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Resumen

Los cultivos de cobertura proveen un beneficio para la agricultura, son esenciales para la conservaciéon
del suelo y de su fertilidad. Proveen una aportacidn de nitrégeno por medio de la fijacién biolégica de
especies de plantas leguminosas. En el corredor seco de Centroamérica existe una degradacioén de los
suelos que disminuye los rendimientos de los cultivos, siendo los cultivos de cobertura parte de la
conservacién de suelos para reducir el impacto ambiental. Esta investigacion tuvo como objetivo
evaluar la inoculacién de Rhizobium sobre el crecimiento y desarrollo de los cultivos de cobertura. La
investigacion se realizd entre los meses de febrero a mayo de 2022 en las parcelas de Monte redondo
de la Unidad de Investigacion y Desarrollo de Cultivos, Escuela Agricola Panamericana Zamorano. Se
evaluaron cuatro leguminosas, Crotalaria juncea, Dolichos lablab, Canavalia ensiformis y Mucuna
pruriens en un Disefo de Bloques Completo al Azar (DBCA) con arreglo de parcelas divididas siendo la
parcela principal la inoculacién con Rhizobium y las subparcelas los cultivos de cobertura, realizando
cuatro repeticiones. Las variables de indice de cobertura a los 30 y 45 dias, el indice de area foliar, el
contenido de clorofila, peso de biomasa y conteo de nédulos fueron evaluadas. Se realizd un analisis
de varianza (ANDEVA) y medias ajustadas (LSMEANS) para separacién entre tratamiento usando el
programa estadistico SAS versidén 9.6 (Statistical Analysis System), con un nivel de significancia de
P<0.05. Los resultados no indicaron diferencias entre la interaccion de los tratamientos con los
cultivos. Si se obtuvo una diferencia significativa entre tratamiento con y sin inoculacién de Rhizobium
sobre nodulacidn. Se obtuvieron diferencias estadisticas entre cada cultivo de cobertura sobre las
variables de crecimiento y desarrollo. El efecto de la inoculacidon de Rhizobium no causé diferencias
en el crecimiento y desarrollo de la C. ensiformis, C. juncea, D. lablab y M. pruriens con respecto al
area de cobertura, indice de area foliar, biomasa y nodulacidn. Sin embargo, se observé una tendencia
en obtener medias mas altas en los tratamientos inoculados con Rhizobium.

Palabras clave: Abono verde, fertilidad del suelo, simbiosis.



Abstract

Cover crops are important for agriculture, they provide a supply of nitrogen through biological fixation
of legumes plant species and are essential for the soil conservation and fertility. In the dry corridor of
Central America soil degradation decreases crop yields, and cover crops is part of soil conservation to
reduce the environmental impact. This research aims to evaluate the effect of Rhizobium inoculation
on the growth and development of cover crops. The research was carried out from February to May
2022 at the Monte Redondo field Crop Research and Development Program, Escuela Agricola
Panamericana Zamorano. Four legumes, Crotalaria juncea, Dolichos lablab, Canavalia ensiformis and
Mucuna pruriens were evaluated in a Randomized Complete Block Design (RCBD) with four
replications in split plot arrangement, the main plot being inoculated with Rhizobium and the subplots
being cover crops. The cover index variables at 30 and 45 days, leaf area index, chlorophyll content,
biomass weight and nodule count were evaluated. An analysis of variance (ANOVA) and adjusted
means (LSMEANS) were performed for mean separation using SAS version 9.6 (Statistical Analysis
System), with a significance level of P<0.05. The results did not indicate significative differences for
the interaction of Rhizobium inoculation and the crops. Significant differences were observed
between inoculation treatments for nodulation. Statistical differences were obtained between each
cover crop on the growth and development variables. The effect of Rhizobium inoculation did not
cause significant differences in the growth and development of C. ensiformis, C. juncea, D. lablab and
M. pruriens with respect to coverage area, leaf area index, biomass, and nodulation. However, a
tendency was observed to obtain higher means in the treatments inoculated with Rhizobium.

Palabras clave: Green manure, simbiosis, soil fertility.
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Introduccion

III

En el “corredor seco” centroamericano existe una vulnerabilidad ambiental, amenazas como
irregularidad de lluvias, sequia, inundaciones, degradacién ambiental, bajos rendimientos de los
cultivos. La degradacion de los suelos provoca una disminucion de la retencién del agua, pérdida de
fertilidad como una falta de capacidad de infiltracién que disminuye los rendimientos en los cultivos
y una susceptibilidad a enfermedades cuando existe un impacto en las caniculas (van der Zee A et al.
2012). Para la resiliencia de los sistemas productivos en zonas de produccion rural la importancia de
la seguridad alimentaria es optimizar la retencién de humedad vy la fertilidad de los suelos, el acceso
al agua tanto potable como para el riego. De acuerdo con el estudio de caracterizacion del corredor
seco centroamericano para la restauracién ambiental, esta se lograra implementando planes de
conservacién de suelos. A nivel de finca, se requiere una mejora de infiltracion de agua para reducir
los niveles de escorrentia, aumento de los niveles de carbdn organico en el suelo con la
implementacion de sistemas agroforestales, manejos de rastrojos y siembra de cultivos con asociacion
de leguminosas. (van der Zee A et al. 2012)

Un cultivo de cobertura se define como “una cobertura vegetal viva que cubre el suelo y que
es temporal o permanente, el cual esta cultivado en asociacidn con otras plantas en forma intercalado,
en relevo o rotacién (Pound 2001). Los cultivos de cobertura se caracterizan por cumplir ciertos
propdsitos, como suprimir las malezas, conservar el suelo como el agua, controlar plagas o
enfermedades y utilizarse en la alimentacién animal, especificamente en el ganado. Estos cultivos
pueden ser de cualquier familia de plantas, pero en su mayoria son leguminosas por lo que también
se les ha denominado abonos verdes.

