejor tratamiento (INTA Nutritivo + Zamorano), ha sido
superior a la encontrada por algunos autores que han trabajado en leguminosas de grano utilizando
el mismo método, tanto en condiciones de maceta (Vesterager et al., 1995) como de campo (Ikram
et al., 1995; Cadisch et al., 1989), cuyos valores maximos registrados fueron del 70 %. Otros
estudios realizados por Galiana et al. (2002) en especies leguminosas de tipo lefioso, estimaron

una fijacion de nitrdgeno por el método de abundancia natural de *°N entre el 55 % — 62 %.

No obstante, Miranda y Bliss (1991) aclaran que las cantidades de nitrogeno fijadas del aire son
muy variables, pero se estima que tienen un valor medio estimado del 39 %, por lo que, en términos
generales, es destacable la efectividad de la simbiosis de las tres variedades con las dos cepas

utilizadas en este estudio.

5.1.2. Rendimiento del nitrégeno derivado del fertilizante (RNddf), del aire (RNdda) y
del suelo (RNdds) en la biomasa aérea (kg ha?)

El uso del is6topo °N a través del principio de dilucion isotopica, provee una medida integrada de
la cantidad de nitrogeno acumulado por el cultivo durante su ciclo de crecimiento, permitiendo
diferenciar del nitrogeno total, la cantidad proveniente de los tres aportes que tiene la planta (en el
caso de las leguminosas); el nitrégeno fijado del aire, el nitrégeno disponible del suelo y el
nitrogeno aportado por el fertilizante aplicado, estas tres fracciones corresponden al RNdda,

RNdds y RNddf respectivamente.
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En el cuadro 5, se muestra que los valores mas altos de RNddf y RNdds se registraron en la
variedad INTA Ferroso con 0.11y 5.0 kg ha™! respectivamente. Para estas dos variables, la prueba
de separacion de medias no identificd categorias estadisticamente diferentes en las variedades
INTA Nutritivo e INTA Biofortificado. No obstante, se observo que hubo un mayor rendimiento
de nitrogeno proveniente del aire en estos dos cultivares (5.19 y 5.0 kg ha™! respectivamente), que
resultaron ser estadisticamente superiores a la variedad INTA Ferroso (3.0 kg ha'l).

Cuadro 5. Rendimiento del nitrdgeno derivado del fertilizante (RNddf), aire (RNdda) y suelo
(RNdds) en la biomasa aérea en kg ha™

) RNddf RNdda RNdds
Tratamientos 1
kg ha
Variedades INTA Ferroso 0.11a 3.00b 5.00 a
INTA Nutritivo 0.06 b 5.19a 3.00b
INTA Biofortificado 0.05b 5.00 a 2.11b
p-valor 0.0034 0.0017 0.0023
In6culo Zamorano 0.09a 6.09 a 4.00a
INTA 0.06 b 242 b 3.00b
p-valor 0.0316 <0.0001 0.0384
Variedad + In6culo INTA Fe -Zamorano 0.14a 4.00 6.00
INTA Nutri - Zamorano 0.05b 8.00 2.22
INTA Bio - Zamorano 0.07 ab 7.00 3.00
INTA Fe -INTA 0.07 ab 2.00 3.29
INTA Nutri - INTA 0.07b 3.00 3.05
INTA Bio - INTA 0.03b 3.00 1.22
p-valor 0.0495 NS NS
CV (%) 48.0 33.70 46.74

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05). / RNddf: Rendimiento de Nitrégeno
derivado del fertilizante. RNdds: Rendimiento de Nitrégeno derivado del suelo. RNddf: Rendimiento de Nitrégeno
derivado del aire. CV: Coeficiente de variacion.

El mayor rendimiento del nitrégeno derivado de las tres fuentes de este nutriente para el cultivo se
observo en la cepa proveniente del Zamorano, quien fue estadisticamente superior a la cepa INTA,
logrando un rendimiento tres veces mayor; estos mismos resultados se reflejan al analizar los
efectos de las interacciones. Con relacién al RNddf y RNdds en la biomasa aérea, la variedad
INTA Ferroso inoculada con la cepa Zamorano expreso los mayores rendimientos, con 0.14 y 6.0
kg ha! respectivamente, sin embargo, este mismo tratamiento resulté con el rendimiento mas bajo

para la variable RNdda con 4.0 kg ha! junto con los tratamientos INTA Ferroso (2.0 kg hal),
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INTA Nutritivo (3.0 kg ha) e INTA Biofortificado (3.0 kg ha) todos inoculados con la cepa
proveniente del INTA.

Para la variable RNdda, no se detectd diferencias estadisticas, sin embargo, en términos
agronomicos, los tratamientos INTA Nutritivo, INTA Biofortificado e INTA Ferroso inoculados
con la cepa Zamorano, expresaron los mayores rendimientos del nitrégeno del aire, con 8.0, 7.0y
4.0 kg ha? respectivamente. Un comportamiento opuesto se observo cuando estas variedades
fueron inoculadas con la cepa proveniente del INTA, ya que estas obtuvieron los rendimientos mas
bajos para RNdda. Por otra parte, los valores mas bajos de RNddf y RNdds en la biomasa aérea se
observaron en las variedades INTA Biofortificado inoculada con la cepa del INTA, con
rendimientos de 0.03 y 1.22 kg ha™ respectivamente, e INTA Nutritivo, inoculado con la cepa

Zamorano con 0.05 y 2.22 kg ha* en orden de variables.

Aunque el frijol comun es considerado muchas veces como un pobre fijador de nitrogeno
atmosferico, estos resultados sugieren que hubo un aporte considerable de esta fuente en la
biomasa aérea en términos de rendimiento en relacion con las otras dos. Los valores mas altos de
RNdda registrados en los tratamientos INTA Nutritivo e INTA Biofortificado inoculados con la
cepa Zamorano (8.0 y 7.0 kg ha*), se encuentran en el rango determinado por Tsais et al. (1993b),
quien evaluo 31 genotipos de frijol comun clasificados como fijadores altamente eficientes,

obteniendo valores de RNdda en un rango de 5.6 y 21.1 kg ha™.

No obstante, otro estudio de Tsai et al. (1993a), realizado bajo condiciones controladas utilizando
una variedad de frijol comin, demostré6 que es posible incrementar considerablemente el
rendimiento del nitrogeno atmosférico si las aplicaciones de fertilizantes nitrogenados son
minimas y las aplicaciones Fdsforo, Potasio y Azufre son adecuadas, bajo estas dltimas
condiciones el rendimiento del nitrégeno en la biomasa aérea fue de hasta 750.4 kg ha*, y cuando
las aplicaciones fueron minimas los valores fueron de 26.2 kg ha?, que ain siguen siendo
considerablemente superiores a los de este estudio. Es probable que la disponibilidad de Fosforo

donde se realizé el ensayo® haya sido un factor limitante por las caracteristicas andicas de estos

% Pese a la aplicacion que se hizo al preparar el suelo.
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suelos, lo cual Ramaekers et al. (2013), resalta como uno de los principales factores abidticos que
afectan la capacidad de fijacion.

