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Resumen
El molibdeno y el cobalto participan en el metabolismo del nitrogeno en las leguminosas de
grano: sin embargo, los efectos de su aplicacion en suelos alcalinos han sido poco estudiados.
Un experimento de campo fue instalado para evaluar la aplicacion de Mo y Co en el
rendimiento y extraccion de nitrogeno de frijol Canario Centenario bajo dos sistemas de
fertilizacion nitrogenada: fertilizacion inorganica (N) e inoculacion con Rhizobium etli (Rh).
En cada sistema, molibdeno (Mo) y molibdeno mas cobalto (MoCo), fueron aplicados por
impregnacion de semilla a dosis de 1.36 g/kg de semilla para el Mo y 0.26 g/kg de semilla
para el Co; un control para cada sistema de fertilizacion y un testigo absoluto, fueron
incluidos. La altura de planta, el area foliar, el rendimiento de grano y sus componentes. la
produccion de materia seca total, el peso y nimero de noédulos por planta y la extraccion de
nitrogeno en follaje y granos, fueron analizados. Se empleé un disefio de bloques
completamente al azar con 7 tratamientos y 5 repeticiones. La aplicacion de molibdeno
incremento el area foliar, el rendimiento de grano, la nodulacion, el contenido de nitrogeno
en grano y en el follaje bajo ambos sistemas de fertilizacion, resaltando el incremento del
contenido de nitrogeno total de la planta en un 35.4 y 26 % respectivamente. La adicion de
Mo en la fertilizacion nitrogenada y frijol inoculado mostraron los mejores resultados en
cuanto al rendimiento, aumentando un 44 %. La fertilizacion inorganica arrojé rendimientos
superiores a la inoculacién con Rhizobium. La aplicacion de cobalto solo incrementd el
numero y el peso de los nédulos y el contenido de nitrogeno bajo la inoculacion con
Rhizobium etli. La aplicacion de molibdeno en frijol cultivado en suelos alcalinos es
recomendable pero la aplicacion de cobalto es recomendada sélo cuando el frijol es inoculado

con rhizobios.



Abstract

Both molybdenum and cobalt play an important role in the metabolism of N in grain legumes,
however, the effects of its application to legumes grown in alkaline soils has been little
studied. A field experiment was set up to evaluate the application of both micronutrients on
yield and nitrogen removal Canario Centenario bean under two nitrogen fertilization systems:
inorganic fertilization and inoculation with Rhizobium etli. In each system, molybdenum
(Mo) and molybdenum more cobalt (MoCo) were applied to seed by impregnating dose of
1.36 g / kg of seed for Mo and 0.26 g / kg of seed for the Co, a control without application of
microelements for each fertilization system and an absolute control were included. The
biometric parameters and yield components were analyzed: plant height, leaf area, and
number of pods per plant, number of grains per pod, weight of 100 grains, grain yield, total
weight and harvest index. While the components of nodulation and nitrogen content, the
variables were the weight of nodules per plant, number of nodes per plant. the nitrogen
content in the seeds and leaf area. A randomized complete block design with 7 treatments
and 5 replications was applied. The application of molybdenum increased the leaf area, the
number of pods per plant, number of grains per pod, weight of 100 grains, grain yield, harvest
index. the weight of nodules per plant, number of nodes per plant, the nitrogen content in the
seeds and the aerial part, under both fertilization systems, highlighting the increase in total
nitrogen content of the plant by 35.4 and 26%. respectively. And, the addition of Mo in the
inorganic nitrogen fertilization and the bean inoculated showed the best results in yield,
increasing by 44% and inorganic nitrogen treatment with Mo was the best yield showed.
Cobalt application only increased the number of nodules, the weight of nodules and the
nitrogen absorption under inoculation with Rhizobium etli.

The application of molybdenum to bean is advisable but the application of cobalt is suitable

only when the bean is inoculated with rhizobia.



I. INTRODUCCION
El cultivo y consumo del frijol es de gran importancia en todas las regiones del Per(
después de la papa, el arroz y el maiz choclo (INEI 2007), debido a la costumbre
tradicional e importancia nutricional.
La demanda de nitrégeno de dicho cultivo varia entre 80 — 100 kg de N/ha, incluso para
rendimientos altos y buen manejo de este elemento, se requiere 150 kg de N/ha

(Rodriguez 1982), él que es absorbido en forma de amonio (NH4") y principalmente

como nitrato (NOs ). Sin embargo, el nitrégeno para ser asimilado y convertido a formas
organicas tiene que ser previamente metabolizado con la participacion de diferentes
enzimas. La actividad de estas enzimas depende de muchos factores, entre ellos el status
nutricional de la planta. Si la fertilizacion es nitrogenada sintética con fuente nitrica, la
participacion del molibdeno como cofactor es imprescindible; y si la fertilizacion
nitrogenada es a través de Rhizobium sp, no sélo el molibdeno es importante, sino
también el cobalto.

El molibdeno es un cofactor de las enzimas que metabolizan el nitrégeno, como la
nitrogenasa, nitrato reductasa, xantina oxidasa y sulfito oxidasa. Y el cobalto, en el caso
de semillas inoculadas con Rhizobium sp, forma parte del cofactor cobalamina de las
enzimas metionina sintasa, ribonucleétido reductasa y metilmalonil CoA, las que
influyen en las caracteristicas cualitativas y cuantitativas de los nddulos de la raiz
(Tisdale y Nelson 1970).

Ante la importancia de estos elementos para metabolizar el nitrégeno, la presencia y/o
disponibilidad de estos micronutrientes, se supone que en el campo experimental
trabajado, no debe haber mayor problema en cuanto al molibdeno por presentar un pH
de 8.1, ya que su disponibilidad incrementa 10 veces por cada unidad mayor del pH del

suelo. Sin embargo existe la posibilidad de que el Mo puede ser Gtil ain en suelos de



tendencia alcalina, porque la actividad del Mo en mas de la mitad de los suelos tratados,
incremento su actividad al incrementarse el pH a més de 8 (Havlin et al., 1999).
Contrariamente al molibdeno, la disponibilidad del cobalto es desfavorecida por el
incremento de pH del suelo y niveles altos de carbonatos en los suelos, entonces bajo
las condiciones del campo experimental con pH ligeramente alcalino y nivel medio de
carbonatos, seria beneficioso la aplicacion de cobalto a las semillas inoculadas con
Rhizobium etli.

En tal sentido, la presente tesis plantea el tépico del molibdeno y cobalto como
sinergizadores de la fijacion bioldgica del nitrégeno y el molibdeno como
metabolizador del nitrato en la fertilizacion tradicional. Por lo que se plantedé dos
sistemas, uno nitrogenado sintético y otro rizobial. Y con la aplicacion a la semilla de
molibdeno y/o cobalto se podria lograr una mayor eficiencia en el metabolismo del
nitrégeno y por lo tanto obtener indicadores mayores en los parametros biomeétricos del
cultivo y nddulos, repercutiendo en una mayor produccion del cultivo. Es asi que se
instalé un experimento a nivel de campo en la UNALM para evaluar en ambos sistemas
el suministro de nitrogeno con la adicién de molibdeno y cobalto, bajo un sistema de

cero labranza.



Il. OBJETIVOS:

2.1 OBJETIVO GENERAL:

Evaluar los beneficios de la aplicacion del molibdeno y cobalto en la

fertilizacion nitrogenada e inoculacion del frijol Canario Centenario.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO:

Evaluar el efecto de la aplicacién del molibdeno y cobalto sobre la absorcion
total del nitrogeno, parametros biométricos del cultivo y rendimiento en la
fertilizacion nitrogenada inorganica y el frijol inoculado con Rhizobium etli.
Determinar si el molibdeno y/o cobalto aumentan la absorcion de nitrégeno
en la fuente y reservorio de la planta en la fertilizacion tradicional y la
inoculada con Rhizobium etli.

Comparar el efecto del molibdeno y cobalto sobre la nodulacion de la raiz

entre la inoculacién con Rhizobium y la fertilizacién nitrogenada.



I11. REVISION LITERARIA
3.1. MOLIBDENO
3.1.1. Aspectos generales
El molibdeno es un elemento de transicion presente en soluciones acuosas,
principalmente como molibdato, MoO4* estado mas oxidado + 6, sin embargo como
componente enzimatico se presenta como + 4y +5.
Debido a su configuracion electronica el molibdeno + 4 comparte varias semejanzas
quimicas con el vanadio y principalmente con el tungsteno.
La concentracion de molibdeno de suelos agricolas varia en un rango de 0.6 — 3.5 ppm,
con un promedio de 2 ppm y con una disponibilidad de 0.2 ppm. (Mengel y Kirkby
2000), la que parece favorecerse con un incremento de pH, contrariamente a la mayoria
de microelementos (Tisdale y Nelson 1970), lo que podria explicarse porque la fuerza
de adsorcién del anion molibdeno disminuye con el aumento del pH, siendo su maxima
adsorcion a un pH igual a cuatro (Mengel et al 2000). También, incrementan la
adsorcion del molibdeno la presencia de 6xidos de hierro, aluminio y titanio (Tisdale y
Nelson 1970), siendo indisponible para la planta (Havlin et al., 1999). Pero, no
necesariamente a bajo pH es indisponible el molibdeno, ya que en suelos &cidos las
plantas pueden absorber niveles adecuados de este microelemento cuando la
mineralizacion de la materia organica libera suficiente molibdeno (Mengel y Kirkby
2000). Més aun, en suelos calcareos con drenaje libre y derivados de serpentinas, puede
darse deficiencias absolutas de dicho elemento.
La disponibilidad del molibdeno en el suelo y su absorcién en la planta estan
relacionadas a aniones inorganicos divalentes como SO4% y HPO,? (Marschner 1995).
Altas aplicaciones de HPO4% incrementan la absorcion de dicho microelemento en la

planta. Contrariamente, el SO4>" por competicion ionica en la superficie de la raices,



disminuye la absorcion debido a que los iones comprometidos son de tamafio y carga
similar (Tisdale y Nelson 1970). Al igual que el Cu y Mn pueden reducir la absorcién
del Mo, sin embargo el magnesio fomenta la absorcion del Mo en las plantas. Y el
nitrato también activa la absorcion del Mo, mientras que fuentes amoniacales acttan

contrariamente. Este efecto benéfico de la nutricion con nitrato esta quizas relacionada a

la liberacion de iones OH ~ y un incremento en la solubilidad del Mo del suelo (Havlin
etal., 1999).

Las plantas que presentan altas necesidades del molibdeno son las cruciferas,
principalmente la coliflor, cuya deficiencia se manifiesta con el sintoma denominado
“punta de latigo”. También, el Mo es importante en leguminosas, especificamente para
las bacterias de los nddulos radiculares y en citricos y maiz cuya deficiencia se
manifiesta con plantas enanas y laminas foliares pequefias (Mengel y Kirkby 2000).
3.1.2. Comportamiento del molibdeno en la planta

El molibdeno es mavil en el xilema y floema, por sus propiedades quimicas se sugiere
que cominmente se transporta como MoO.* que en forma acomplejada con
aminodacidos y/o azucares (Marschner 1995). Sin embargo, dicho microelemnto puede
moverse por el xilema como MoO4*, como complejo aminoacido Mo-S o como
complejo de MoO4> con azlcares u otros compuestos polihidroxidados (Mengel y
Kirkby 2000).

La funcion del molibdeno como nutriente de la planta radica en los cambios de estado
de oxidacién que sufre como componente metélico de las enzimas, siendo la forma
oxidada +6 y las reducidas +5 y +4. Dichas enzimas son: el complejo enzimatico
nitrogenasa, nitrato reductasa, xantina oxidasa/deshidrogenasa y sulfito reductasa. En
estas enzimas el molibdeno tiene funcion estructural, catalitica y esta directamente

involucrada en las reacciones redox. Es asi que las funciones del molibdeno estan



estrechamente relacionadas con el metabolismo del nitrogeno y el requerimiento del
molibdeno depende estrechamente del tipo de suministro de nitrdgeno, con fuentes
nitricas presenta buen efecto en el desarrollo y comportamiento del cultivo mientras que
con las amoniacales no muestra tales resultados (Marschner 1995).

El molibdeno es de suma importancia en el metabolismo del nitrégeno (Cuadro N° 1), a
través de diferentes enzimas.

Cuadro N° 1. Funcién de las enzimas que contienen molibdeno

Enzimas Funcién(es)

Nitrogenasa Aceptor de electrones, enlaza al dinitrégeno y libera amonio.

Nitrato reductasa  Reduce el nitrato a nitrito (luego el nitrito reductasa lo reduce a
amonio).

Xantina oxidasa Metabolismo de las purinas a ureidos, alantoina y acido urico.

/ Deshidrogenasa

Sulfito oxidasa Catalizador de sulfito a sulfato.

