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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el potencial de adaptacion en términos
de acumulacion de materia seca de seis especies del género Lupinus (tres especies
domesticadas Y tres especies silvestres) y evaluar por el método de la diferencia la Fijacion
Bioldgica de Nitrdgeno (FBN) de estas especies en suelos acidos de la region agricola de
Zapopan Jalisco. Durante el ciclo Otofio- Invierno 2013-2014 se sembraron por separado en
el Campo Agricola Experimental del Centro Universitario de Ciencias Biologicas y
Agropecuarias (Universidad de Guadalajara) las especies domesticadas (L. albus, L.
mutabilis y L. angustifolius) y las especies silvestres nativas de México (L. exaltatus, L.
mexicanus y L. rotundiflorus), bajo un disefio experimental de bloques al azar con tres
repeticiones, también se sembrd cebada como cultivo de referencia (especie no fijadora de
N2). Durante el crecimiento y desarrollo de las especies se colectaron plantas completas en
seis diferentes fechas de muestreo, en funcion de los dias después de la siembra (61, 76, 93,
108, 122 y 137 para especies domesticadas y 93, 108, 122, 137, 151 y 169 en especies
silvestres). Las plantas se deshidrataron en estufa de aire forzado a 70°C por 48 horas, se
registro el peso seco y se molieron para su posterior analisis. Se determind el nitrégeno total
por el método Micro Kjeldalh, posteriormente se utilizé el método de la diferencia para
determinar el porcentaje de nitrogeno obtenido de la FBN vy la cantidad de nitrégeno fijado.
Los datos obtenidos por grupo de especies fueron sometidos a un andlisis de varianza y
comparacion de promedios por medio de la prueba de Tukey (P<0.05). En ambos grupos de
especies (domesticadas y silvestres) se obtuvieron diferencias significativas (P<0.05) por
efecto de la especie y fechas de muestreo con respecto a la acumulacion de materia seca,
porcentaje de nitrogeno total y nitrogeno total acumulado en la materia seca, cantidad de
nitrégeno obtenido de la fijacidén y porcentaje de nitrégeno derivado de la FBN. Entre las
especies domesticadas L. mutabilis resultd ser la especie con mayor rendimiento de materia
seca (20 223 kg ha't), mejor promedio de nitrégeno en la planta (2.60 %), mayor acumulacion
de nitrdgeno en la materia seca (396.5 kg ha*), mejor porcentaje de nitrégeno derivado de la
fijacion (88 %) y mayor contenido de nitroégeno fijado (363.1 kg ha), mientras que en el
grupo de las especies silvestres, L. exaltatus fue la mejor representada con 21 605 kg ha™,
2.7 %, 363 kg ha, 85 % y 185.7 kg ha™* respectivamente.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the potential for adaptation in terms of dry matter
accumulation of six species of the genus Lupinus (three domesticated species and three wild
species) and evaluated by the difference method Biological Nitrogen Fixation (BNF) of these
species in acid soils of the agricultural region of Zapopan Jalisco. During the Autumn-Winter
2013-2014 cycle were planted separately in the field Agricultural Experimental (CUCBA,
University of Guadalajara) domesticated species (L. albus, L. mutabilis and L. angustifolius)
and species wild native of Mexico (L. exaltatus, L. mexicanus and L. rotundiflorus) under an
experimental randomized block design with three replications, has also sowed barley as
reference crop (not N2-fixing species). During growth and development of the whole plants
species were collected in six different sampling times, in terms of days after planting (61, 76,
93, 108, 122 and 137 for domesticated species and 93, 108, 122, 137, 151 and 169 wild
species). The plants were dried in forced air oven at 70° C for 48 hours, the dry weight was
recorded and ground for further analysis. Total nitrogen by Micro Kjeldalh method was
determined, then the difference method was used to determine the percentage of nitrogen
obtained of BNF and the amount of fixed nitrogen. The data obtained by species group were
subjected to analysis of variance and comparison of means by Tukey test (P<0.05). In both
groups of species (domesticated and wild) significant differences (P<0.05) were obtained as
a result of the species and sampling dates in relation to the accumulation of dry matter,
percentage of total nitrogen and total nitrogen accumulated in the dry matter, obtained
amount of nitrogen fixation and nitrogen percentage FBN derivative. Among domesticated
species L. mutabilis proved to be the species with the highest dry matter yield (20 223 kg ha’
1, the best average of nitrogen in the plant (2.60%), greater accumulation of nitrogen in the
dry matter (396.5 kg ha 1), better percentage of nitrogen derived from fixation (88%) and
higher content of nitrogen fixed (363.1 kg ha™), while in the group of wild species, L.
exaltatus was the best represented with 21 605 kg ha*, 2.7%, 363 kg ha*, 85% and 185.7 kg

ha* respectively.



I. INTRODUCCION

A través de la historia el hombre ha estado preocupado por mejorar o0 mantener la fertilidad
de los suelos agricolas. Se ha demostrado que ciertos métodos y practicas han contribuido al
enriquecimiento nutricional y conservacion de los suelos (Restrepo, 1992; Molina et al.,
2011). Estudios a largo plazo en Estados Unidos, Inglaterra y Latinoamérica indican que del
30 al 50 % del rendimiento de los cultivos es atribuible al uso de fertilizantes (Stewart et al.,
2005). Entre los fertilizantes mas utilizados en la agricultura para incrementar los
rendimientos se encuentra el nitrégeno, el cual es esencial para el crecimiento de las plantas,
ya que forma parte de compuestos fundamentales como proteinas, acidos nucleicos y
clorofila (Baca et al., 2000; Santi et al., 2013). La agricultura moderna utiliza plantas con
potenciales cada vez mayores, demandando una elevada fertilizacion nitrogenada, la cual
puede ser superior al aporte de nitrégeno del suelo. Esto no solo ocasiona un considerable
incremento en los costos de produccion debido a los precios de los combustibles fdsiles, sino
que ademas conlleva un riesgo potencial de contaminacion y eutrofizacion de las aguas
dulces por lixiviacion de nitratos del suelo (Aparicio et al., 2000; Santi et al., 2013).
Afortunadamente, existen otras vias alternativas de aporte de nitrégeno al sistema, como la
fijacion bioldgica del nitrégeno (FBN). A través de este proceso determinadas especies
vegetales en simbiosis con bacterias fijadoras principalmente del género Rhizobium o
Bradyrhizobium pueden obtener un importante suministro de nitrégeno a un costo
generalmente reducido (Urzua, 2005). Entre las plantas capacitadas para realizar la FBN se
encuentran las especies pertenecientes a la Familia Fabaceae=Leguminosae, como todos los
vegetales, estas absorben nitrégeno mineral del suelo, pero ademas pueden obtener nitrégeno
atmosférico (Twornlow, 2004). De acuerdo con Evans et al., (1989) los lupinos como se
conoce a las diferentes especies del género Lupinus son capaces de satisfacer sus necesidades
de nitrégeno en mas de un 80% mediante la FBN. Estas especies ademas de autoabastecerse
de nitrogeno pueden aportar dicho elemento a un cultivo acompafiante generalmente especies
diferentes a las leguminosas, pueden dejar también nitrégeno disponible en el suelo para un
cultivos subsiguiente en rotacién, siempre que se incorporen los rastrojos o plantas como
abono verde y se mineralice el nitrdgeno en formas inorganicas (Lopez y Fuentes, 1986). En

agro-ecosistemas de Europa y Sudameérica desde hace varios afios se reconocen el papel que



desempefian diferentes especies cultivadas del género Lupinus en la conservacion de la
fertilidad de suelos agricolas debido a su capacidad fijadora de nitrogeno. (Lépez y Fuentes,
1991). Las primeras estimaciones con respecto a la cantidad de nitrégeno que fijan estas
especies fueron realizadas por (Islam, 1978), el cual reportd valores de 128 a 234 kg de
nitrogeno fijado por ha?. Posteriormente Palmason et al., (1992) reportaron que L.
angustifolius puede fijar 195 kg N ha* a los 117 dias después de la siembra. En un suelo del
sur de Chile a los 80 dias después de la siembra L. angustifolius y L. albus fijaron 197 y 282
kg de N ha* respectivamente (Barrientos et al., 2001). Desde hace afios y aun recientemente
estas especies también han sido objeto de estudio debido a su alta eficiencia en la
movilizacidn de fésforo en el suelo (Funayama et al., 2014). Aunque en México no se conoce
el cultivo de especies domesticadas, se ha reconocido el papel ecolégico que despefian
algunas especies silvestres en la recuperacion de la fertilidad de suelos degradados o
erosionados acelerando las etapas de la sucesion ecoldgica. Asi por ejemplo L. elegans se ha
utilizado en la restauracion ecoldgica y programas agroforestales, debido a que crea un
microambiente apropiado para el establecimiento de especies de coniferas al aumentar las
concentraciones de nitrogeno del suelo (Aureoles y Lindig, 2007; Lindig et al., 2007;
Alvarado et al., 2007; Lara et al., 2009; Soto et al., 2014). Estos beneficios, al igual que en
las especies domesticadas son atribuidos a que mediante el proceso de fijacion bioldgica las
especies silvestres son capaces de autoabastecerse de nitrégeno y dejar altas cantidades de
nitrégeno disponible en el suelo. Sin embargo, a diferencia de las especies domesticadas en
las especies silvestres poco se ha estudiado la eficiencia de estas en la FBN en términos de
cuantificar el nitrogeno fijado. Por lo anteriormente sefialado y como una forma de proponer
alternativas sustentables que contribuyan a disminuir el uso de fertilizantes nitrogenados en
suelos agricolas o forestales de Zapopan Jalisco la presente investigacion tiene como objetivo
estimar la acumulacion de materia seca y la cantidad de nitrdgeno que pueden fijar diferentes
especies de género Lupinus. Esto con el proposito final de valorar la importancia de incluir
estas especies en los sistemas de produccion agricola o forestal, ya sea como cultivo en
rotacion, abono verde, cultivo de cobertura o para la recuperacion de la fertilidad de areas

degradadas o erosionadas.



I1. ANTECEDENTES

2.1 Taxonomia del género Lupinus

El género Lupinus perteneciente a la familia Fabaceae, tribu Genisteae, comprende un grupo
amplio de especies y es considerado uno de los mas complejos desde el punto de vista
taxondmico. EI nombre genérico Lupinus es antiguo, tomado del latin Lupus que significa
"lobo", ya que estas plantas eran asociadas a los bosques y lugares donde habitaban lobos
(Gladstones, 1974). El nombre de Lupinus fue utilizado por Tournerfort en 1694, pero no fue
hasta 1753 cuando el género Lupinus fue incluido por Linneo en su libro Species Plantarum,
donde describio seis especies (Planchuelo, 1982). De las seis especies publicadas por Linneo
en 1753, el nimero se ha incrementado hasta 1500-1700, pero el nimero de especies segln

estimaciones de Dunn (1984) y Planchuelo (1982) es de solo unas 500 a 600 especies.

La mayoria de las especies crecen en América desde Alaska hasta Argentina y solo 12
especies crecen en las tierras altas de Africa y la region del Mediterraneo. No se conocen
especies nativas en Asia y Australia (Planchuelo, 1996). El género comprende un grupo
dinamico de especies que ocupa habitats desde el nivel del mar hasta la tundra alpina arriba
de los 4000 m de elevacion. La plasticidad para adaptarse a diferentes ambientes y la facilidad
para experimentar cambios genéticos hace de la delimitacion taxondémica de especies un
trabajo dificil (Planchuelo-Ravelo, 1984).

De acuerdo a Kurlovich et al., (2002a) el género Lupinus se ubica en la siguiente categoria
sistematica:

Division Magnoliophyta (Angiospermae)

Subclase Magnoliatae (Dicotyledonea)
Orden Fabales

Familia Fabaceae

Tribu Genisteae

Género Lupinus



De acuerdo con Dunn (2001) este género comprende plantas herbaceas o arbustivas, anuales
0 perennes; tallos solitarios, cespitosos o abundantemente ramificados, de 5 cm a 3 m de alto;
hojas alternas, estipuladas, algunas especies de hojas simples pero la mayoria con hojas
palmadamente compuestas, con 4 a 17 foliolos; flores en racimos terminales pedunculados
gue normalmente sobresalen del follaje, racimos desde 3 a 5 cm o mas largos, bracteas del
racimo caducas o persistentes, de largo variable, flores con pedicelos de 2 a 12 mm de largo;
caliz fuertemente bilabiado, los labios enteros o dentados y entonces el superior bifido y el
inferior tridentado; corolas zigomorfas, generalmente azules o azul moradas con una mancha
blanca a amarilla en el centro del estandarte por encima del angulo producido por su mitad
exterior, ocasionalmente las flores son rosadas, rojas, blancas o amarillas; corolas glabras,
excepto en la quilla, quillas glabras o ciliadas a lo largo de los bordes superiores, falcadas o
bien el margen superior casi recto, angulo del margen inferior de 80 a 120; estambres 10,
monadelfos, anteras dimorficas, alternando las mas largas con las mas cortas; legumbre
dehiscente, comprimida lateralmente, con diversos tipos de pubescencia, a menudo torulosa

entre la semillas; évulos 4 a 12; semillas de tamafio y color variable.

2.2 Centros de origen y distribucion geografica del género Lupinus

Aungue no ha sido posible ain definir una linea de evolucion de un ancestro comdn, varios

centros de origen y diversificacion han sido postulados.

Plitmann y Heyn (1984) consideraron que el género se origind en Norteamérica, mientras
que Dunn (1984) localizé el centro de origen en Sudameérica basado en la presencia de plantas
con hojas simples, las cuales son consideradas por Planchuelo y Dunn (1984) como

representantes primitivos del género.

Otra hipdtesis sugirio tres centros de origen y diversificacion separados geograficamente. Se
propusieron tres centros de origen: (i) regién del Mediterraneo vy las tierras montafiosas de
Africa; (ii) region Andina de Bolivia, Chile y Per(i en Sudamérica y (iii) Norteamérica

incluyendo México (Figura 1). (Hondelmann, 1984; Planchuelo, 1996).



Figura 1. Posibles centros de origen y diversificacion del género Lupinus.

Posteriormente Kiiss y Wink (1992) asumieron que el centro de origen estaba localizado en
el Noreste de Brasil. Kurlovich y Repjev (1994) sugieren un simple centro primario originado
en el periodo cretacico antes de la separacion de los continentes que formaron Laurasia.
Ademas sugirieron dos centros secundarios de desarrollo al mismo tiempo, uno en el

Mediterraneo y otro en el norte del Continente Americano.

Recientemente una nueva teoria basada en analisis de relacion de especies, mediante el uso
de técnicas moleculares como PCR (Reaccidn en cadena de la polimerasa) y analisis de ADN
ha sugerido que el género se origin6 en el Viejo Mundo y llegé al Nuevo Mundo por
colonizacion independiente del Norte y Sudamerica (Kiss y Wink, 1996). Las
investigaciones anteriores y nuevos estudios taxondmicos a nivel mundial permitieron definir
la distribucion de las especies y establecer regiones y sub-regiones geograficas como a

continuacion se describen (Planchuelo, 1994).



I.- Region Norte y Centro America.

Esta region esta dividida en dos sub-regiones con diferentes caracteristicas ecolégicas:

1.-Sub-region Sur-Este: Ocupa la Peninsula de Florida y la estrecha franja costera del Norte
de Carolina al Norte del Misisipi en el Golfo de México. Se caracteriza por cuatro especies
de hojas simples introducidas por una dispersion de largo alcance del Sur-Este de Brasil.