Se observé que existe una mayor efectividad simbi6tica cuando se utilizo el indculo Zamorano ya
que con su uso se obtuvieron los aportes mas notables de nitrégeno a la planta, en términos de
rendimiento y nitrogeno total. Al respecto, Vasquez (1996), expresa que, dentro del estudio de los
sistemas simbidticos, se han reportado numerosos casos que indican que existe una enorme
variacion de preferencia entre micro y macro simbiontes, esta preferencia segun Hardarson &
Jones (1979), se encuentra controlada principalmente por factores genéticos del hospedero.
Heichel et al. (1984), agregan que es comun encontrar una diferente preferencia por especie o
cultivar para unas cepas en particular. Esto sugiere que hubo una mayor compatibilidad del in6culo

Zamorano con las tres variedades en comparacion el inoculo INTA.

Basado en los resultados mostrados en los cuadros 3, 4 y 5, se asume que la simbiosis del in6culo
proveniente del Zamorano con las tres variedades de frijol fue sobresaliente, ya que estos
tratamientos registraron los mayores valores de nitrogeno total, rendimiento de biomasa y
rendimiento de nitrogeno en biomasa aerea, siendo la mayor fuente de este elemento el aportado
por el aire a través del proceso de fijacion. Estos resultados permiten inferir que existe una mayor
compatibilidad entre huésped — simbionte; por ello, se afirma que esta cepa especifica de rizobios
puede ejercer efectos sobre la morfologia y fisiologia en cualquiera de las tres variedades que
conduce a un incremento de la cantidad de nitrégeno atmosférico proveido a la planta, lo cual es

considerablemente superior al aportado por las otras dos fuentes.

5.2. Rendimiento de grano (kg ha?)
La inoculacion de las leguminosas, especialmente de frijol comdn, tiene un gran potencial para
incrementar el rendimiento de grano con menores costos de produccion que usando fertilizantes

quimicos. Por lo tanto, es ventajoso seleccionar cepas efectivas para variedades especificas de la

regién donde se cultiva esta especie para fines alimenticios (Cantaro-Segura et al., 2019).
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Los resultados mostrados en el cuadro 6, indican que el ANDEVA no detectd diferencias
significativas sobre la variable nitrégeno total en grano para el factor variedades, sin embargo, en
el caso del rendimiento de grano y el rendimiento del nitrégeno total en grano, la variedad INTA
Nutritivo expresd los promedios mas altos, con 1 913 y 56.65 kg ha respectivamente. La prueba
de Tukey agrupd a las variedades INTA Ferroso (1 457 kg ha') e INTA Biofortificado (1 641 kg
ha') como estadisticamente iguales (e inferiores a INTA Nutritivo) para el rendimiento de grano.
En el caso del rendimiento del nitrogeno, la variedad INTA Ferroso resulto con el promedio méas
bajo (41.3 kg ha), en cambio, INTA Biofortificado (50.5 kg ha) fue estadisticamente igual a la
variedad INTA Nutritivo para esta variable.

Se determind que para el factor indculos no existen diferencias significativas sobre el nitrégeno
total (p-valor<0.05), no obstante, en el caso del rendimiento de grano y rendimiento del nitrogeno
total en grano, la cepa Zamorano fue estadisticamente superior (p>0.05), observandose promedios
de 1 791.3 y 52.1 kg ha respectivamente. La diferencia mas notable se observa en cuanto al
rendimiento, ya que el uso de la cepa Zamorano muestra una diferencia de +242 kg ha* con

respecto a la cepa del INTA.
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Cuadro 6. Resultados de nitrogeno total (%) en grano (kg) y su rendimiento (kg)

Tratamientos NTG RG RNTG
% kg ha*
Variedades INTA Ferroso 2.85a 1457 b 41.3b
INTA Nutritivo 297 a 1913 a 56.65 a
INTA Biofortificado 3.07a 1641 b 50.5a
p-valor 0.1134 0.0001 0.0002
In6culo Zamorano 29a 1791.3a 52.1a
INTA 3.0a 1549.3 b 46.8 b
p-valor 0.2882 0.0029 0.0463
Variedad + Inéculo INTA Fe -Zamorano 2.8ab 1578 43.32
INTA Nutri - Zamorano 2.8ab 2034 56.54
INTA Bio - Zamorano 3.2a 1762 56.57
INTA Fe -INTA 2.9ab 1336 39.27
INTA Nutri - INTA 3.2ab 1792 56.75
INTA Bio - INTA 2.9 ab 1520 44 .42
p-valor 0.0095 NS NS
CV (%) 7.60 11.95 14.04

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05). //NTG: Nitrégeno total en el grano. RG:

Rendimiento de grano. RNTG: Rendimiento de Nitrogeno total en el grano. CV: Coeficiente de variacion.

En el cuadro 6 no se observan diferencias significativas para las variables rendimiento de grano
(kg ha!) y rendimiento de nitrégeno total en el grano (kg ha), a pesar de ello, para la variable
nitrogeno total en el grano (%), si se detectaron (p-valor < 0.05). En cuanto al rendimiento de
grano, se observa que el tratamiento que obtuvo el promedio mas alto fue la variedad INTA

Nutritivo inoculada con la cepa Zamorano, con 2 034 kg ha*, en cambio, el tratamiento con el

valor mas bajo fue la variedad INTA Ferroso inoculada con la cepa INTA con 1 336 kg ha™.

En cuanto al rendimiento del nitrégeno total en el grano, la variedad INTA Nutritivo inoculada
con ambas cepas (56.75 y 56.54 kg ha! con INTA y Zamorano respectivamente), junto a la
variedad INTA Biofortificado inoculada con la cepa Zamorano (56.57 kg ha?), registraron los
valores mas altos en comparacion con los demas tratamientos. La combinacion que registro el
rendimiento mas bajo fue en la variedad INTA Ferroso + INTA, con un promedio de 39.27 kg ha
1 Enrelacion con el nitrogeno total en grano, la prueba de Tukey separd dos categorias estadisticas,

donde el tratamiento INTA Biofortificado + Zamorano resulté con el promedio mas alto (3.2 %),

36



el cual es + 0.4 % superior a los tratamientos con los porcentajes mas bajos (INTA Ferroso e INTA

Nutritivo inoculados con la cepa Zamorano).