3.1.3. Complejo enzimético nitrogenasa
Es un complejo enzimatico exclusivo de todos los microorganismos fijadores de
nitrégeno, la cual consiste de dos proteinas de hierro, una de las cuales es la proteina de
hierro la que tiene una masa molecular de 52 — 73 KDa y consiste en dos subunidades
de FesSs; la otra proteina es la MoFe de 240 KDa, compuesto por cuatro subunidades,
cada una de 30 atomos de Fe y 2 de Mo (Marschner 1995).

La proteina de Fe es denominada dinitrogenasa reductasa, con un tiempo de vida de 0.5
— 0.75 segundos; la otra de mayor peso molecular, MoFe, cominmente Ilamada
dinitrogenasa.

El complejo enzimatico es destruido por el oxigeno, necesita iones de Mg?* para ser
activado, convierte ATP en ADP vy es inhibido por éste (ADP), reduce dinitrogeno y
varias moléculas con triple enlace y reduce H* a Hz aun cuando el dinitrégeno esta
presente. En el mecanismo funcional de estas dos proteinas, la dinitrogenasa reductasa

acepta electrones de un donador de bajo potencial redox, como la ferredoxina reducida o
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flavodoxina y enlaza 2 MgATP. Esto transfiere electrones a la dinitrogenasa (8 en total),
y 2 MgATP son hidrolizados a 2 MgADP + Pi. Al repetirse el proceso y cuando la
dinitrogenasa colect6 los suficientes electrones, enlaza la molécula de N, lo reduce y
libera amonio (Sylvia et al., 1998), donde la protonizacion del Mo es el primer paso

requerido para enlazar el N2, durante el cual el H; es liberado (Marschner 1995).

3.1.4. Nitrato reductasa

El nitrato y el amonio son las principales fuentes de nitrégeno inorganico absorbido por
las raices de las plantas. La mayoria del amonio se incorpora como compuesto organico
de la planta, mientras el nitrato es facilmente mdvil en el xilema y puede ser
almacenado en las vacuolas. Sin embargo, para que el nitrato sea incorporado como
estructura organica de la planta, tiene que ser reducido a amonio. Esta reduccion es
mediada por dos enzimas, la nitrato reductasa que involucra la reduccion de dos
electrones de nitrato a nitrito en el citoplasma, y la nitrito reductasa, la que transforma el
nitrito a amonio con una reduccion de seis electrones en el cloroplasto.

En las plantas, la nitrato reductasa es una enzima dimérica con tres grupos prostéticos
de transferencia de electrones por subunidad: flavin, hemo y molibdeno. Durante la
reduccion del nitrato, los electrones son transferidos directamente del molibdeno al
nitrato (Havlin et al., 1999).

Como seria de esperar, el requerimiento del molibdeno para el crecimiento de la planta
es altamente dependiente del suministro de la fuente de nitrogeno (nitrico o amoniacal).
En plantas de tomate con fertilizacién nitrica sin incorporacion de molibdeno, el
crecimiento es pobre, los contenidos de clorofila y &cido ascérbico son bajos,
contrariamente al alto contenido de nitrato y las hojas mostraron el sintoma tipico de la

deficiencia del molibdeno para el caso de la coliflor. Cuando el amonio es suministrado,



la respuesta del molibdeno es mucho menos marcada en cuanto a los indicadores
mencionados anteriormente y en ausencia de molibdeno, las plantas fertilizadas con
amonio, presentan el sintoma de la “punta de latigo™.

Bajo condiciones de sustrato no esterilizado la nitrificacion del amonio ocurre y la
absorcion y acumulacion del nitrato no puede ser prevenidas. Entonces, en el cultivo de
coliflor bajo condiciones estériles, fertilizadas con amonio sin molibdeno, no
desarrollan ningin sintoma de deficiencia y parece no presentar requerimiento de
molibdeno. Esto supone que incluso a bajos contenidos de nitrato se induce la sintesis
de la nitrato reductasa y que esta apoenzima en ausencia del apropiado cofactor
molibdeno, puede tener otras propiedades cataliticas conduciendo a desordenes
metabolicos similares a los inducidos por altos niveles de radicales superéxidos como la

peroxidacion de los lipidos de las membranas celulares (Marschner 1995).
3.1.5. Xantina oxidasa/deshidrogenasa

Esta enzima es una metaloflavoproteina dimérica. Cada subunidad contiene un atomo
de molibdeno junto con una molécula de FAD y cuatro grupos FeS como un racimo.
La xantina oxidasa/deshidrogenasa comparte muchas propiedades en comin con la

nitrato reductasa, incluyendo similar peso molecular.

La xantina oxidasa/deshidrogenasa cataboliza la ruta metabdlica de las purinas a acido
drico. La enzima se presenta como xantina oxidasa cuando el aceptor terminal es el
oxigeno, o como xantina deshidrogenasa donde los electrones son transferidos al
NAD. Ambas formas se encuentran en las plantas y la forma dehidrogenasa prevalece
en las hojas. La enzima esta involucrada en el metabolismo de las purinas y asi en la

ruta biosintética de los ureidos los cuales son producto de oxidacion de las purinas.

En las leguminosas de nédulos determinados (soya, caupi, frijol coman), en las cuales

los ureidos son los compuestos nitrogenados mas prevalentes formados en las raices
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de los noddulos, la xantina oxidasa/deshidrogenasa juega un rol clave en el
metabolismo del nitrégeno. Los bacteriodes asimilan nitrdgeno como amonio, el cual
es exportado a las células del hospedero y es convertido via glutamina a glutamato y
aspartato las cuales se usan para la sintesis de purinas como la xantina. Esta es
convertida en células vecinas no infectadas a ureidos, alantoina y &cido alantoico
(Sylvia et al 1998), por lo que una deficiencia de molibdeno en leguminosas noduladas
puede resultar en la inhibicion del crecimiento y baja tasa de fijacién de nitrégeno,
resultado de la baja actividad de la nitrogenasa o debilitado catabolismo de las purinas

en los nddulos o por ambas causas (Marschner 1995).

Las leguminosas exportan amidas, glutamina y asparagina fundamentalmente, cuando
crecen a expensas de una fuente de nitrogeno mineral, pero al establecer una
asociacion simbiotica, estas especies pasan a sintetizar ureidos como compuesto para

distribuir el nitrogeno al resto de la planta.

Esta adaptacion metabdlica se interpreta como una optimizacion de la economia en el
uso del carbono. Los ureidos presentan una elevada proporcion N/C, (4:4), es decir, la
sintesis de ureidos requiere menos carbono organico para sintetizar la misma cantidad
de nitrogeno organico que las amidas glutamina (2N/5C) y asparagina (2N/4N), por lo
tanto, los ureidos se consideran formas de transporte muy eficaces. Los ureidos
proceden de las purinas sintetizadas en las células infectadas y la posterior oxidacién
de estas purinas en las células no infectadas de la zona central del nédulo (Gonzalez et

al., 2006).
3.1.6. Sulfito oxidasa.

Es otra enzima que contiene molibdeno, bien caracterizada en microorganismos, 0s
cuales catalizan la oxidacion de sulfito a sulfato. Sin embargo, dicha oxidacion puede

ser llevada a cabo por otras enzimas como peroxidasas, citrocromo oxidasa, iones



metalicos y radicales superdxido. Asi que no estd claro si una sulfito oxidasa esta
involucrada en la oxidacion de sulfito en las plantas y consecuentemente, ademas si el
molibdeno es esencial en las plantas para la oxidacion del sulfito, como ocurre por
ejemplo durante la degradacién de la proteina y reoxidacion de sulfuro reducido en

aminoacidos (Marschner 1995).

3.2. COBALTO.

El contenido de cobalto en los suelos es en general mucho mas alto, siendo comunes
niveles desde 1 - 40 ppm, que la concentracion de este microelemento en la materia
seca de las plantas, varia entre 0.02 — 0.5 ppm. En los suelos, el cobalto aparece
principalmente en las redes cristalinas de los minerales ferromagnésicos y como tal no
estd disponible para las plantas. Después de liberarse de estos minerales por
meteorizacion, el Co?" se mantiene en gran parte en forma intercambiable o como
complejo organico mineral. El Co?* intercambiable estd muy fuertemente unido y su

concentracion en la solucion del suelo es extremadamente baja.
La velocidad de meteorizacion es mas rapida en condiciones de pobre drenaje.

El cobalto puede volverse no disponible por adsorcion a la superficie de los 6xidos de

manganeso.

El cobalto no se mueve facilmente en la planta, observandose que las concentraciones
foliares de cobalto en el tarwi, aumentan con la edad y que las concentraciones en las
hojas viejas son mucho mayores que las jovenes. Aun cuando los nodulos son
deficientes en cobalto, éste continuaba acumulandose en las hojas viejas (Mengel y

Kirkby 2000).
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El cobalto se comporta como otros metales pesados. De modo similar al Fe, Mn, Zn y
Cu, tiende a formar compuestos quelatados. Puede desplazar a otros iones de puntos
de union fisioldgicamente importantes, disminuyendo asi la absorcion y el modo de
accion de otros metales pesados. El exceso de cobalto puede inducir a una deficiencia
de Fe. Los efectos toxicos se asemejan a la deficiencia de Mn. Los efectos de
toxicidad del cobalto en plantas muestran hojas cloréticas y necréticas que con
frecuencia se marchitan completamente, atenuandose dicha toxicidad con el suministro

de Fe (Mengel y kirkby 2000).

El cobalto es esencial para la fijacion de nitrégeno y para el crecimiento radicular. Los
efectos del cobalto parecen estar mediados por el crecimiento radicular, el cobalto

contenido en la vitamina B2 (cobalamina) y sus formas coenzimaticas.

En la coenzima cobalamina, el cobalto esta quelatado a cuatro atomos de nitrogeno en
el centro de una estructura de porfirina. Este complejo de cobalto proporciona un
grupo prostético que esta asociado con un nucleotido en la coenzima B12 . Se destaco
tres sistemas enzimaticos (Cuadro N° 2), especificos dependientes de la cobalamina en
Rhizobium que pueden explicar la influencia del cobalto en la nodulacion y fijacién

del nitrogeno en las leguminosas.

Cuadro N° 2. Funcion de las enzimas que contienen cobalto

Enzimas Funcidn(es)

Metionina sintasa Sintesis de proteinas e influencia en el tamafio del nédulo.

Metil malonil CoA mutasa Sintesis del hemo.

Ribonucledtido reductasa Reduccion de ribonucledtidos a desoxirribonucledétidos,
implicado en la sintesis de ADN
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3.3. ESTUDIOS RELACIONADOS A LA APLICACION DE MOLIBDENO Y/0
COBALTO A LAS LEGUMINOSAS.

En un estudio de aplicacion foliar de Mo (0, 40, 80 y 160 g/ha) al frijol comun cv
Pérola, aplicado 15 6 26 dias después de la emergencia, se concluyé que la dosis de
101.2 g/ha de Mo fue el optimo técnico, con un incremento del rendimiento de 324,7
Kg/ha, 9.8 % mas en comparacion con el testigo (Araujo et al., 2008).

En otro experimento para evaluar el efecto de la aplicacion del N asociado o no con la
aplicacién de Mo sobre el frijol seco cv Goytacazes, se empled los tratamientos de N
con urea de 0 — 10 kg/ha a la siembra y de 0 — 40 kg/ha como segunda fertilizacion. El
Mo, fue suministrado de dos modos, mezclado con las semillas y aplicado via foliar a
una equivalencia de 0 — 20 g/ha de molibdato de amonio. El nimero, peso de nddulos y
concentracion de N en la planta no presentaron diferencias estadisticas significativas,
ademas mostraron una alta poblacion de Rhizobium nativo (35 — 62 nodulos por planta)
y que no fueron afectadas por la adicion de N y Mo. Los tenores medios de N en hojas,
en floracion, varian de 33.9 — 41.9 g/ha, encajando dentro de los niveles adecuados para
el frijol. Las variaciones del contenido de N y Mo foliar fueron estadisticamente
significativas, presentando mayores valores, aquéllos que recibieron suministro de Mo
via foliar, independientemente de la aplicacion del N. El tenor de N en la planta
presento diferencias significativas en los granos y en el total, ademas, los tratamientos
no influyeron en el contenido de N de la parte aérea, observandose que gran parte del
elemento fue traslocado para los granos, donde los valores fueron practicamente dos
veces mayores. El mas alto rendimiento de grano resulto con la aplicacion de 10 kg/ha
y 40 kg/ha de N a la siembra y segunda fertilizacién respectivamente, asociado a 20

g/ha de Mo via foliar, mientras que la aplicacion de Mo a las semillas en ausencia de N,
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presentd el menor rendimiento (1924 kg/ha), representando una reduccion del 20% de la
produccion, en comparacion con el mas productivo (Fullin et al., 1999).