2.- Sub-regidn Cadena Montafiosa de Alaska a América Central: Se extiende desde la isla de
Aleutania en Alaska, a través de las montafias rocallosas y regién costera de Norte América
hasta la Sierra Madre en México y América Central. No hay especies con hojas simples. Se

ha encontrado una gran cantidad de plantas postradas y arbustivas.

I Region Sur-América

Esta region esta dividida en dos sub-regiones con diferentes caracteristicas ecoldgicas:

1.- Sub-region Atlantica: Comprende el este de Brasil, Uruguay, Paraguay, centro y este de
Argentina. Hay un gran nimero de especies perennes de hojas simples y compuestas, y un
pequefio grupo de especies anuales. Especies postradas y cespitosas no son muy comunes.
Un grupo de 22 especies de hojas simples estan representadas en el Centro y Sur-Este de

Brasil.

2.-Sub-region Andina: Se extiende a lo largo de la vertiente de los Andes, Venezuela,
Colombia, Ecuador, Perd, Bolivia, Chile y Nor-Poniente de Argentina a las planicies de la
Patagonia en el extremo Sur. Se caracteriza por la ausencia de especies con hojas simples y
la presencia de arbustos perennes, fistulosos, escasas especies postradas y especies anuales.
De esta region es originario L. mutabilis el cual ha sido un importante cultivo alimenticio

desarrollado por los Incas.



I11 Region Mediterraneo-Africa

Esta region esté representada por 12 especies que crecen alrededor del area Mediterraneo y
tierras altas de Africa. Siete especies son diferentes del resto por que presentan la superficie
de la semilla rugosa. Tres de las especies domesticadas y cultivadas en varias partes del
mundo se originaron en esta region (L. albus, L. angustifolius y L. luteus). La distribucion de

las especies en esta region es como se presenta a continuacion.

1.-Sub-region Mediterranea de semillas lisas: Comprende cinco especies con semillas lisas

del Sur-este de Europa, Norte de Africa e Islas Mediterraneas.

2.-Sub-region Mediterranea de semillas rugosas: Comprende siete especies de semillas
rugosas con restringida distribucion en las tierras altas de Africa, cercanas al este, Islas

Mediterraneas y alrededor de las costas de la Peninsula Ibérica.

Se estima que en México se distribuyen aproximadamente cerca de 100 especies de forma
silvestre (Bermudez et al., 2000), la mayor cantidad de especies de Lupinus se encuentran en
la region central de Meéxico, en el eje Neovolcénico, en la zona Neartica, en el cruce de la
Sierra Madre Oriental y la Sierra Madre Occidental, en el estado de Jalisco se han reportado
15 especies distribuidas en diferentes zonas de la region Occidente de México (Ruiz et al.,
1999).

2.3 Domesticacion del género Lupinus

Los lupinos tienen una antigua historia en la agricultura que se remonta a mas de 4000 afios
(Kurlovich, 2002). Las primeras domesticaciones ocurrieron en la region del Mediterraneo y
el continente Americano, pero el verdadero avance que hizo a los lupinos un cultivo en la
agricultura moderna ocurrié en Europa y Australia. La historia de la domesticacion de los

lupinos puede ser descrita de la siguiente manera (kurlovich, 2002; Clements et al., 2005):



Antes de 2000 A.C: Primera domesticacion de L. albus en la antigua Grecia y Egipto,
produciendo granos para el consumo humano y animal, también para usos cosméticos y

medicinales.

1000-800 A.C: L. albus es utilizado como abono verde en la antigua Roma y en otros paises

mediterraneos.

700-600 A.C: Primera domesticacion del lupino andino (L. mutabilis) en el continente

Americano.

1860: Domesticacion de L. luteus y L. angustifolius para produccién de abono verde en paises

Balticos y después en Alemania.

1927-1928: Métodos para seleccionar lupinos mutantes con bajos contenidos de alcaloides

desarrollados en Alemania.

1930-1970: Variedades de lupinos dulces con semillas permeables son desarrollados de L.

luteus, L. albus, L. angustifolius y L. mutabilis en Alemania, Suecia y Rusia.

1980-1990: Completamente domesticado L. cosentinii y promoviendo la domesticacién de
otras especies potenciales de lupinos (L. atlanticus, L. pilosus y L. polyphyllus) en Australia

y Rusia.

2.4 Importancia del género Lupinus

El lupino es considerado una de las leguminosas de mayor potencial para la alimentacion
animal y humana, debido a su alto valor proteico (30-50%), acidos grasos benéficos y fibra,
algunos ecotipos de Lupinus son comparados con la soya (Gladstones, 1980; Leon et al.,
2001; Vance, 2001). Sin embargo, los lupinos sintetizan y almacenan en sus tejidos
sustancias antinutricionales o tdxicas (Muzquiz et al., 1993), en particular, alcaloides

quinolizidinicos (especialmente esparteina, lupinina, &cido lupinico y lupanina), los cuales



son toxicos y confieren a la planta un sabor amargo. Aunque pueden acumularse en todos los
organos de la planta, las semillas se caracterizan por ser los principales sitios de
almacenamiento, (Wink et al., 1995). Por esta razon, desde los afios 30 se han obtenido
variedades sin alcaloides (dulces), de mucho mayor interés agronomico y alimenticio. En
Espafia y Portugal ha sido tradicionalmente desarrollado para consumo humano, al igual que
en otros paises de Europa del Este, Australia, Sudafrica y Estados Unidos. (Castroviejo y
Pascual, 1999).

En los sistemas de produccion agricola, los lupinos incluyen varias especies y numerosas
variedades para su uso, debido a sus propiedades agrondmicas para la rotacidn
primordialmente con cereales, ademas se han empleado de forma extensa como abono verde,
especialmente en zonas de baja productividad agricola, gracias a su capacidad para
desarrollarse en suelos pobres e incluso &cidos y en climas frios y por su capacidad de fijar
nitrégeno atmosférico a través de una particular simbiosis con bacterias fijadoras Rhizobium-
Lupinus, transformandolo en formas orgéanicas asimilables y ademas de tener bajo
requerimiento nutricional. Asi mismo del efecto positivo sobre la fertilidad, son capaces de
resistir estrés provocado por nitratos, salinidad, herbicidas, sequias, acidez, etc. (de Felipe,
2007).

Presenta la habilidad para solubilizar y absorber fosforo y otros elementos del suelo gracias
a su sistema radicular, debido a que presenta raices pivotantes y profundas, existiendo
grandes diferencias entre las distintas especies en lo que respecta a la longitud del mismo.
Poseen raices proteoides, que les ayudan a extender su sistema radicular, haciéndolo méas
eficiente en la absorcion de nutrientes, siendo fundamental para los lupinos, ya que son una
de las pocas leguminosas que no forman micorrizas, por lo que la planta puede cambiar su
microambiente, modificar el pH de la rizosfera, debido a esto, es pionera en la recuperacion
de suelos erosionados, por lo que estas plantas desempefian un papel ecologico importante,
creando las condiciones favorables para el desarrollo de los organismos del suelo, asi como
el mejoramiento de las propiedades fisicas y quimicas del mismo (Garden y Parbery, 1983;

Falkengren y Schottelndreier, 2004; Bahmanyar y Ranjbar, 2008).



2.5 Requerimientos del género Lupinus

Los lupinos dulces (alimenticios) se cultivan desde los trdpicos hasta las zonas templadas y
aridas en el mundo, Australia es el pais donde el cultivo del lupino se ha desarrollado mas

aceleradamente en los ultimos afos, (Vallejos et al., 2004).

Pueden crecer a temperaturas entre O a 28°C, prefieren suelos ligeramente acidos, bien
drenados y bien estructurados, sin embargo las especies silvestres crecen y se adaptan bien a
los suelos pobres de baja fertilidad o de reciente formacion, en cuanto a requerimientos de
precipitacion, varian dependiendo de la textura y tipo de suelo, se han reportado datos de
algunas especies que crecen exitosamente en zonas de baja precipitacién, todas estas
caracteristicas son propias de muchas areas donde se desarrollan sistemas agricolas de granos
béasicos, tanto en México como en otros paises en desarrollo (Gross, 1982; Lopez y Fuentes,
1986; Rodas et al., 2001). En México crece en condiciones edafocliméticas y de vegetacion
sumamente contrastantes; en areas perturbadas, en bosques de pino, pino-encino, pastizales,
orillas de caminos, campos de cultivo y regiones semiaridas entre 1,800 y 4,200 m. (Mc
Vaugh, 1987; Kaye y Kuykendall, 2001).

2.6 Crecimiento de Lupinus en términos de acumulacion de materia seca

Gardner et al., (1985) definen el crecimiento como un incremento irreversible en el tamafio
de las plantas el cual a menudo es acompafiado por cambios en la forma. Otros autores
indican que el crecimiento es un aumento constante en el tamafio de un organismo,
acompariado de procesos como la morfogénesis y la diferenciacion celular (Taiz y Zeiger
2006). Mohr (1995) define que el crecimiento de los diferentes 6rganos de las plantas, es un
proceso fisioldgico complejo, que depende directamente de la fotosintesis, la respiracion, la
division celular, la elongacion, la diferenciacion, entre otros, y que ademas esté influenciada
por factores como temperatura, intensidad de luz, densidad de poblacién, calidad de la
semilla, disponibilidad de agua y de nutrientes. Un primer nivel de estudio, el crecimiento de
las plantas, se centra en el aumento de materia seca en el tiempo (Goudriaan y Van Laar

1995). Medidas de altura de la planta, diametro del tallo, masa fresca y masa seca, aumento
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de volumen, diametro a la altura del pecho, area foliar, son variables importantes que para
analizar el crecimiento. Las medidas directas que se tienen en cuenta para el anélisis de
crecimiento de las plantas son la masa seca y el area foliar. La masa seca se obtiene por la
diferencia entre masa fresca y masa seca, mientras que el area foliar es obtenida con la medida
de la superficie de las hojas fotosintéticamente activas (Barrera et al., 2010). Por diferentes
motivos (forraje, abono verde, etc.) varias especies tanto silvestres como cultivadas han sido
estudiadas para conocer su crecimiento en términos de acumulacion de materia seca y en el
género Lupinus no ha sido la excepcion. Romero et al., (1993) estudiaron la acumulacion de
materia seca en L. albus variedad Multulupa y L. mutabilis variedad Inti desde los 95 hasta
los 152 dias después de la siembra con rendimientos de materia seca que fluctuaron de 4.44
a20.48 t hal y 3.91 hasta 12.5 t ha'* respectivamente. En otro estudio, Burt y Hill (1990)
reportaron rendimiento de materia seca en L. angustifolius al inicio de la floracion de 9 500
kg hal. Barrientos et al., (2001) en L. albus cv. Lolita y L. angustifolius cv. Gungurru
previamente inoculados con una mezcla de cepas de Bradyrhizobium reportaron un
rendimiento de materia seca de aproximadamente 2 000 kg ha™! en ambas especies a los 45
dds, 6 000 kg ha* a los 80 dds, mientras que a los 160 dds el rendimiento de la materia seca
estuvo por encima de los 7 000 kg ha™ en ambas especies. Vanek (2009) compar6 la materia
seca producida por L. mutabilis y otras leguminosas en época de floracion para su posterior
incorporacion como abono verde en cuatro zonas altitudinales obteniendo rendimientos de
materia seca de 2 007, 2 940, 9 489, 1 371 kg ha™* respectivamente.

Con respecto a las especies silvestres del género Lupinus existen pocos estudios en México
orientados a cuantificar la acumulacion de materia seca. Soto-Correa et al., 2012 reportaron
que la acumulacién de materia seca en L. elegans en 10 meses después de la siembra y
establecido a diferentes altitudes fluctué de 50 a 300 g planta™. Por su parte Herrera et al.,
(2010) indicaron que L. exaltatus y L. rotundiflorus en el estado de Jalisco se caracterizan
por su capacidad para producir materia seca aun en épocas de sequia y bajas temperaturas.
En otras especies silvestres no nativas de México Magnusson et al., (2001) reportaron que L.
nootkatensis es una especie que se desarrolla gradualmente a partir de plantas pequefias en la
fase vegetativa, posteriormente forma muchos tallos y una biomasa considerable con

excelente potencial en suelos que no son productivos, produciendo materia seca entre 4 000
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y 8 000 kg ha, sin embargo, Bjornsson y Dalmannsdéttir (2002) con la misma especie
registraron en el ciclo 2000-2001 un contenido de materia seca que fluctu6 de los 3 000 a los
10 000 kg ha™.

2.7 Generalidades sobre Nitrdégeno

La productividad y dindmica de los ecosistemas terrestres esta limitada a la disponibilidad de
nutrientes. La importancia del estudio del nitrégeno se debe a que es uno de los elementos
mas importantes para la vida en nuestro planeta después del agua (Lehninger, 1978; Zahran,
2001). Es fundamental en el crecimiento de las plantas, ademas, es el elemento constituyente
mas abundante de varios compuestos esenciales que intervienen en el funcionamiento de
maultiples organismos biologicos (Troncoso et al., 2013), ejemplo de ello son las proteinas de

las plantas, clorofila, aminoacidos, acidos nucleicos (Baca et al., 2000; Santi et al., 2013).

El nitrogeno en forma natural, es uno de los elementos més extensamente distribuidos en la
naturaleza, el mayor reservorio se encuentra en la atmosfera en forma de gas (N2), con una
abundancia del 78 % el cual es la fuente primaria principal de entrada para los ecosistemas,
sin embargo metabo6licamente no esta disponible para su asimilacién por las plantas debido
a que la molécula de nitrégeno atmosférico presenta un triple enlace lo que la hace estable e
inerte (Baca et al., 2000; Valles et al., 2003; Mays, 2004).

2.7.1 Nitrogeno en el suelo

Es un elemento que generalmente se encuentra en cantidades deficientes y es de los mas
dindmicos en el suelo, responde facilmente a diferentes manejos ya que rapidamente es
eliminado por procesos de nitrificacion, desnitrificacion, lixiviacion y volatilizacion de
amonio (figura 2) (Soule y Piper, 1994; Larcher, 1995; Acevedo et al., 2011), es facilmente
soluble en el agua del suelo y es solo parcialmente retenido por las particulas de este, alimenta
a los microorganismos y favorece asi a la descomposicion de la materia organica (Graetz,
2000).
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Figura 2. Ciclo del nitrogeno. Fuente: (Anonimo)

http://www.biologia.edu.ar/plantas/ciclogeo.htm.

En el suelo, el nitrégeno se encuentra en dos tipos; en forma organica (90%), forma parte de
macromoléculas y polimeros, principalmente como proteinas (30-40%), amino azlcares (5-
10%), purinas y/o pirimidinas (1-2 %) y en compuestos no identificables (50%). La forma
inorganica (10%), generalmente se encuentra en un 10% como amonio, nitratos y nitrégeno
mineral (Fassbender, 1978). Para que la forma organica sea utilizable debe ser mineralizado
por los microorganismos del suelo para que se libere en formas asimilables para las plantas.
(Stewart, 1991).

A diferencia de otros nutrientes, el nitrogeno no puede ser reemplazado por la
descomposicion de las rocas o particulas del suelo, pudiendo incorporarse al suelo por una
serie de fenomenos fisicos tales como las radiaciones ionizantes, descargas eléctricas y
precipitaciones (Dixon y Wheeler, 1993), Asi pues, el nitrégeno bioldgicamente utilizable

comprende solo una pequefia fraccion del total presente en el suelo (Valles et al., 2003).
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2.7.2 Absorcidn de nitrogeno por las plantas

Las plantas para su nutricion necesitan nitrogeno como macronutriente y es el principal factor
limitante para su desarrollo, solo pueden usar nitrégeno combinado, es decir, aquel que ya
esta asociado con otros elementos para formar iones tales como amonio (NH4*), nitrato (NO3
) y en pequefias macromoléculas orgénicas de bajo peso molecular, el nitrato es la forma mas
accesible para el crecimiento de las plantas, esto depende de la especie asi como a factores
ambientales como la temperatura, pH y a la concentracion del mismo en la solucion del suelo,
estos a su vez son intercambiables y no intercambiables fijados en particulas de arcillas.
(Unkovich et al., 1997; Schulze et al., 1999; Olivares, 2004).