Los resultados del rendimiento de grano obtenidos en este ensayo concuerdan con los rangos
encontrados por Samago et al. (2018), quienes evaluaron durante dos afios el crecimiento de dos
variedades de frijol comun, el rendimiento simbidtico y el rendimiento de grano en respuesta a la
inoculacién de dos cepas de Rhizobium spp., obteniendo rendimientos que variaron en un rango
de 1 840y 2 050 kg ha™. Estos resultados demuestran que con el uso de bacterias simbiéticas es
posible obtener rendimientos comparables con los sistemas de agricultura convencional altamente
dependientes de insumos externos que predominan en el pais. De acuerdo con cifras del Instituto
Interamericano de Cooperacién para la Agricultura (I1ICA, 2009), con un manejo convencional
traidcional* los rendimientos de grano en algunas zonas productoras del pais pueden alcanzar hasta
1 900 kg ha’l, cifra que se encuentra en el rango registrado por los tratamientos evaluados (1 336
— 2034 kg ha™).

El uso de técnicas isotopicas permite hacer una comparacion muy precisa del RNTG y el RNTBA,
ya que permite analizar a donde se distribuye el nitrogeno absorbido. Los resultados descritos
previamente indican que la concentracion final del nitrogeno disminuye en la hoja, tallo y vaina 'y
tiene un aumento considerablemente mayor en el grano. Segun Lata-Tenesaca et al. (2017), esto
es resultado de que las variedades modernas de frijol comun tienden a concentrar el nutriente en
el grano fresco, disminuyéndolo para el follaje, lo que segun Bitocchi et al. (2012), se correlaciona
positivamente con el mayor contenido de proteinas en el grano, lo cual responde a la importancia

nutricional que tienen estos cultivares.

Un aspecto importante que resaltar, es el rango del rendimiento del nitrégeno en el grano registrado
en los tratamientos evaluados (39.27 kg ha® — 56.75 kg ha), los cuales son considerablemente
superiores a los reportados por un estudio de Tsai et al. (1993b), quienes evaluaron en campo el
comportamiento de 31 lineas de frijol comun seleccionadas especificamente por su sobresaliente

capacidad de fijacion en simbiosis, cuyos valores oscilaron entre 4.72 kg ha y 26.84 kg hat; los

4 Considerando aplicaciones 92 kg ha de nitrégeno mas la adicién de otros macro y micronutrientes.
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autores atribuyeron estos resultados al efecto que tuvo la aplicacién de fertilizantes nitrogenados

en las unidades experimentales, lo cual afect6 la formacion y funcionamiento de los nddulos.

5.2.1. Porcentaje de nitrégeno en el grano derivado del fertilizante (% Nddf), aire (%
Ndda) y suelo (% Ndds)

Numerosos estudios utilizan como un fuerte indicador el porcentaje de Ndda en semillas para
evaluar la capacidad y efectividad de la fijacion bioldgica de nitrogeno (Barbosa et al., 2018;
Polania et al., 2016). Esto es consecuencia de que las variedades de frijol comin mejorado
trasladan gran parte de su nitrogeno de las partes vegetativas a las semillas, por lo que esta variable
conduce a una adecuada seleccidn tanto de macro como micro simbiontes con buenas capacidades

de fijacion de nitrogeno (Reinprecht et al., 2020).

En el cuadro 7, se observa que el anélisis estadistico detecto que no hubo efecto de las variedades
en las cantidades de nitrégeno derivados del fertilizante, aire y suelo, expresadas en porcentaje.
No obstante, se aprecia que en cuanto a los indculos si hubo significancia. La cepa INTA resultd
con los promedios mas altos de Nddf y Ndds siendo estadisticamente superior, con 1.13y 49.2 %
respectivamente, en cambio la cepa Zamorano presentd los promedios méas bajos 0.6 % y 29.1 %
para las mismas variables. Esto es evidente si consideramos que con esta cepa se obtuvieron los
valores més bajos de Nddf y Ndds en la biomasa, por tanto, las cantidades traslocadas al grano de
estas fracciones debian resultar menores. Con relacion al Ndda, la prueba de Tukey indica que la
cepa Zamorano fue superior a la proveniente del INTA, con un promedio de 70.3 % respecto al

44.4 % del otro in6culo.
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Cuadro 7. Porcentaje del nitrogeno derivado del fertilizante (Nddf), aire (Ndda) y suelo (Ndds) en
grano

. Nddf Ndda Ndds
Tratamientos o
Y
Variedades INTA Ferroso 1.02 49.8 49.2
INTA Nutritivo 0.79 61.3 37.9
INTA Biofortificado 0.79 60.9 49. 2
p-valor NS NS NS
In6culo Zamorano 0.60 b 70.3a 29.1b
INTA 1.13 a 444 b 54.5a
p-valor 0.0037 0.0036 0.0036
Variedad + In6culo INTA Fe -Zamorano 0.85 57.9 41.1
INTA Nutri - Zamorano 0.30 85.3 14.4
INTA Bio - Zamorano 0.66 67.6 31.8
INTA Fe -INTA 1.19 41.6 57.26
INTA Nutri - INTA 1.27 37.3 61.42
INTA Bio - INTA 0.93 54.2 44.9
p-valor NS NS NS
CV (%) 51.62 38.40 51.57

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05). // Nddf: Nitrégeno derivado del
fertilizante. Ndda: Nitrdgeno derivado del aire. Ndds: Nitrogeno derivado del suelo. CV: Coeficiente de variacion.

Como se aprecia en el cuadro 7, los efectos de interaccion no indujeron diferencias significativas
en cuanto al nitrogeno aportado por las tres fuentes al grano. Sin embargo, las variedades INTA
Nutritivo e INTA Ferroso inoculadas con la cepa proveniente del INTA, resultaron con los
porcentajes mas altos de Nddf y Ndds, siendo agronémicamente superiores a los demas. Es
interesante destacar que estos mismos tratamientos fueron quienes registraron los promedios mas

bajos de Ndda, con 37.3 % y 41.6 % respectivamente.

Para esta misma variable, el tratamiento que tuvo el mayor porcentaje de Ndda fue la combinacién
de la variedad INTA Nutritivo + Zamorano, quien fue notablemente superior a los demas
tratamientos con un porcentaje de 85.3 %, superando en un 48 % a la variedad INTA Nutritivo +
INTA, quien resultd con el promedio mas bajo (37.3 %). Al igual que con los resultados
observados en el cuadro 4 en la biomasa aérea, los mayores aportes de nitrégeno en el grano
provinieron principalmente del aire y en menor medida del suelo. Jacoby et al. (2017) expresa que,
comercialmente, la asociacion simbidtica entre leguminosas y bacterias se explota de forma

rutinaria y generalizada para reducir el uso de fertilizantes nitrogenados, sin embargo, hoy en dia,
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los enfoques de agricultura sostenible tratan de encontrar nuevas formas de refinar y optimizar la

efectividad de este proceso en los agroecosistemas.