En un sistema de cero labranza, se evalud la aplicacion foliar de Mo (0, 40, 80 y 120
g/ha), con fertilizacion nitrogenada (Urea), dentro del suelo (0 - 20 kg N/ha) y en
superficie (0 - 70 kg N/ha), en el cultivo de frijol comdn, con dos cultivares, Pérola y
IAC Carioca, de las cuales, solamente, el primero responde con un efecto positivo lineal
a la aplicacion de Mo, bajo los dos casos de aplicacion del nitrégeno, en el incremento
del rendimiento de grano (Fernandez et al., 2005).

El molibdeno aplicado a plantas de soya noduladas y sin nodular incrementd el
contenido de nitrogeno y rendimiento de grano solamente en las plantas noduladas, sin
0 con insuficiente suministro de fertilizante nitrogenado. Sin la aplicacion de eéste, las
plantas noduladas incrementaron el contenido de nitrégeno en 1.33 veces y el
rendimiento presentd mejor respuesta al aplicar molibdeno en las plantas noduladas sin
la incorporacion de nitrégeno, aumentando 1.21 veces.

Ademas, cabe resaltar que el rendimiento de las plantas noduladas sin la aplicacion de
nitrégeno y con suministro de molibdeno fue 3.05 tn/ha, cercano a los rendimientos de
los tratamientos nitrogenados en plantas de soya sin inoculacién de Bradyrhizobium,
siendo menor solamente por 100 kg/ha comparado con aquél tipo de tratamiento (201
Kg N/ha) (Marschner 1995).

La aplicacion foliar de Mo (0, 40, 80 y 150 g/ha), 25 dias después de la emergencia, con
una fertilizacion de 20 kg/ha de N y 60 kg K2O/ha en la siembra, el Mo incremento y
mantuvo las actividades de la nitrogenasa y nitrato reductasa durante todo el ciclo de la
planta. EI rendimiento de grano de frijol mas alto fue obtenido con 80 g/ha de Mo con
una produccion de 1893 kg/ha de granos de frijol, el cual fue 3.23 veces mas alto que

las plantas sin suministro de Mo (448 kg/ha). La aplicacion foliar de Mo increment6 el
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namero de vainas por planta en 1.54 veces, el niUmero de granos por vaina en 1.23 y el
peso de 100 granos en 1.15 comparados con el control (Pessoa et al., 2001).

En un estudio de aplicacion foliar de molibdato de amonio de 0 — 45 g/ha a los 21, 28 y
35 dias después de la emergencia de variedades de frijol comin (Cuadro N° 3),
(variedades fijadoras de nitrégeno: México 309, Negro Argel; y, comerciales: Carioca
80 —SH y Jalo EEP — 558), con nitr6geno nitrico. Se observaron mejores respuestas al
Mo en las variedades fijadoras de N que las comerciales, con incrementos en el nimero
de nddulos, materia seca, concentracion de N, componentes de rendimiento y en la
concentracion de Mo en semilla, inducido por un mejor desempefio de la nitrogenasa y
la xantina oxidasa, atrapando mas nitrégeno y metabolizandolo mejor, respectivamente.
Sin embargo, también en las variedades comerciales se presentd un incremento de
rendimiento no despreciable, debido muy posiblemente al mejor desempefio de la
nitrato reductasa transformando el nitrato, acumulado en las hojas, a formas aminicas
(Gonzales et al., 2002).

Cuadro N° 3. Efecto de la adicion del Mo en la fertilizacidn nitrogenada sobre el
rendimiento de variedades de frijol

. Rendimiento (kg/ha) Incremento de
Variedades — o
SinMo + N ConMo+ N rendimiento (%)

Meéxico 309 1013 1546 53

Negro 733 916 25

Argel

Carioca 576 673 17

Jalo EEP 477 558 17

En un estudio de la influencia del Mo y Co sobre la fijacién de nitrégeno en el cultivo
de soya “NAM 17, bajo condiciones de invernadero, en suelo oxisol, al cual se le encald
en el rango de 0 — 1 tn/ha, Mo (molibdato de sodio) con aplicaciones de 0 — 390y 780 g
Mo/ha y Co a 0, 454 y 907 g/ha; mostrd que el tratamiento de cobalto a la tasa de 454

g/ha tuvo la mejor nodulacién y nimero de noédulos efectivos por planta, asi como en la
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acumulacion total de N en la parte aérea. El encalado aumentd el pH en 2 unidades y la
combinacion de 1 tn CaCOs/ha con Co (454 g/ha), incrementaron en la nodulacion y el
nimero de nodulos efectivos por planta, pero enmascaran el efecto positivo del Co
sobre la acumulacion total de N en la parte aérea; también, la maxima combinacion de
ambos, CaCOzy Co tuvo un efecto depresor en el nimero de noddulos. La aplicacion de
Mo, ya sea solo 0 en combinacion con cal y Co, no afectd significativamente en el
namero de ndédulos por planta. Ningun tratamiento, solo o en combinacién, afectd los
pesos de nddulos y de la parte aérea (Tenywa 1997).

En un ensayo de aplicacion foliar de Mo y Co, con tratamientos: 0 — 0, 49 — 4.9, 63 —
6.3y 97 — 9.7 g/ha, a plantas de frijol coman cv. FT Nobre, inoculadas con Rhizobium,
con dosis: 0, 200 y 400 g de inoculante /50 kg semilla; ademéas de un referente de
fertilizacion sintética de nitrégeno, 70 kg/ha. El incremento de la dosis de Rhizobium
causo un efecto positivo lineal sobre el rendimiento de grano a partir de la dosis mas
baja de Mo — Co, siendo la mas significativa con la combinacion de la dosis més alta de
ambos, Rhizobium y Mo — Co, llegando a 1891 kg/ha, cercano al obtenido del
nitrogenado, 1981 kg/ha. Asi mismo, el suministro solo de Rhizobium incrementd el
rendimiento de grano, pero no fue lo mismo cuando se aplic6 Mo — Co sin inoculante
(Berton et al., 2008). Pero, en combinacidn estos micronutrientes contribuyeron a una
mejor fijacidn del nitrgeno, incrementando el metabolismo del mismo (Dechen et al.,
1991).

Semejantes resultados fueron obtenidos por el incremento de dosis del inoculante, mas
la aplicacion de Mo — Co. Es asi, que cuando el Co fue agregado a los tratamientos
inoculados el rendimiento de grano incrementé en 100% y cuando el Mo fue agregado,

dicho parametro incrementé 130%. La materia seca incrementd en 61% al suministrar
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Co, mientras que con el Mo en 49%. Al combinar estos micronutrientes fueron tan
eficientes como el super fosfato, equivalente a 1000 kg/ha (Juanqueira et al, 1977).

En un experimento conducido en un invernadero, con suelo tipo Latossolo, al
incrementar los niveles de Mo (0, 7, 14 e 21 g/ha de Mo) y Co (0, 0,3; 0,6 € 0,9 g/ha de
Co), aplicado a las semillas y ademéas combinado con el inoculante, se incrementé el
nimero de vainas/planta, semillas/vaina y rendimiento de grano. El valor mas alto del
altimo, fue logrado cuando el Mo y Co fueron suministrados a las tasas de 14 y 0.6
g/ha, respectivamente (Corréa et al., 1990).

En un experimento de campo se trato a las semillas de frijol loctao (Vigna radiata),
variedad “Puri local”, con micronutrientes (0.08 - 0.16 mg Mo y 0.008 — 0.016 mg Co
por gramo de semilla, como molibdato de sodio y cloruro de cobalto, respectivamente)
y Rhizobium, en un suelo ligeramente acido (pH = 6.1). El rendimiento de grano vario
de 157 kg/ha en el testigo a 280 kg/ha en el que recibié inoculacion con la maxima y
minima dosis de Mo y Co. La inoculacion de Rhizobium aumentd el rendimiento de
grano en 25% y el mismo adicionando los micronutrientes incrementdé desde 61.7 a
78.4%. Siendo la mayor dosis de Mo mas efectiva que la menor. El efecto del Co fue
menor que el Mo, pero éstos en combinacidén tuvieron un efecto complementario,
aumentando el rendimiento del cultivo. La ganancia de N fue mayor en los granos que
en el rastrojo, practicamente el doble. De igual modo, la mejor combinacién de
Rhizobium, Mo y Co, mencionado anteriormente, presentd la mas alta ganancia de N
por el cultivo con un extra de contenido de N de 24 kg, atribuible a la fijacion de N.

La inoculacion de Rhizobium solo o con los micronutrientes incrementd el namero de
nddulos, variando de un rango de 9 a 27 unidades. El peso de los nddulos mejord

significativamente con los micronutrientes, alcanzandose mayor valor con la dosis mas
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alta de Mo combinado con la més baja de Co, 200 y 100 g /ha, respectivamente
(Pattanayak et al., 2000).

Con el objetivo de evaluar los efectos del molibdeno y cobalto en nodulacién, nutricién
mineral y rendimiento de grano, se aplicé a las semillas de soya (cultivar COODETEC
201), molibdato de Na (0 y 48 g/ha), sulfato de cobalto (0, 2, 4 y 8 g/ha) y se inoculd
con Bradyrhizobium japonicum (200 g de inoculante por 50 kg de semilla). La
interaccion del Mo y Co no mostraron efecto en la nodulacién, ni en la eficiencia de
fijacién bioldgica del N, evaluado en el contenido de N de la soya en la hoja o grano.
Ademas, se observé una significativa disminucion lineal en la altura de plantas,
concentracion foliar de Zn y rendimiento de grano, proporcional a las cantidades de
aplicacion de Co. (Marcondes et al., 2005).

En un estudio para evaluar el efecto de la aplicacién de Mo y Co a las semillas con Mo
y Co sobre el crecimiento, contenido de N y rendimiento de grano del frijol franceés
(Phaseolus vulgaris) cv “Burpees Stringless”, en el cual el molibdato de sodio a 2 ppm
y nitrato de cobalto a 1 ppm usados separadamente mostraron mejores resultados,
comparado con el resto de los tratamientos en cuanto a nodulacion, materia seca,
concentracion de N y rendimiento de grano. Los tratamientos combinados con
molibdato de sodio y nitrato de cobalto no mostraron un efecto sinérgico sobre
cualquier pardmetro estudiado, comparado con sus respectivos tratamientos singulares
(Mohandas et al, 1985).

Ferris (2004), con el objetivo de evaluar diferentes dosis de molibdeno y cobalto sobre
el rendimiento de soya inoculada con Bradyrhizobium sp y de comparar la eficiencia
aplicada via foliar dichos elementos con el tratamiento aplicado a la semilla, empleado
dosis de 240 y 180 g de Mo y Co respectivamente. El testigo mostré un rendimiento de

2949.8 kg/ha; el inoculado con Bradyrhizobium sp, 2978 kg/ha; el Mo, Co y bacteria
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aplicado a la semilla, 3233 kg /ha; y en la que se suministro foliarmente, 3039 kg/ha.
Siendo el mejor tratamiento la aplicacién de Mo y Co a la semilla ya que aument6 en
254 kg/ha, mientras que, via foliar aument6 en 60 kg/ha.

Gad (2006), experimentd el efecto del Co en el rendimiento de arveja tratada con
diferentes fertilizantes a diferentes dosis. Los mayores rendimientos se dieron en la
interaccion del Co con el nitrato de amonio y Co con Urea, comparado con aquellos en
las que se utiliz6 solamente nitrato y/o Urea. Y, ni siquiera, la dosis mas alta de estos
fertilizantes obtuvo mayores rendimientos que sus interacciones con Co (Urea: 48.5; Co
+ Urea: 69.2; nitrato 52; Co + nitrato: 72 gramos de vaina /planta), mostrando un 38%

mas eficiente el nitrato con el suministro de Co.