Los cultivos de cobertura, se han utilizado desde hace muchos afos, el uso de la mucuna
(Mucuna pruriens L.) ha sido registrado desde el siglo XVII con el propdsito de recuperar suelos

degradados (Burkhill 1936). La tecnologia de los cultivos de cobertura se puede implementar
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facilmente en sistemas cuando hay una baja utilizacién de insumos, es una herramienta que puede
resolver limitantes de manera rapida. Ademas, son faciles de gestionar, basicamente lo que se
necesita son las semillas, no requiere de mucho conocimiento y esta tecnologia ha sido impulsada por
diversas organizaciones para ayudar a agricultores de bajos recursos e impulsar a los campesinos a
tomar esta iniciativa.

Los cultivos de cobertura cumplen una funcién esencial en la conservacidn del suelo y a la
fertilidad de este. Uno de los aportes que proveen, es el beneficio en la proteccién del suelo cuando
hay precipitaciones, estos proporcionan canales mediante las raices que conduce a una mayor
infiltracidon y agregados que son estables en el agua. La formacién de agregados estables junto con
mayor aireacion hace que el suelo disminuya su densidad, que genera un aporte de crecimiento de la
planta (Pound 2001). Un beneficio importante de los cultivos de cobertura es la penetracién de sus
raices, rompe un suelo que ha sido compactado. Otro beneficio que se pueden considerar como
esencial de los cultivos de cobertura es que se incrementa la materia orgdnica, hay una mayor
estabilidad en la estructura de los suelos. Hay una aportacion de nitrégeno por medio de la fijacion
bioldgica de las especies de leguminosas. Los cultivos de cobertura mejoran en la eficiencia del agua,
incluso compiten con malezas que son de dificil control por medio de herbicidas. La cobertura que
gueda después de secado del cultivo, provee dptimas condiciones para cultivos de granos gruesos ya
gue el aumento de captacion de agua cuando llueve genera condiciones en la superficie como mayor
humedad y menor temperatura (Capurro 2018).

La fijacion biolégica de nitrégeno representa una alternativa al uso de fertilizantes
nitrogenados. Esta fijacidn la realizan organismos procariotas que son capaces de reducir el nitrégeno
molecular a amonio mediante una simbiosis. En el ecosistema terrestre se puede realizar mediante
una asociacion simbidtica de bacterias del género Rhizobium con plantas leguminosas (Fernandez-

Pascual et al. 2002). Se considera que los cultivos de cobertura se pueden potencializar por medio de
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la inoculaciéon con estas bacterias. Las plantas proporcionan una fuente de carbono para las bacterias
y estas les ofrecen a las plantas el nitrogeno que fijan de la atmédsfera. En la asociacién de reduccion
del nitrégeno se desarrollan unas estructuras que se denominan nédulos, formados de esta asociacion
con Rhizobium (Fernandez-Pascual et al. 2002). El nédulo reduce el nitrégeno atmosférico en amonio
y provee a la planta compuestos nitrogenados a cambio de compuestos carbonatados. La simbiosis
puede variar en la eficiencia a fijar nitrégeno, de acuerdo con diferentes combinaciones de
hospederos y bacterias. Hay bacterias del género Rhizobium especificas para ciertos cultivos de
leguminosas (Puertas et al. 2008).

Experimentos conducidos en Cuyuta, Guatemala mostraron que sustituir fertilizantes
nitrogenados con Mucuna spp. y Canavalia ensiformis incorporaron alrededor de 60 kg/ha manejados
bajo cero labranza y cuando se incorporaron totalmente al suelo aportaron hasta 127 y 158 kg N/ha
(Castro-Rincén et al. 2018). Estudios realizados en Brasil han reportado que entre el 85y 95% del
nitrégeno proviene de abonos verdes como la mucuna, canavalia y crotalaria en el cultivo de maiz
(Castro-Rincén et al. 2018). La Canavalia ensiformis ha sido utilizada en Colombia como abono verde,
en suelos de baja fertilidad en los llanos de este pais. La leguminosa se incorpord al suelo y a los 150
dias se cosechd maiz, que fue utilizado como un cultivo indicador. La Canavalia ensiformis aporté la
mayor cantidad de biomasa (9,748 kg/ha) y también un mayor aporte de nitrégeno con 213 kg N /ha.