En este sentido, las investigaciones en las comunidades microbianas de la rizésfera parecen ser la
ruta mas adecuada para encontrar la respuesta, ya que las funciones que los microorganismos de
esta zona desempenfian, estimulan la nutricion de las plantas y tienen inclusive, el potencial de
generar relaciones mutualistas con diazétrofos (Weese et al., 2015). Existen numerosos estudios
que indican que la promocion del crecimiento de las plantas inoculadas con cepas bacterianas se
optimiza a través de la movilizacion microbiana del nitrégeno del suelo hacia las raices
(Shaharoona et al., 2008; Adesemoye et al., 2009), incluyendo el efecto del incremento en la
biodisponibilidad del elemento mediante la mineralizacion.

Los rangos de % Ndda de este experimento en los tratamientos evaluados (37.3 % — 85.3 %), son
notablemente superiores a los encontrados por Reinprecht et al. (2020), quienes evaluaron el efecto
del uso de fertilizantes nitrogenados con y sin inoculacion de una cepa de Rhizobium spp., en 22
genotipos de frijol, encontrando valores de Ndda en el grano entre 20.4 % cuando solo se fertilizo
con 100 kg de nitrégeno, 25.4 % cuando se inoculd y fertilizo con la misma dosis, y 42.6 % cuando
solo se inoculd. Estas diferencias con respecto a los resultados reportados en este estudio®, se
atribuyen a que los altos niveles de fertilidad pueden suprimir la capacidad de fijacion simbidtica,
por tal razon, una dosis baja como la aplicada en este experimento (20 kg ha) sumado a las
caracteristicas edaficas donde se desarrollo, indujeron una mayor efectividad de la simbiosis que

se tradujo en un incremento del Ndda en el grano.

Por otra parte, otro estudio de Tsais et al. (1993b) en la que también se aplico nitrogeno, sin
embargo, con una dosis menor (60 kg ha') a la aplicada en el ensayo de Reinprecht et al. (2020)
en los tratamientos fertilizados, registro valores de %Ndda en la semilla de 31 genotipos de frijol
en un rango de 12.8 % y 60.6 %, que pese a que aun estos valores se encuentran fuera del rango
reportado en este estudio, es otro ejemplo que evidencia que la aplicacion de fertilizantes

nitrogenados tiene un efecto depresivo sobre el proceso de fijacion. Sin embargo, es posible

® Es necesario aclarar que el estudio de Reinprecht et al. (2020) tenian el propdsito de identificar cultivares mejorados
que expresaran su mayor potencial productivo en suelos ricos en nitrogeno.
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encontrar variedades que tengan una respuesta inferior a la simbiosis, tal como ocurrié con la
variedad INTA Ferroso, inoculada con ambas cepas, ya que mostrd una mayor dependencia del
nitrégeno aportado por el suelo (principalmente) y por el fertilizante en comparacion a los demas

tratamientos.

Bliss (1993b), menciona que, obtener rendimientos de semilla econdmicamente rentables entre 1
000 y 2 000 kg ha* en sistemas de produccion de pequefia y/o mediana escala, no seria posible si
los niveles de porcentaje de Ndda fueran bajos. Sin embargo, debido a que estos datos son muy
variables, muchas veces es dificil generalizar y realizar comparaciones por las interacciones entre
varios factores como genotipo, la cepa rizobiana, el entorno de crecimiento, la etapa de crecimiento
de las leguminosas y el nitrogeno del suelo disponible para las plantas (Wilker et al., 2019);
algunos autores como Heilig et al. (2017), Kamfwa et al. (2015) y Wilker et al. (2019),
determinaron como valores bajos de % Ndda en sus investigaciones de 9.8 %, 3.6 % y 35.8 %
respectivamente, los cuales son superados notablemente por los obtenidos en este experimento con

los tratamientos evaluados.

Algunas experiencias como la de Hardarson et al. (1993), evaluando la efectividad simbiotica de
10 genotipos de frijol comun en Guatemala, concluye que cuando que el porcentaje y rendimiento
del Ndda alcanzaron valores de 71 % y 106 kg ha? respectivamente, el rendimiento promedio de

grano de los genotipos fue de 3 400 kg ha™.

5.2.2. Rendimiento de nitrogeno derivado del fertilizante (RNddf), aire (RNdda) y suelo
(RNdds) en grano en kg ha*

El cuadro 8 indica que las tres variedades no presentaron diferencias significativas (p-valor>0.05)
para las variables RNddf y RNdds en grano, no obstante, se observé un mayor rendimiento del
nitrgeno proveniente del suelo en las variedades INTA Nutritivo (21.28 kg ha!) e INTA Ferroso
(20.34 kg hal) en relacion con INTA Biofortificado (18.31 kg ha™). Con respecto al RNdda, la
variedad INTA Nutritivo fue estadisticamente superior a las demas, con 34.93 kg ha?, seguido de
la variedad INTA Biofortificado con 31.81 kg ha y en tltimo lugar la variedad INTA Ferroso con
20.53 kg ha'™.
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En cuanto al efecto de los indculos, en el cuadro 8 se observan diferencias significativas; la cepa
proveniente del Zamorano resulto con los mayores promedios de RNdda y RNdds, con 37.6 y 25.7
kg ha respectivamente, no fue el caso para la variable RNddf, donde se obtuvo el rendimiento
mas bajo (0.3 kg ha). Por otra parte, la cepa INTA present6 el RNddf mas alto (0.5 kg hal) y
expresé un efecto notablemente inferior a la cepa Zamorano para las variables RNdda y RNdds,
obteniendo los promedios mas bajos.