2.7.3 El nitrogeno en la agricultura

El nitrogeno disponible es el principal limitante en la productividad de los cultivos, que junto
con el fosforo (P) determinan el crecimiento vegetal (Vitousek et al., 1997), para incrementar
la disponibilidad de nitrogeno y mejorar la productividad de los cultivos, la agricultura
moderna a nivel mundial ha aumentado la demanda de nutricion nitrogenada, debido a que
la cantidad de nitrogeno disponible en el suelo no satisface la necesidad de los cultivos, en
virtud de la continua disminucion del nitrégeno de los suelos agricolas (Herridge y People,
1995; Pefia et al., 2002), por lo que el mayor aporte del nitrégeno en la agricultura se da a
través del suplemento de fertilizantes quimicos nitrogenados, por sintesis quimica y es
incorporado en forma de nitratos, urea, sales de amonio, etc. (Black, 1975), siendo la
aplicacion de fertilizantes nitrogenados una practica comdn en los sistemas agricolas
(Zahran, 2001). Sin embargo, el uso creciente de fertilizantes nitrogenados para conseguir un
aumento de la productividad agricola implica incrementos en los costos de produccion y
ademas conlleva un riesgo potencial de contaminacion y eutrofizacion de las aguas por
lixiviacion de nitratos del suelo, ocasionando acumulacion de compuestos nitrogenados
toxicos en el medio ambiente con el consiguiente dafio para la salud humana. (Zahran, 2001;
Pefia et al., 2002).
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2.8 Fijacion de nitrogeno

El proceso a través del cual el nitrdgeno atmosférico es reducido hasta una forma utilizable
para las plantas es conocido como fijacion de nitrogeno. (Celaya y Castellanos, 2011).
Existen varias formas de fijacion de nitrogeno, en la cual, aporta este elemento a los
ecosistemas, por lo que es posible obtener un importante suministro de nitrégeno, en la
biosfera se estiman unos 275 millones de toneladas anuales, de los cuales 175 corresponden
alafijacion biologica, 70 a la industrial y 30 a la espontanea (Rodriguez et al., 1984; Aparicio
et al., 2000). La fijacion biologica puede ser llevada a cabo por microorganismos en vida
libre 0 en simbiosis con plantas y no sélo permite usar el nitrégeno atmosférico sino también
revertir o reducir la degradacién del suelo (Parsons, 2004; citado por Mays, 2004). Est&
dividida en dos tipos de fijacion; asimbidtica y simbidtica, en las cuales se lleva a cabo por
medio de un complejo enzimatico conocido como nitrogenasa (Mays, 2004; Troncoso et al.,
2013). La fijacion espontanea se deriva del agua de lluvia, conteniendo nitrégeno en forma
aprovechable procedente de diferentes fuentes, puede contener dxidos de nitrégeno o nitratos
sintetizados por las descargas eléctricas y por la reduccion fotoquimica provocada por la
radiacion como productos de la contaminacion del ambiente, causada por algunas plantas
industriales. Puede también contener amonio o nitrégeno organico por contaminacion con
polvo atmosférico. La cantidad de nitrdgeno incorporada al suelo a través del agua de lluvia
se estima entre 1 y 50 kg ha?l (Alcantar y Trejo, 2007). La fijacion industrial esta
estrechamente relacionada con la existencia de una demanda de fertilizantes nitrogenados
para el aumento de los rendimientos de los cultivos (Rodriguez et al., 1984). El proceso
catalitico de fijacion industrial fue inventado por los alemanes Fritz Haber y Karl Bosch en
1914, conocido como proceso Haber-Bosch, en donde los fertilizantes nitrogenados se
fabrican a partir de amoniaco que se obtiene por fijacion quimica del nitrégeno atmosférico

con hidrogeno gaseoso. (Baca et al., 2000).

2.8.1 Fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN) por microorganismos de vida libre

Este tipo de fijacion aparece Unicamente en bacterias, algas cianoficeas (algas azul-verdosas)

y actinomicetos, entre los mas de 60 géneros conocidos, los mas representativos son:
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Cyanobacteria, Azospirillum, Azotobacter, Acetobacter diazotrophicus, Azoarcus,
Achromobacter, Acetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Azospirillum, Azotobacter,
Azomonas, Bacillus, Beijerinckia, Clostridium, Corynebacterium, Derxia, Enterobacter,
Herbaspirillum, Klebsiella, Pseudomonas, Rhodospirillum, Rhodopseudomonas (Ceron y
Aristizabal, 2012), y se encuentran formas aerobias, facultativas, anaerobias, autotrofas y
heterdtrofas, con hébitats muy dispares, tanto terrestres como acuéticos, y con requerimientos
ambientales de temperatura, aireacién, humedad, pH, muy heterogéneos. Los
microorganismos fijadores de vida libre, si bien importantes en namero, tienen un escaso
rendimiento fijador, debido a que consumen mucha energia en el proceso y los substratos
necesarios para obtener tal energia son poco abundantes en la biosfera (Baca et al., 2000;
Olivares, 2004).

2.8.2 Fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN) en plantas no leguminosas

Las bacterias del género Frankia son actinobacterias filamentosas Gram positiva, que
establecen simbiosis con un heterogéneo grupo de plantas angiospermas, conocidas como
plantas actinorrizas. (Callaham et al., 1978). Sus hifas se diferencian en esporangios, pero
también pueden dar lugar a estructuras especializadas en la fijacion de nitrogeno atmosférico,
denominadas vesiculas, cuya funcion es aislar a la nitrogenasa del oxigeno. El tipo de
simbiosis Frankia-planta no leguminosa engloba a mas de 200 especies de arboles y arbustos
de crecimiento rapido, distribuidas en ocho familias: Coriariaceae Rosaceae Myricaceae
Betulaceae Casuarinaceae Datiscaceae Elaeagnaceae y Rhamnaceae, adaptadas a suelos
marginales, que habitan muy diversos ecosistemas y se adaptan a condiciones
ambientalmente extremas. Su principal interés econémico es maderero, en la recuperacion
de suelos degradados, en jardineria y ornamentacion, careciendo de interés agricola (Valdés,
2002). El beneficio que se puede derivar de su empleo nos viene dado a mas largo plazo que
en el caso de las leguminosas, obteniendo promedios de nitrégeno fijado que van de 60 a 250
Kg ha (Rodriguez et al., 1984; Bautista y Valdés, 2008).
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2.8.3 Fijacion biologica de nitrogeno (FBN) en leguminosas

Una de las familias de plantas mas reconocidas como fijadoras de nitrégeno son las fabéceas,
comprende entre 670 y 750 géneros y entre 18 000 y 19 000 especies, son plantas herbaceas,
arboreas y arbustivas, tanto anuales o bianuales como perennes, distribuidas en tres
subfamilias; Caesalpinioideae, en la que se incluyen numerosas especies tropicales, con un
23% de especies formadoras de nddulos, Mimosoideae, a la que pertenecen especies
arboreas, con un 90% de especies con nodulos, y Papilionoideae, la mayor subfamilia, con
especies de elevada importancia agrondmica, con un 97% de especies noduladas (Doyle y
Luckow, 2003; Lewis et al., 2003; Graham y Vance, 2003).

Esta familia tiene gran importancia en la alimentacién humana y animal. Las leguminosas de
grano han sido y ain lo son en muchos casos, la base de la alimentacion humana desde hace
miles de afios, esto se debe a su gran distribucion a nivel mundial, pero también al elevado
contenido proteico presente en el grano de muchas especies de la familia, siendo por ello la
principal fuente de proteinas para la mayor parte de herbivoros y omnivoros incluido el
hombre, ya que contribuyen el 33% del nitrégeno de la dieta proteica, las semillas de
leguminosas tienen un valor energético similar al de los cereales, pero su contenido en

proteinas llega a ser hasta cuatro veces mayor (Jambrina, 1996; Vance et al., 2000).

Las leguminosas como todos los vegetales absorben nitrégeno mineral del suelo pero ademas
pueden obtener el nitrégeno atmosférico (Celaya y Castellanos, 2011), por medio de la
simbiosis con bacterias del género Rhizobium o Bradyrhizobium, esta relacion otorga a las
plantas que la desarrollan una gran capacidad colonizadora, permitiéndolas colonizar suelos
pobres, en los que la mayoria de las especies vegetales no podrian establecerse. (Jambrina,
1996). Las estimaciones recientes indican que contribuyen en la actualidad con mas de la
mitad del nitrogeno fijado por sistemas biologicos (Twornlow, 2004; Urzua, 2005). Sin
embargo, entre las especies de leguminosas la capacidad de fijacion de nitrégeno varia de
40-450 kg ha por afio (FAO, 1984).
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2.9 Historia y taxonomia del género Rhizobium

El misterio de las leguminosas fue aclarado cuando Hellriegel y Wilfarth en 1888 probaron
la fijacion de nitrégeno en plantas noduladas, esto fue seguido por el aislamiento de la
primera bacteria de los nodulos por Beijerinck ese mismo afio. En 1932, Fred y colaboradores
publicaron una monografia, donde revisaron y analizaron la informacion existente sobre la
simbiosis. Para las décadas posteriores y hasta la actualidad los avances tecnologicos han
permitido estudios mas detallados y por lo tanto un mejor conocimiento y entendimiento de
la simbiosis leguminosas-rizobia. (Mays, 2004). EI primer nombre que se les dio a las
bacterias de los nodulos de las raices de las leguminosas fue Phytomyxa, propuesto por
Schroeter en 1886, considerando la relacion de estas bacterias con los hongos mucosos. En
1970, la Comision Judicial del Comité Internacional de Nomenclatura Bacteriana, aprobd
como nombre genérico Rhizobium Frank 1889. Esto se hizo en base a que el nombre
Rhizobium enfatiza en la importancia agrondémica de las bacterias de los nédulos de las raices
(rhiza: raiz, bius: vida, Rhizobium: vida en las raices) y a su vez guarda tributo a la extensa
literatura publicada con ese nombre (Mays, 1997). Actualmente, ademéas de Rhizobium,
existen otros generos de bacterias fijadoras de nitrégeno: Ensifer, Bradyrhizobium,

Azorhizobium y Mesorhizobium (Ceron y Aristizabal, 2012).

El género Rhizobium pertenece a la familia Rhizobiacea, englobadas dentro del filo
Proteobacteria, son organismos procariontes, esta constituida por bacilos moviles del suelo
Gram negativos, aerobios, con presencia de flagelos y sin endosporas (Larcher, 1995), los
limites maximos para el crecimiento de rizobios estan entre 32 a 47 °C, aunque la tolerancia
varia entre especie y cepas. El pH éptimo para el crecimiento de rizobios estd entre 6.0y 7.0
y pocos rizobios crece bien con pH menor a 5.0 en suelos tropicales. (Hungria y Vargas,
2000). Este género se encuentra representado globalmente en agro-ecosistemas templados,
tropicales, forestales y suelos cultivables, pueden ser activados al manejar los sistemas de

produccidn con bajos insumos y principios agroecoldgicos (Jones, 1991; Lopez et al., 2010).
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2.10 Interaccion leguminosa-Rhizobium

El establecimiento de la simbiosis es un proceso complejo que esté regulado por el simbionte
vegetal (Kiers et al.,, 2003). En la interaccion simbidtica los rizobios reconocen
especificamente la leguminosa huésped para que se establezca la simbiosis. Las plantas le
proporcionan a las bacterias nutrientes como carbohidratos y el sistema de proteccion
necesario para que la bacteria lleve a cabo el proceso de fijacion de nitrégeno y las bacterias
a su vez, vuelven accesible a la planta el nitrégeno atmosférico, convirtiéndolo en amonio, a
través del desarrollo de un nuevo o6rgano llamado nddulo (Pérez y Calvo, 2005; Gasque,
2006)

Para que se establezca la relacion simbidtica deben ocurrir las siguientes etapas (Mays, 1997;
Perret et al., 2000; Gonzalez y Marketon, 2003; Gage, 2004):

Multiplicacién de las bacterias en la rizésfera

e Colonizacion de la rizosfera

e Adsorciéon de las bacterias a la raiz

e Ensortijamiento de los pelos radicales, ocurre en las raices cuando la infeccion es via
pelos radicales y en algunas donde acontece via union raices laterales-raiz principal

e Formacion de los hilos o zonas intercelulares de infeccién

e Crecimiento del hilo de infeccion hacia las células corticales o invasion directa de las

mismas

e Diferenciacion tisular y desarrollo del nédulo

2. 10.1 Estructura y forma de los nddulos

La estructura y los tipos de nddulos son dependientes de la planta hospedera, asi se presentan

dos tipos:

Nodulos determinados: en los cuales la actividad meristématica cesa temprano en su

formacion y su aspecto final resulta del alargamiento de las celulas, este tipo de desarrollo
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origina nddulos esféricos o globosos que pueden organizarse alrededor de la raiz para formar

los denominados nodulos en collar (Hirsch, 1992; Mays, 1997).

Nodulos indeterminados: los cuales presentan un meristema persistente, que puede producir
nodulos ramificados o coraloides, puesto que constantemente se afiaden nuevas células a la
parte distal del nddulo (Mays, 2004).

Los nodulos formados en la simbiosis Lupinus-Rhizobium, poseen caracteristicas propias que
los diferencian de los formados por otras leguminosas. Se trata de un subtipo especial y Gnico
dentro de los nddulos indeterminados (Bergersen, 1982), denominado nédulo lupinoide o en
collar, carecen de meristemo terminal, presentan una localizacion basal-lateral, y comparten
caracteristicas tanto con los nodulos determinados (morfologia esférica) como con los
indeterminados (algunos aspectos de la distribucién zonal). En los nddulos lupinoides el
nitrogeno es transportado desde los nodulos hacia la parte aérea de la planta en forma de
amidas, siendo un caso Unico dentro de las leguminosas de climas templados. (de Felipe,
2007; Fedorova et al., 2007).

2.11 Proceso de la fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN) en leguminosas

Se ha demostrado que la FBN depende de un complejo enzimatico conocido como
nitrogenasa (Phillips, 1980; Sanchez, 1985), presente en los organismos fijadores, Este
complejo presenta dos tipos de componentes: componente |, en esta parte se localiza el sitio
de union y reduccion del sustrato teniendo como cofactor al hierro-molibdeno y el
componente 11 cuyo papel es el de reducir al componente | (Phillips, 1980). La FBN es un
proceso en el cual el N2 debe ser primero reducido y luego fijado, es decir, combinado en una
forma utilizable (NH4™), sin embargo el primer producto de la reaccién es amoniaco (NHz’),
pero es rapidamente protonado, formandose amonio (NH4"), de tal manera que el amonio es
la especie predominante y la que forma parte en las reacciones de asimilacion (Sprent y
Sprent, 1990), posteriormente es metabolizado en las células nodulares a amidas o ureidos,
que luego son exportados via xilema al resto de la planta, donde son usados (figura 3) (Mays,
1997).
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Figura 3. Esquema del complejo enzimético nitrogenasa actuando en el nédulo. Fuente:
(Olivares, 2004).

