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ESTIMACION DE LA FIJACION BIOLOGICA DEL NITROGENO
DE LA Canavalia ensiformis POR EL METODO DE LA DIFERENCIA

DE N TOTAL

Gloria M. Martin®, R. A. Riveray Yonaisy Mujica

ABSTRACT. For the full use of the biological nitrogen fixation
(BNF) benefits in agriculture, it is necessary to calculate the
quantity of N fixed by plant-microorganism systems under
different field conditions. Canavalia ensiformisis a very useful
legume as a green manure. Diverse methodologies exist to
quantify and/or evaluate BNF based mainly on the increment
of dry matter production, differences in the total yield of N,
nodulation, xylem solutes, enzymatic activity (acetylene
reduction) and the use of °N. The present work was carried
out mainly to quantify the biological nitrogen fixation of
Canavalia ensiformis by means of the total difference of N
method in the soil-plant system. The experiment was developed
in the department of Agricultural Services of INCA, on a
lixiviated Red Ferralitic soil with N availability of 26.8 kg.ha™.
Canavalia was sowed in May, 2006 at the beginning of the
rainy season using corn as a reference crop; a random block
design was used with four replications. The growth in both
species was good, despite the low initial N content in the soil,
observing statistically significant differences in N
concentration. Besides, nitrogen content is much higher in
canavalia, which is in correspondence with nitrogen
concentrations in each organ. On the other hand, it was
observed that the biological nitrogen fixation of canavalia was
of the order of 62.84 %, equivalent to 81.77 kg N.ha™.
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INTRODUCCION

La fijacién biolégica del nitrégeno (FBN) es uno de
los procesos de mayor importancia en la naturaleza, pues
representa la utilizacion de un gas inerte como fuente
para un grupo de microorganismos; el N asi fijado puede
ser utilizado directa o indirectamente por plantas de inte-
rés agricola y forestal, a través de su simbiosis con los
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RESUMEN. Para el pleno aprovechamiento de los beneficios
de la fijacion bioldgica del nitrégeno en la agricultura, es preci-
so calcular la cantidad de N que se fija por los sistemas planta-
microorganismo en diferentes condiciones de campo. La
Canavalia ensiformis es una leguminosa de gran uso como
abono verde. Existen diversas metodologias para cuantificar
y/o evaluar FBN basados principalmente en el incremento de
la produccion de materia seca, diferencias en el rendimiento de
N total, nodulacion, solutos en el xilema, actividad enzimatica
(reduccion del acetileno) y utilizacion del °N. El presente tra-
bajo se realizo teniendo como objetivo principal cuantificar la
fijacion bioldgica del nitrogeno de la Canavalia ensiformis
por el método de la diferencia de N total del sistema suelo-
planta. El experimento se desarrolld en el departamento de Ser-
vicios Agricolas del INCA, sobre un suelo Ferralitico Rojo
lixiviado con una disponibilidad para los cultivos de 26.8 kg
N.ha'. La canavalia se sembr6 en mayo del 2006, al inicio de la
época de lluvias y como cultivo de referencia se empleo el
maiz; el disefio experimental fue de bloques al azar con cuatro
réplicas. A pesar del bajo contenido inicial de nitrégeno en el
suelo, el crecimiento en ambas especies fue bueno, observan-
dose diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la
concentracion de N. Ademas, se pudo apreciar que el conteni-
do de nitrégeno fue mas alto en la canavalia, lo cual estuvo en
correspondencia con las concentraciones de nitrégeno en cada
organo. Por otra parte, se observo que la fijacion bioldgica de
nitrégeno de la canavalia fue del orden del 62.84 %, equiva-
lente a 81.77 kg N.ha™.

Palabras clave: Canavalia, fijacion del nitrogeno, abonos
verdes

microorganismos nitrofijadores y constituye el mecanis-
mo de compensacion de las pérdidas del elemento en
forma gaseosa por los procesos microbianos de
nitrificacion, desnitrificacion y volatilizacién del amoniaco (1).