Cuadro 8. Rendimiento del nitrdgeno derivado del fertilizante (RNddf), aire (RNdda) y suelo
(RNdds) en grano

) RNddf RNdda RNdds
Tratamientos 1
kg ha
Variedades INTA Ferroso 0.4 20.53 b 20.34
INTA Nutritivo 0.4 34.93 a 21.28
INTA Biofortificado 0.4 31.81ab 18.31
p-valor NS 0.0278 NS
In6culo Zamorano 0.3b 37.6a 25.7 a
INTA 05a 206 b 142 Db
p-valor 0.0050 0.0006 0.0051
Variedad + Inéculo INTA Fe -Zamorano 0.36 ab 25.8 17.18 ab
INTA Nutri - Zamorano 0.17b 48.14 8.23b
INTA Bio - Zamorano 0.36 ab 38.8 17.43 ab
INTA Fe -INTA 0.49 ab 15.3 23.50 ab
INTA Nutri - INTA 0.71a 21.72 34.32a
INTA Bio - INTA 0.40 ab 24.84 19.18 ab
p-valor 0.0297 NS 0.0295
CV (%) 50.59 40.29 50.63

Medias con una letra comUn no son significativamente diferentes (p > 0.05). // RNddf: Rendimiento de Nitrégeno
derivado del fertilizante. RNdds: Rendimiento de Nitrégeno derivado del suelo. RNddf: Rendimiento de Nitrogeno
derivado del aire. CV: Coeficiente de variacion.

Con relacion al efecto de interaccion sobre el rendimiento del nitrégeno proveniente de las tres
principales fuentes, en el cuadro 8 se aprecian diferencias significativas para las variables
rendimiento de nitrégeno derivado del fertilizante y del suelo (kg ha?). La variedad INTA
Nutritivo inoculada con la cepa INTA fue superior para estas dos variables con rendimientos de
0.71 kg ha y 34.32 kg ha* respectivamente. En cambio, INTA Nutritivo + Zamorano, expresd
los rendimientos mas bajos para estas mismas variables con 0.17 y 8.23 kg ha'

correspondientemente.
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En cuanto al RNdda, pese a que no se detectaron diferencias estadisticas, este ultimo tratamiento
resultd con los rendimientos mas altos (48.14 kg hal), superando notablemente al tratamiento
INTA Ferroso + INTA, que obtuvo el valor mas bajo (15.3 kg hat), con una diferencia de 32.84
kg ha’. Esta diferencia es comparable con los valores reportados por Sanchez (1981), quien afirma
que para obtener rendimientos promedios de 1 t hal, el cultivo remueve del suelo alrededor de 31
kg ha! de nitr6geno a través del grano, no obstante, el rendimiento de INTA Nutritivo + Zamorano
super6 en un 103.4 % este rendimiento, con un 54.8 % maés de nitrégeno acumulado, que de los

cuales, el 85.1 % de toda esta cantidad (48.14 kg ha*) fue aportado por la atmosfera.

Para ambas variedades, el nitrogeno atmosférico y del suelo fueron las fuentes que representaron
los mayores aportes de este nutriente. Los 20 kg ha* de nitrogeno aplicados en las parcelas tuvieron
poca influencia en la nutricién de la planta y consecuentemente en la acumulacion de esta fuente
en el grano a la madurez (<0.71 kg hat), lo cual concuerda con un estudio conducido por Longeri
et al. (1993) quienes, usando el mismo método, analizaron el proceso fijacion y removilizacion de
nitrdgeno en dos cultivares de frijol comdn, encontrando valores medios de RNddf de 1.7 kg ha

en la etapa de madurez fisiologica.

Los rangos del RNdda en el grano obtenidos en este experimento (15.3 kg ha! y 48.14 kg ha),
son considerablemente mayores a los reportados por Tsai et al. (1993b), quienes, al evaluar la
fijacion de 31 tipos de frijol mediante la misma técnica, obtuvieron valores maximos y minimos
de 18.6 y 2.2 kg ha* respectivamente. En cambio, en otro estudio realizado por Rymuza et al.
(2020) se encontraron valores similares a los registrados en este experimento; estos autores
evaluaron durante dos afios el consumo y distribucion del nitrégeno en tres leguminosas herbaceas,
determinando un RNdda en la semilla que varié entre 29.7 kg ha y 51.2 kg ha* durante el periodo

evaluado.

Se conoce que la demanda de nitrégeno por las semillas es alta, por tal razén, es importante
enfatizar que las diferencias de rendimiento de este nutriente entre el grano y la biomasa aérea
(Cuadros 8 y 5 respectivamente), son un indicador de los niveles de remocidn de nitrégeno en el
suelo. Por dar un ejemplo, sin considerar el rendimiento del nitrogeno atmosférico, el tratamiento

INTA Nutritivo + Zamorano tuvo una acumulacién neta de nitrégeno en el grano cuatro veces
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superior a la acumulada en la biomasa, por lo que es evidente la importancia que tiene el uso de
bacterias para reducir los efectos depresivos sobre los contenidos de nitrégeno en el suelo y
disminuir la aplicacién de fertilizantes para restituir las cantidades exportadas por el cultivo, o
bien, para garantizar la produccion de cultivos en suelos con baja fertilidad de nitrogeno. En el
siguiente cuadro se sintetizan los principales resultados y conclusiones derivadas de este estudio.

Cuadro 9. Resumen del nitrogeno contenido en cada componente del rendimiento y el proveniente
de cada fraccion, derivado del fertilizante (Nddf), del aire (Ndda) y del suelo (Ndds) en kg ha y
%

RNTBA  RNTG NTAB Nddf Ndda Ndds

Tratamientos

kg ha*
INTA Ferroso 7.4 41.3 48.7 0.5 23.3 24.9
Variedades INTA Nutritivo 7.9 56.7 64.5 0.5 39.7 40.1
INTA Biofortificado 7.0 50.5 57.5 0.5 35.6 27.0
Promedios 7.4+05  495+7.7 56.9+79 0.5+0.0 32.8485 30.748.3
% 13.1 86.9 100 0.9 57.8 53.9
3 Zamorano 9.9 52.1 62.0 0.4 42.8 18.8
In6culo
INTA 5.0 46.8 51.8 0.6 23.2 28.0
Promedios 7.4+3.4 49.5+3.7 56.9+7.2 0.5+0.1 33+13.8 23.416.5
% 13.1 86.9 100 0.9 58.0 41.1
INTA Fe - Zamorano 9.86 43.32 53.18 0.51 28.95 23.66
INTA Nutri - Zamorano 9.87 56.54 66.41 0.22 55.95 10.2
Variedad + INTA Bio - Zamorano 9.92 56.57 66.49 0.44 45.17 20.92
Inéculo |NTA Fe -INTA 4.96 39.27 44.23 0.54 18.00 23.94
INTA Nutri - INTA 5.99 56.75 62.74 0.79 24.17 37.99
INTA Bio - INTA 4.05 44.42 48.47 0.44 26.83 21.21
Promedios 74427 495485 56.949.6 0.5+0.2 33.2+14.4 23.0+8.9
% 13.1 86.9 100 0.9 58.3 40.4

RNTBA: Rendimiento de Nitrdgeno total en la biomasa aérea. RNTG: Rendimiento de Nitrdégeno total en el grano.
NTBA: Nitrégeno total absorbido. Nddf: Nitrégeno derivado del fertilizante. Ndda: Nitrégeno derivado del aire. Ndds:
Nitrégeno derivado del suelo.