La bacteria emplea compuestos carbonados oxidables suplidos por la planta para su
metabolismo, desarrollo, sintesis de ATP y del poder reductor usados en la reaccién de
fijacion catalizada por la nitrogenasa, esto depende de la utilizacién de azlcares para la
obtencion de energia y compuestos reducidos (Atkins, 1986; Halbleib y Ludden, 2000). Este
proceso se puede generalizar con el consumo de 16 moléculas de ATP por N reducido, segun
la ecuacion: N2 + 16ATP + 8e” + 8H" = 2NH3 + 8H> + 16ADP + 16Pi.

La actividad del complejo enzimatico puede ser susceptible a las concentraciones de oxigeno
(O2) de la atmdsfera circundante, de tal manera que los organismos, bien aislados o asociados
han adoptado mecanismos que le permiten la proteccion, por ejemplo, alta tasa respiratoria,
proteccion conformacional y la compartamentalizacion, que les permiten mantener bajas
concentraciones de éste a fin de mantener la enzima funcionando (Hungria y Neves, 1987;
Pereira et al., 1989; Ureta y Nordlund, 2002; Lee et al., 2004).
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2.11.1 Factores que afectan la fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN) en leguminosas

La FBN representa un ahorro importante de nitrégeno del suelo (Cicore et al., 2005). Esta
caracteristica es muy ventajosa ya que con pequefias cantidades de fertilizantes nitrogenados
es posible obtener altos rendimientos, con el derivado impacto econdémico y ecoldgico
(Garcia et al., 1996). Sin embargo, para que ocurra una eficiente fijacion, las raices deben
interactuar en el suelo con cepas compatibles de Rhizobium, por lo que factores que afecten
el crecimiento de las raices o la actividad de la planta hospedera, como lo son condiciones
del suelo y factores ambientales afectan la formacion de nédulos, y por tanto, limitaciones
en lasimbiosis y en la FBN (Alexander, 1980; Hungria y Neves, 1987; Graham, 1990; Garcia
et al., 2003).

Las altas temperaturas inhiben la FBN y la nodulacion puede fallar si las temperaturas del
suelo alcanzan 40 °C o mas en los primeros cinco cm de profundidad, temperatura que mata
a muchas bacterias reduciendo su poblacion en el suelo. Las altas temperaturas también
inhiben la formacion de pelos radicales (Hungria y Vargas, 2000). Por otra parte, se ha
reportado disminucion en la FBN cuando el contenido de humedad del suelo es menor al
50% del agua til (Serraj et al., 1995), debido a que la tolerancia a la sequia es influenciada
por la capacidad de las plantas para captar el agua del suelo, las leguminosas de raices
profundas lo extraen de mayores profundidades para mantener su potencial hidrico y evitar
una reduccion en el indice de FBN (Valles et al., 2003). Desde el punto fisioldgico, diversos
estudios consideran que una de las principales limitantes del proceso de FBN es la
disponibilidad de fotosintatos hacia los nédulos (Mahon, 1977; Hungria y Franco, 1988),
debido a que consume de tres a cuatro veces mas energia metabdlica que la absorcion y
asimilacion de nitrégeno mineral (Atkins, 1986). Durante algunos periodos de crecimiento
activo de la planta, del 30 al 50% de los carbohidratos producidos en la fotosintesis neta
diaria son consumidos por las raices noduladas. Con respecto al suelo las limitaciones por
acidez son importantes, la supervivencia en un medio de pH bajo y cambios quimicos en el
suelo causados por acidez alta, como una alta proporcién de aluminio y hierro-manganeso.
En suelos acidos disminuye la disponibilidad de fésforo, Molibdeno y hay deficiencia de

Calcio, esto conlleva a que la acidez afecta las primeras etapas del proceso de infeccion para
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la nodulacion (Giller y Wilson, 1991). Por otro lado, la magnitud de dicho proceso disminuye
cuando el cultivo es expuesto a ambientes con elevada disponibilidad de nitratos (NO3z)
(Imsande, 1989), existiendo un efecto inhibitorio del nitrato sobre la FBN, ya que la FBN
resulta mas costosa en términos energéticos, por lo que la planta utiliza preferentemente el

nitrégeno inorganico del suelo, (Becana y Bedmar, 1991).

2.12 Métodos para cuantificar la fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN)

A pesar de la importancia de las leguminosas en la produccion y en la economia del
nitrégeno, en la medicion de la FBN se han utilizado diferentes metodologias (Vicent, 1982;
Campillo et al., 2003), sin embargo, no se cuenta con un método adecuado y correcto para
determinar dicho proceso, ya que no existe informacion precisa sobre la real capacidad de
fijacién, cada método tiene ventajas Unicas y limitaciones, estos pueden depender de la
disponibilidad y adecuada determinacion de la FBN para cualquier especie de leguminosa
cultivada bajo todas las posibles variantes de suelo y ambientes. Este conocimiento es
indispensable para disponer de un método adecuado, para medir con precision la cantidad de
nitrégeno que las plantas obtienen por este proceso simbidtico y conseguir el objetivo central
de lograr una eficiente FBN y ahorro de fertilizante nitrogenado en los ecosistemas (People
etal., 1995; Veraetal., 2000; Campillo et al., 2003). Los diferentes métodos para determinar

la FBN son los siguientes:

I.-La técnica de reduccion del acetileno (actividad enzimatica) (Hardy et al., 1968), ha
probado ser til para detectar sistemas de FBN, también tiene limitaciones debido a que mide

la actividad de la enzima nitrogenasa de manera puntual y en un corto periodo de tiempo.

I1.-Las técnicas isotopicas del °N se consideran como las tinicas que ofrecen cuantificaciones
globales de la FBN, que permiten distinguir la proporcion de nitrégeno en la planta que
procede del suelo, de un fertilizante o de la atmdésfera, y entregan valores de FBN integrados
para todo un ciclo de crecimiento de un sistema leguminosa-Rhizobium (Barea, 1991; Danso,
1995; Boddey et al., 1996; Garcia et al., 2003).
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I11.-La técnica de diferencias en laacumulacion de nitrogeno total o el rendimiento de materia
seca es laboriosa, ya que cuantifica el porcentaje de nitrégeno en plantas fijadoras y no
fijadoras (cultivos de referencia), sin embargo, se debe tener la precaucion en la seleccion de
la planta de referencia, ya que se asume que ambos tipos de plantas deben absorber cantidades
similares del nitrégeno proveniente del suelo (Vicent, 1982; Hardason et al., 1984; Resende
et al., 2003).

IV.-La técnica de ureidos se da debido a que existen importantes diferencias en las formas
principales de nitrégeno transportadas en el xilema de leguminosas noduladas y no
noduladas, es posible utilizar la abundancia de ureidos en la savia del xilema como medida
indirecta de la proporcién de nitrégeno de la planta derivado de la FBN. Este método es
aplicable a las leguminosas de grano mas importantes, pero no a muchas leguminosas

forrajeras. (Peoples y Herridge, 1990; Giller y Wilson, 1991)

2.13 El género Lupinus en la fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN)

Las especies del género Lupinus son las mas activas en el proceso de FBN (Kurlovich et al.,
2002b). Kartuzova y Kurlovich (2002) comentan que Vavilov fue uno de los primeros
investigadores internacionales que emprendio la necesidad de colectar, estudiar y preservar
especies en las regiones agricolas, con especial énfasis en las fabaceas en general y el género
Lupinus en particular, considerandolo como una fuente de proteina y un medio de
incrementar la fertilidad del suelo, ya que esto es un problema de alta prioridad en las ciencias
bioldgicas y agricolas para el desarrollo de una agricultura sostenible (Kurlovich et al.,
2002b).

Estas plantas ademas de autoabastecerse de nitrogeno pueden aportar nitrégeno a un cultivo
acompariante de especies diferentes a las leguminosas, puede dejar también nitrogeno
disponible en el suelo para el cultivo siguiente en rotacion, siempre que se incorporen los
rastrojos y se mineralice el nitrdgeno en formas organicas (Lopez y Fuentes, 1991; Glyan'ko
et al., 2008).
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La cantidad de nitrégeno fijado depende de la bacteria, la planta hospedadora, las condiciones
ambientales y las variedades de &reas geogréficas en las que se encuentran. Algunas
estimaciones indican que, del nitrégeno que deja el lupino al ser incorporado, alrededor del
27% se mineraliza anualmente y un 74% del nitrogeno mineralizado es absorbido por cada
cultivo subsecuente. En el sudoeste de Australia se estima que de 33-46% del nitrogeno
absorbido por el cultivo de trigo puede provenir de la mineralizacién de los residuos de lupino
(Mera et al., 1999).

Varios autores han estudiado la FBN durante los afios 1983-1996 en L. angustifolius variedad
Uniharvest y L. nootkatensis, los cuales fueron estimados por medio del método de la
dilucion N en suelos de tipo Andosol en Islandia. El porcentaje del nitrégeno derivado de
la atmosfera en L. angustifolius comprende del 93 al 99%, presentando un estimado de 185
a 212 kg ha', mientras que en L. nootkatensis presenta 200 kg ha™* con un porcentaje del 89
al 98% (Palmason et al., 1992; Danso et al., 1993; Palmason et al., 2002).

Jacobsen y Mujica (2006) han determinado que la inoculacion es de mucha importancia en
la produccion de L. mutabilis cuando se siembra en suelos que no tienen cepas nativas de
Rhizobium lupini, aumentando considerablemente el rendimiento de grano y materia seca, se
ha determinado que esta especie fija simbidticamente de 163 a 220 kg ha* de nitrgeno

atmosférico.

Los aportes de nitrdgeno a los agro-ecosistemas en L angustifolius se han estimado entre 150
y 220 kg ha* en suelos del sudoeste de Australia (Unkovich, et al., 1994). Mientras que en
otros ensayos se ha encontrado que una hectarea de lupino puede fijar en un afio entre 145y
316 kg de nitrégeno, con un promedio de 227 kg de ha* (Nutman, 1976; Castillo, 1989;
Larson et al., 1989; Unkovich et al., 1997), sin embargo, en una investigacion realizada por
Evans et al., (2001) demostraron que entre 20 y 25 kg de nitrégeno son fijados por cada
tonelada de materia seca producida. Esto contribuye a la mayor proteina de la semilla de
lupino, asi como proporcionar nitrégeno residual para los cultivos subsiguientes, en

particular de cereales.

25



111. HIPOTESIS

Las especies nativas del género Lupinus gque crecen en el estado de Jalisco (L. exaltatus, L.
rotundiflorus y L. mexicanus) son mas eficientes que las especies domesticadas (L.
angustifolius, L. albus y L. mutabilis) en la acumulacion de materia seca y en la fijacion
bioldgica del nitrégeno (FBN) cuando se cultivan en suelos acidos del municipio de Zapopan,

Jalisco, México.

IV. OBJETIVO GENERAL
Cuantificar el crecimiento en términos de acumulacion de materia seca, asi como estimar la
FBN por el método de la diferencia en tres especies silvestres y tres especies domesticadas
del género Lupinus, al ser sometidas a cultivo bajo las mismas condiciones de manejo,
edéaficas y climaticas.

4.1. Objetivos especificos

Determinar y comparar la acumulacion de materia seca durante las diferentes etapas de

crecimiento en seis especies del género Lupinus (tres domesticadas y tres silvestres).
Estimar la FBN en términos de la cantidad de nitrégeno fijado y cuantificar el porcentaje de

nitrégeno derivado de la misma en cada una de las especies estudiadas por el método de la

diferencia.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Localizacion del sitio experimental

Se establecio un experimento bajo condiciones de riego durante el ciclo otofio invierno
(2013-2014) en el campo agricola experimental del Centro Universitario de Ciencias
Bioldgicas y Agropecuarias (CUCBA) de la Universidad de Guadalajara, en la localidad de
las Agujas, Nextipac, municipio de Zapopan Jalisco. Las coordenadas geograficas del lugar
son 20°43’ latitud norte y 103°23 latitud oeste, se encuentra a una altitud de 1600 m. presenta
clima semicalido semihtimedo. La temperatura media anual es de 20.5°C, mientras que sus
maximas y minimas promedio oscilan entre 32.1°C y 8.4°C respectivamente. La

precipitacion media anual es de 943 mm.

5.2 Material biolégico

Las semillas de las especies nativas se obtuvieron de plantas que crecieron de forma silvestre
en diferentes municipios del estado de Jalisco; en Lagos de moreno (L. mexicanus), en
Chiquilistlan (L. rotundiflorus) y en Ciudad Guzman (L. exaltatus), mientras que las especies
domesticadas son de diferente procedencia; L. angustifolius variedad Haagena fue
proporcionada por una compafiia Alemana (Saatzucht Steinach), dedicada al mejoramiento
genético, mientras que las semillas de L. albus variedad Butan fueron donadas por el Institute
of Plant Genetic de Polonia y las semillas de L. mutabilis sin identidad genética o comercial
fueron proporcionadas por investigadores del Colegio de postgraduados. Paralelamente a las
especies en estudio se sembr6 cebada (Hordeum vulgare) en idénticas condiciones de

manejo, como cultivo de referencia.

5.3 Caracteristicas del suelo utilizado en la investigacion

El suelo utilizado para establecer el experimento se clasifica como tipo Regosol (SEMADES,
2006), caracterizado por ser suelos de reciente formacion, de textura arenosa, bajo contenido

de materia organica y pH acido (Ibarra et al., 2009). En el Cuadro 1 se muestran algunas

27



propiedades fisica y quimicas del suelo utilizado para el cultivo de las especies en estudio.
Es necesario destacar que el suelo presenta el principal requisito para poder aplicar el método
de la diferencia de nitrogeno total ya que posee bajo contenido de nitrégeno total (>0.25%).

Cuadro 1. Analisis inicial del suelo.

Determinacion Muestra
pH 5.04
Conductividad eléctrica dSm™* 0.47
% Materia organica 1.721
% Nitrogeno estimado 0.086
*Fosforo mg kg 68.525
Sodio (Na+) 0.358
Potasio (K+) 0.835
Calcio (Cat+) 1.365
Magnesio (Mg ++) 0.180
% Arena 51.84
% Arcilla 20.88
% Limo 27.88
Textura FRANCO ARENOSO

Meétodo utilizado: NOM-021-RECNAT-2000, *Bray

5.4 Establecimiento del experimento

Antes de la siembra, las semillas de las especies silvestres utilizadas en el experimento se
sometieron a un proceso de escarificacion (inmersion en acido sulfarico (H2SOa4) concentrado
98 % durante 30 minutos) debido a que generalmente presentan latencia fisica. Durante el
tiempo de inmersion en &cido se agitaron cada 10 minutos para su escarificacion uniforme,

posteriormente se lavaron con abundante agua corriente hasta quedar libres del acido.
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5.4.1 Preparacion del terreno y siembra de Lupinus

Antes de realizar la siembra se realizé un barbecho y dos pasos de rastra. Se formaron surcos
de 80 cm de separacion. La siembra de todas las especies se realizo de forma manual el 08
de noviembre del 2013, colocando sobre el lomo de los surcos dos semillas por orificio a una
distancia de 10 cm, de tal manera que se logré tener una densidad de plantacion estimada de
120 000 plantas por ha* en las especies de Lupinus y aproximadamente 300 000 plantas por

ha de cebada.
5.4.2 Disefio experimental y tratamientos

La siembra de las especies de Lupinus se realiz6 en parcelas por separado para las especies
domesticadas y para las especies silvestres; ambas bajo un disefio experimental de bloques
al azar con arreglo factorial. El factor A correspondio a las especies (tres especies) Y el factor
B a los muestreos destructivos de plantas (seis muestreos). Se consideraron tres repeticiones
para cada grupo de especies como se muestra en las figuras 4 y 5. Cada parcela individual
estuvo constituida de cuatro surcos de 10 m de longitud. Los dos surcos centrales en cada

parcela representaron la parcela util.