Una forma sostenible de incorporar N a los sistemas
agricolas es lainsercion dentro de la rotacion de cultivos,
de plantas en simbiosis con microorganismos capaces
de realizar la FBN. Entre estos tipos de plantas, las legu-
minosas empleadas como abono verde relinen varias ven-
tajas, pues ademas del aporte considerable de nitrogeno
gue realizan, también son capaces de reciclar otros
nutrientes y mejorar algunas propiedades fisicas y biol6-
gicas de los suelos (2).
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En las condiciones de Cuba, una de las especies de
abono verde con la que mejores resultados se han obte-
nido es la Canavalia ensiformis, capaz de aportar mas de
150 kg N.ha 'y hasta 5 t.ha™* de masa seca, ademas de
elevar sosteniblemente los rendimientos de cultivos tan diver-
S0S COMO Maiz, papa, calabaza, malanga, entre otros (3).

Para el pleno aprovechamiento de los beneficios de
la FBN, es preciso calcular la cantidad de nitr6geno que
se fija por los sistemas planta-microorganismo en dife-
rentes condiciones de campo. Es un requisito indispen-
sable disponer de un método adecuado, para medir con
precisién la cantidad de nitrégeno que las plantas obtie-
nen por este proceso simbidtico (4).

Existen diversas metodologias para cuantificar y/o
evaluar la FBN, basadas principalmente en el incremento
de la produccién de materia seca, diferencias en el rendi-
miento de N total, nodulacion, solutos en el xilema, acti-
vidad enzimética (reduccion del acetileno) y utilizacién
del **N, cada una de ellas con ventajas y también algu-
nas limitantes, por lo que la seleccién del método para
medir la FBN depende basicamente del objetivo experi-
mental, ya que no existe una técnica simple y exacta.

La técnica de diferencias en el rendimiento de N to-
tal es laboriosa, ya que cuantifica el porcentaje de nitré-
geno en plantas fijadoras y no fijadoras (cultivos de refe-
rencia); adicionalmente, se debe tener la precaucién en
la seleccion de la planta de referencia, ya que se asume
gue ambos tipos de plantas deben absorber cantidades
similares del nitrégeno proveniente del suelo (5).

El presente trabajo se realizé teniendo como objeti-
vo principal cuantificar la FBN de la Canavalia ensiformis
por el método de la diferencia de N total (6).

MATERIALES Y METODOS

El experimento se desarrollé en el departamento de
Servicios Agricolas del Instituto Nacional de Ciencias
Agricolas (INCA), ubicado a 138 m snm. El suelo se cla-
sifica como Ferralitico Rojo lixiviado, segiin la Nueva ver-
sion de clasificacion de los suelos de Cuba (7), que se
correlaciona con un Nitisol Rédico Eutrico de la WRB (8).

El suelo presenté un pH de 7.25, bajo contenido de
materia organica (1.34 %) y un alto contenido de fésforo
(430.75 mg.kg™). El contenido de los cationes Ca, Mg, K
y Nafue de 12.03; 3.60; 0.64 y 0.05 cmol.kg™ respectiva-
mente.

Es necesario destacar que el suelo presenta el prin-
cipal requisito para poder aplicar el método de la diferen-
cia de N total y es que posee bajo contenido de N dispo-
nible para las plantas (6); en este caso, cada 1 % de
materia organica de un suelo equivale a 20 kg N
disponible.ha™ para cultivos de ciclo corto (9), por lo que
se puede plantear que el suelo empleado tiene una dis-
ponibilidad de N para los cultivos de 26.8 kg N.ha™.
Cuantificacion de la FBN. Se realizé por el método de la
diferencia de N total del sistema suelo-planta. El princi-
pio de la técnica se basa en cultivar una planta de refe-
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rencia (no fijadora) al mismo tiempo e iguales condicio-
nes que la planta fijadora, ambas en medios empobreci-
dos o libres de N, asi las Unicas fuentes disponibles del
elemento son la propia semilla, el aire y el suelo (5). Se
compara el N total acumulado por la planta fijadora con el
N total acumulado por la planta control, no fijadora, y la
diferencia es considerada como el N derivado de la FBN (6).