En la Escuela Agricola Panamericana el Zamorano, se ha trabajado con varios cultivos de
cobertura como: Crotalaria juncea, Dolichos lablab, Canavalia ensiformis y Mucuna pruriens. Estos
cultivos de cobertura son utilizados para realizar rotaciones en los sistemas de produccion de cultivos.
Estos cultivos son tolerantes a suelos pobres, incluso con un mal drenaje (Moreno Taboada 2007). Se
utilizan en rotacidn de cultivos, por ejemplo, un afio se siembra una leguminosa y luego se rota a otro
cultivo, es un fertilizante natural que el nitrégeno acumulado en el suelo beneficiara al otro cultivo

que se sembrara (Llamas y Acedo 2018).
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El objetivo de esta investigacién fue determinar el efecto de la inoculacién de Rhizobium sobre
el crecimiento y desarrollo de la Crotalaria juncea L., Dolichos lablab L, Mucuna pruriens L. y Canavalia

ensiformis L.
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Materiales y Métodos
Ubicacion

El estudio se realizé durante los meses de febrero a mayo del 2022, en el lote experimental
de Monte redondo de la Unidad de Investigacién y Desarrollo de Cultivos de la Escuela Agricola
Panamericana, Zamorano, ubicada en el municipio de San Antonio de Oriente. Coordenadas
geograficas de San Antonio de Oriente departamento de Francisco Morazan con una latitud de 14° 1’
60" Norte y 87° 3’ 0” longitud Oeste. Altura de 800 msnm, con una precipitacién promedio anual de
1100 mm y una temperatura promedio de 27-30°C. En los meses de febrero a marzo se presenté una
temperatura promedio de 31°C con una mayor precipitacion en el mes de mayo alrededor de 160 mm.

En el lote experimental se tuvieron ocho tratamientos con 32 unidades experimentales
(Cuadro 1
Tratamientos utilizados en la vega 4, Monte Redondo, lote experimental de la Unidad de Investigacion
y Desarrollo de Cultivos.Cada unidad constd de tres camas con una longitud de 5m cada una. Los
cultivos de cobertura se sembraron a una separacién de 15 cm entre plantas para la C. ensiformis, D.
lablab y M. pruriens. Para la C. juncea por el tamafio de las semillas se sembraron a chorro corrido y
luego se hizo un raleo de las plantas.

El andlisis de suelo del lote experimental indicd un bajo contenido de materia organica, menos
gue el rango medio que va de 2-4. En cuanto al nitrégeno, presentd también un contenido menor que
el rango medio de 0.2-0.5 (Error! Reference source not found.). Se utilizé este suelo con el propdsito
de ver una diferencia en el efecto de la inoculacidn de Rhizobium en el cultivo de cobertura sobre un

suelo en pobres condiciones de materia orgdnica y nitrégeno.
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Tratamientos utilizados en la vega 4, Monte Redondo, lote experimental de la Unidad de

Investigacion y Desarrollo de Cultivos.

Tratamiento

Cultivo de cobertura

Rhizobium (Inoculacién)

1 Crotalaria juncea Con
2 Sin
3 Dolichos lablab Con
4 Sin
5 Canavalia ensiformis Con
6 Sin
7 Mucuna pruriens Con
8 Sin
Figura 1

Andlisis de suelo del lote experimental de Monte redondo, realizado por el laboratorio de suelos de

Zamorano.
LABORATORIO DE SUELOS ZAMORANO LSZ-F10708-1
ZAMDRAND INFORME DE RESULTADOS DE ANALISIS DE SUELOS Versidn vz
Sistema de Gestion de Calidad 150 17025
Solicitante Fecha Ingreso Muestra Fecha Envio Infarme Procedencia de la muestra Pagina
MATS UIDC 2022-01-13 2022-01-26 La Vega 4, EAP ldel Al
Direccion del diente N* Lote de Andlisis Cultivo Informe N° Anexo Recomendacidn Normal
EAP, Zamorano 202201 2022-007 si | Imor] x Baje
Cadigo 100 pH¥ /100, mg/kg (extractable)
Muestra Textura i i
jnterno Lab. Arena| Limo | Arcilla |(H,0)f c.o.[m.O.[N .| P Mg
22-5-0147 | M1 La Vega +F |Franco Arcillo Arenoso 54 20 26 |633)030|051|003) 11 210
22-5-0148 | M2 La Vega +F |Franco Arcillo Arenoso &0 18 22 |661)026|045|002) 2 195
22-5-0149 | M3 La Vega +F |Franco Arcillo Arenoso 54 24 22 |674 | 034|058 |003)] 3 160
22-5-0150 | M4 La Vega +F |Franco 52 28 20 |618]|064] 1.11|006] 5 127
22-5-0151 | M1 La Vega -F |Franco Arcillo Arenoso 52 22 26 | 618|034 058 |003] 3 213
22-5-0152 | M2 La Vega -F |Franco Arcillo Aremoso 50 26 24 |656| 038|065 |003] 3 222
22-5-0153 | M3 La Vega -F |Franco Arenoso B0 20 20 |665]|018| 032 002] 3 162
22-5-0154 | M4 La Vega -F |Franco 50 28 22 |633|041j071|004] 3 158
Rango Medio | 2.00 |0.2l:l| 13 | Por: Saturacién de [ 1.7 | 56 | 28 | 17 |
4.00]0.50 30 bases 6.5|112|112] 3.4
Material Experimental

Para realizar esta investigacién se utilizaron cuatro cultivos de obertura, los cuales fueron la

Crotalaria juncea, Dolichos lablab, Canavalia ensiformis. y Mucuna pruriens. Se hizo una recoleccion
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de estos cultivos en los diferentes lotes de produccién de la Escuela Panamericana Zamorano para
realizar el proceso de aislamiento de Rhizobium.