%% N 3.20m
e

0-80 m

Bloque I 3 2 1 0 10m
1m M
Bloque II 0 1 2 3
Bloque
I 1 0 3 2

0: Cebada, 1: L. albus, 2: L. mutabilis, 3: L. angustifolius

Figura 4. Croquis que muestra la distribucion en campo de las especies domesticadas.
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%>> N 3.20m
0.80m e

Bloque 1 0 1 2 3 10 m
1m H
Bloque II 3 2 1 0
Bloque
m 1 0 3 2

0: Cebada, 1: L. exaltatus, 2: L. mexicanus, 3: L. rotundiflorus

Figura 5. Croquis que muestra la distribucion en campo de las especies silvestres.

5.4.3 Riego

Después de la siembra se realizé un riego por goteo mediante cintillas, las cuales tenian una
distancia entre goteros de 20 cm. Posteriormente los riegos se realizaron a capacidad de
campo, con una frecuencia de 15 dias aproximadamente hasta la formacion de vainas. Las
temperaturas que se registraron durante el crecimiento y desarrollo de las especies en estudio

se muestran en la figura 6.
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Figura 6. Temperatura minima, maxima y promedio de la época de cultivo (Noviembre
2013-Abril 2014).

5.4.4 Control de malezas, plagas y enfermedades

La baja densidad de malezas que se presentaron durante el crecimiento del cultivo facilito el
control de estas en forma manual. Cabe sefialar que las condiciones ambientales presentes
durante el periodo de evaluacion evitaron que se presentaran dafios apreciables causados por

plagas o enfermedades por lo que no fue necesaria la aplicacién de pesticidas.

5.5 Muestreos y medicién de variables

Los muestreos destructivos de las plantas para cada especie incluyendo la especie de
referencia, fueron realizados aproximadamente cada 15 dias independientemente de la etapa
fenoldgica en la que se encontraban. Debido a que las especies silvestres generalmente fueron
mas lentas en su crecimiento que las especies domesticadas en terminos de acumulacion de

materia seca, el primer muestreo inicio a los 61 dias después de la siembra (dds) en las
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especies domesticadas, mientras que en las especies silvestres el primer muestro se realizo a
los 93 dds (cuadro 2). En cada muestreo se tomaron todas las plantas ubicadas en 40 cm del
surco central. Las plantas se cortaron con tijeras a una altura de 3 cm sobre la superficie del

suelo. Todos los muestreos se realizaron entre las 9 y 10 de la mafiana.

Cuadro 2. Fechas de muestreos para cuantificar el contenido de materia seca en especies

domesticadas y silvestres.

61 76 93 108 122 137 151 169

Especie domesticadas
dds dds dds dds dds dds dds  dds

L. albus * *% kK *kk *hkk Hhkk
L. mutabilis * *% *% *kk *kk *k kK
L. angustifolius * ** *Khk *xKk *hKhk *hkk

Especies silvestres

L. exaltatus * *% Hk kK hkk  Kkkk
L. mexicanus * *% *% *% Kk *kKkk
L. rotundiflorus * *%* *% *Kk* *xk *kKhk
Cebada X X X X

dds: dias después de la siembra, * etapa vegetativa, **inicio de floracion, *** floracion y formacion de vainas,

**** vainas y semillas maduras. x: fechas de muestreo de la planta de referencia (cebada).

5.5.1 Cuantificacion de materia seca

Las plantas colectadas (completas) fueron lavadas y escurridas sobre papel absorbente
durante 30 minutos, después se colocaron en estufa de aire forzado a 70°C en el laboratorio
de Biotecnologia del Departamento de Botanica y Zoologia (CUCBA) hasta peso constante
(alrededor de 48 horas). Después de registrar el peso seco (materia seca) de las plantas de
cada especie se molieron utilizando un molino de la marca RETSCH GMBH modelo 5657
Haan del Departamento de Madera Celulosa y Papel (CUCEI) para su posterior andlisis de
nitrégeno. Adicionalmente en algunas plantas se separaron las hojas y se determind el peso

seco en cada muestreo.
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5.5.2 Analisis de nitrogeno

El contenido de nitrégeno (%) se determind por medio del método Micro-Kjeldhal en la
materia seca de las plantas completas asi como en una muestra de las semillas utilizadas en
la siembra. Cabe sefialar que el contenido de nitrégeno en las semillas se utilizé para estimar
posteriormente el porcentaje de nitrogeno obtenido o derivado de la FBN, ya que constituye
la principal fuente inicial de nitr6geno para la planta. Con los datos de materia seca por planta
(g planta®) y porcentaje de nitrégeno (%) se calcul6 la cantidad de nitrégeno total por planta

mediante la siguiente formula:

Contenido de N (g. planta®) = [materia seca (g. planta™®) x % N total en la planta]/100

Con los valores anteriores se estimo el contenido total de nitrégeno en kg ha considerando
una densidad de 120 000 plantas ha™* para las especies del género Lupinus y 300 000 plantas

ha! en cebada.

5.5.3 Cuantificacién de la fijacion bioldgica del nitrégeno (FBN) por el método de la

diferencia

El método esta basado en las diferencias en el contenido total de nitrégeno de la leguminosa,
asi como de la planta de referencia que crece en el mismo suelo (Giller y Wilson, 1991). La
substraccién de nitrgeno en la planta de referencia de aquél en la planta fijadora dara un
estimado del N> fijado. Se utiliz6 la formula propuesta por Martin et al., (2007) para
cuantificar la fijacion biologica del nitrégeno (% de nitrégeno obtenido o derivado de la

fijacion de N2) en las especies de Lupinus estudiadas:

(contenido N fix - contenido N semilla fix)-(contenido N control — contenido N semilla control)
%FBN= X 100

(contenido N fix - contenido N semilla fix)

donde:
fix = planta fijadora (especies de Lupinus)
control = planta no fijadora (cebada)
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Posteriormente el nitrogeno fijado se calculd de la siguiente manera:

(% de N obtenido de la FBN x contenido de N total en la materia seca) /100

Debido a que el ciclo de cultivo fue mas prolongado en las especies del género Lupinus que
en la planta de referencia solo fue posible realizar la estimacién de la FBN en cuatro
muestreos para las especies introducidas domesticadas y en tres muestreos para las especies

silvestres.

5.6 Analisis estadisticos

Para cada grupo de especies (domesticadas y silvestres) las variables: contenido de materia
seca (kg ha), contenido de nitrégeno (%), nitrégeno total en la materia seca (kg ha?),
porcentaje de nitrogeno obtenido o derivado de la FBN y cantidad de nitrogeno fijado (Kg
ha-1) fueron sometidos a un analisis de varianza multifactorial y a una comparacion de
promedios mediante la prueba Tukey (P<0.05) utilizando el programa estadistico
Statgraphics Centurion XV.II. Asi mismo se realizé un analisis de correlacion y regresion

para conocer la relacion existente entre las variables estudiadas.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Debido a que las especies silvestres se caracterizaron por presentar un crecimiento lento en
comparacion con las especies domesticadas, se considerd conveniente realizar la
interpretacion y discusion de los resultados por separado para las especies domesticadas y

para especies silvestres.

6.1 Especies domesticadas de Lupinus

El andlisis de varianza mostrd diferencias altamente significativas entre especies (P<0.05)
por efecto de la fecha de muestreo y la especie asi como para la interaccion (Especie x
muestreo) para las variables materia seca (kg ha!), contenido de nitrégeno (%) y nitrégeno
total (Kg ha). En el cuadro 3 se presentan los valores de significancia, asi como los

coeficientes de variacion.

Cuadro 3. Analisis de varianza que muestra la significancia de las variables estudiadas en

las especies domesticadas.

Factor Gl MSkghat % N N total kg ha*

A:especie 2 895.77** 565.11** 1134.24**

B:muestreo 5 1301.39** 670.78** 916.65**
Interaccion AB 10 125.52** 125.33** 94.61**

CV% 6.45 2.34 6.34

Los valores en este cuadro representan la F calculada en cada analisis de varianza. Gl: grados de libertad, MS:
materia seca, % N: porcentaje de nitrégeno, N total: nitrégeno total acumulado en materia seca, CV: coeficiente

de variacion. ** Diferencia altamente significativa (P<0.05).

6.1.1 Materia seca en especies domesticadas

La acumulacion de materia seca en funcién de los dias después de la siembra (dds) para las
tres especies en estudio se muestra en la figura 7, también se puede observar las regresiones
con los modelos que normalmente expresan la relacion matematica entre la edad de la planta

y la acumulacién de materia seca. Lo anterior brinda informacion mas precisa de la eficiencia
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con que las plantas acumulan y traslocan fotosintetizados, que la sola medicion de

caracteristicas agronémicas como numero de tallos, altura, etc. (Pérez et al., 2004).

25000

L. angustifolius: y = -0.8078x2 + 263.96x - 13482 (R? = 0.8684)

L. albus: y = 150.44x - 8822.3 (R? = 0.9892)
20000 ) utabilis: y = 277.86x - 17463 (R? = 0.9394)
&
£ 15000
3
g
4+
£ 10000
= A
= A

5000
0 =4
40 60 80 100 120 140

Dias después de la siembra

¢ L.albus mL.mutabilis AL.angustifolius

Figura 7. Dindmica de acumulacion de materia seca en las especies de Lupinus
domesticadas cosechadas a diferentes dias después de la siembra y modelos que explican su

comportamiento.

Desde el primer muestreo (61 dds) el contenido acumulado de materia seca se incrementd
gradualmente hasta el ultimo muestreo realizado (137 dds) en las especies pero con una
menor magnitud en L. angustifolius. Después de los 76 dias se observo una diferencia
significativa en la acumulacion de materia seca entre las especies estudiadas, sin embargo,
L. mutabilis resulto ser la especie con mayor acumulacion de materia seca en cada uno de los
muestreos realizados. En el Gltimo muestreo realizado (137 dds) L. mutabilis registré la
mayor acumulacion de materia seca (20 223 kg ha), seguido de L. albus con 11 710 kg ha-
! L. angustifolius resulto ser la especie que acumul6 menor contenido de materia seca, en el
muestreo niimero cinco (122 dds) registrd 8 760 kg ha*, sin embargo para el sexto muestreo

se registro un ligero decremento o perdida de materia seca (6 445 kg ha?), debido a que fue
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la primera especie en alcanzar la madurez y por lo tanto la primera en iniciar la senescencia
y abscision de hojas sin actividad fotosintética. La mayor acumulacion de materia seca en L.
mutabilis que en el resto de las especies podria estar relacionada a una adecuada interaccion
entre el genotipo y el ambiente, ya que desde los primeros muestreos aunque no se midio el
area foliar desplegdé hojas para las funciones fotosintéticas con mayor crecimiento en

términos de peso seco (Figura 8).
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Materia seca en hojas g planta!

o

mL. albus OL. mutabilis m L. angustifolius

Figura 8. Peso de materia seca de hojas en especies domesticadas.

Un comportamiento inverso al encontrado en este estudio fue reportado en Chile con L.
mutabilis y L. albus por Romero et al., (1993) quienes registraron mayor acumulacién de
materia seca en L. albus que en L. mutabilis a los 137 dias después de la siembra (9 880 vs
17 445 kg hal). Cabe sefialar que en Chile se realizaron cortes hasta los 152 dias indicando
esto que los genotipos utilizados en este estudio son de menor precocidad que los utilizados
en Chile. En otro estudio, Burt y Hill (1990) reportaron rendimiento de materia seca en L.
angustifolius al inicio de la floracion de 9 500 kg ha™l, los cuales son ligeramente superiores

a los encontrados en este estudio con la misma especie y en la misma etapa de desarrollo.
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Nambiar y Nethercott (1987) realizaron un estudio en el Sur de Australia en donde
intercalaron L. angustifolius inoculado junto con Pinus radiata en un suelo de tipo Podsol
durante seis afios (1978-1983), y obtuvieron un produccion promedio de materia seca que va
desde 1 540 a 10 900 kg hal, en etapa vegetativa y en maduracion de la semilla, rendimientos
que son ligeramente superiores a los encontrados en este estudio (8 760 kg ha™) a los 122
dds (etapa de fructificacion). Por otro lado, Barrientos et al., (2001) en L. albus cv. Lolita'y
L. angustifolius cv. Gungurru previamente inoculados reportaron un rendimiento de materia
seca de aproximadamente 2 000 kg ha™* en ambas especies a los 45 dds, 6 000 kg ha* a los
80 dds, mientras que a los 160 dds, el rendimiento de la materia seca estuvo por encima de
los 7 000 kg ha't, estos valores son inferiores a los encontrados en esta investigacion en las
mismas especies en un periodo de 122 dds. Lora y Azero (2005) en Morochata Bolivia
mostraron en un ensayo realizado en condiciones de campo con L. mutabilis, rendimientos
de 5236 y 6 314 kg ha! en etapa de floracion (126 dds), los cuales son inferiores a los

rendimientos obtenidos en este estudio a los 122 dds con un valor de 19 532 kg ha™.

Vanek (2009) compar6 la materia seca producida por L. mutabilis y otras leguminosas (haba,
chicharo, alfalfa, trébol, entre otras) en época de floracidn para su posterior incorporacion
como abono verde en cuatro zonas altitudinales: 2600, 3100, 3650 y 3950 m., obteniendo
rendimientos de materia seca de 2 007, 2 940, 9 489, 1 371 kg ha'! respectivamente, valores
superiores a los presentados por las demas leguminosas. En varios estudios realizados en su
gran mayoria en Australia, se reportd que los rendimientos de biomasa aérea de L.
angustifolius puede variar desde 2 000 kg ha* a mas de 14 000 kg ha (Smith et al., 1987;
Evans et al., 1989; Unkovich et al., 1994). La variaciones que se observan en el contenido
de materia seca registrada en este estudio y los valores encontrados con las mismas especies
en otros paises se pueden deber a diferentes factores como las condiciones ambientales
(principalmente temperatura y precipitacion), factores edaficos (pH y fertilidad del suelo,
salinidad, disponibilidad de nutrientes etc.), asi como factores relacionados con el manejo
del cultivo (fechas de siembra, densidad de siembra, riego, fertilizacion, inoculacion, control
de plagas y enfermedades etc.), el genotipo y la duracién del ciclo del cultivo (Vanek, 2009).
Por otro lado, los distintos valores encontrados en la literatura en cuanto a produccion de

materia seca entre y dentro de especies del género Lupinus podria estar relacionado por un
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lado a la variabilidad interespecifica e intraespecifica de las especies, asi mismo, diferencias
en el patron de acumulacion de biomasa y reparticion de asimilados entre la parte aérea y la
raiz podrian determinar un mayor o menor potencial adaptativo a determinadas condiciones
de manejo. Finalmente nuestros resultados indican que el crecimiento de L. mutabilis en
términos de acumulacion de materia seca mostrd0 una adecuada interaccion con las
condiciones ambientales durante las cuales se desarrollo el cultivo, sefialandola como una

especie potencialmente Gtil como abono verde.