Es necesario afiadir que en los calculos se tuvo en

cuenta la cantidad de N presente en la semilla de cada
especie pues, sobre todo en leguminosas, la semilla
constituye la principal fuente inicial de N para la planta.
En el caso de canavalia se informa que puede poseer
entre 46 y 120 mg N. semilla™® (6, 10).
Procedimiento para el manejo de la canavalia y la planta
de referencia. La Canavalia ensiformis se sembrd de for-
ma manual, utilizando altas densidades (0.45 m entre
hileras y 0.10 m entre plantas) en mayo de 2006, inme-
diatamente después de comenzadas las primeras preci-
pitaciones de la estacién de lluvias.

Durante el periodo de crecimiento vegetativo del abono
verde, fue necesaria la limpieza manual del campo para
la eliminacién de arvenses. Esta labor se realiz6 hasta
gue la canavalia formé una cobertura total en el campo.

Como cultivo de referencia se empleé el maiz, distri-
buido en varias parcelas de forma aleatoria entre las par-
celas de canavalia. Se sembré con una distancia entre
surcos de 0.90 m y entre plantas de 0.30 m, y se le
realizaron las mismas labores culturales que a la
canavalia. El disefio experimental fue de bloques al azar
con cuatro réplicas.

Determinaciones realizadas

* Muestreo de plantas completas

Se realiz6 en el momento de incorporacion de las
plantas para ser utilizadas como abono verde, alos 60 dias
después de la germinacion. Se tomaron todas las plan-
tas crecidas en un metro lineal en el centro de cada par-
cela experimental, tanto del abono verde como del maiz.
* Masa seca

Se determiné secando en estufa, a 70°C durante 10
dias, las plantas analizadas, separando los tallos y las
hojas.
* Andlisis de N

El contenido de N (%) en la parte aérea y semillas
se determind por digestion humeda con H,SO,+Se y de-
terminacion colorimétrica con el reactivo de Nessler, y el
contenido de N se calculo a partir de los datos de la masa
seca de cada 6rgano y la correspondiente concentracion
del elemento, utilizandose la siguiente formula:

Contenido de N (g.planta -l )= [masa seca (g) x % N en cada (’)rgano]/ 100

* Cuantificacion de la FBN.
Se empled la siguiente féormula;

- (contenidoN fix - contenidoN semillafix)- (contenidoN control- contenidoN semillacontrol) 1
n = X

(contenidoN fix -contenidoN semillafix)
donde: fix = planta fijadora
control = planta no fijadora
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Procedimiento estadistico. Los resultados de las evalua-
ciones fueron procesados de acuerdo al disefio experi-
mental utilizado; se procedié a realizar un analisis de
varianza a los datos y posteriormente las medias de los
tratamientos fueron comparadas por la prueba de Tukey
(p<0.05), empleando el programa Statgraphics Plus 5.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla I se puede observar el crecimiento efec-
tuado por la canavalia y el maiz en las condiciones expe-
rimentales en las que se desarrollaron, asi como la con-
centracién de N por 6rganos y el que presentaba las se-
millas en el momento de la siembra.

Tabla I. Crecimiento y concentracion de nitrégeno
por érganos en la canavalia y el maiz cre-
cidos en condiciones experimentales

Cultivo Masa seca (tha”) N (%)
Hojas Tallos Total Hojas  Tallos  Semillas
Canavalia 3.61 491 8.52 2052 1.15a 49a
Maiz 448 7.92 1240 053b  031b  1.92b
ESy 1.002NS  120NS  2.08NS  0.12*%  0.05**  0.08**

Medias con letras diferentes en la misma columna difieren segun
Prueba de Tukey para un nivel de confianza del 95 %

A pesar del bajo contenido inicial de N en el suelo,
se puede considerar que el crecimiento en ambas espe-
cies fue bueno, observandose diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a la concentracion de N, lo cual
es logico si se tiene en consideracion que se esta com-
parando a unaleguminosa capaz de fijar N atmosférico y
una graminea que solo tiene como fuente principal del
elemento, el disponible en el suelo, pues adn no se ha
demostrado que el maiz sea capaz de fijar N, aunque otras
especies gramineas, como la cafia de azlcar, si lo son.

En Colombia, se ha demostrado que la canavalia es
capaz de aportar 9748 kg.ha™* de biomasa seca y el maiz
10068 kg.ha™. Por otra parte, la concentracion de N en la
leguminosa alcanza el 2.19 % en esas condiciones (11).