El Lupinus angustifolius es una planta sensible a la deficiencia de cobalto. Al
comparar los tratamientos inoculados con Rhizobium lupini, con y sin cobalto. La
aplicacion de cobalto aumentd 1.22 veces el peso de nodulos de la corona; 1.56 veces
el contenido de DNA; el contenido de metionina sintasa incrementd 1.35 veces; el
peso de nddulo/planta 6 veces; 2.33 veces aumento el contenido de cobalto en los
nodulos; 1.8 veces en el nimero de bacteroides; el contenido de cobalamina se
incremento notablemente en 4.8 veces y la leghemoglobina en 2.69 veces (Marschner

1995 y Mengel et al 2000).
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IV. MATERIALES Y METODOS
4.1. CARACTERISTICAS DEL CAMPO EXPERIMENTAL
4.1.1. Ubicacion
El presente trabajo experimental se desarroll6 en el campo Guayabo I, de la Universidad
Nacional Agraria La Molina, entre agosto del 2007 y febrero del 2008. Dicho lugar
tiene una latitud 12°58°06°” sur y longitud 56°57°07°, con una altitud de 235 m.s.n.m.
4.1.2. Caracteristicas del suelo
El suelo de La Molina esta ubicado fisiograficamente en una terraza media de origen
aluvial. Se caracteriza por ser profundo y de buen drenaje, de permeabilidad moderada,
la textura media a ligeramente gruesa; de estructura granular fina a moderada; de
consistencia friable a muy friable en himedo. La muestra de suelo fue tomada el 05 de
julio del 2007, antes del experimento, a una profundidad de 20 cm.
Las propiedades fisico-quimicas del suelo fueron determinadas empleando los métodos
seguidos por el laboratorio de anélisis de suelos y plantas de la Universidad Nacional
Agraria La Molina (LASPAF — UNALM), previa preparacion de la muestra de suelo.
Los métodos seguidos por dicho laboratorio se describen a continuacion:
La conductividad eléctrica se determind en base a la suspension de suelo filtrada y la
conductividad eléctrica del extracto obtenido fue medida por un conductimetro o
salometro digital marca YSI (Yellow Springs Instrument) con aproximacion al
centésimo. Un factor de conversion, obtenido dividiendo 100 ¢cm?® entre el volumen
exacto de agua destilada para preparar la pasta saturada con una muestra de 100 g de
suelo, fue multiplicado por las lecturas de conductividad eléctrica en el extracto 1:1
anterior, para obtener dicho parametro en el extracto de saturacion del suelo.
El pH fue determinado potenciométricamente en relacion 1:1, agua — suelo y refleja el

grado de alcalinidad o acidez que caracteriza al suelo.
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El método del hidrometro de Bouyoucos es una de las formas més rapidas para analizar
el tamafio de las particulas del suelo o determinar la textura del suelo. La muestra de
suelo disperso es mezclada en una probeta con agua y una vez que se asienta, la
densidad de la suspensién se puede medir con el densimetro. El tiempo que cada tamafio
de particula toma al caer, por debajo de un plano de conjunto imaginario en el cilindro
puede ser medido, con las lecturas que son tomadas después de 40 segundos para medir
la sedimentacién de arena y después de dos horas para medir las particulas de limo.

La materia orgéanica del suelo fue determinada por digestion via himeda (método de
Walkley y Black). El procedimiento se basa en la determinacion de carbono orgéanico, el
cual es multiplicado por el factor 1.724, el porcentaje de materia organica se multiplica
por el carbono organico. Se estima que la materia organica de los suelos contiene en
promedio 5 % de nitrogeno total y 58 % de carbono.

El fosforo disponible fue determinado por colorimetria con el reactivo amino-naftol-
sulfonico, del extracto de suelo empleando el extractante de Olsen (NaHCO3 0.5M)
tanto para suelos acidos como para alcalinos.

La capacidad de intercambio cationico (CIC), fue determinada mediante destilacion de
Kjeldahl del suelo saturado con solucion de acetato de amonio (CH3COONH4 1N), en
tanto que los cationes cambiables fueron determinados por espectrofotometria de

absorcion atdmica del filtrado anterior.
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Cuadro N° 4. Andlisis fisicoquimico del suelo del Campo Experimental

Guayabo |
Determinacion Valor Calificacion
Arena (%) 52
Limo (%) 32
Arcilla (%) 16
Clase textural Franco
CE (dS/m) 0.54 Muy ligeramente salino
pH 8.1 Moderadamente alcalino
CaCOs (%) 3.81 Moderadamente calcareo
Materia organica (%) 1.18 Baja
P disponible (ppm) 8.8 Medio
K disponible (kg/haK:0) 456 Alto
CIC  cmol/kg 18.38 Medio
Ca++ cmol/kg 14 Adecuado
Mg++ cmol/kg 1.99 Adecuado
K+ cmol/kg 1.27 Elevado
Na+ cmol/kg 1.12  No sodico

La interpretacion de los resultados de la caracterizacion del suelo, corresponde a una
conductividad eléctrica muy ligeramente salina con valor de 0.54 dS/m (Cuadro N° 4).
Ademas, el pH del campo experimental mostré un valor de 8.1, siendo moderadamente
alcalino. De textura franca, con un contenido de materia organica igual a 1.18%,
clasificado como bajo, el fésforo disponible es de 8.8 ppm, clasificado como medio, lo
cual equivale a 56.43 kg/ha de P.Os/ha y el potasio presenta un valor de 456 kg/ha de
K20 /ha, caracterizado como nivel alto.

Finalmente, la capacidad de intercambio cationico (CIC) del suelo del campo

experimental presenta un nivel medio, 18.38 cmol/kg.
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4.2. Caracteristicas climéaticas durante el desarrollo del cultivo
Las variables climaticas promedio por mes dadas durante el desarrollo del cultivo se
puede observar en el cuadro N° 5.

Cuadro N° 5. Variables climaticas registradas durante el periodo
experimental del cultivo

Radiacién HR® Evapotranspiracion

Mes solar Helofania T2max T2min Te Amplitud max HR2 min HR2 prom potencial Precip
(landley/dia) (horas/mes) (2C) (eC) prom. térmica (°C) (%) (%) (%) (mm/mes) (mm/mes)

Set 9.69 57.9 17.9 12.5 14.9 5.4 98 78 88 57.1 4.6

Oct 13.78 148.2 19.9 12.8 16.6 7.1 95 77 87 88.5 0.8

Nov 16.44 182.9 221 14.2 18.5 7.9 94 71 82 105.5 0.3

Dic 13.5 163.1 241 16.1 20.1 8 93 69 81 116 0

Ene 15.9 130.1 27.7 19.6 239 8.1 93 70 80 1344 Traza

Fuente: Estacién Meteoroldgica Alexander Von Humbolt — UNALM

El clima durante el tiempo de desarrollo y crecimiento del frijol en el campo
experimental fue favorable en cuanto a temperatura, mayor a 10°C y menor a 25°C,
ideal para plantas C3, aunque la precipitacion fue escaza y la evaporacion alta, por tal

motivo se reg0 para satisfacer la demanda de hidrica del cultivo.

4.3. MATERIALES

4.3.1. Material biologico

4.3.1.1. Frijol Canario Centenario

El frijol Canario Centenario debe su nombre al lanzamiento realizado por el programa
de leguminosas de la Universidad Nacional Agraria La Molina, con motivo del
centenario de creacion de dicha universidad.

Es un frijol arbustivo (tipo 1), de una altura de 60 cm, produce entre 15 — 30
vainas/planta, con 5 granos/vaina, de color amarillo intenso brilloso, de tamafio
mediano, forma ovoide truncado, 55.5 g /100 granos. De un periodo vegetativo de 110
dias.

Se recomienda la siembra de esta variedad en la costa y para el valle interandino hasta
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los 2400 msnm. Tiene un rendimiento en la costa de 2500 — 3000 kg/ha, en la sierra baja
hasta los 2400 msnm, 2000 kg/ha.

El Canario Centenario es resistente al virus del mosaico comin (BCMV), tolerante a la
“roya” (Uromyces appendiculatus) y al “oidium” (Ersiphe polygoni).

Para el caso del trabajo experimental se necesité un promedio de cinco kg de semilla
frijol Canario Centenario del programa de leguminosas de la Universidad Nacional
Agraria La Molina.

4.3.1.2. Bacterias Rhizobium etli

El indculo de Rhizobium etli procedid del Laboratorio de Ecologia Microbiana y de
Biotecnologia Marino Tabusso de la Universidad Nacional Agraria La Molina, viene en
presentacion liquida en frascos de 50 mL, cuya concentracion es 108 células/mL.

4.3.2. Materiales

4.3.2.1. Bomba de agua

Se us6 una bomba de agua a gasolina, marca Yamaha, de una potencia de 5.5 HP, con
una salida de agua de tres pulgadas, para suministrar el riego por aspersion.

4.3.2.2. Fertilizantes

Las fuentes de fertilizantes usados en la presente tesis se pueden apreciar en el cuadro
N° 6, con sus respectivas caracteristicas.

Cuadro N° 6. Fuentes de fertilizantes usados en el campo experimental

Fertilizante Formula Ley (%) Tipo  Solubilidad
Nitrato de amonio NHsNO; 335N Granular  muy alta
g;lgiegfosfato triple de Ca(H.PO4), 46 P,0s Granular media
Sulfato de potasio K,SO4 50 K20, 11 S%,22% MgO Granular alta
Sulpomag KMg.250, 22K;0,11Sy 22 MgO  Granular alta
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Los micronutrientes usados se mencionan a continuacion:

Molibdato de amonio (NH4)sM07024.2H,0)

Tiene como ley de fertilizante 54 % de Mo, con una solubilidad alta y una densidad de
3.28 g/lcm®,

Sulfato de cobalto (CoSO4.7 H,0)

En cuanto a cobalto presenta entre un 99 - 98% como CoSOQs, de aspecto cristalino,
solido, color rosado rojo, con un punto de fusién de 97°C, peso molecular de 281.10
g/mol, densidad de 1.948 g/cm?® y altamente soluble.

Micronutrientes

Se aplicard una mezcla de micronutrientes consistente en sulfato de hierro, cobre, zinc,
manganeso Yy acido borico, diluyendo la mezcla y aplicando al cuello de las plantulas de
frijol.

4.4. Tratamientos en estudio

Para el presente proyecto se considera los siguientes tratamientos observados en el

cuadro N° 7.
Cuadro N° 7. Tratamientos en Estudio
. e . Insumos a usar
Tratamientos Grupos Descripcion
N P0s KO Em Mo* Co**
T1 Testigo Testigo 0 0 0O o0 0 0
T2 Fertilizacin Fertilizacion sintética 80 60 60 Em 0 0
T3 . Fertilizacion sintética mas Mo 80 60 60 Em Mo 0
sintética con N e e e . ,
T4 Fertilizacidn sintética mas Moy Co 80 60 60 Em Mo Co
T5 Rhizobium Rh 60 60 Em 0 0
T6 Rizobiales Rhizobium mas Mo Rh 60 60 Em Mo 0
T7 Rhizobium mas Moy Co Rh 60 60 Em Mo Co
Em : mezcla de elementos menores.
Rh : Rhizobium etli
* : 200 g/80kg de semilla del molibdato de amonio.
** : 100 g /80kg de semilla del sulfato de cobalto.

Los siete tratamientos se agrupan, aparte del testigo, en tres tratamientos de
fertilizaciones sintéticas (T2, T3y T4) y tres de rizobiales (T5, T6 y T7) (Cuadro N° 7).
Los primeros tratamientos de cada grupo no recibieron Mo ni Co, los siguientes
solamente se adicioné Mo, a la dosis de 200 g/80 kg de semilla de molibdato de
amonio; y, a los terceros se afiadié Mo y Co, con la misma dosis del molibdeno y el Co
a 100 g/80 kg de semilla de sulfato de cobalto, diluyendo éstos en 100 ml de agua y

sumergiendo las semillas en dicha dilucion (para todos los casos).
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4.5. Disefo experimental

4.5.1. Caracteristicas del campo experimental:

Parcelas:
NUmero 035
NUmero de surcos :5
Ancho de parcela 4
Distancia entre golpes :0.2m
Distancia entre surcos :0.8m
Numero de golpes/surco : 50
NUmero de semillas/golpe  : 1
Area de parcela 216 m?
Area total : 560 m?
Bloques:
Numero 5
Numero de parcelas/bloque : 7
Ancho del bloque :4m
Largo del bloque ;16 m
Avrea del bloque . 64 m?
Calles:
Numero de calles :4m
Ancho de calles :1lm
Largo de calle 128 m
Area de calle 1 112 m?
Area total del experimento . 672 m?
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4.6. Procedimiento

La presente investigacion, en la etapa de campo, se inicié con la preparacion del terreno,
bajo un sistema de cero labranza, por lo que no se labré el suelo, sin embargo se
adiciono rastrojo de frijol y se delimit6 o traz6 las unidades experimentales. Luego de
un mes aproximadamente se sembré las semillas de frijol Canario Centenario
previamente ya tratadas con Rhizobium, Mo y Co. Se regd oportunamente el campo
experimental hasta llegar a la madurez fisiolégica del grano del frijol. También, las
fertilizaciones sintéticas se realizaron oportunamente y de igual modo para el control de
plagas, enfermedades y malezas. Se culminé la etapa de campo con la cosecha y con el
registro de indicadores preestablecidos en la etapa fenologica oportuna.

4.7. Conduccidn del experimento

4.7.1. Eleccion del terreno

Fue dificil conseguir un terreno ideal para la siembra en cero labranza debido a que en
la cosecha del cultivo precedente no queda casi nada de rastrojo, debido a la costumbre
de la labranza tradicional. Sin embargo, el suelo de la Universidad Nacional Agraria La
Molina, presenta una excelente caracteristica friable; por lo que se eligid un campo de
cultivo en el que se habia cosechado maiz, meses anteriores, el cual tenia algo de
rastrojo y estaba totalmente enmalezado.