En contraposicion a las afirmaciones tradicionales de que el cultivo de frijol comun (Phaseolus
vulgaris L.) depende de la aplicacién de fertilizantes nitrogenados para obtener un buen
rendimiento en campo (Sanchez, 1981; Fassbender, 1967; Yadegari, 2014; Cantaro-Segura et al.,
2019; Granda et al., 2009; Gomez et al., 1998), los resultados de este estudio, considerando las
condiciones de suelo y clima en las que fue desarrollado, indican todo lo contrario, ya que, a pesar

de gue no se detecto significancia cuando se evaluo el efecto combinado de los factores principales,
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es notable que el aporte al nitrogeno contenido en cada componente del rendimiento provino
principalmente del aire (>32 kg ha), lo que indica que alrededor del 58 % del nitrdgeno total

derivo de la atmosfera a través del proceso de fijacion.

Un factor clave que explica estos resultados es el éxito de la interaccion entre los indculos y las
variedades seleccionadas, observandose una mayor compatibilidad con la cepa Zamorano
inoculada en cualquiera de los tres genotipos, esto se reflejé en la alta efectividad simbi6tica dada
por los aportes promedio de nitrégeno derivado del aire en estos tratamientos, que en promedio
fue de 43.4 kg ha’, el cual fue considerablemente mayor al registrado en las otras dos fuentes de

este nutriente.
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VI. CONCLUSIONES

En términos generales, no se detecto significancia en las interacciones, sin embargo, en términos
agronomicos, las tres variedades de frijol presentaron un comportamiento sobresaliente en cuanto
a su capacidad de fijacion en simbiosis con los indculos evaluados. Los resultados sugieren que la
inoculacién con rizobios tiene el potencial para mejorar la productividad del frijol comudn con una

minima aplicacion de fertilizantes nitrogenados.

Se identificd una mayor efectividad simbidtica cuando se utilizé el in6culo Zamorano con
cualquiera de las tres variedades, ya que estos tratamientos obtuvieron los valores mas altos de
nitrégeno total en la biomasa y grano, siendo la fuente principal de este nutriente aportado por el
aire, no obstante, independientemente de la cepa, el aporte de esta fuente al cultivo representé mas
del 50 % del nitrogeno total en todos los tratamientos, lo cual incidi0 positivamente en el

rendimiento de grano y la produccion de biomasa.
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VIl. RECOMENDACIONES
Utilizar cualquiera de las combinaciones (variedad + cepa) para la produccion de frijol, si se busca
reducir el uso de fertilizantes nitrogenados, considerando las condiciones de suelo, climay manejo

en las que fue desarrollado este experimento.

Si se utiliza la variedad INTA Ferroso, los suelos deben ser ricos en nitrogeno (materia orgénica).
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IX.  ANEXOS

Anexo 1. Fertilizante nitrogenado con is6topos de °N.

Anexo 2. Resultados de los analisis de varianza de las variables evaluadas.

BSA (kg h-1)

Variable N R? R? Aj CV
BSA (kg h-1) 30 1.00 0.99 2.00

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1019565.07 9 113285.01 529.30 <0.0001
Repeticidn 165390.31 4 41347.58 193.19 <0.0001
Genotipos 282499.60 2 141249.80 659.96 <0.0001
Inoculante 571295.16 1 571295.16 2669.27 <0.0001
Genotipos*Inoculante 380.00 2 190.00 0.89 0.4272
Error 4280.54 20 214.03
Total 1023845.61 29

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=16.55262
Error: 214.0270 gl: 20

Genotipos Medias n E.E.
INTA-Nutritivo 831.99 10 4.63 A
INTA-Biofortificado 765.01 10 4.63 B
INTA-Ferroso 600.99 10 4.63 C

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

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=11.14321
Error: 214.0270 gl: 20

Inoculante Medias n E.E.
Zamorano 870.66 15 3.78 A
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INTA 594.67 15 3.78 B

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

NTBA (%)

Variable N R2 R? Aj CV
NTBA (%) 30 0.52 0.30 30.63

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 2.06 9 0.23 2.37 0.0520
Repeticidn 0.56 4 0.14 1.46 0.2523
Genotipos 0.80 2 0.40 4.11 0.0319
Inoculante 0.61 1 0.61 6.35 0.0204
Genotipos*Inoculante 0.09 2 0.04 0.45 0.6410
Error 1.93 20 0.10
Total 3.99 29

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.35177
Error: 0.0967 gl: 20

Genotipos Medias n E.E.
INTA-Ferroso 1.24 10 0.10 A
INTA-Nutritivo 0.93 10 0.10 A B
INTA-Biofortificado 0.87 10 0.10 B

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

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.23681
Error: 0.0967 gl: 20

Inoculante Medias n E.E.
Zamorano 1.16 15 0.08 A

INTA 0.87 15 0.08 B

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

RNTBA (g planta-1)

Variable N R? R? Aj CV
RNTBA (g planta-1) 30 0.72 0.60 26.36

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 201.13 9 22.35 5.83 0.0005
Repeticidn 14.68 4 3.67 0.96 0.4523
Genotipos 4.04 2 2.02 0.53 0.5987
Inoculante 177.00 1 177.00 46.17 <0.0001
Genotipos*Inoculante 5.42 2 2.71 0.71 0.5053
Error 76.67 20 3.83
Total 277.80 29
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Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.49131
Error: 3.8334 gl: 20

Inoculante Medias n E.E.
Zamorano 9.86 15 0.51 A

INTA 5.00 15 0.51 B

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

RNddf (BA) kg ha-1

Variable N R? R? Aj CV
RNddf (BA) kg ha-1 30 0.63 0.47 46.28

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 0.04 9 4.2E-03 3.82 0.0060
Repeticioén 0.01 4 1.6E-03 1.45 0.2532
Genotipos 0.02 2 0.01 7.80 0.0031
Inoculante 0.01 1 0.01 5.60 0.0281
Genotipos*Inoculante 0.01 2 4.0E-03 3.68 0.0437
Error 0.02 20 1.1E-03
Total 0.06 29
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.03753
Error: 0.0011 gl: 20

Genotipos Medias n E.E.
INTA-Ferroso 0.11 10 0.01 A
INTA-Nutritivo 0.06 10 0.01 B
INTA-Biofortificado 0.05 10 0.01 B