6.1.2 Contenido de nitrégeno en especies domesticadas

En la figura 9 se muestra la concentracion promedio de nitrégeno (%) en la materia seca de
la parte aérea con relacion a los muestreos realizados y especies en estudio. EI menor
porcentaje de nitrogeno promedio de las tres especies independientemente de los muestreos
realizados se registro en L. angustifolius (2.04 %), con una variacion en funcién de la fecha
de muestreo de 1.41 a 3.5 %. El contenido de nitrégeno en L. albus y L. mutabilis como
promedio de seis muestreos fue de 2.60 y 2.59 respectivamente sin diferencias significativas
entre estas especies (P>0.05) con un valor méximo en L. albus de 3.01 % a los 76 dds, y 3.10
% a los 93 dds en L. mutabilis. Lo anterior tiene relacion con lo sefialado por Vellasamy et
al., (1999) quienes reportaron que la concentracion de nitrégeno en la parte aérea de las
leguminosas por lo general es alta y en L. angustifolius se han registrado valores de hasta
4.68 % de nitrogeno en la parte aérea. Por otro lado en las semillas de las diferentes especies
cultivadas se han reportado valores de 5 % hasta 6.5 % (Vellasamy et al., 1999; Joernsgaard
et al., 2000).

En L. albus y L. agustifolius se observo un ligero incremento de nitrogeno del primero al
segundo muestreo (61 a 76 dds), mientras que los siguientes muestreos se caracterizaron por
un decremento en el porcentaje de nitrogeno, la misma tendencia ocurrio en L. mutabilis, la
diferencia es que el decremento ocurrié después de los 93 dds, lo anterior podria estar
relacionado con un crecimiento lento de L. mutabilis en las primeras etapas del desarrollo.
Romero et al., (1993) en Chile también observaron una tendencia a disminuir el contenido

de nitrogeno en L. mutabilis y L. albus conforme se incremento la edad de la planta (desde
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95 hasta 152 dds), con un valor maximo de nitrogeno de 3.6 y 4.1 % respectivamente a los
117 dds, los cuales son ligeramente superiores a los registrados en este estudio en las mismas
especies. Esta superioridad se debi6 probablemente a que en Chile las semillas de las especies
de lupinos (L. albus y L. mutabilis) se inocularon y se fertilizaron al momento de la siembra,
mientras que en este estudio no se inocularon las semillas ni se fertilizé después de la siembra.
Otras investigaciones en especies no leguminosas también han reportado que el contenido de
nitrégeno disminuye con la edad de la planta (Pérez et al., 2004).
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Figura 9. Porcentaje de nitrogeno en tres especies domesticadas de Lupinus en diferentes

fechas de muestreo.

Vellasamy et al., (1999) realizaron un estudio en Nueva Zelanda con tres especies de
leguminosas en donde encontro a los 190 dds que L. angustifolius estuvo mejor representada
en comparacién con Lens culinaris y Pisum sativum adquiriendo 4.68, 3.47 y 3.10 % de
nitrégeno respectivamente, siendo un porcentaje de nitrogeno también superior al que se
registro en este estudio, ya que el valor maximo fue de 3.5 % a los 76 dds. Considerando que
en este estudio no se inocularon las semillas y que posteriormente no se realizaron préacticas

de fertilizacion al cultivo, el contenido de nitrégeno acumulado en la materia seca
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independientemente de la fecha de muestreo es ligeramente inferior al que se ha reportado
en otras especies cuando las semillas se inoculan y posteriormente se fertilizan. Asi por
ejemplo, en un estudio realizado por Schulze et al., (2006) con L. albus a los 21 y 37 dias
después de ser inoculado (ddi) con Bradyrhizobium lupini y con fertilizacién a base de
fosforo (+P) y sin fésforo (-P), reportaron a los 21 ddi 3.91 % de nitrogeno en +P y 3.98%
en -P, mientras que a los 37 ddi se registraron valores de 3.22 % +P y 2.16 % —P. Sucojayo
et al., (1998) compararon L. mutabilis y L. albus a los 35 dds e inoculadas con cepas
resistentes de Bradyrhizobium lupini de tres diferentes lugares de procedencia, obteniendo
resultados promedio de nitrogeno total de 4.10, 3.87 y 3.68 % en L. mutabilis mientras que
el testigo sin inocular obtuvo 2.68 % de nitrdgeno. En L. albus los promedios presentaron
resultados de 4.30, 4.21 y 3.99 % de nitrogeno, el testigo tuvo 2.90 % de nitrégeno, estos
resultados estdn por encima de los encontrados en esta investigacion, sin embargo, se
demuestra que la inoculacion con cepas altamente efectivas son las responsables de favorecer
una mayor concentracion de nitrégeno en las plantas. Aunque los valores de nitrégeno
encontrados en este estudio son ligeramente inferiores a los encontrados por otros
investigadores con las mismas especies, es posible sefialar que las condiciones bajo las cuales
crecieron y se desarrollaron las especies no fueron limitantes para la absorcion del nitrogeno
y que esto puede ser mejorado probablemente mediante la implementacion de practicas de

inoculacion y fertilizacion entre otras.

En el cuadro 4 se muestran los contenidos de nitrégeno en g plantay kg ha™ tanto en las
especies en estudio como en la planta de referencia (cebada). En L. albus se observo una
tendencia a incrementarse el contenido de nitrogeno total en la materia seca conforme se
incrementd la edad de la planta (Desde los 61 hasta los 137 dds). En L. mutabilis y L
angustifolius esta tendencia solo se mantuvo hasta los 122 dds ya que en el siguiente muestreo
(137 dds) se observoé una ligera disminucion en el contenido de nitrogeno total, sin embargo,
este decremento de nitrogeno en la biomasa fue de mayor magnitud y significativo en L.
angustifolius, probablemente debido a una translocacion de nitrégeno de hojas y tallos en
senescencia a la semilla. Estas variaciones estan relacionadas con el porcentaje de nitrogeno
y la produccion de materia seca en las diferentes etapas de desarrollo de las especies en

estudio. De acuerdo a lo anterior, Gataulina (1990) comenta que la tasa de acumulacion de
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nitrdgeno no es igual durante todas las etapas de crecimiento, produciéndose la mayor
acumulacion durante la floracion, formacion y crecimiento de vaina, para disminuir durante
el llenado de vaina, lo cual solo se pudo evidenciar en L. angustifolius. En L. albus no
disminuya el nitrégeno total en la materia seca durante la época de llenado de vainas debido
probablemente a que en el Gltimo muestreo adn se encontraban hojas fotosintéticamente
activas, lo cual fue similar a los resultados reportados por Merbach (1998). Por otro lado,
Barrientos et al., (2001) en tres fechas de muestreo (45, 80 y 160 dds) report6 valores de
absorcion de nitrégeno en L. angustifolius cv. Gungurru de 50, 217 y 151 kg ha, mientras
que L. albus cv. Lolita obtuvo una acumulacion de 57, 296 y 214 kg ha*. Aunque los valores
sefialados anteriormente son diferentes a los obtenidos en esta investigacion con las mismas
especies, se observé una tendencia similar en relacion a disminuir el contenido de nitrégeno

total conforme se incrementa la edad de la planta.

Cuadro 4. Contenido de nitrégeno total en las especies domesticadas con respecto a los dias
después de la siembra.

] cebada L. albus L. mutabilis L. angustifolius
Dds

gp* kgha* gp* kgha't gp' kgha' gp' kgha'
76 0052 158 049 587e 071 863d 030 37.0d
93 0056 168 139 167.7d 201 241.9c 069 83.7c
108 0117 352 157 1884c 225 2700b 0.88 1056bh
122 0111 333 198 2381b 330 39.5a 114 136.7a
137 o o 229 2747a 325 3909a 081 97.1b

dds: Dias después de la siembra. g p™: gramos por planta. ** No se realizd la determinacion (plantas en

senescencia). 120,000 plantas ha™ en las especies del género Lupinus y 300 000 plantas ha?® de cebada.

Promedios con diferente letra en cada columna son estadisticamente diferentes (P<0.05).

Vanek (2009) evalué L. mutabilis y Vicia dasycarpa en época de floracion con bajos y altos
contenidos de fésforo y arcillas en el suelo y sin fertilizacion, encontrando mayor absorcion
de nitrégeno en la biomasa de L. mutabilis con 108 y 137 kg ha™* respectivamente, mientras
que V. dasycarpa logré obtener resultados de 46 y 50 kg ha respectivamente. Mientras que
Casa (2014) observo gue al inocular con ocho diferentes cepas de Rhizobium en L. mutabilis

los contenidos de nitroégeno total en la biomasa fluctuaron de 0.50 a 0.66 g por planta™ en
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etapa de floracion, los cuales son ligeramente inferiores a los que se encontraron en este

estudio con la misma especie y etapa de crecimiento (0.88 g planta™).

Smith et al., (1987) en un ensayo realizado con L. angustifolius en Washington, USA, en dos
sitios y durante dos afios obtuvo rangos que oscilan entre 48 a 121 kg ha* de nitrégeno total
en la materia seca, sin embargo, Unkovich et al., (1994) en Australia con la misma especie
reportan valores superiores de hasta 372 kg ha. En Alemania con L. albus se reporté un
contenido de nitrégeno que fluctué de 50 a 400 kg ha* (Hartmann y Aldag, 1989). En
Australia, Armstrong et al., (1997) obtuvieron un rango entre 370 a 472 kg ha*. Aunque los
valores de nitrogeno total en la biomasa de los genotipos de las especies en estudio pueden
ser generalmente bajos en los primeros muestreos se encuentran dentro de los rangos que se
han reportado en la literatura. Esta superioridad encontrada por otros investigadores podria
estar relacionada a mejores condiciones de cultivo como inoculacién de semilla y

fertilizacion.

6.1.3 Fijacion de nitrogeno atmosférico en especies domesticadas

El andlisis de varianza mostré diferencias significativas entre los tratamientos por efecto de
la fecha de muestreo, especie y por la interaccion muestreo X especie para las variables
relacionadas con la FBN (% de nitrogeno derivado de la fijacion y cantidad de nitrégeno
fijado) (cuadro 5).

Cuadro 5. Andlisis de varianza que muestra la significancia de las variables con respecto a

la FBN en especies domesticadas.

Fuente Gl % FBN N fijado Kg ha!
A:especie 2 566.46** 648.13**
B:muestreo 3 263.67** 421.90**
Interaccion AB 6 10.08** 49.97**
CV% 1.73 7.01

Los valores en este cuadro representan la F calculada en cada anélisis de varianza. Gl: grados de libertad, %
FBN: porcentaje de nitrdgeno obtenido de la fijacion, N fijado: nitrégeno obtenido de la fijacion, CV:

coeficiente de variacion. ** Diferencia altamente significativa (P<0.05).
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En la figura 10 se muestra la eficiencia en la fijacion de nitrégeno atmosférico por las especies

en estudio (% de Nitrégeno obtenido o derivado de la atmosfera). Desde el primer muestreo

realizado se observO una adecuada eficiencia de L. mutabilis y L. albus en la FBN,

observandose poca variacion durante el crecimiento de las plantas (desde los 76 a los 122

dds). En L. mutabilis la variacion del porcentaje de nitrégeno derivado de la atmosfera fue

del 81 a 93 %, en L. albus fue del 73 al 89%, mientras que en L. angustifolius la variacion

fue de 42 a 79 %. Lo anterior pone de manifiesto que L. angustifolius es la especie menos

eficiente para fijar nitrdgeno atmosférico en las condiciones en las que se desarrollo esta

investigacion.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Porcentaje de fijaciion

[%2]

L. albu

0% NOS
B % NOF
w [72] [72] _U) w [%2] .U) [72] [72] [72]

w
= 2 a2 = 2 2 = 2 a2 = 2
o = = o = = o = = o =
S £ < & &2 T T L2 < g £
o = = =
n | n | n - n
E S - E 3 E >
1 c 1 < 1 c 1 £
© ] © ©
- i - i
76 93 108 122

Dias después de la siembra

Figura 10. Eficiencia de la FBN en las especies domesticadas. NOF= nitrogeno obtenido

de la fijaciéon. NOS= Nitrégeno obtenido del suelo.

Valores similares a los encontrados en este estudio y en ocasiones inferiores han sido

reportados en otros paises con las mismas especies de este estudio, asi por ejemplo Smith et

al., (1987) en un estudio realizado con L. angustifolius en Washington, USA, reportaron
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eficiencias de fijacion de 40 a 50 %, mientras que Unkovich et al., (1994) reportan en
Australia del 78 a 91 % de eficacia con L. angustifolius. Otros reportes con esta misma
especie mostraron intervalos que fluctuaron entre 9 y 97 % de nitrégeno derivado de la
fijacion (Herridge y Doyle, 1988; Evans et al., 1989; Palmason et al., 1992; Smith et al.,
1992; Haynes et al., 1993; Armstrong et al., 1997).

Barrientos et al., (2001) en tres fechas de muestreo (45, 80 y 160 dds) reportaron valores de
eficiencia de la fijacion de nitrégeno en L. angustifolius cv. Gungurru de 49, 90 y 80 %
respectivamente, mientras que L. albus cv. Lolita obtuvo una acumulacion de 69, 90 y 80 %
respectivamente. Hartmann y Aldag (1989) en Alemania con L. albus reportaron valores de
44 a 92 %, sin embargo, en Australia Armstrong et al., (1997) encontraron un rango entre 68
a 85 % de proporcion de nitrogeno fijado. Aunque se han registrado valores con respecto a
la cantidad de nitrogeno que puede fijar L. mutabilis, hay pocas investigaciones dirigidas a
estimar el porcentaje nitrégeno que se obtiene mediante fijacion. Vanek (2009) estimé en L.
mutabilis mediante el método de °N un porcentaje de nitrogeno fijado de alrededor del 70
% del total de nitrégeno absorbido, el cual es un porcentaje inferior al obtenido en este estudio
con la misma especie en todos los muestreos realizados. En este sentido puede considerase
que L. mutabilis en las condiciones edafoclimaticas de Zapopan puede obtener altas
cantidades de nitrégeno para su crecimiento y desarrollo por medio de la fijacion, lo cual se
reflejé en la mayor produccion de materia seca por planta y alto contenido de nitrégeno en la
biomasa. Por otro lado, los bajos porcentajes de nitrégeno obtenidos de la fijacion por L.
angustifolius en este estudio asi como la pobre acumulacién de materia seca y los bajos
valores de nitrégeno por planta ponen de manifiesto su menor eficiencia en la FBN bajo las

condiciones en las que se desarrollo esta investigacion.

En la figura 11 se muestran las cantidades de nitrégeno fijado por la especies en estudio con
respecto a la edad de las plantas (muestreos), el cual es equivalente a los porcentajes de FBN
mostrados anteriormente. La cantidad de nitrogeno fijado se incrementd en todas las especies
conforme se prolongd la edad de la planta desde de los 76 a los 122 dds. En L. mutabilis se
incremento de 70.5 hasta 363.2 kg ha?, en L. albus de 42.9 a 204.8 kg ha, mientras que L.

angustifolius el incremento fue de 22 a 103 kg ha. Los menores valores de nitrégeno fijado
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en L. angustifolius y los mas altos en L. mutabilis corresponden o son equivalentes a los

porcentajes de FBN registrados anteriormente en estas especies.

400
350
300
250 a a

200

Nitrégeno fijado kg hat

b
150
c
100 3 c c
b
; W m

76 93 108 122

Dias después de la siembra

mL. albus OL. mutabilis m L. angustifolius

Figura 11. Cantidad de nitrogeno fijado por las especies domesticadas en estudio.