4.7.2. Preparacion del terreno

El campo experimental estaba totalmente enmalezado y con poco rastrojo del maiz, por
lo cual se aplico glifosato a una concentracion de 2 litros de glifosato /200 litros de
agua, mas 50 mL de adherente agricola. Después de “quemar” las malezas, el rastrojo
resultante sobre el area experimental fue demasiado escaso, por lo que se procedio a

depositar, sobre dicha area, rastrojo de frijol en una proporcion aproximada de 2 t/ha.
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Luego durante cuatro semanas se aplico tres riegos por aspersion para almacenar agua
en el suelo y principalmente fomentar la actividad microbiana del suelo.

4.7.3. Trazado de las unidades experimentales

Usando cuerdas de rafia y estacas de madera se delimitd las unidades experimentales,
basadas en el disefio del campo experimental, aprecidndose claramente 35 unidades
(Foto N° 1).

4.7.4. Inoculacion de Rhizobium y con adicion de molibdeno y cobalto

La inoculacion del Rhizobium a la semilla fue el dia de la siembra, junto con el
molibdeno y cobalto, utilizando goma arabiga para adherir éstos a la semilla. Este
procedimiento se hizo cuidadosamente utilizando guantes, a la sombra evitando los
rayos solares y luego se dejé secar 30 minutos. Para la inoculacion del Rhizobium, se
diluyo este, mas el Mo y Co en agua en la proporcion, 50ml/80Kg de semilla (inéculo),
200 gramos/80Kg de semilla (molibdato de amonio) y 100 g /80kg de semilla (sulfato
de Co), respectivamente.

4.7.5. Siembra

La siembra se realiz6 manualmente a los 37 dias después de la preparacion de terreno,
cuando el suelo estaba a capacidad de campo, depositando tres semillas cada 0.20 m, a
una profundidad aproximada de 0.04 my 0.80 entre lineas.

4.7.6. Germinacion

La emergencia de las plantulas fue muy buena, mayor al 90%, estableciéndose entre los
ocho y nueve dias después de la siembra. Solamente se tuvo problemas con los pajaros
que comian las semillas y plantulas recién germinadas, por lo que se tuvo que cuidar el

campo experimental 11 horas diarias, durante cuatro dias (Foto N° 1).
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Foto N° 1. Trazado de parcelas experimentales y emergencia de plantulas

4.7.7. Primera fertilizacion

La fertilizacion N, P, K y micronutrientes fue aplicada de acuerdo a los tratamientos
establecidos, 15 dias después de la emergencia. La mitad de la dosis de nitrato de
amonio para las unidades experimentales con fertilizacion sintética y completa para los
demas nutrientes.

4.7.8. Riego

Después de la fertilizacion se aplico un riego ligero por aspersion, ya que el suelo
contaba con suficiente humedad, solamente para activar los nutrientes.

4.7.9. Control fitosanitario

Las plagas y enfermedades ocurridas durante todo el ciclo fenolégico del cultivo se
muestran en el cuadro N° 8, apreciandose también el plaguicida usado para el control,

dosis y momento de aparicion.
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Cuadro N° 8. Plagas y enfermedades ocurridas durante todo el ciclo fenoldgico del

frijol Canario Centenario

Etapa fenoldgica Plaga y enfermedad Plaguicida Dosis
Germinaciény “Gusanos de Tierra” (Agrotis spp) Cipermetina  200mL/200 L
emergencia “Feltia experta” (Elasmopalpus spp) Clorpirifos 400 mL/200L
“Tizén del halo” (Pseudomonas phaseoli) Cupravit 200g/200 L
“Mosca minadora” (Liriomiza spp) Abamectina 200 mL/200L
Crecimiento  “Comedor de hoja” (Diabrotica spp) Cipermetria ~ 200mL/200 L.
vegetativo “Caracol” (Helix spp) Cipermetria  200mL/200L.
“Gusano pegador de brote” (Epinotia aporema) Furadan 4F 400 mL/200L
“Roya” (Uromyces appendiculatus) Folicur 200mL/ 200L
Floracion - “Pegador de brotes” (Epinotia aporema) Furadan 4F 400 mL/200 L
reproduccion  “Barrenador de vainas” (Laspeyresia leguminis) Vydate L 300 mL/200L

4.7.10. Control de malezas

Gracias a la gran cantidad de rastrojo presente sobre el suelo, la presencia de malezas
fue muy baja y localizada, es asi que se pudo controlar facilmente haciendo aplicaciones
de glifosato (2000 mL/200 L de agua), localizadamente. Las malezas que mas se
presentaron fueron cuatro: “Yuyo” (Amaranthus ssp), “Rabano” (Raphanus sativus)
“Amor seco” (Bidens pilosa) y “Coquito” (Cyperus rotundus); y, en menor cantidad:
“Grama china” (Sorghum halepense), “Verdolaga” (Portulaca oleracea), y “Cola de

alacran” (Heliotropium spp) (Foto N° 2).
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Foto N° 2. Campo libre de malezas en pleno crecimiento vegetativo del frijol
4.7.11. Cosecha
La cosecha fue realizada la Gltima semana de enero. Las plantas de las lineas centrales
de cada unidad experimental fueron cortadas y agrupadas para la trilla manual,
golpeandolas con un palo de madera para la extraccion de los granos.
En el anexo N° 1 se muestra el cronograma del cultivo desarrollado.
4.8. Caracteristicas evaluadas
4.8.1. Altura de planta (cm): cuando el 50% de las plantas de la parcela presente flores
abiertas. Fue tomado el promedio de la altura de diez plantas, midiendo desde el cuello
hasta el apice de las plantas, de cada unidad experimental.
4.8.2. Area foliar (dm?): en la etapa de crecimiento vegetativo, con un sacabocado
fueron sacados unos circulos de diez plantas por parcela, se midio el area de dichos
circulos y fueron pesados, entonces facilmente se pudo relacionar el peso total por
planta con su respectiva area con la proporcion del peso y area de los circulos.

Finalmente se calculé el promedio.
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4.8.3. Numero de nodulos por planta: de las raices de diez plantas al azar se
contabilizaron el nimero de nédulos y se calcul6 el promedio.

4.8.4. Peso de nodulos: de las diez plantas tomadas al azar anteriormente, para
contabilizar el nimero de nddulos, se pesaron dichos nédulos y se promediaron.

4.8.5. Namero de vainas por planta: fueron tomadas diez plantas al azar de las lineas
centrales por parcela y se contabiliz cuéntas vainas viables tuvo y luego se calculd el
promedio.

4.8.6. Numero de granos por vaina: fueron seleccionadas diez vainas al azar de las
mismas plantas y se contabilizo el nimero de granos para determinar el promedio.

4.8.7. Peso de 100 granos (g): a la cosecha de cada parcela se tomé cinco repeticiones
de muestras correspondientes a 100 granos, ajustando al 14% de humedad y se obtuvo
un promedio.

4.8.8. Rendimiento de grano seco (kg/ha): se peso el grano total de cada parcela, de
las lineas centrales, ajustado al 14% de humedad, por unidad de area.

4.8.9. Indice de cosecha (IC): al cosechar cada parcela, primero fueron tomados el peso
de toda la cosecha (planta mas semilla), luego el peso de la semilla para poder
determinar la relacion entre producto utilizable con el total de la planta (incluida la
semilla).

4.8.10. Nitrégeno en la semilla, rastrojo y total: se tomaron muestra de semilla y
rastrojo por cada unidad experimental y se envié al laboratorio para analizar el
porcentaje de nitrégeno de la semilla y rastrojo y asi también conocer el total. Luego se

pudo calcular los promedios.
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4.9. Andlisis Estadistico

4.9.. Disefio experimental

El andlisis de varianza de los datos obtenidos de las caracteristicas evaluadas, se
hicieron de acuerdo a las especificaciones del disefio experimental empleado, bloques
completamente al azar (DBCA), utilizando el programa de anlisis estadistico Statistical
Analysis Systems SAS 2008 Version 9.1 , para las variables: altura de planta, area
foliar, nimero de granos por vaina, peso de 100 granos, rendimiento de grano seco,
indice de cosecha, nitrégeno total, nitrégeno de la semilla, nitrdgeno de la parte aérea,
peso de nodulos y namero de nodulos.

El DBCA se efectud con siete tratamientos y cinco repeticiones, haciendo un total de 35
unidades experimentales, con 34 grados de libertad, cuyo modelo aditivo lineal es:
Yij=p + Ti+pj + €jj

Yij : observacion del tratamiento del i-ésimo tratamiento en el j-ésimo
bloque.

U . efecto de la media general.

Ti : efecto del i-ésimo tratamiento.

Bj . efecto del j-ésimo tratamiento.

€ij . error experimental, correspondiente al j-ésimo bloque, a la cual se le

aplicé el i-ésimo tratamiento.

Donde
i =1........ 7 tratamientos
j =1..... 5 repeticiones

El esquema del ANV A para parametros en comparacion:

FV GL SC Cmed Fcal
Bloques r—-1=4 SCB cmB cmB/cme
Tratamientos t—1=6 SCT comT cmT/cme
Error (r-1)(t-1)=24 SCE cmE
Total 34 SCT
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4.9.2. Tratamiento estadistico

Para establecer las diferencias significativas entre los tratamientos se utilizé la prueba
de comparacion del HSD de Tukey de comparacion multiple, con un nivel de
significacion de 5 %, para agrupar los datos segln diferencias estadisticas minimas
significativas, utilizando el programa de analisis estadistico Statistical Analysis Systems

SAS 2008 Version 9.1
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V. RESULTADO Y DISCUSION
Los resultados obtenidos de las variables de absorcion de nitrdgeno, biométricas y
componentes de rendimiento evaluados en el cultivo de frijol Canario Centenario se

resumen en el Cuadro N° 9.

34



Cuadro N° 9. Promedio de las variables biométricas y de los componentes de rendimiento

Tratamientos Tratamientos Altura Area foliar N2 vainas/pl N2 granos/vaina Peso 100 granos  Peso total IC Rendimiento
(agrupacion) cm * dm? * N2 * Ne * gramo * kg/ha * % * Kg/ha *
Testigo T 46.38° 100 8.216F 100 8.80° 100 3.2° 100 40.19° 100 1433.7° 100 47° 100 679.740F 100
Fertilizacion N 65.24"% 141 36.73° 459 16.8° 191 4.2%8¢ 131 41.61%* 104 3647.5° 254 52° 111 1881.96° 277
sintética con NMo 68.56" 148 45.23* 565 32.4* 368 5.0% 156 42.35% 105 5287.5* 369 51° 109 2716.00" 400
N NMoCo 65.92"% 142 41.01®° 513 28.2° 320 4.6"8 144 42.22% 105 4680.0° 326 51° 109 2402.90®° 354

Rh 61.26% 132 25.37° 317 11.2° 127 3.4%° 106 41.31° 103 2272.4%F 158 528¢ 111 1191.92% 175

Rizobiales RhMo 64.72"% 140 35.20° 440 16.2° 184 4.08P 125 41.46%* 103 3137.5° 219 55* 117 1719.28° 253

RhMoCo 63.48"% 137 30.97° 387 16.4° 186 4.2"%¢ 131 41.79%* 104 3212.5° 224 5434 115 1727.80° 254

Los valores mostrados son promedio de cinco repeticiones. Los valores dentro de la columna y con la misma letra no son significativamente
diferentes para la prueba HSD de Tukey. Y los valores en la columna del asterisco, son las variaciones porcentuales, respecto al testigo.
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5.1 Altura de planta

En el cuadro de promedios de altura de planta (Cuadro N° 9), el testigo present6 46.38
cmy la aplicacion de nitrogeno incrementd la altura en un 41%, al agregar Mo la altura
aumentd un 48 % y con el suministro de Co se obtuvo un 42%, observandose que el
tratamiento del molibdeno en la fertilizacién nitrogenada mostré mejor resultado,
debiéndose al mejor desempefio de la nitrato reductasa en la reduccion del nitrato a
nitrito por mayor presencia del molibdeno (Marschner 1995).

En cambio, los tratamientos rizobiales al inocular el Rhizobium etli la altura de planta
aumentd un 32 %; cuando se agregdé Mo, al anterior, incrementé un 40 %; y el
tratamiento RhMoCo aumenté un 37 %. de modo correlativo a los tratamientos
nitrogenados, también el Mo en el tratamiento rizobial presentd mejor respuesta. Se
observé un comportamiento muy semejante, pero en el cultivo de soya (Marcondes et al
2005), pudiendose explicar que dicho micronutriente a través de las enzimas
nitrogenasa y la xantina oxidasa/deshidrogenasa favorecio la fijacion de nitrégeno
atmosférico y metabolismo de purinas, respectivamente (Marschner 1995).

Cabe resaltar que la altura de planta en ambos casos, los nitrogenados y rizobiales con
molibdeno, al suministrarles cobalto disminuyo ligeramente.

En el analisis de variancia, el efecto de la aplicacién de Mo y Co a semillas de frijol
Canario Centenario, con fertilizacion sintética e inoculacién con Rhizobium, mostro
diferencias estadisticas altamente significativas en cuanto a la altura de planta (o = 0.05)
(Anexo N° 2).