Estos resultados estan en correspondencia con los
informados para especies promisorias de abonos verdes
en Cuba, las cuales deben aportar mas de 2 t.ha* de
masa seca y mas de 100 kg N.ha™ (3).

En otras regiones del mundo, como en Africa Cen-
tral, se ha informado que canavalia es una de las especies
mas eficientes para lograr una rapida cobertura del suelo,
siendo capaz de aportar mas de 4 t de masa seca.ha’,
incluso en regiones de baja fertilidad y/o zonas aridas (12).

Enla Tabla II se observa el contenido de N presente
en los tallos y hojas del maiz y la canavalia, asi como la
fijacion biolégica del N, realizada por la canavalia.

Se puede apreciar que el contenido de N es mas
alto en la canavalia, lo cual esta en correspondencia con
las concentraciones en cada érgano encontradas en las
plantas (TablaI). Es necesario destacar que este conte-
nido de N, sobre todo en canavalia, esta en correspon-
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dencia con el crecimiento y desarrollo de esta especie
en las condiciones de primavera-verano en Cuba (3).

Tabla Il. Contenido de nitrégeno por 6rgano y total
de la canavalia y el maiz, y cuantificacion
de la fijacion biolégica del nitrégeno

Cultivo Contenido de N FBN
Hojas Tallos Total Semilla (kgha') (%)
(gplanta!) (gplanta”) (mg.semilla™)
Canavalia 3.1 5643a  130.13a 62.23 8177  62.84
Maiz 2322 2508b  4830b 5.57 -
ESy 18.88 NS 8.84*  26.61**

Medias con letras diferentes en la misma columna difieren seguin
Prueba de Tukey para un nivel de confianza del 95 %

Por otra parte, se observa que la FBN es del orden
del 62.84 %, equivalente a 81.77 kg N.ha™.

En estudios realizados en Cuba, por el método de
dilucién isotépica, se ha determinado que la canavalia fija
entre 25-39 %, lo que equivale a 40-50 kg N.ha, utilizan-
do al sorgo y al maiz como plantas de referencia (13).

En Brasil, se ha cuantificado que canavalia fija 71 %
N (43 kg N.ha™) utilizando al sorgo como planta control y
90 % (55 kg N.ha™) utilizando al maiz como control (14).
A su vez, en México se ha determinado que Canavalia
ensiformis es capaz de fijar hasta 318 kg N.ha® en todo
su ciclo de vida, si esta colonizada por especies nativas
de Rhizobium que sean capaces de hacer una fijacién
del N efectiva (15).

Es necesario tener en cuenta que los valores de la
FBN cambian al utilizar diferentes plantas de referencia
que varian su capacidad de absorcion de nutrientes. A
medida que la planta de referencia sea capaz de absor-
ber una mayor cantidad de N, disminuye el valor de la
estimacion de la FBN (13).

También se plantea que en suelos con bajo conteni-
do de N disponible, la proporcién del N presente en las
leguminosas derivado del aire es generalmente alto. En
este caso, el cultivo precedente a la siembra de canavalia
y maiz fue la vegetacién natural, con alta relacion C:N 'y
se plantea que si el cultivo precedente a la leguminosa
tiene una alta relacion C:N, entonces ocurre una tenden-
cia ainmovilizar el N disponible del suelo y, con eso, el
sistema fijador de N, se establece mas rapidamente,
garantizando mayores contribuciones de la FBN para el
cultivo (16).

Otro factor a considerar es la alta densidad que se
utiliza cuando se siembran abonos verdes, lo que trae
por consecuencia un mayor consumo inicial del N del
suelo, provocado por una mayor densidad de plantas en
el campo, lo que proporcionara un mayor estimulo para la
FBN si es comparado con areas de menor densidad de
siembra (16).

De manera general, se puede considerar que el esti-
mado de fijacion FBN que realiza la canavalia es suficien-
te, para garantizar un 6ptimo desarrollo en las condicio-
nes estudiadas y facilitar su empleo como abono verde
en suelos con bajos contenidos de nitrégeno.
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