Para realizar el aislamiento de la bacteria de Rhizobium de cada cultivo, se utilizd el
procedimiento seguin el manual del laboratorio de Biotecnologia Aplicada de la Unidad de
Investigacion y Desarrollo de Cultivos de Zamorano. Se cosecharon raices de los cuatro cultivos de
cobertura, se extrajeron los nddulos de las raices, luego se sumergieron en alcohol (95%) durante 30
segundos para realizar la esterilizacidn y la ruptura de la tensiéon superficial. Luego los nddulos luego
se sumergieron en una solucion de hipoclorito de sodio (2%) durante cinco minutos y después se
lavaron cinco veces con agua destilada estéril. Los nédulos se maceraron luego de aplicarles una gota
de agua estéril y una vez macerados, la suspension resultante se sembré usando un asa, se colocé en
platos Petri que tenian un medio de Agar-Levadura-Manitol + Rojo Congo usando un rayado en zig-
zag. A los 4 dias, se hizo un subcultivo en otro plato con los mismos medios para producir colonias
individuales y purificar las cepas. Cuando las colonias crecieron se procedio otra vez a realizar otro
cultivo en zigzag a nuevos platos Petri dando origen a la cepa a utilizar.

Luego de aislar las bacterias de Rhizobium de cada uno de los cultivos, se preparé un medio
compuesto de extracto de levadura, manitol, fosfato dipotasico, sulfato de magnesio, cloruro de
sodio, carbonato de calcio y agar. Este medio se inoculd introduciendo un asa con la cepa que se
prepard del proceso de aislamiento, de cada uno de los cultivos y se colocé en un agitador por 4 dias.

Una vez que se inoculd el medio de caldo levadura manitol con el Rhizobium, se mezclé con
sustrato y se almacend en bolsas de 250 gramos a 4°C. Una vez se obtuvo el sustrato con la bacteria
de cada uno de los cultivos, se procedié a realizar la inoculacién de las semillas. Para la inoculacion de
las semillas se preparé una solucidn de agua con azucar al 40% para que el Rhizobium se adhiriera a

las semillas, las semillas se humedecieron con la solucidon de agua con azucar y se le agrego a la semilla
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de cada cultivo. Se mezclé bien procurando que el sustrato se adhiriera a cada una de las semillas de

las leguminosas. Se utilizé 250 gramos de turba para 2.27 kg de semilla de cada cultivo.

Variables Evaluadas

Area de Cobertura Foliar

Para medir el drea de cobertura foliar se utilizé una aplicacion moévil denominada Canopeo,
esta aplicacidon es una herramienta para analizar la imagen y cuantificar la cobertura del cultivo. La
herramienta utiliza un rango de colores de rojo a verde y de azul a verde, el resultado es un analisis
de la imagen binaria dénde los pixeles blancos corresponden al criterio de seleccion y los pixeles
negros corresponden a los que no cumplen el criterio de seleccién. Para el color verde del cultivo de
cobertura el rango va de 0 a 1, siendo 0 cuando no hay cultivo de cobertura de color verde y el 100%
con un verde total del cultivo de cobertura (Patrignani y Ochsner 2015). Se realizaron dos mediciones,
a los 30 y 45 dias después de la siembra (DDS). Se tomé una foto representativa a cada unidad
experimental, colocando la cdmara del mdvil a una altura de 60cm del suelo.
indice de Area Foliar

El andlisis para el indice de darea foliar se realizé a los 70 DDS. Para medir el drea foliar, se
utilizé un escdner laser portable CI-202 de Bio-Science, este escaner mide el area, la longitud, el ancho,
el grosor y el perimetro de la hoja. Se tomaron 3 hojas del dosel de la planta por unidad experimental.

El CI-202 recopila los datos de longitud, ancho, perimetro y drea directamente utilizando una
combinacion de los barridos de rayo laser. Aparte del barrido de rayo ldser, utiliza un movimiento
Optico, una vez se activa el dispositivo, se hace el barrido del rayo laser a una baja energia a una
velocidad de 150 ms (Bio-Science 2016). A medida que el operador mueve el escaner, el sensor registra
el movimiento a lo largo del riel de aluminio. La unidad de procesamiento del escaner recopila los

datos del sensor para acumular correctamente el area y perimetro de las mediciones.
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Contenido de Clorofila

Se hizo la medicién de la cantidad de clorofila a los 70 DDS en cada unidad experimental. La
medicion se realizé utilizando el medidor de clorofila SPAD 502 plus, realizando tres muestras en cada
unidad experimental, obteniendo un promedio del contenido de clorofila.