La prueba de comparacion de Tukey (Cuadro N° 9), agrup6 a los tratamientos N,
NMoCo, RhMo y RhMoCo sin diferencia estadistica significativa, mostrando a los

tratamientos NMo y Rh con mayor significado estadistico en el orden mencionado.
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5.2 Area foliar

En el cuadro de promedios (Cuadro N° 9) y en el grafico N° 1, el area foliar de los
tratamientos con fertilizacion sintética de N presentaron, claramente mayor valor que
los tratamientos rizobiales y estos a su vez mayor que el testigo. El tratamiento
nitrogenado incrementd un 359 % respecto al testigo; al agregar molibdeno al
nitrogenado aument6é un 465 %; vy adicionando cobalto al NMo, dicho parametro
acrecentd un 413 % respecto al testigo. Siendo el tratamiento NMo el que mejor
resultado mostrd entre todos los tratamientos (nitrogenados Yy rizobiales), sustentandose
en que el Mo, como cofactor de la nitrato reductasa, aumenta la actividad de esta
enzima, por lo que al aplicar 5 ug Mo por planta, dicha actividad se incremento en 27.3
veces al cabo de 70 horas (Marschner 1995).

En los tratamientos rizobiales, la sola inoculacion del Rhizobium etli, incremento el area
foliar en 217 % respecto al testigo; al agregar molibdeno al Rhizobium se increment6
un 340 % vy agregando cobalto al RhMo acrecent6 un 287 %. De estos tratamientos, el
RhMo fue el que mostré mejor efecto en el incremento del area foliar, destacandose el
importantisimo rol del molibdeno en la actividad de la nitrogenasa y xantina
oxidasa/deshidrogenasa, en la reduccién del nitrégeno atmosférico y el metabolismo de
las purinas a ureidos (Marschner 1995). Sin embargo, no hubo complementariedad del
molibdeno y cobalto al agregarse éste al RhMo, contrariamente el area foliar disminuyd
ligeramente. Pero, tal vez se compensa con el aumentd 3.75 nddulos por planta y un
ligero incremento en el rendimiento de semilla, 8.52 Kg/ha, es decir que la aplicacion de
cobalto favorecid a los dos reservorios; ya que este microelemento esta formando parte
esencial de la coenzima cobalamina de la que dependen tres enzimas para la nodulacién:

metil malonil coenzima A mutasa, ribonucleétido reductasa y metionina sintasa,
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participando en la sintesis de hemo, ADN y de proteinas, respectivamente (Mengel y
Kirkby 2000).

En el andlisis de variancia, el efecto de la aplicacion de Mo y Co a semillas de frijol
canario “centenario”, con y sin inoculacion, mostrd diferencias estadisticas altamente
significativas en cuanto al area foliar (oo = 0.05) (Anexo N° 2).

La prueba de comparacion de Tukey (Cuadro N° 9), muestra diferencias estadisticas
significativas, excepto para los tratamientos nitrogenados y RhMo. Siendo el
tratamiento NMo el de mayor jerarquia.

5.3 Numero de vainas por planta

En el cuadro de promedios (Cuadro N° 9) y grafico N° 2, el nimero de vainas por
planta, el tratamiento nitrogenado sintético aument6 dicho pardmetro 91 % respecto al
testigo. Al agregar molibdeno al nitrogenado increment6 en 268 % y, suministrando a
éste cobalto aumenté sélo 220 %. Un efecto semejante y corroborativo se podria
considerar el aumento de dicho parametro en 1.54 veces en frijol comun al aplicar
foliarmente molibdeno y resaltando que como fuente de nitrégeno se uso la urea (Pessoa
et al., 2001). Sin embargo, usando como fuente nitrogenada la urea en la nutricion del
suelo, la aplicacién foliar de molibdeno no tuvo efecto en el nimero de vainas por
planta (Fernandes et al., 2005). De esta manera podemos inferir que el molibdeno
aplicado muestra mejor respuesta si la fuente nitrogenada a usar es nitrica, ya que este
microelemento interviene a través de la nitrato reductasa para reducir el nitrato a nitrito
(Marschner 1995).

La inoculacién de Rhizobium etli, incrementd un 27 % el nGmero de vainas por planta,
respecto al testigo; agregando Mo al Rh aument6 un 84 %:; y el tratamiento RhMoCo
aument6 86 % dicho parametro. Esta situacion, es similar cuando a las semillas de frijol

comun se aplicé 0.6 y 14 g/ha de Mo y Co, respectivamente (Corréa et al., 1990). El
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incremento del nimero de vainas por planta favorecido por estos microelementos, se
podria explicar por el incremento de la actividad de la nitrogenasa y xantina
oxidasa/deshigrogenasa, en el caso del molibdeno para la fijacion de nitrogeno y
metabolismo de la purina. Y en el caso de cobalto, a través de las enzimas metionia
sintasa , ribonucle6tido reductasa y metil malonil coenzima A, para la sintesis de
proteinas, ADN y grupos hemos (en los Rhizobium), respectivamente (Mengel y Kirkby
2000).

El tratamiento RhMoCo fue el que presenté mejor respuesta dentro de los rizobiales y
fue la que mas se aproxima, sélo, al tratamiento nitrogenado sin Mo ni Co.

En el analisis de variancia, el efecto de la aplicacion de Mo y Co a las semillas de frijol
Canario Centenario, con y sin inoculacion, mostro diferencias estadisticas altamente
significativas en cuanto al nimero de vainas por planta (o = 0.05) (Anexo N° 2).

En la prueba de comparacion de Tukey (Cuadro N° 9), el nimero de vainas por planta,
mostré diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos, a excepcion del N,

RhMo y RhMoCo, siendo el tratamiento NMo el de mayor categoria.
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Grafico N° 1. Efecto de la adicion del Moy Co a la semilla, sobre el area foliar de
las plantas de frijol
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Gréfico N° 2. Efecto de la aplicacion del Moy Co en el nUmero de vainas por
planta de frijol
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5.4 NUmero de granos por vaina

En el cuadro de promedios del ndmero de granos por vaina (Cuadro N° 9) y en el
grafico N° 3, al aplicar solamente nitrégeno, dicho parametro aumentd 31 % respecto al
testigo, adicionando molibdeno al anterior se obtuvo un 56 % mas y suministrando
cobalto a la asociacion NMo, aumento un 44 %, este descenso podria justificarse con un
aumento en el namero de vainas por planta. En correlacion a este experimento, pero
utilizando urea como fuente nitrégeno y adicionando molibdeno, se incrementd dicho
indicador en 1.23 veces (Pessoa et al., 2001), pero de este mismo modo no se logrd
incrementar dicho parametro en otro experimento (Fernandes et al., 2005). Es asi que,
de nuevo se resalta la importancia de emplear fuentes de nitrogeno no reducidas ante la
aplicacion de molibdeno, ya que éste mejora la actividad enzimatica de la nitrato
reductasa en el metabolismo del nitrogeno (Marschner 1995).

En cuanto a los tratamientos rizobiales, la inoculacion de la bacteria incremento el
namero de granos por vaina en 6 %, al agregarle molibdeno al tratamiento anterior, el
indicador se incrementd 25 % e igualmente fue cuando se suministrd cobalto, aumentd
un 31 %. Correlativamente, fue similar cuando a las semillas de frijol comun se aplico
0.6 y 14 g/ha de Mo y Co, respectivamente (Corréa et al., 1990). EI aumento de dicho
indicador se podria explicar por un mejor desempefio de las enzimas catalizadoras del
nitrégeno al tener mayor disponibilidad de sus cofactores.

En el analisis de variancia, el efecto de la aplicacion de Mo y Co a las semillas de frijol
Canario Centenario, con y sin inoculacién, mostré diferencias estadisticas altamente
significativas en cuanto al nimero de granos por vaina (o = 0.05) (Anexo N° 2).

La prueba de comparacion de HSD de Tukey (Cuadro N° 9), mostré mayor grado de

significancia el tratamiento NMo.
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Grafico N° 3. Efecto de la aplicacion del Moy Co en el nimero de granos por
vaina, por planta de frijol
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Gréfico N° 4. Efecto de la aplicacion del Moy Co en el peso de 100 granos en la
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42



5.5 Peso de 100 granos

En el cuadro de promedios (Cuadro N° 9) y en el grafico N° 4, en el peso de 100 granos,
la aplicaciéon de nitrégeno increment6 el peso de 100 granos en un 4 %, al agregar
molibdeno a este tratamiento, se elevd dicho indicador en un 5 % y adicionandole
cobalto, no mostrd alteracion. Similarmente, la aplicacion foliar de 75 g Mo/ha aumento
el peso de 100 semillas en un 5 % (Araujo et al., 2008). Este parametro esta
relacionado directamente con el tenor de nitrogeno y el rendimiento, por lo que se
podria inferir que el molibdeno como cofactor de la nitrato reductasa, metabolizé mejor
el nitrogeno, obteniéndose mayor concentracion de nitrogeno en el grano y por lo tanto
mayor peso en estas.

La inoculacion de Rhizobium mostré un aumento del 3 % en el peso de 100 semillas
respecto al testigo (Cuadro N° 9). Agregando molibdeno a la semilla inoculada, el
indicador no vari6 y adicionando cobalto al tratamiento anterior (RhMo), dicho
parametro aumentd muy ligeramente. La observacion del incremento de dicho indicador
por el efecto del Mo y Co se podria explicar a través del rol importante de las enzimas
implicadas en el proceso de fijacion y metabolismo de nitrégeno, para el caso de
molibdeno aplicado; y, en la mejora cualitativa y cuantitativa de la bacteria para la
sintesis de ADN, proteinas y hemo proporcionadas por el cobalto como parte de la
cobalamina (Mengel y Kirkby 2000).

En este parametro los dos sistemas, nitrogenado Yy rizobial mostraron similar resultado,
pero el tratamiento nitrogenado con Mo y/o Co presentaron mejor respuesta (Cuadro N°
9).

Finalmente, en el analisis de variancia, el efecto de la aplicacién de Mo y Co a las
semillas de frijol Canario Centenario, con y sin inoculacién, mostré diferencias

estadisticas significativas en cuanto al peso de 100 granos (a = 0.05) (Anexo N° 2). La
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prueba de comparacién de Tukey (Cuadro N° 9), expresd que entre los tratamientos no
se presenta diferencia estadistica significativa a excepcién del testigo, situandolo en la
ultima categoria.

5.6 Peso total

En el cuadro de promedios (Cuadro N° 9) y en el grafico N° 5, en el peso total, el
tratamiento nitrogenado aumentd un 154 % respecto al testigo, al agregarle molibdeno
dicho indicador aumenté un 269 % y adicionando cobalto al NMo el incremento fue un
226 %, es decir 43 % menos que el anterior. Al igual que en pardmetros anteriores,
como la altura de planta, el area foliar, el nUmero de vainas por planta y nimero de
granos por vaina, al agregar cobalto al tratamiento NMo, el peso total disminuyo. Dicho
efecto del suministro del cobalto fue corroborado en soya (Marcondes 2005).

La inoculacion de la bacteria significO un aumento de 58 % de peso total respecto al
testigo, 2272.45 kg/ha; con la adicion de molibdeno a la inoculacién de Rhizobium, el
parametro se incremento en 119 %, es decir un 61 % mas y el suministro de cobalto al
RhMo elevo el peso total en un 124 % mas respecto al testigo. De manera similar, al
inocular la bacteria aumento el peso total en un 27.8 %; agregando molibdeno, a dosis
bajas se alcanzd un incremento en un rango de 58.51 - 71.7 % y suministrando
molibdeno y cobalto al tratamiento rizobial, el indicador aumento entre un 64.1 — 97.5
% (Pattanayak et al., 2000).

Es asi que en el tratamiento rizobial con Mo y Co es el que mas se aproxima
(cuantitativamente, no estadisticamente), al peso total del tratamiento sintético
nitrogenado solo, lo cual podria explicarse por una mejor eficiencia del Rhizobium en el

metabolismo del nitrégeno debido a dichos micronutrientes.
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En el andlisis de variancia, el efecto de la aplicacion de Mo y Co a las semillas de frijol
Canario Centenario, con y sin inoculacion, mostré diferencias estadisticas altamente
significativas en cuanto al peso total (o = 0.05) (Anexo N° 2).

En la prueba de comparacion de Tukey (Cuadro N° 9), los tratamientos nitrogenados
presentan mayor rango estadistico que los rizobiales, siendo el NMo superior.

5.7 indice de cosecha

En el cuadro de promedios el indice de cosecha (Cuadro N° 9) y en el grafico N° 6,
teniendo como referente al testigo, la aplicacién de nitrdgeno solo incrementé el indice
de cosecha en 11 % y al agregar Mo y/o Co al nitrogenado el indicador aument6 9 %.
Probablemente, no se presentd incrementos de dicho parametro en cuestion, al agregar
molibdeno y/o cobalto, por el mayor incremento en el area foliar y mayor peso de grano
y asi estar compensado.