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

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.02526
Error: 0.0011 gl: 20

Inoculante Medias n E.E.
Zamorano 0.09 15 0.01 A

INTA 0.06 15 0.01 B

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

RNdda (BA) kg ha-1

Variable N R? R? Aj CV
RNdda (BA) kg ha-1 30 0.77 0.67 35.03

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 148.16 9 16.46 7.40 0.0001
Repeticidn 4.89 4 1.22 0.55 0.7010
Genotipos 34.76 2 17.38 7.82 0.0031
Inoculante 101.24 1 101.24 45.53 <0.0001
Genotipos*Inoculante 7.26 2 3.63 1.63 0.2203
Error 44 .47 20 2.22
Total 192.63 29
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Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.68716
Error: 2.2236 gl: 20

Genotipos Medias n E.E.
INTA-Nutritivo 5.19 10 0.47 A
INTA-Biofortificado 4.83 10 0.47 A
INTA-Ferroso 2.75 10 0.47 B

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

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.13579
Error: 2.2236 gl: 20

Inoculante Medias n E.E.
Zamorano 6.09 15 0.39 A

INTA 2.42 15 0.39 B

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

RNdds (BA) kg ha-1

Variable N R2 R? A7 CV
RNdds (BA) kg ha-1 30 0.65 0.50 44.37

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 71.28 9 7.92 4.19 0.0037
Repeticioén 12.53 4 3.13 1.66 0.1996
Genotipos 33.15 2 16.57 8.76 0.0019
Inoculante 10.07 1 10.07 5.32 0.0319
Genotipos*Inoculante 15.53 2 7.77 4.11 0.0321
Error 37.83 20 1.89
Total 109.11 29

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.55609
Error: 1.8915 gl: 20

Genotipos Medias n E.E.
INTA-Ferroso 4.55 10 0.43 A
INTA-Nutritivo 2.64 10 0.43 B
INTA-Biofortificado 2.11 10 0.43 B

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

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.04756
Error: 1.8915 gl: 20

Inoculante Medias n E.E.
Zamorano 3.68 15 0.36 A

INTA 2.52 15 0.36 B

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

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=2.73409
Error: 1.8915 gl: 20

Genotipos Inoculante Medias n E.E.
INTA-Ferroso Zamorano 5.82 5 0.62 A
INTA-Ferroso INTA 3.29 5 0.62 A B
INTA-Nutritivo INTA 3.05 5 0.62 B
INTA-Biofortificado Zamorano 3.00 5 0.62 B
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INTA-Nutritivo Zamorano 2.22 5 0.62 B
INTA-Biofortificado INTA 1.22 5 0.62 B

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

$Nddf (BA)

Variable N R? R? Aj CV
sNddf (BA) 30 0.70 0.56 34.21

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 5.34 9 0.59 5.13 0.0011
Repeticioén 0.96 4 0.24 2.08 0.1221
Genotipos 3.01 2 1.51 13.00 0.0002
Inoculante 0.68 1 0.68 5.83 0.0255
Genotipos*Inoculante 0.69 2 0.35 3.00 0.0725
Error 2.32 20 0.12
Total 7.66 29

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.38501
Error: 0.1158 gl: 20

Genotipos Medias n E.E.
INTA-Ferroso 1.44 10 0.11 A
INTA-Nutritivo 0.85 10 0.11 B
INTA-Biofortificado 0.70 10 0.11 B

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

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.25919
Error: 0.1158 gl: 20

Inoculante Medias n E.E.

INTA 1.14 15 0.09 A
Zamorano 0.84 15 0.09 B

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

%Ndda (BA)

Variable N R? R? Aj CV
$Ndda (BA) 30 0.70 0.56 27.06

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 10557.80 9 1173.09 5.12 0.0011
Repeticidn 1922.21 4 480.55 2.10 0.1188
Genotipos 5944.32 2 2972.16 12.98 0.0002
Inoculante 1322.69 1 1322.69 5.78 0.0260
Genotipos*Inoculante 1368.58 2 684.29 2.99 0.0731
Error 4578.38 20 228.92
Total 15136.17 29

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=17.11880
Error: 228.9189 gl: 20
Genotipos Medias n E.E.
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INTA-Biofortificado 68.86 10 4.78 A
INTA-Nutritivo 62.52 10 4.78 A
INTA-Ferroso 36.34 10 4.78 B

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

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=11.52436
Error: 228.9189 gl: 20

Inoculante Medias n E.E.
Zamorano 62.55 15 3.91 A

INTA 49.27 15 3.91 B

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

%$Ndds (BA)

Variable N R? R? Aj CV
$Ndds (BA) 30 0.70 0.56 34.31

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 10085.90 9 1120.66 5.12 0.0011
Repeticidn 1836.45 4 459.11 2.10 0.1189
Genotipos 5678.12 2 2839.06 12.98 0.0002
Inoculante 1264.25 1 1264.25 5.78 0.0260
Genotipos*Inoculante 1307.07 2 653.54 2.99 0.0732
Error 4374.31 20 218.72
Total 14460.21 29

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=16.73294
Error: 218.7155 gl: 20

Genotipos Medias n E.E.
INTA-Ferroso 62.22 10 4.68 A
INTA-Nutritivo 36.63 10 4.68 B
INTA-Biofortificado 30.44 10 4.68 B

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

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=11.26460
Error: 218.7155 gl: 20

Inoculante Medias n E.E.

INTA 49.59 15 3.82 A
Zamorano 36.61 15 3.82 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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RG (kg h-1)

Variable N R2 R2? Aj CV
RG (kg h-1) 30 0.61 0.53 11.95

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1491810.30 5 298362.06 7.49 0.0002
Genotipos 1052544.00 2 526272.00 13.20 0.0001
Inoculante 439266.30 1 439266.30 11.02 0.0029
Genotipos*Inoculante 0.00 2 0.00 0.00 >0.9999
Error 956572.47 24 39857.19
Total 2448382.78 29

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=222.96505
Error: 39857.1864 gl: 24

Genotipos Medias n E.E.
INTA-Nutritivo 1912.99 10 63.13 A
INTA-Biofortificado 1640.99 10 63.13 B
INTA-Ferroso 1457.00 10 63.13 B

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

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=150.45652
Error: 39857.1864 gl: 24
Inoculante Medias n E.E.
Zamorano 1791.33 15 51.55 A

INTA 1549.32 15 51.55 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes

NTG (%)

Variable N R2 R? Aj CV
NTG (%) 30 0.42 0.30 7.60

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.88 5 0.18 3.47 0.0169
Genotipos 0.24 2 0.12 2.39 0.1134
Inoculante 0.06 1 0.06 1.18 0.2882
Genotipos*Inoculante 0.58 2 0.29 5.69 0.0095
Error 1.22 24 0.05
Total 2.10 29