Este equipo determina la cantidad relativa de clorofila midiendo la absorbancia entre dos
longitudes de onda. La clorofila tiene absorcidn en la zona azul (400-500 nm) y roja (600-700 nm), no
hay absorbancia en la zona infrarroja (>700 nm) (Konica Minolta 2009). ElI SPAD utiliza la zona roja e
infrarroja para medir la absorbancia, el valor numérico es proporcional a la cantidad de clorofila
presente en la hoja. La cantidad de clorofila también esta relacionada con el estado nutricional de las
plantas.

Biomasa

La biomasa del cultivo se pesé en la etapa de inicio de floracion. Se tomaron muestras de 10
plantas continuas de la cama central de cada unidad experimental. El material vegetal se picd y se
colocé en bolsas de papel. Las muestras se llevaron a la Unidad de Investigacién y Desarrollo de Cultivo
para determinar el peso fresco, luego se dejo un dia secandose en un invernadero para ingresarlas al
horno por tres dias a una temperatura de 75°C para el peso de la materia seca.

Se realizd el mismo proceso con las raices a excepcidn que, primero se lavaron para remover
la tierra acumulada antes de ingresarlas al horno.

El peso de biomasa se realizd a los 55, 82 y 90 dias después de la siembra, para C. juncea, C.
ensiformis, D. lablab y M. pruriens, respectivamente.

Conteo de Nédulos

Para el conteo de nédulos se usé una escala ajustada (Rosas y Varela Océn [consultado 2022]).

Se realizo el conteo de nddulos de cada muestra de 10 plantas y se calculd el promedio dependiendo

del numero de nddulos compatibles en base a la escala, siendo 5-9 nédulos compatibles. La actividad
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maxima de los nédulos aparece alrededor de la floracién de cada leguminosa, y cuando estan activos
tienen una coloracion rojiza lo que indica que estan fijando N, nddulos senescentes tienen una
coloracion grisacea (Hansen y Pommeresche 2017).

La evaluacion de los nddulos se realizé cuando el cultivo alcanzé la etapa de floracion. El
conteo se realiz6 tomando muestras de la cama central de la unidad experimental. Se tomaron
muestras de diez plantas continuas, las diez plantas se extrajeron utilizando un palin para no dafar las
raices. Los nédulos alcanzan una actividad maxima cuando estdn en la etapa de floracidn, y empiezan
a descomponerse después de la floracion al igual que las raices (Hansen y Pommeresche 2017). La
ubicacién de los nédulos depende de la especie de leguminosa y del tamafio, cuando los nédulos son
pequefios en otras especies se compensa con un aumento del tamafio de estos. Los nddulos que estan
fijando nitrégeno contienen leghemoglobina, que es una proteina con pigmento que tiene una
coloracion rojiza dentro del nédulo, indican la presencia y activacidon de las bacterias. Cuando los
nddulos estan muertos e inactivos su coloracidon puede ser verde grisaceo o café (Pommeresche y

Hansen 2017).

Disefio Experimental

Se utilizé un arreglo de parcelas divididas en un disefio de bloques completo al azar con cuatro
repeticiones, la parcela principal fue con/sin la inoculacién de Rhizobium y las subparcelas fueron los
cuatro cultivos de cobertura. Cada repeticién tenia ocho unidades experimentales. La unidad
experimental constd de tres camas, con una longitud de cinco metros por cama, surcos distanciados
a 90 cmy la siembra a una distancia promedio de 10 cm entre semilla, a excepcion de la C. juncea que
se sembré a chorro corrido para asegurar la germinacién y luego hacer un raleo de las plantas. Entre
cada fila de cuatro parcelas habia un metro de calle, y cada parcela estaba rotulada con su respectivo

tratamiento.
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Analisis Estadisticos

El analisis de los datos se realizé mediante un analisis de varianzas (ANDEVA) y se determind

la diferencia entre tratamiento utilizando las medias ajustadas (LSMEANS) con un nivel de significancia

de P<0.05 utilizando el programa SAS versién 9.6. (Statistical Analysis System).
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Resultados y Discusion

indice de Cobertura

El indice de cobertura alos 30y 45 DDS no mostré una diferencia significativa en la interaccion
entre los cultivos y la inoculacién de Rhizobium (Cuadro 2). La C. juncea presentd un mayor indice de
cobertura junto con la M. pruriens con la inoculacién de Rhizobium. En cuanto a las medias del indice
de cobertura entre estos dos cultivos, se muestran resultados mayores con la inoculaciéon de
Rhizobium para los 30 y 45 DDS. Se observa un alto crecimiento de la C. ensiformis en el indice de
cobertura de los 30 DDS y los 45 DDS con una media de 45.79 con la inoculacion de Rhizobium.

La M. pruriens tuvo un mayor porcentaje de cobertura a los 30 DDS, esto debido a su
crecimiento ya que es una planta trepadora, con hojas que tienen una mayor area foliar comparada
con los demas cultivos. La M. pruriens tarda alrededor de 14-21 dias en germinar, pero en la
investigacion desarrollada tardé 10-12 dias en germinar. Al inicio tiene un crecimiento lento pero
después tiene un crecimiento rapido, 60 DDS el follaje pueden cubrir toda la parcela (PASF 2014). A
los 45 dias el indice de cobertura para C. juncea fue mayor que la M. pruriens, esto debido a su rapido
crecimiento.