Resultados similares y en algunos casos muy variables se han registrado en otras partes de
Europa y América con las misma especies utilizadas en este estudio, pero generalmente sin
sefialar la edad o la etapa fenoldgica en la que se realizan los muestreos, asi por ejemplo,
Howieson et al., (1998) reportaron promedios de fijacion de nitrégeno en L. angustifolius y
L. albus de aproximadamente 200 y 330 kg ha respectivamente. Por su parte, Palmason et
al., (1992) con L. angustifolius cultivado en un suelo Andosol de Islandia y a temperaturas
inferiores a los 10 °C reportaron valores de fijacion de nitrogeno de 195 Kg haalos 117 dds
los cuales son muy superiores a los que se encontraron en este estudio con la misma especies
a los 122 dds (101.5 Kg ha?). Unkovich et al., (1994) en Australia también reportaron en L.
angustifolius valores superiores a los de este estudio (de 181 a 327 kg ha). Sin embargo,
Smith et al., (1987) en un ensayo realizado con L. angustifolius en Washington, USA, en dos

sitios y durante dos afios reportd valores de nitrégeno fijado que oscilaron entre 19 a 60 kg
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ha?, los cuales son similares a los obtenidos en este estudio con la misma especie de los 76
alos 108 dds (de 26 a 70.3 kg N ha™).

En investigaciones realizadas en Alemania con L. albus se report6 un contenido de nitrégeno
fijado que fluctu6 de 190 a 360 kg ha® (Hartmann y Aldag, 1989). Mientras tanto, en
Australia, Armstrong et al., (1997) con la misma especie, el nitrégeno fijado fluctué de 268
a 400 kg ha™. Los valores mas bajos reportados por estos autores son mas o menos similares
a los que se encontraron en este estudio en la Gltima etapa de muestreo (202 kg ha). En otro
estudio realizado en Chile, Barrientos et al., (2001) en tres fechas de muestreo (45, 80 y 160
dds) registré valores de fijacion de nitrégeno en L. angustifolius cv. Gungurru de 25, 197 y
127 kg hal, mientras que en L. albus cv. Lolita fijé 39, 282 y 186 kg ha*, los cuales no son
muy superiores a los que se encontraron en este estudio, con excepcién del muestreo que
realizaron a los 80 dias. Abarca (1982) en L. mutabilis a los 180 dias después de la
emergencia y previamente inoculado, estimd cantidades de nitrégeno atmosférico fijado
simbidticamente entre 163 y 220 kg ha con diferentes métodos de estimacidn. Estos valores
son inferiores a los encontrados en esta investigacion a los 108 y 122 dds (234 y 361 kg ha’
1. Por otro lado, Bunch (1994) coment6 que L. mutabilis sembrada tradicionalmente en los
Andes como un grano de subsistencia, es capaz de fijar hasta 400 kg ha™* de nitrégeno, valor
muy similar al que se encontr en este estudio a los 122 dds (363.2 kg ha1). Vanek (2009)
reporto valores de fijacion muy bajos en L. mutabilis (de 35 a 37 kg ha) en suelos con alto
contenido de nitrégeno, indicando que la mayor parte del nitrogeno en la planta provenia del
suelo. Lo anterior pone de manifiesto que cuando hay suficiente nitrégeno organico en el
suelo las plantas prefieren tomarlo del sustrato que de la atmdsfera. Al respecto algunos
autores como Becana y Bedmar (1991) sefialan que para que ocurra eficientemente la fijacion
bioldgica es indispensable que el nitrégeno en suelo se encuentre en bajas concentraciones
(<0.1%). En este estudio L. mutabilis se caracterizo por ser la especie que fijo mayor cantidad
de nitrégeno y la mayor cantidad de nitrogeno fijado se presentd entre los 93 y los 122 dds
(de 225.1 a 363.2 kg ha), lo anterior tiene relacion con la mayor cantidad de materia seca
gue acumuld esta especie y el porcentaje de nitrégeno en la planta, tal y como se ha observado
en otras especies (Barrientos et al., 2001). De lo anterior se deduce nuevamente que bajo las

condiciones de este estudio L. mutabilis es la especie con mayor potencial para incrementar
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los contenidos de nitrogeno en el suelo al ser utilizada como abono verde en los sistemas

agricolas de Zapopan Jalisco.

6.1.4 Analisis de correlacion y regresion en especies domesticadas

En el cuadro 6 se presenta el analisis de correlacion que muestra el grado o nivel de
asociacion entre las variables estudiadas. Tal y como se ha reportado en otras investigaciones
la produccion de materia seca demostro estar positivamente relacionada con la acumulacion
de nitrégeno en la biomasa (r>= 0.96) y con el contenido de nitrégeno derivado de la FBN
(r’= 0.95), también estas dos Ultimas variables presentaron una alta correlacion entre ellas
(r’= 0.99), esto tiene relacion a lo reportado por Evans et al., (1989) y Casa (2014), quienes
comentan que la acumulacion de nitrogeno en la biomasa de lupinos es tipicamente positiva

la correlacion con la produccion de materia seca.

Cuadro 6. Andlisis de correlacién simple entre las variables relacionadas con el crecimiento,
contenido de nitrogeno y variables relacionadas con la fijacion de nitrégeno en plantas

domesticadas del género Lupinus.

Variables MSkgha! NMSkgha' NFkgha! %FBN % N total
MS kg ha' 0.9614 0.9578 0.5887 -0.2691
N MS kg ha' 0.9969 0.6671 -0.0662
NF kg ha! 0.6573  -0.0494
% NOF 0.4490
% N total

MS: materia seca, N MS: nitrégeno total en la materia seca, NF: nitrégeno fijado, % FBN: porcentaje de

nitrégeno obtenido de la fijacion y % N: porcentaje de nitrégeno en la materia seca.

Bajo las condiciones de esta investigacion y en funcion del nimero de muestreos realizados
el analisis de regresion muestra una relacion lineal entre la acumulacion de materia seca y el
nitrogeno total por unidad de superficie (R? = 0.95), asi como con la cantidad de nitrégeno
fijado (R? = 0.97) (figura 12). La relacion lineal entre acumulacion de materia seca y

nitrogeno fijado también fue registrada en Chile con el trebol Trifolium repens al estimar la
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FBN mediante el método de la diferencia (Radic y McAdam, 2012) Este comportamiento
también fue reportado por Leon et al., (2001) en Chile al evaluar el efecto de la inoculacion
sobre el crecimiento de L. albus y L. angustifolius.
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Figura 12. Relacion de la materia seca con el nitrégeno total acumulado en la materia seca
(N TOTAL MS) y materia seca con la cantidad de nitrégeno fijado (NF) en especies

domesticadas.

6.2 Especies silvestres de Lupinus

El andlisis de varianza mostrd diferencias altamente significativas entre tratamientos
(P<0.05) por efecto de la fecha de muestreo y la especie asi como para la interaccion (especie
X muestreo) para las variables materia seca (kg ha'), contenido de nitrégeno (%) y nitrégeno
total (Kg hal). En el cuadro 7 se presentan los valores de significancia, asi como los

coeficientes de variacion.
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Cuadro 7. Analisis de varianza que muestra la significancia de variables estudiadas en las

especies silvestres.

Fuente Gl MS kg ha? % N N total kg ha*
A:especie 2 1275.52** 139.99** 1756.56**
B:muestreo 5 1142.92** 576.53** 629.34**
Interaccion AB 10 120.07** 129.96** 113.14**
CV% 6.20 3.30 6.17

Los valores en este cuadro representan la F calculada en cada analisis de varianza. Gl: grados de libertad, MS:
materia seca, % N: porcentaje de nitrégeno, N total: nitrégeno total acumulado en materia seca, CV: coeficiente

de variacion. ** Diferencia altamente significativa (P<0.05).

6.2.1 Materia seca en especies silvestres

En la figura 13 se muestra la acumulacion de materia seca de las tres especies silvestres con
respecto a los dias después de la siembra (dds), asi como el modelo matemaético que describe
el crecimiento. Los valores de acumulacion de materia seca con respecto a los muestreos
realizados en L. exaltatus y L. mexicanus se ajustaron a modelos de regresion lineal, mientras
que los valores de materia seca en L. rotundiflorus se ajustaron a un modelo no lineal. Debido
al lento crecimiento de las especies silvestres en las etapas iniciales del crecimiento y por
consecuencia una pobre acumulacion de materia seca durante los dos primeros meses el
analisis cuantitativo de la biomasa inici6 a los 93 dds. Aunque en el primer muestreo (93 dds)
todas las especies mostraron una escasa acumulacion de materia seca, esto fue mas evidente
en L. mexicanus y L. rotundiflorus, lo cual coincide con lo observado también en L. elegans
por Aureoles y Lindig (2007) quienes reportaron que esta especie silvestre a los dos meses
de edad presentd una altura promedio 10 cm y escasa produccion de materia seca. En general,
el lento crecimiento de las especies silvestres en estudio podria estar relacionado con lo
reportado por Villar et al., (2004), quienes sefialaron que las especies tolerantes al estrés
tienen bajas tasas inherentes de crecimiento (incluso en condiciones favorables) pero una
capacidad elevada de soportar el estrés. Bajo las condiciones de este estudio, el estrés al que
pudieron estar sometidas estas especies, puede estar relacionado con las bajas temperaturas

que se presentaron durante las etapas iniciales del crecimiento (figura 6).
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Figura 13. Dinamica de acumulacion de materia seca en las especies de Lupinus silvestres
cosechadas a diferentes dias después de la siembra y modelos que explican su

comportamiento.

Por otro lado, el lento crecimiento de las especies en estudio en la etapas iniciales del
desarrollo apoyan la hip6tesis de compromiso entre crecimiento y defensa, de forma que la
energia que la planta dedica a sintetizar compuestos defensivos es a costa de un menor
crecimiento y viceversa (Villar et al., 2004). Al respecto es conocido que las especies
silvestres del género Lupinus en la etapas tempranas del crecimiento sintetizan mayor
contenido de compuestos quimicos como alcaloides los cuales las protegen contra los
herbivoros y agentes patégenos (Zamora et al., 2009), lo que podria explicar también el lento

crecimiento de las especies en estudio antes de la floracion.

Desde los 93 a los 169 dds (ultimo muestreo) se observo un incremento de la materia seca de
las especies conforme aumento la edad de las plantas con excepcion de L. rotundiflorus, la
cual en el ultimo muestreo registré una pérdida de materia seca, debido a que las plantas se

encontraban en un estado avanzado de madurez (hojas en senescencia y abscision), lo que
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indica una menor longitud de esta especie en su ciclo de crecimiento con respecto a las demas
especies. Los valores de materia seca en el Ultimo muestreo fueron de 21 605, 12 352 y 5 320
kg ha! para L. exaltatus, L. mexicanus y L. rotundiflorus respectivamente. La produccién de
materia seca en L. exaltatus es mayor en mas de un 80 % con respecto a la que se registré en
L. rotundiflorus. Estas diferencias entre las especies en términos de acumulacién de materia
seca tiene relacion con lo reportado por Villar et al., (2004), quienes sefialaron que las
distintas especies vegetales difieren notablemente en su capacidad de crecimiento cuando se

cultivan en condiciones parecidas.

Por otro lado, también Villar et al., (2004) sefialan que una de las causas que determinan un
mayor crecimiento en las diferentes especies es el area especifica foliar (la relacion entre area
y peso foliar) que aunque en esta estudio no se midio esta variable si fue posible registrar una
mayor cantidad o proporcion de materia seca en las hojas de L. exaltatus que en las hojas de
L. mexicanus y L. rotundiflorus en practicamente todos los muestreos realizados (Figura 14),
Por lo tanto, esto podria explicar el mejor crecimiento de L. exaltatus en términos de
acumulacién de materia seca. La mayor produccion de materia seca en L. exaltatus también
puede atribuirse a un follaje con un periodo de duracion mas prolongado, pues en el ultimo

muestreo realizado las hojas se encontraban aun fotosintéticamente activas.

Aunque anteriormente en México no se tenian estudios para cuantificar la materia seca en
especies silvestres del género Lupinus, Herrera et al., (2010) indicaron que L. exaltatus y L.
rotundiflorus en el estado de Jalisco se caracterizan por su capacidad para producir materia
seca aun en épocas de sequia y bajas temperaturas.

En otras especies silvestres, un estudio realizado en Islandia por Magnusson et al., (2001)
reportaron que L. nootkatensis es una especie que se desarrolla gradualmente a partir de
plantas pequefias en la fase vegetativa, posteriormente forma muchos tallos y una biomasa
considerable con excelente potencial en suelos que no son productivos, produciendo materia
seca entre 4 000 y 8 000 kg ha’l, sin embargo, Bjornsson y Dalmannsdéttir (2002) con la
misma especie registraron en el ciclo 2000-2001 un contenido de materia seca que fluctuo de

los 3000 a los 10 000 kg ha*. Aunque en estos estudios realizados en Islandia no se comenta
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la edad de las plantas la produccién de biomasa es muy similar a la que se registré en L.

exaltatus y L. mexicanus entre los 122 y 137 dds.
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Figura 14. Peso de materia seca de hojas en especies silvestres.

Por otro lado, Goergen (2009) realizé un estudio en la Estepa semiarida del Noreste de la
Sierra Nevada (EUA) para evaluar la produccion de materia seca en diferentes especies
silvestres entre las que se encontraba L. argenteus, a los tres meses de edad con una densidad
de 10 plantas por m? registr6 en promedio 150 g m? de materia seca (equivalente a 1 500 kg
ha). En el presente estudio con una edad y densidad similar L. mexicanus y L. rotundiflorus
presentaron menores valores de materia seca con 346.6 y 300 Kg ha?, sin embargo, la
produccidn de materia seca en L. exaltatus fue muy superior a la de L. argenteus (3 482 vs 1
500 kg hal). A pesar del lento crecimiento de las especies en estudio los resultados en
términos de acumulacion de materia seca indican que L. exaltatus es la especie con mayor

potencial para ser utilizada como abono verde en los suelos agricolas de Zapopan Jalisco.
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6.2.2 Contenido de nitrégeno en especies silvestres

La variacion en el contenido de nitrégeno con respecto a los muestreos realizados fue de 1.9
a 3.5 % en L. exaltatus, 1.3 a 3.3 % en L. mexicanus y de 1.1 a 4.0 % en L. rotundiflorus,
mientras que el contenido de nitrogeno promedio de seis muestreos fue de 2.7, 2.3y 2.6 %
respectivamente (figura 15). EI mayor contenido de nitrégeno en L exaltatus y L. mexicanus
(3.5 y 3.3 % respectivamente) se encontrd en el primer muestreo (93 dds), posteriormente se
observo una tendencia a disminuir hasta 1.9 % en L. exaltatus y 1.3 % en L. mexicanus
conforme se incrementd la edad de la planta (169 dds). L. rotundiflorus que fue la especie en
completar en menor tiempo su madurez fisioldgica, fue hasta el segundo muestreo (108 dds)
cuando acumulé el mayor porcentaje de nitrogeno con 4.0 %, pero en los siguientes
muestreos mostré también una tendencia a disminuir el contenido de nitrégeno hasta 1.1 %.
Probablemente la pobre acumulacién de materia seca en L. rotundiflorus fue compensada

con un mayor contenido de nitrégeno de los 108 a los 137 dds.