Comparado los tratamientos sintéticos nitrogenados con los promedios de los
tratamientos rizobiales, éstos fueron superiores en el indice de cosecha, a excepcion del
rizobial solo. Al agregar molibdeno al rizobial, el indicador aumenté 17 % mas que el
testigo y suministrando Mo y Co se increment6 un 15 %. En general, los tratamientos
rizobiales, al suministrarles Mo y/o Co, en comparacion con los tratamientos sintéticos
nitrogenados, presentan mayor balance de fotosintatos hacia el reservorio. Ademas, los
Rhizobium exportan ureidos con la proporcion N/C = 4/4, mientras que las plantas con
tratamientos nitrogenados sintéticos exportan amidas con la relacion N/C igual a 4/6
(Gonzales et al., 2006), de esta manera los Rhizobium requieren menor cantidad de
carbono del reservorio (grano) para la sintesis de igual cantidad de nitrégeno organico
que los fertilizados con nitrogeno sintético (Marschner 1995), pudiéndose ahorrar mas
carbono en el grano y asi explicar el mayor indice de cosecha en los tratamientos

rizobiales.
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En el andlisis de variancia, el efecto de la aplicacion de Mo y Co a las semillas de frijol
Canario Centenario, con y sin inoculacion, mostro diferencias estadisticas significativas
en cuanto al indice de cosecha (o = 0.05) (Anexo N° 2).

En la prueba de comparacion de Tukey (Cuadro N° 9), los tratamientos sintéticos con
nitrégeno no presentaron diferencia estadistica significativa, tampoco entre NMoCo con
Rh y entre RhMo con el RhMoCo, siendo el RhMo de mayor rango estadistico en esta

comparacion.

6000 -

ov]

5000

4000

3000

kg/ha

2000
1000

+Mo

Gréfico N° 5. Efecto de la aplicacion de Mo y Co en el peso total de las plantas de
frijol
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Gréfico N° 6. Efecto de la aplicacion del Moy Co en el indice de cosecha de las
plantas de frijol

5.8 Rendimiento

En el cuadro de promedios (Cuadro N° 9), y en el grafico N° 7, el rendimiento de los
tratamientos nitrogenados son superiores a los rizobiales, a su vez éstos mayores al
testigo. Teniendo el testigo de referente, 679.7 kg/ha, al suministrar nitrégeno al frijol el
rendimiento aumento en un 177 % y lo resaltante fue que al agregar molibdeno a este
tratamiento nitrogenado, el rendimiento llegé a 2716 kg/ha, 300 % mas 0 4 veces mas
respecto al testigo, el cual fue superior a todos los tratamientos. Con semejante manejo,
al aplicar molibdeno y cobalto a semillas de frijol comun se logré aumentar el
rendimiento en 3.23 veces (Pessoa et al., 2001). En otro experimento con los mismos
materiales y semejante tratamiento, pero usando como fuente de nitrégeno la urea y
necesariamente aplicando molibdeno via foliar, se incrementé el rendimiento solamente
un 20 %, (Fullin et al., 1999) y un 18.3% (Fernandes et al., 2005). Esta mayor eficiencia
en la produccion de granos, posiblemente se debe al mejor metabolismo de fuentes
reducidas de nitrogeno, debido a la actividad de la nitrato reductasa, cuyo cofactor

esencial es el molibdeno, para la reduccion a nitrato (Marschner 1995).
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Al agregar cobalto al tratamiento NMo, el rendimiento aumentd en un 254 %, 313.1
Kg/ha menos que el tratamiento NMo. Igual efecto se mostré al agregar cobalto
(Marcondes et al., 2005). Por lo que se podria argumentar que el cobalto no esta
implicado en el metabolismo del nitrégeno cuando se incorpora fertilizantes sintéticos
nitrogenados, sino interviene como cofactor de la coenzima cobalamina en tres enzimas
importantes para la fijacién simbi6tica de nitrégeno (Mengel y Kirkby 2000).

Cuando se inoculd Rhizobium a la semilla de frijol, el rendimiento aument6 en un 75 %,
debido a que estas bacterias pueden fijar simbi6ticamente nitrogeno atmosférico a través
de la enzima nitrogenasa (Sylvia et al., 1998). Al agregar molibdeno a este tratamiento,
el rendimiento se incremento en un 153 % respecto al testigo y unos 527.36 kg/ha mas
que el tratamiento rizobial simple. Lo que podria explicarse, porque el molibdeno
cumple un rol sustancial como cofactor en enzimas importantes para el metabolismo del
nitrégeno y de las purinas, como son la nitrogenasa y xantina oxidasa, respectivamente
(Marschner 1995).  Asi mismo, se incrementd un 27.8 % al inocular Rhizobium al
frijol comun y agregando molibdeno a dosis bajas se aumentd un 71.7 % (Pattanayak et
al., 2000).

Suministrando el cobalto al tratamiento RhMo, el rendimiento llegd a 1727.8 kg/ha,
incrementandose 8.52 kg/ha respecto al tratamiento anterior y representa un 154 % de
aumento respecto al testigo. En investigaciones similares, al agregar, via foliar, cobalto
y molibdeno a semillas inoculadas, se incremento el rendimiento en 125% (Berton et
al., 2008) y en 130% (Juanqueira et al., 1977) e incluso se aproximaron al rendimiento
del tratamiento nitrogenado, tan solo con una diferencia de 90 kg/ ha. En soya inoculada
con Bradyrhizobium, la administracion de dichos microelementos via inoculacion a la
semilla aumentd el rendimiento en 254 kg/ha frente a la via foliar que condujo a un

incremento de s6lo 60Kg/ha (Ferris 2004).
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Cabe resaltar que en este experimento, el rendimiento del tratamiento RhMoCo es
cercano al tratamiento nitrogenado simple con una diferencia de 154 kg/ha. Y la adicion
del molibdeno al tratamiento sintético nitrogenado mostré el mejor efecto en el
rendimiento.

En el analisis de variancia, el efecto de la aplicacion de Mo y Co a las semillas de frijol
Canario Centenario, con y sin inoculacion, mostr6 diferencias estadisticas altamente
significativas en el rendimiento (o = 0.05) (Anexo N° 2).

Finalmente, en la prueba de comparacién de Tukey (Cuadro N° 9), mostro diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos a excepcion de los tratamientos RhMo
y RhMoCo, siendo los tratamientos sintéticos nitrogenados los que presentaron mayor
jerarquia que los tratamientos rizobiales y éstos mayores al testigo, donde el tratamiento

nitrogenado con molibdeno (NMo) fue superior.
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Gréfico N° 7. Efecto de la aplicacién del Moy Co en al rendiemiento de las
plantas de frijol
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Cuadro N° 10. Promedio del efecto de la aplicacion de Mo y Co de las variables de
absorcion de nitrogeno y nédulos de las plantas de frijol

Tratamientos Tratamientos N° nédulos Peso nédulos N semilla N rastrojo N total
(agrupacion) Unid/planta * mglpl * gm* * gm* * gm* *
Testigp T 25.7¢ 100 2.1° 100 1.97 100 0.63° 100 2.61° 100
Fertilizacion N 14.7° 57 2.4° 124 5.6° 285 1.80% 287 7.44° 285
sintética con NMo 14.2° 55 2.4° 120 8.4 424 1.66* 265 10.08" 386
N NMoCo 16.5°¢ 64 2.4° 120 6.8° 346 1.88* 301 8.76® 336
Rh 40.28 156 2.3°¢ 117 3.4F 174 1.13® 180 458" 176
Rizobiales RhMo 48.58A 188 2.7° 137 4.8° 242 0.96% 153 5.77% 221
RhMoCo 52.24 203 2.9% 147 5.1°¢ 258 1.15% 183 6.26° 240

Los valores mostrados son promedio de cuatro repeticiones. Los valores dentro de la columna y con
la misma letra no son significativamente diferentes para la prueba HSD de Tukey. Los valores en la
columna del asterisco (*), son variaciones porcentuales, respecto al testigo.

5.9 Numero de nédulos por planta

En el cuadro de promedios (Cuadro N° 10) y en el grafico N° 8, se observa que los
tratamientos rizobiales presentan mayor promedio de nddulos por planta que el testigo y
en promedio el triple de los nitrogenados, y éstos menores que el testigo, resaltando el
tratamiento RhMoCo de mayor promedio de todo el ensayo, 52.25 nodulos por planta.
Antes de instalar el ensayo, el campo habia sido sembrado con frijol inoculado con
Rhizobium etli, es por eso que se debe su presencia de nddulos en el testigo. Sin
embargo, al suministrar nitrégeno su presencia disminuye notablemente, debido a la
competencia por fotosintatos entre los reservorios y por la inhibicion directa, pudiendo
conducir a una alta competencia por equivalentes reducidos y malato, toxicidad de
nitrito y deficiencia de oxigeno (Marschner 1995).

Al suministrar Mo al tratamiento rizobial simple, aumentd el nimero de nddulos en 88
%, lo cual se podria explicar por la alta importancia del molibdeno en las leguminosas
dependientes de la fijacion simbidtica de nitrégeno, por ser un importante cofactor del
complejo nitrogenasa y xantina oxidasa, para la fijacion de nitrégeno y el metabolismo
de las purinas, respectivamente (Mengel y Kirkby 2000). De modo similar, al aplicar

dos dosis de molibdeno en la semilla de frijol lactao inoculado (Mo: 6.4 y 12.8 g/80Kg
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semilla), se incrementd el numero de nddulos en un rango de 122 - 144% (Pattanayak et
al., 2000). Sin embargo, al aplicar molibdeno a la soya en suelos &cidos, no influencié
significativamente en el incremento del nimero de nodulos, ya sea aplicado solo o en
combinacion con cal (Tenywa 1997).

La aplicacion de cobalto al tratamiento rizobial con molibdeno, aumenté ain mas el
nimero de nddulos, en 103 %, observandose una cierta sinergia del cobalto con el
molibdeno, donde aquél, como cofactor, principalmente de las enzimas metionina
sintasa y ribonucledtido reductasa, participan en la sintesis de proteinas y en la de ADN,
respectivamente.

En el analisis de variancia, el efecto de la aplicacion de Mo y Co a las semillas de frijol
Canario Centenario, con y sin inoculacion, mostro diferencias estadisticas altamente
significativas en cuanto al nimero de ndédulos por planta m2 (o = 0.05) (Anexo N° 2).

La prueba de comparacion HSD de Tukey (Cuadro N° 10), arrojé diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos. Sin embargo, en los tratamientos
nitrogenados no hubo diferencia estadistica entre si. En los tratamientos rizobiales no
hubo diferencia estadistica entre el individual con el que tiene Mo, mostrando al
RhMoCo con mayor jerarquia (Mengel y Kirkby 2000). De modo similar, al aplicar las
diferentes combinaciones de las dosis de molibdeno y cobalto en semilla de frijol
Lactao inoculado (Mo: 6.4 y 12.8 g/80Kg semilla y Co: 0.64 y 1.28 g/80kg semilla), se
incremento el ndmero de nodulos en un rango de 144 — 177 %, de igual manera se
mostra sinergia entre la dosis mas alta de Mo con la dosis mas baja de Co (Pattanayak et

al., 2000).
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Graéfico N° 8. Efecto de la aplicacion del Mo y Co en el nUmero de nédulos por planta de
frijol

5.10 Peso de los nodulos
En el cuadro de promedios, el peso de los nodulos (Cuadro N° 10) y en el grafico N° 9,
los tratamientos nitrogenados con o sin Mo y /o cobalto aumenté el peso de los nddulos
entre un 20 — 24 %, no habiendo diferencia estadistica entre ellos.
Al inocular el Rhizobium etli a la semilla el peso de los nédulos se increment6 en un 17
% respecto al testigo y lo resaltante fue que al incorporar Mo al tratamiento rizobial, se
incrementd en un 37.4 % % Yy al suministrar Co al RhMo aumenté un 47 %,
encontrandose complementariedad o sinergia entre dichos micronutrientes.
De manera similar, en frijol Lactao, al agregar Mo, el peso del nddulo acrecent6 en un
rango de 17.5 — 23.9 %. Incorporando Co a este tratamiento (RhMo) el indicador en
cuestion aumenté en 20 - 33.4 %, mostrandose igualmente un efecto de
complementariedad del Mo y Co en la respuesta de este parametro (Pattanayak et al.,

2000). Sin embargo, el Mo y Co suministrado en soya inoculado con Bradyrhizobum, el
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Mo y Co no mostraron complementariedad y tuvieron mejor comportamiento en el peso

del nddulo, en forma individual. (Mohandas 1985).