La cobertura foliar de la C. ensiformis presenté una mayor area y la C. juncea tuvo una menor
area de cobertura al dia 37 después de la siembra (Velado Hernandez 2020). La C. juncea es de un
porte erecto que no permite cubrir una mayor area de cobertura. La C. ensiformis y M. pruriens como
cultivo de cobertura puede utilizarse para control biolégico de plagas y malezas para controlar el
Cyperus rotundus a los 56 dias después de la siembra (Joya-Arias 2007), por el tamafio de su cobertura
la M. pruriens reduce la incidencia de luz, a los 90 dias después de la siembra permite Unicamente el

ingreso de 1.5% de la luz solar al suelo (Rodriguez 2015).
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Cuadro 2
Efecto de la inoculacion con y sin Rhizobium en la interaccion de los cultivos de cobertura con los

tratamientos sobre el Indice de Cobertura a los 30 y 45 Dias Después de Siembra (DDS) en Zamorano,

2022.
Cultivo Inoculacién Rhizobium IC (30 DDS) IC (45 DDS)
Canavalia ensiformis con 23.36 45.79
sin 21.79 33.43
Crotalaria juncea con 42.06 55.83
sin 35.82 47.79
Dolichos lablab con 12.29 30.76
sin 11.28 25.60
Mucuna pruriens con 52.57 48.34
sin 40.59 44,78
Valor p 0.34ns 0.89 ns
cv 16.90 26.64

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

indice de Area Foliar

El indice de area foliar (IAF), no mostré una diferencia significativa en la interaccion de los
cultivos con la inoculacion de Rhizobium (Cuadro 3). La M. pruriens obtuvo una IAF de 96.92 en
comparacion a 79.14 cm? sin la inoculacién de Rhizobium. La C. ensiformis con un IAF de 82.5 cm?
también fue mayor con la inoculacidn de Rhizobium con respecto al tratamiento sin la inoculacion de
Rhizobium.

La M. pruriens tuvo una mayor area en sus hojas ya que es una planta trepadora de follaje
denso. La C. juncea presenta una menor area foliar ya que sus hojas son pequefias, esta leguminosa
tiene hojas que son oblongas-lanceoladas (Wang et al. 2019), su base es mas ancha y tiene una punta
estrecha afilada. La C. ensiformis al igual que la M. pruriens tienen un follaje denso y que ambas son
plantas trepadoras.

La inoculacion de Rhizobium en el frijol, las plantas de este cultivo tratadas con Rhizobium
fueron estadisticamente mayor con un area de 76.2 cm? (Hidalgo et al. 2019). También la inoculacién

del Rhizobium tuvo un efecto en cuanto al nimero de vainas por planta, obteniendo 7 vainas/planta,
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mayor que al control sin la aplicacién de Rhizobium con 5.4 vainas en promedio. No se encontraron
diferencias estadisticas, pero se concluye que el Rhizobium promovio el crecimiento y desarrollo del
frijol. Cuando se incrementa la densidad y se utiliza una menor distancia en la siembra de la M.
pruriens, se cubre una mayor area del suelo y se captura mas energia solar (Zhu et al. 2010).

Cuadro 3
Efecto de la inoculacidon con y sin Rhizobium en la interaccidn de los cultivos con los tratamientos

sobre el Indice de drea foliar (IAF) y el contenido de clorofila (CC) en Zamorano, 2022.

Cultivo Inoculacién Rhizobium IAF (cm?) CC (SPAD)
Canavalia ensiformis con 82.50 38.29
sin 74.85 39.38
Crotalaria juncea con 10.57 37.37
sin 9.84 41.10
Dolichos lablab con 57.17 31.43
sin 63.13 31.72
Mucuna pruriens con 96.92 34.68
sin 79.14 37.11
Valor p 0.37ns 0.87 ns
cv 22.05 12.14

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

Contenido de Clorofila

El contenido de clorofila no representé una diferencia significativa entre la interaccion de los
cultivos respecto a la inoculacion de Rhizobium (Cuadro 3
Efecto de la inoculacion ). Sin embargo la C. juncea tuvo un mayor contenido de clorofila, aunque la
hoja es pequefa comparada con el resto, hubo un mayor contenido de clorofila 41.10 (SPAD) sin
inoculacién de Rhizobium.

No exise un efecto de la inoculacidon de Rhizobium sobre el contenido de clorofila ya que la
planta siempre va a realizar fotosintesis. La planta siempre va a transformar la energia solar en energia

guimica a través de este proceso. Las plantas obtienen carbohidratos que son necesarios para atraer
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a la bacteria en el proceso de simbiosis. Para realizar la simbiosis, la planta necesita realizar un gasto
de energia, lo cual se puede inerpretar que la inoculacidn de la bacteria no influye en la relacién del
contenido de clorofila. En la investigacion de la eficiencia biologica de nitrégeno de cepas de
Rhizobium, no se encontraron diferencias significativas entre cepas en cuanto al contenido de clorofila
(Lépez-Alcocer J et al. 2020).

Las plantas de C. juncea en su fase vegetativa presentaron la maxima concentracion de
nitrégeno (Tavares et al. 2019). La mayor concentracién de N se acumulé en el dosel de la planta. EIN
expresa el maximo potencial productivo de las plantas, hay una relacion positiva entre la cantidad de
clorofila y el contenido de N. Esta relacidn se puede expresar por medio de las unidades SPAD que

miden la absorcion de luz por los cloroplastos.