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.44044
Error: 0.0507 gl: 24

Genotipos Inoculante Medias n E.E.
INTA-Biofortificado Zamorano 3.21 5 0.10 A
INTA-Nutritivo INTA 3.15 50.10 A B
INTA-Ferroso INTA 2.94 50.10 A B
INTA-Biofortificado INTA 2.93 5 0.10 A B
INTA-Nutritivo Zamorano 2.78 5 0.10 A B
INTA-Ferroso Zamorano 2.76 5 0.10 B

Medias con una letra comuin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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RNTG (g planta-1)

Variable N

R2 R2? Aj

CV

RNTG (g planta-1) 30

0.58 0.49 14.04

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1604.14 5 320.83 6.64 0.0005
Genotipos 1193.79 2 596.89 12.36 0.0002
Inoculante 213.13 1 213.13 4.41 0.0463
Genotipos*Inoculante 197.23 2 98.61 2.04 0.1517
Error 1159.00 24 48.29
Total 2763.14 29
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=7.76105
Error: 48.2918 gl: 24

Genotipos Medias n E.E.

INTA-Nutritivo
INTA-Biofortificado
INTA-Ferroso

56.65 10 2.20 A
50.49 10 2.20 A
41.30 10 2.20

B

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

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=5.23714

Error: 48.2918 gl: 24

E.E.

Inoculante Medias n
Zamorano 52.14 15
INTA 46.81 15

1.79 A
1.79 B

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

% NddfG

Variable N R? R? Aj CV

% NddfG 30 0.40 0.27 51.62

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 3.17 5 0.63 3.17 0.0246

Genotipos 0.35 2 0.17 0.87 0.4336

Inoculante 2.08 1 2.08 10.36 0.0037

Genotipos*Inoculante 0.75 2 0.38 1.87 0.1753

Error 4.81 24 0.20

Total 7.98 29

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.33730

Error: 0.2003 gl: 24

Inoculante Medias n E.E.

INTA 1.13 15 0.12 A

Zamorano 0.60 15 0.12 B

Medias con una letra comuin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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% Ndda (G)

Variable N R?2 R2 Aj CV
% Ndda(G) 30 0.40 0.27 38.40

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 7729.00 5 1545.80 3.19 0.0239
Genotipos 856.30 2 428.15 0.88 0.4262
Inoculante 5039.88 1 5039.88 10.40 0.0036
Genotipos*Inoculante 1832.82 2 916.41 1.89 0.1726
Error 11627.07 24 484.4¢6
Total 19356.07 29

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=16.58774
Error: 484.4612 gl: 24

Inoculante Medias n E.E.
Zamorano 70.28 15 5.68 A

INTA 44.35 15 5.68 B

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

% Ndds (G)

Variable N R? R? Aj CV
% Ndds (G) 30 0.40 0.27 51.57

X

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 7418.80 5 1483.76 3.19 0.0239
Genotipos 822.17 2 411.08 0.88 0.4261
Inoculante 4837.68 1 4837.68 10.40 0.0036
Genotipos*Inoculante 1758.95 2 879.48 1.89 0.1727
Error 11160.40 24 465.02
Total 18579.20 29

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=16.25144
Error: 465.0166 gl: 24

Inoculante Medias n E.E.

INTA 54.52 15 5.57 A
Zamorano 29.12 15 5.57 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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RNddf (G) (Kg/ ha-1)

Variable N R2 R2?2 Aj CV
RNddf (G) (Kg/ ha-1) 30 0.43 0.31 50.59

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.80 5 0.16 3.63 0.0138
Genotipos 0.02 2 0.01 0.22 0.8008
Inoculante 0.42 1 0.42 9.53 0.0050
Genotipos*Inoculante 0.36 2 0.18 4.09 0.0297
Error 1.06 24 0.04
Total 1.86 29

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.15821
Error: 0.0441 gl: 24

Inoculante Medias n E.E.

INTA 0.53 15 0.05 A
Zamorano 0.30 15 0.05 B

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

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.41052
Error: 0.0441 gl: 24

Genotipos Inoculante Medias n E.E.
INTA-Nutritivo INTA 0.71 5 0.09 A
INTA-Ferroso INTA 0.49 5 0.09 A B
INTA-Biofortificado INTA 0.40 5 0.09 A B
INTA-Biofortificado Zamorano 0.36 5 0.09 A B
INTA-Ferroso Zamorano 0.36 5 0.09 A B
INTA-Nutritivo Zamorano 0.17 5 0.09 B

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

RNdda (G) (Kg/ ha-1)

Variable N R? R? Aj CV
RNdda (G) (Kg/ ha-1) 30 0.53 0.43 40.29

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 3652.73 5 730.55 5.32 0.0020
Genotipos 1147.16 2 573.58 4.18 0.0278
Inoculante 2154.43 1 2154.43 15.69 0.0006
Genotipos*Inoculante 351.14 2 175.57 1.28 0.2968
Error 3296.18 24 137.34
Total 6948.91 29

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=13.08830
Error: 137.3408 gl: 24

Genotipos Medias n E.E.
INTA-Nutritivo 34.93 10 3.71 A
INTA-Biofortificado 31.81 10 3.71 A B
INTA-Ferroso 20.53 10 3.71 B

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

69



Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=8.83197
Error: 137.3408 gl: 24
Inoculante Medias n E.E.
Zamorano 37.56 15 3.03 A

INTA 20.61 15 3.03 B

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

RNdds (G) (Kg/ ha-1)

Variable N R? R? Aj CV
RNdds (G) (Kg/ ha-1) 30 0.43 0.31 50.63

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1855.10 5 371.02 3.63 0.0138
Genotipos 46.20 2 23.10 0.23 0.7995
Inoculante 971.85 1 971.85 9.50 0.0051
Genotipos*Inoculante 837.05 2 418.52 4.09 0.0295
Error 2454.07 24 102.25
Total 4309.18 29

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=7.62072
Error: 102.2531 gl: 24
Inoculante Medias n E.E.

INTA 25.67 15 2.61 A
Zamorano 14.28 15 2.61 B

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

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=19.77416
Error: 102.2531 gl: 24

Genotipos Inoculante Medias n E.E.
INTA-Nutritivo INTA 34.32 5 4.52 A
INTA-Ferroso INTA 23.50 5 4.52 A B
INTA-Biofortificado INTA 19.18 5 4.52 A B
INTA-Biofortificado Zamorano 17.43 5 4.52 A B
INTA-Ferroso Zamorano 17.18 5 4.52 A B
INTA-Nutritivo Zamorano 8.23 5 4.52 B

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