Los contenidos de nitrégeno encontrados en las especies de este estudio se encuentran dentro
de los rangos reportados por Goergen (2009), quien sefialo que en los tejidos de las especies
del género Lupinus generalmente se pueden encontrar concentraciones que pueden variar del
2 al 8%. En los primeros estudios realizados en especies silvestres para conocer su
concentracion de nitrégeno, Sprent (1973) reportd un contenido de nitrogeno en el follaje de
L. arboreus que vario de 2.41 a 4.6 % en muestreos realizados en plantas entre 1 y 5 semanas
de edad. En un estudio mé&s reciente en L. argenteus, Metzger et al., (2006) reportaron
concentraciones promedio del 3 % de nitrégeno, los cuales son inferiores a los que se
encontraron en el presente estudio en L. exaltatus a los 93 y 108 dds con 3.7, 3.5y 3.2 % ya
que posteriormente el contenido de nitrogeno fue menor del 3%. Sin embargo, L.
rotundiflorus en practicamente todas las etapas de crecimiento mostro valores superiores al
3% con excepcion de los tltimos dos muestreos (151 y 169 dds). Por su parte L mexicanus
solamente en el primer muestreo (3.3 %) mostrd un porcentaje de nitrégeno superior al 3%.
Herrera et al., (2010) en un estudio para determinar el potencial forrajero report6 valores de
nitrégeno en L. rotundiflorus de 2.68 % al finalizar la floracion e inicio de formacion de

vainas y en L. exaltatus en la etapa de crecimiento de vainas el contenido de nitrogeno fue
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de 2.78 %. Estos valores se aproximan a los que se encontraron en este estudio en similares
etapas de crecimiento (de los 122 a los 137 dds). La tendencia a disminuir el contenido de
nitrdgeno conforme se incrementa la edad de la planta indican que las especies en estudio
tienen mejor potencial para ser utilizadas como abono verde entre la etapa de floracién y
crecimiento de vainas (a los 137 dds en L. rotundiflorus y L mexicanus, mientras que en L.

exaltatus por ser la especie mas tardia puede ser utilizada hasta los 151 dds).
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Figura 15. Porcentaje de nitrdgeno en tres especies silvestres de Lupinus en diferentes

fechas de muestreo.

El contenido de nitrgeno total absorbido en g planta®y en kg ha? de las tres especies
silvestres asi como en la planta de referencia se muestra en el cuadro 8. Después de los 122
dds ya no se registr6 la materia seca ni el contenido de nitr6geno en la cebada (planta de

referencia) debido a que las plantas llegaron a la senescencia.
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Cuadro 8. Contenido de nitrogeno total en las especies silvestres con respecto a los dias

después de la siembra.

cebada L. exaltatus L. mexicanus L. rotundiflorus
Dds

gp! Kgha! gp?! kgha! gp?! kghal gp?! kgha'
93 0.056 16.8 1.00 120.1d 0.09 11.2d 0.05 6.1d
108  0.117 35.2 1.02 122.9d 0.37 448 c 0.32 379¢c
122 0.111 33.3 1.82 219.1c 1.36 163.9a 0.87 105.0b
137 e kel 2.02 243.2 b 1.21 1453 b 1.13 135.6 a
151 e ol 3.02 363.0 a 1.42 170.9a 1.14 136.9a

dds: Dias después de la siembra. g p™: gramos por planta. ** No se realizd la determinacion (plantas en

senescencia). 120,000 plantas ha™ en las especies del género Lupinus y 300 000 plantas ha' de cebada.

Promedios con diferente letra en cada columna son estadisticamente diferentes (P<0.05).

Se puede observar que desde el primero hasta el Gltimo muestreo se registrd un mayor
rendimiento de nitrégeno total en la biomasa de L. exaltatus, la cual se incrementé de 120.14
hasta 363 kg ha (de los 93 hasta los 151 dds). En L. mexicanus y L. rotundiflorus se
registraron valores de 11.2 a 170.9 y de 6.1 a 136 .9 kg ha™ respectivamente.

En un estudio realizado en Tabasco, México con el objetivo de determinar el potencial de
fijacion bioldgica de nitrogeno por las fabaceas Cajanus cajan L., Canavalia ensiformis L. y
Mucuna deerengiana en rotacion y asociacion con maiz, Cérdova et al., (2001) reportaron
rendimientos de nitrogeno total en promedio de 151.3 kg ha™* entre los 120 y145 dias después
de la germinacién, el cual es muy similar al rendimiento total de nitrdgeno en L. mexicanus
y L. rotundiflorus a los 137 dds (145.3 y 135.6 kg ha*), pero inferior al que se encontré en
L. exaltatus (243.2 kg ha™?).

Aunque el porcentaje promedio de nitrdgeno no es muy diferente entre las especies
estudiadas, el mayor rendimiento de nitrogeno total en la biomasa de L. exaltatus con
respecto a las demas especies estudiadas esta relacionado a una mayor acumulacion de

materia seca en practicamente todas las fechas de muestreo.
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6.2.3 Fijacion de nitrogeno atmosférico en especies silvestres

El andlisis de varianza (cuadro 9) mostrd diferencias significativas entre los tratamientos en
funcién de la fecha de muestreo, especie y la interaccion muestreo x especie para las variables
relacionadas con la FBN (% de nitrogeno derivado de la fijacion y cantidad de nitrégeno
fijado).

Cuadro 9. Analisis de varianza que muestra la significancia de las variables con respecto a

la FBN en especies silvestres.

Fuente Gl % FBN N fijado (Kg ha')
A:especie 2 2433.81** 380.13**
B:muestreo 2 1986.49** 410.66**
Interaccion AB 4 444 86** 13.75**
CV% 1.76 6.21

Los valores en este cuadro representan la F calculada en cada analisis de varianza. Gl: grados de libertad, %
FBN: porcentaje de nitrégeno obtenido de la fijacion, N fijado: nitrégeno obtenido de la fijacion, CV:

coeficiente de variacion. ** Diferencia altamente significativa (P<0.05).

En lafigura 16 se muestra la eficiencia de las especies en términos del porcentaje de nitrégeno
obtenido de la atmosfera, asi como el porcentaje del absorbido del suelo. De acuerdo a las
condiciones de este experimento desde los 93 dds solamente L. exaltatus mostré habilidad
para obtener nitrdgeno de la atmésfera en cerca de un 85 %, mientras que L. rotundiflorus y
L. mexicanus no mostraron capacidad para obtener nitrogeno atmosférico, lo anterior indica
que el nitrégeno encontrado en los tejidos de estas especies lo obtuvieron del suelo y
probablemente del nitrégeno almacenado en las semillas (Martin et al., 2007). En el muestreo
siguiente (108 dds) el porcentaje de nitrogeno obtenido de la atmosfera en L. exaltatus fue
de 72 % pero sin diferencias significativas con respecto al muestreo anterior (93 dds). Aunque
a los 108 dds ya se registraron porcentajes de nitrdgeno obtenido de la atmosfera en L.
mexicanus y L. rotundiflorus estos valores fueron inferiores al 25 y 10 % respectivamente.
Lo anterior indica probablemente que el periodo para que inicie el proceso de la FBN en estas

especies es mas prolongado que en L. exaltatus.
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Figura 16. Eficiencia de la FBN en las especies silvestres. NOF= nitrogeno obtenido de la

fijacion. NOS= Nitrogeno obtenido del suelo.

En el altimo muestreo realizado (122 dds) se encontr6 que el nitrégeno obtenido o derivado
de la atmoésfera en L. exaltatus fue del 84 %, mientras que L. mexicanus y L. rotundiflorus
obtuvieron 79.54 y 68 .9 % respectivamente. De lo anterior se deduce nuevamente que la
especie con menor eficiencia en la FBN en el suelo utilizado en este estudio es L.
rotundiflorus, mientras que la especie mas eficiente es L. exaltatus. Los valores de fijacion
obtenidos en este ultimo muestreo indican que la planta de referencia utilizada en este estudio
(cebada) fue adecuada, ya que Danso et al., (1999) sefialé que cuando se obtienen tasas de
fijacion menores al 30 % podrian estar relacionados con errores en la eleccion de la planta
de referencia. Los valores registrados en este estudio a los 122 dds se encuentran dentro de
los rangos reportados por otros investigadores al trabajar con otras especies silvestres del
género Lupinus, asi por ejemplo, Goergen (2009) encontrd que L. argenteus presenta una
eficiencia para obtener nitrégeno de la atmosfera del 52 al 99 %. Mayores tazas de fijacion a
las obtenidas en este estudio se han reportado en otras especies silvestres, por ejemplo, en L.

nootkatensis se han reportado porcentajes de nitrogeno derivado de la atmosfera de 89 a 98
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%, (Palmason et al., 1992; Danso et al., 1993; Palmason et al., 2002). Sin embargo, otros
investigadores han reportado valores inferiores a los de este estudio como en L. arboreus en
la costa central de California, la cual presentd un rango de 60 a 70 % de nitrogeno derivado

a partir de fuentes atmosféricas (Bentley y Johnson, 1991).

En la figura 17 se muestra la cantidad de nitrégeno fijado (kg ha) por las especies silvestres
del género Lupinus utilizadas en este estudio. Debido a que la planta de referencia (cebada)
completo su ciclo biologico varios dias antes que las especies silvestres en estudio, solamente
fue posible estimar la cantidad de nitrogeno fijado los 93, 108 y 122 dds, obteniéndose
valores de nitroégeno fijado de 84, 87 y 193 kg ha! en L. exaltatus. En L. mexicanus y L.
rotundiflorus hasta los 122 dds se encontraron valores adecuados de nitrogeno fijado (128.6

y 79.8 kg ha' respectivamente), pero significativamente inferiores a los de L. exaltatus.
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Figura 17. Cantidad de nitrogeno fijado por las especies silvestres en estudio.

Debido a que en el primer muestreo el contenido de nitrégeno total en la biomasa de cebada

fue ligeramente mayor al contenido de nitrogeno total en la materia seca de L. mexicanus y
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L. rotundiflorus no se registro nitrogeno fijado. Lo anterior indica que el nitrégeno
acumulado en los tejidos de L. mexicanus y L. rotundiflorus en las etapas iniciales del
crecimiento lo obtuvieron directamente de suelo y probablemente del nitrégeno almacenado
en las semillas, ya que de acuerdo con Ayisi et al., (1992) durante los primeros dias después
de la emergencia, asi como en las etapas tempranas de crecimiento las plantas de lupinos son
altamente dependientes del nitrégeno del suelo o del nitrdgeno almacenado en los
cotiledones, por lo que la fijacidn de nitr6geno no se presenta en ese periodo de tiempo. Lo
anterior también tiene relacion con lo sefialado por Alderete (2008) quien report6 que a los
80 dias de edad las especies silvestres L. montanus y L. leptophyllus aparentemente solo
utilizan el nitrégeno disponible en el suelo para desarrollarse. Aunque existen antecedentes
sobre la utilizacion de especies silvestres como abono verde (Sivila y Hervé, 2006; Molina
et al., 2011) existe poca informacion encaminada a cuantificar la cantidad de nitrogeno

atmosférico que fijan estas especies.

Los primeros estudios realizados por Gadgil (1971) con especies silvestres indicaron que L.
arboreus durante varios afios puede fijar cantidades de nitrégeno de 185 kg ha™* aportando
cantidades sustanciales de nitrogeno al suelo. Estos valores son muy similares a los
encontrados en este estudio con L. exaltatus a los 122 dds (193.9 kg hal), pero inferiores a
los registrados en L. mexicanus y L. rotundiflorus. En otro estudio, Baker et al., (1986)
durante el establecimiento de Pinus radiata en arenas costeras de Nueva Zelanda report6 que
L. arboreus sin mencionar la etapa en la que se realizaron la evaluaciones mostro habilidad
para fijar 80 kg ha de nitrdgeno, los cuales son inferiores a los obtenidos con L. exaltatus y
L. mexicanus a los 122 dds, pero similares a los de L. rotundiflorus (79.8 kg ha!). En afios
posteriores, varios autores estudiaron la FBN durante los afios 1983-1996 en L. nootkatensis,
por medio del método de la dilucién N en suelos de tipo Andosol en Islandia, reportando
un estimado de nitrégeno fijado de 200 kg ha* (Palmason et al., 1992; Danso et al.,1993;
Palmason et al., 2002). Los cuales son nuevamente muy similares a los obtenidos en este
estudio con L. exaltatus a los 122 dds (193.9 kg ha') y superiores a los registrados en L.

mexicanus y L. rotundiflorus.
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Aunque no existen reportes sobre bajas o nulas cantidades de nitrogeno fijado en especies
del género Lupinus tal y como ocurri6 en este estudio con L. mexicanus y L. rotundiflorus a
los 93 dds, Gonzélez (1982) report6 cantidades inapreciables o nulas de nitrégeno fijado en
una pradera de raigras inglés, dactilo y trébol blanco debido al lento crecimiento vegetal por
sequia en verano y frio en invierno. En tabasco también se reportan bajos valores de nitrogeno
fijado en las fabaceas Cajanus cajan, Canavalia ensiformis y Mucuna deerengiana con 1, 6
y 0 Kg ha! entre los 120 y 145 dias después de la germinacion (Cérdova et al., 2001).

Nuestros resultados indican que L. exaltatus bajo las condiciones en las que se desarrolld esta
investigacion es la especie silvestre que mayor cantidad de nitrégeno puede aportar al suelo
por medio de la FBN.

6.2.4 Analisis de correlacion y regresion en especies silvestres

Al igual que en las especies domesticadas, la materia seca demostrd estar positivamente
correlacionada con la acumulacion de nitrégeno en la biomasa (r>=0.93) y con el contenido
de nitrogeno derivado de la FBN (r? =0.93), también estas dos Gltimas variables presentaron
una alta correlacion entre ellas estadisticamente significativa (r>=0.99) (cuadro 10). Esto
tiene relacién con lo reportado por Ledn et al., (2001) en donde demuestran una alta

asociacion de la materia seca total con el contenido de nitrogeno total.

El andlisis regresion mostré que hubo una relacion lineal y significativa entre la acumulacion
de materia seca y las variables contenido de nitrogeno total en la biomasa y nitrdgeno
derivado de la fijacion con valores con un coeficiente de determinacion de R>=0.87 y R? =

0.88 respectivamente (figura 18).
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Cuadro 10. Analisis de correlacion simple entre las variables relacionadas con el
crecimiento, contenido de nitrgeno y variables relacionadas con la fijacion de nitrogeno en

plantas silvestres del género Lupinus.

Variables MSkghal NMSkgha' NFkgha! %FBN % N total
MS kg hat 0.9351 0.9336 0.7209  -0.4972
N MS kg ha' 0.9977 0.7915 -0.2443
NF kg ha! 0.7636 -0.2467
% NOF -0.2498
% N total

MS: materia seca, N MS: total: nitrégeno total en la materia seca, NF: nitrégeno fijado, % FBN: porcentaje de

nitrdgeno obtenido de la fijacion y % N: porcentaje de nitrégeno en la materia seca.
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Figura 18. Relacién de la materia seca con el nitrogeno total acumulado en la materia seca
(N TOTAL MS) y materia seca con la cantidad de nitrégeno fijado (NF) en especies

silvestres.
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VIl. CONCLUSIONES

Con los resultados generados en esta investigacion se puede concluir, que aunque se
observaron diferencias en términos de acumulacion de materia seca, las especies
estudiadas mostraron una adecuada adaptacion a las condiciones edafoclimaticas bajo

las cuales se desarroll6 el estudio.

Todas las especies mostraron habilidad para llevar acabo la fijacion bioldgica del
nitrdgeno. Sin embargo, las especies domesticadas fueron las mas eficientes en

términos de la cantidad de nitrégeno fijado.

Entre las especies domesticadas L. mutabilis y L albus en el ultimo muestreo
registraron los porcentajes mas altos de FBN con 92 y 85 % respectivamente,

equivalentes a 363 y 204 kg ha* de nitrégeno fijado.

Entre las especies silvestres L. exaltatus mostro ser la mas eficiente con un porcentaje
de FBN en el ultimo muestreo del 85 %, el cual fue equivalente a una cantidad de
nitrogeno fijado de 186 kg ha™.

Entre las especies silvestres solamente L. exaltatus resultd ser mas eficiente en la

FBN que la especie domesticada L. angustifolius.

El método de la diferencia de nitrogeno resultdé util para tener una primera
aproximacion de las cantidades de nitrégeno que pueden fijar las especies del género

Lupinus en la region.
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