Biomasa

En la interaccion entre los cultivos de cobertura y la inoculacién de Rhizobium no hubo
diferencias significativas, pero si una tendencia en Materia Fresca (MF) y Materia Seca (MS) con la
inoculacion de Rhizobium (Cuadro 4
Efecto de la inoculacidn con y sin Rhizobium en la interaccidn de los cultivos con los tratamientos
sobre la biomasa en Zamorano, 2022.). La C. ensiformis presenté un mayor peso en materia fresca
(13.63 Ton hal), la materia seca (2.79 Ton ha), y la materia seca de raices (0.26 Ton ha) comparados
con los demas cultivos. La C. juncea presentd los menores valores en cuanto a la produccion de
materia fresca y materia seca. Se observa que en todos los cultivos con la inoculacidon de Rhizobium
presentan mayor produccidn de biomasa.

La C. ensiformis por su follaje denso representa una mayor cantidad de biomasa en materia
fresca y materia seca. La C. juncea si presenta una menor produccidn de biomasa pero esto debido al
tamaio de sus hojas y que es de un crecimiento de porte alto, no una trepadora como M. pruriens o

C. ensiformis. Se esperaba que en cuanto a la materia seca de las raices de la M. pruriens fuera mayor
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por el grosor de sus raices pero al completar su ciclo se espera que tenga un mayor crecimiento en las
raices.

La inoculacion de la C. ensiformis con Rhizobium utilizada como biofertilizante en el cultivo de
tomate genera una mayor produccion de biomasa en un 14% (Tamayo-Aguilar et al. 2021). El cultivo
de frijol cuando es inoculado con Rhizobium genera un mayor desarrollo de biomasa en un 123% en
materia fresca y 75% en materia seca (Burgos-Arzola 2017). La efectividad de la inoculacion de la
bacteria tiene un efecto positivo sobre la altura y tamano de la planta. La canavalia tiene una mayor
produccién de biomasa en los primeros dos afos de la renovacién de un cafetal, que aportd por medio
de la fijacion bioldgica 143 kg de N/ha representado el 70% de la aplicacion total de N al cultivo

(Bustamante et al. 2022).

Cuadro 4
Efecto de la inoculacion con y sin Rhizobium en la interaccion de los cultivos con los tratamientos

sobre la biomasa en Zamorano, 2022.

Cultivo Inoculacién Rhizobium MF Ton ha? MS Ton ha MSR Ton ha'?
Canavalia ensiformis con 13.63 2.79 0.26
sin 11.33 2.31 0.27
Crotalaria juncea con 2.26 0.65 0.15
sin 1.75 0.52 0.11
Dolichos lablab con 8.75 1.72 0.18
sin 8.40 1.59 0.17
Mucuna pruriens con 8.46 1.20 0.13
sin 7.19 1.02 0.10
Valor p 0.72 ns 0.69 ns 0.77 ns
cv 24.26 22.38 29.64

Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
MF: Materia fresca
MS: Materia seca

MSR: Materia seca en raices
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Nodulacion

Se observd una diferencia significativa entre la interaccién de los tratamientos inoculados con
Rhizobium. Esto indicé que la inoculacion de Rhizobium si influyd en la cantidad de nodulacién. No hay
diferencia significativa entre el tratamiento  con los  cultivos (Cuadro 5
Efecto de la inoculacién con y sin Rhizobium en la interaccién de los cultivos con los tratamientos
sobre la nodulacién en Zamorano, 2022.). La M. pruriens y la C. juncea presentaron una mayor
cantidad de nédulos compatibles a diferencia del resto de los cultivos. El D. lablab tuvo solamente 2
nddulos compatibles en una muestra de 10 plantas, baja nodulacion comparado a los demas cultivos.

La M. pruriens presentd una mayor cantidad de nédulos que se puede traducir a una mayor
aportacién de nitrégeno al suelo. Aln sin la inoculaciéon de Rhizobium la planta tiene una alta
produccién de nitrégeno y la capacidad que tiene se ve reflejada en el tamafio de sus nédulos mayores
a3 mm. La C. juncea presenta al igual que la M. pruriens mayor nimero de nédulos compatibles, pero
tienen un menor tamafio y cantidad comparado a los de la M. pruriens. Al hacer la disecciéon de ciertos
nodulos se observd la coloracion rojiza que indicé la presencia de le hemoproteina leghemoglobina.
La presencia de la leghemoglobina indicé la fijacion efectiva del nitrégeno.

La biomasa de la M. pruriens puede aportar al suelo hasta 331 kg de N/ha (Garcia-Abarca y
Calderén-Cerdas 2021). Este cultivo puede utilizarse como alternativa en el maiz, que permite un uso
mas eficiente del N en el suelo. La asosiacidn de la M. pruriens con el Rhizobium aporté hasta 201
kg/ha , mejorando el rendimento del maiz que alcanzé un rendimiento maximo de 7 ton/ha
(Sanclemente et al. 2013). Incorporar este cultivo para mejorar la fertilidad del suelo aumenta los
procesos de mineralizacidn del nitrégeno en el suelo por el aporte de este nutriente con la biomasa.

Si hay una diferencia significativa entre los cuatro cultivos evaluados sobre las variables de
crecimiento (Cuadro 6

Efecto de la inoculacion de Rhizobium en los cuatro cultivos de cobertura evaluados sobre las
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variables de crecimiento y desarrollo en Zamorano, 2022.). La C. juncea obtuvo una mayor cobertura
de 51.81 cm? comparado con los demas cultivos, pero no tuvo una diferencia significativa con la M.
pruriens con una cobertura de 49.59 cm?. Para el IAF, todos los cultivos presentaron una diferencia,
siendo la M. pruriens con un mayor IAF de 86.36 cm?. En cuanto al CC la C. ensiformis y C. juncea
tuvieron mayor CC y no hubo diferencias estadisticas entre ambos cultivos. La C. ensiformis tuvo una
mayor produccién de biomasa en MF con 12.48 Ton ha y la C. juncea por ser de porte alto y no una
planta trepadora presentd una menor produccidn de biomasa. Tanto la C. juncea como la M. pruriens
tuvieron una mayor nodulacién, con 9 nédulos compatible en cuanto a cantidad y tamaino de 10

muestras tomadas.

Cuadro 5
Efecto de la inoculacion con y sin Rhizobium en la interaccion de los cultivos con los tratamientos

sobre la nodulacion en Zamorano, 2022.

Cultivo Inoculacién Rhizobium Nodulaciéon
Canavalia ensiformis con 5
sin 2
Crotalaria juncea con 10
sin 7
Dolichos lablab con 2
sin 1
Mucuna pruriens con 10
sin 9
Valor P 0.34 ns
Tratamiento con 6.14 a
sin 3.86b
Valor P 0.0004
cv 25.31

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

Ya que la produccién de N depende de la formacion de nédulos y que estos estén activos, la

M. pruriens tanto como la C. juncea en base a los resultados, tienen una mayor produccion de N. Esta
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cantidad de N producido puede ser utilizado para otro cultivo en rotacidn y disminuir las cantidades
de N aplicadas al cultivo. Para aportar mayor MO al suelo, en base a los resultados, la C. ensiformis
aporta mas biomasa en MF que puede ser incorporada al suelo totalmente.

Las leguminosas tanto la M. pruriens como la C. juncea utilizadas como abono verde, tienen
un efecto equivalente a la urea con una fertilizacion de 40 kg N/ha (Muraoka et al. 2002). La M.
pruriens (362 kg N/ha) puede llegar a producir mas que el doble de N de la C. juncea (149 kg N/ha).
Los abonos verdes presentan una mejor eficiencia del 79% en la aplicacidon de cobertura comparado
al uso de fertilizantes nitrogenados. La C. ensiformis cuando es inoculada con Rhizobium se puede
cultivar en asocio con el café, por ejemplo, con Coffea canephora, en los primeros dos afios puede

aportar cantidades significativas de nitrégeno (Bustamante et al. 2022).

Cuadro 6
Efecto de la inoculacion de Rhizobium en los cuatro cultivos de cobertura evaluados sobre las

variables de crecimiento y desarrollo en Zamorano, 2022.

Cultivo IC (45 DDS) IAF (cm?) CC (SPAD) MF Ton ha' Nodulacién
Canavalia ensiformis 39.61ab 78.68 a 38.83a 12.48 a 3b
Crotalaria juncea 51.81a 10.21c 39.24 3 201c 9a
Dolichos lablab 28.18 b 60.15 b 31.57b 8.57b lc
Mucuna pruriens 49.59 a 86.32 a 34.81 ab 7.88b 9a
Valor P 0.0039 <.0001 0.0088 <.0001 0.0004
cv 26.64 22.05 12.15 24.26 25.31

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

El efecto de la inoculacidon de Rhizobium no causé diferencias en el crecimiento y desarrollo
de la C. ensiformis, C. juncea, D. lablab y M. pruriens con respecto al drea de cobertura, indice de area
foliar, biomasa y nodulacién.

La inoculacién de Rhizobium tiene efecto sobre la nodulacidn, aumentando la cantidad de

nddulos, lo que mejora la fijacién de nitrégeno.
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Recomendaciones

Realizar el experimento en un suelo en mejores condiciones en cuanto a nitrégeno y materia
organica, ya que, en el lote experimental, el analisis de suelo indicé una baja cantidad de estos.
Realizar un andlisis de suelo de cada unidad experimental para cuantificar el nitréogeno que

aportd al suelo cada leguminosa.
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Anexos
Anexo A

Disefio de la parcela, distribucidn aleatoria de los tratamientos utilizando un arreglo de parcelas

divididas, ubicado en el drea de Monte redondo dentro de la Escuela Agricola Panamericana el

Zamorano.
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Anexo B

Peso de la biomasa de la C. juncea.
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Anexo C

Nodulacion de la C. juncea, muestra tomada al momento de la floracion.
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Anexo D

Semilla de M. pruriens inoculada con Rhizobium, foto tomada antes de la siembra.
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Anexo E

Recoleccidon de nédulos de M. pruriens.
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Anexo F

Siembra de los cultivos de cobertura.
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