La explicacion que se podria argumentar es que al adicionar el molibdeno a semillas
inoculadas con Rhizobium, se favorecié el desempefio de la enzima nitrogenasa y
xantina oxidasa. La primera, encargada de descomponer el nitrogeno de la atmosfera,
rompiendo el triple enlace del dinitrogeno atmosférico (Gassen 2002), donde el primer
paso es la protonizacion del Mo para atrapar el N2. Y la segunda enzima, fomenta el
catabolismo de las purinas, o0 mejor dicho del nitrégeno, a ureidos (Marschner 1995).
Pero, las enzimas que mas destacan en términos cuantitativos y cualitativos de los
nodulos de la planta son aquellas que tienen como cofactor a la cobalamina, la cual es

dependiente del Co (Marschner 1995 y Mengel et al., 2000).

En el analisis de variancia, el efecto de la aplicacion de Mo y Co a las semillas de
frijol Canario Centenario, con y sin inoculacion, mostro diferencias estadisticas

significativas en el peso de nodulos (a = 0.05) (Anexo N° 2).

La prueba de comparacion de HSD de Tukey (Cuadro N° 10), mostro que el
tratamiento RhMoCo fue estadisticamente superior a los demas tratamientos, seguido
por RhMo. Ante esta prueba, todos los tratamientos sintéticos nitrogenados junto con

el rizobial solo, no mostraron  diferencia  estadistica  significativa.
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Graéfico N° 9. Efecto de la aplicacion de Mo y Co en el peso de nddulos por planta de frijol

5.11 Nitrdgeno en la semilla

En el cuadro de promedios (Cuadro N° 10) y grafico N° 10, se puede observar que todos
los tratamientos sintéticos nitrogenados son superiores a los rizobiales y éstos mayores
al testigo, destacandose el tratamiento nitrogenado con Mo (NMo) con el valor més alto,
8.43 g N/m?,

La aplicacion de nitr6geno condujo a un incremento en la cantidad de nitrégeno en el
principal reservorio de la planta de frijol, la semilla, un 185 % mas respecto al testigo.
Pero lo mas resaltante fue que al adicionar molibdeno a dicho tratamiento, se
incremento drasticamente el tenor de nitrégeno en 324 % respecto al testigo, es decir,
hubo mas eficiencia de absorcion del nitrégeno, en la cual la enzima nitrato reductasa
juega un rol importantisimo, por ser el molibdeno un cofactor esencial de esta enzima,

reduciendo el nitrato a nitrito e involucrando a dos electrones (Marschner 1995),
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pudiéndose explicar que la actividad enziméatica aumento dieciséis veces més al agregar
80g Mo/ha al cultivo de soya fertilizado con 60 Kg N/ha, comparado con el testigo
(Pessoa et al., 2001). De igual manera, se logrd incrementar logaritmicamente la
actividad de la nitrato reductasa al suministrar 5 pg Mo por planta de trigo frente al
testigo (Marschner 1995). Pero, teniendo en cuenta la fuente de nitrégeno, como la urea,
el uso del molibdeno seria innecesario, por lo que al agregar 20 g Mo/ha a un cultivo de
frijol comun, el aumento del contenido de nitrdgeno en la semilla no fue
estadisticamente significativo, 8 % mas (Fullin et al., 1999).

Adicionando cobalto al tratamiento NMo no se logrd superar la concentracion de
nitrégeno en la semilla comparado con el tratamiento NMo, aumenté un 246 % respecto
al testigo, lo cual se podria deber al incremento del nimero de nodulos.

El inocular Rhizobium etli a las semillas de frijol, el contenido de nitrégeno en la
semilla aumento6 un 74 %, mientras que al agregar Mo a dicho tratamiento la absorcion
aumento en un 142 %, esta mayor eficiencia podria ser explicado por una mejor
desempefio o actividad de las enzimas nitrogenasa y xantina oxidasa, en la reduccion del
dinitrégeno y catabolismo de las purinas, respectivamente (Marschner 1995). Mientras
que al suministra cobalto al frijol tratado con Rhizobium y molibdeno, el contenido de
nitrégeno aumento en 156 %, aumentando ain mas la absorcién de nitrégeno en la
semilla. De manera semejante, en el cultivo de frijol “Lactao”, se pudo incrementar la
eficiencia de absorcion de nitrogeno entre un 73 — 75% con la aplicacién de molibdeno
con el inoculo y se aumentd aln mas al agregar a éste cobalto, en un 73 — 90 %,
teniendo en cuenta que se usaron dosis muy bajas de estos micronutrientes (Fullin et al.,
1999). Sin embargo, el incremento de dicho parametro se vio favorecido en la
aplicacion individual de dichos micronutrientes y no en forma conjunta (Mohandas

1985).
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Cabe resaltar que se presenta semejante absorcién de nitrogeno en la semilla de frijol
entre el tratamiento nitrogenado simple y el RhMoCo.

En el anélisis de variancia, el efecto de la aplicacion de Mo y Co a las semillas de frijol
Canario Centenario, con y sin inoculacion, mostr6 diferencias estadisticas altamente
significativas en cuanto a la cantidad de nitrégeno de la semilla por m2 (o = 0.05)
(Anexo N° 2).

En la prueba de comparacion de Tukey (Cuadro N° 10), arrojé diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos, pero no mostraron diferencia
estadistica significativa entre el tratamiento nitrogenado solo con el rizobial-Mo-Co,
igualmente entre los rizobiales de Mo con Mo-Co.

5.12 Nitrogeno en el rastrojo

En el cuadro de promedios (Cuadro N° 10) y el grafico N° 11 se puede distinguir que
los promedios de los tratamientos nitrogenados muestran mayor absorcion de nitrégeno
en el rastrojo comparado con los tratamientos rizobiales.

La aplicacién de nitrégeno incremento el contenido de éste en el rastrojo en un 187 %
respecto al testigo, sin embargo al agregar molibdeno al tratamiento nitrogenado
aumento 165 %, esta disminucion podria explicarse por un mayor aumento o derivacion
del nitrégeno a la semilla, reservorio principal de la planta. Pero, al adicionar cobalto al
tratamiento NMo, el contenido de nitrogeno fue superior al nitrogenado simple y al
NMo, llegando a un 201 % mas respecto al testigo.

Al inocular Rhizobium a la semilla de frijol, aument6 la absorcion de nitrégeno en el
rastrojo en un 80 % respecto al testigo. Al igual que el tratamiento nitrogenado, al
agregar molibdeno, el contenido de nitrégeno en el rastrojo aumenté un 53 %, menor

que el tratamiento RhMo. Sin embargo, al agregar molibdeno al frijol comun inoculado
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aumento la absorcién de nitrogeno en 1.5 %, pero a la vez se dio mayor increment6 en
la semilla (Pattanayak et al., 2000), es decir se increment6 en los dos reservorios.

Al suministrar cobalto a las semillas inoculadas con Rhizobium y molibdeno, el
contenido de absorcién de nitrdgeno en las semillas aumenté en 83 %, es decir que
resulté mas eficiente ante el tratamiento RhMo. Lo cual nos da a entender que el cobalto
desempefio un papel importante a traves de las enzimas metionina sintasa,
ribonucleétido reductasa y metilmalonil coenzima A mutaza, participando en la sintesis

de proteinas, ADN y hemo, respectivamente (Mengel y Kirkby 2000).
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Graéfico N° 10. Efecto de la aplicacion del Mo y Co en el contenido de nitrégeno de la
semilla de la planta de frijol
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Gréfico N° 11. Efecto de la aplicacion del Mo y Co en el contenido de nitrogeno del
rastrojo de la planta de frijol

58



En el anélisis de variancia, el efecto de la aplicacion de Mo y Co a las semillas de frijol
Canario Centenario, con y sin inoculacion, mostr6é diferencias estadisticas altamente
significativas en cuanto al contenido de nitrogeno en el rastrojo (o = 0.05) (Anexo N°
2).

La prueba de comparacién de Tukey (Cuadro N° 10) mostr6 tres agrupaciones, sin
diferencia estadistica entre los nitrogenados, de igual modo para los rizobiales y como
ultima agrupacion individual muestra al testigo. Siendo los nitrogenados los de mayor
jerarquia que los rizobiales y éstos superiores al testigo.

5.13 Nitrogeno total

En el cuadro de promedios de nitrogeno total (Cuadro N° 10) y en la grafica N° 12 se
observa que todos los tratamientos nitrogenados sintéticos presentan mayor valor
cuantitativo y estadistico que los rizobiales.

Los tratamientos nitrogenados y rizobiales muestran mayor concentracion de nitrégeno
a partir del suministro de molibdeno y solamente se aprecia un efecto complementario
al agregar cobalto en el tratamiento rizobial con molibdeno (RhMo).

En los tratamientos sintéticos nitrogenados, el nitrogenado solo, aument6 el contenido
de nitrégeno total en 185.1 % respecto al testigo. Al agregar molibdeno al tratamiento
anterior, incrementd el contenido de dicho parametro en 286.2 %, aumentando 101 %
mas respecto al nitrégeno solo y resaltando la mayor absorcion de N en las semillas que
en la parte aérea. La mayor eficiencia de absorcion de N al suministrar Mo podria
explicarse por la mejor actividad de la enzima nitrato reductasa para el metabolismo del
nitrato, en la cual los electrones son transferidos directamente desde el molibdeno al
nitrato, convirtiéndose en nitrito para que luego éste sea convertido en otros compuestos

aminados en el metabolismo de la planta (Marschner 1995). Sin embargo, no en todos

59



los cultivares de frijoles comunes ocurre lo mismo, la aplicacion de Mo a los
tratamientos sintéticos nitrogenados, incrementd la concentracion de N en el cultivar
“Pérola”, pero no en el cultivar “IAC carioca” (Fernandes et al., 2005), tampoco,
utilizando cualquier fuente de nitr6geno, como la urea, no se logr6 aumentar la
concentracion de N en frijol comun al suministrar Mo (Fullin et al., 1999).

En este experimento al agregar cobalto al tratamiento nitrogenado con molibdeno, la
absorcion de N aumento en 235 %, disminuy6 un 51 % respecto al tratamiento NMo,
anulando la posibilidad de una complementariedad con el Mo (Cuadro N° 9), pero cabe
remarcar que aun presenta mayor tenor de N que el tratamiento nitrogenado simple, en
un 50 % mas, tal vez pudiéndose explicar por un mayor incremento en el nimero de
nodulos, lo cual representa otro reservorio de la planta.

En los tratamientos rizobiales, este indculo solo, incrementé el contenido de N total en
75.5 % respecto al testigo, menos de la mitad del efecto mostrado en el tratamiento
nitrogenado simple. Al agregar molibdeno a dicho tratamiento, se incremento el
contenido de N total en 121 % y al suministrar cobalto al tratamiento rizobial con Mo
mostrd un efecto sinérgico en la absorcion de N aumentando en un 139.8 % (Cuadro N°
10). La mayor eficiencia de absorcion de N, al aplicar Mo al tratamiento rizobial, puede
sustentarse en que este microelemento es parte esencial de varias enzimas de bacterias
fijadoras de nitrogeno, fortaleciéndose este proceso. La nitrogenasa descompone el
nitrégeno de la atmosfera, rompiendo el triple enlace i6nico entre los dos atomos de N
(Sylvia et al., 1999), donde el primer paso es la protonizacion del Mo para atrapar el N2

y lo reduce a amonio (Marschner 1995).
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Graéfico N° 12. Efecto de la aplicacion del Mo y Co en el contenido de nitrégeno total de la
planta de frijol

Es asi que al aplicar 80g de Mo/ha foliarmente en un cultivo de frijol comun cv “Ouro
Negro” inoculado con Rhizobium, con 20 kg N/ha de fondo, se pudo incrementar 16
veces la actividad de la nitrato reductasa, comparado con las plantas que no recibieron
Mo (Pessoa et al., 2001). De modo semejante, al agregar Mo (6.4 y 12.8 g/80 kg de
semilla), a semillas de frijol lactao “Puri local” inoculadas con Rhizobium, la absorcién
de N total aumento6 en un 24.9 % con la dosis mas baja y 77.5 % con la dosis mas alta.
Mientras que con la aplicacién de Co (1.28 y 0.64 g/80 kg de semilla), a las semillas
inoculadas con Rhizobium, aumentd la absorcion de N en un 78 % y 70.5 %, con la
dosis baja y alta, respectivamente. También, se observd un aumentd sinérgico en la
absorcion de N en todas las combinaciones de Rhizobium, Mo y Co, siendo la maés
eficiente, la rizobial con la maxima dosis de Mo y la minima de Co, en 112 % mas
respecto al testigo (Pattanayak et al., 2000). En otro experimento semejante, pero en
soya inoculada con Bradyrhizobium, los microelementos en cuestion funcionaron mejor,

en forma individual, en la fijacién de N, sin mostrar efecto sinérgico al ser aplicados en
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forma conjunta (Mohandas 1985). La accién del cobalto al ser un componente metalico
de las enzimas metionina sintasa, ribonucledtido reductasa y metilmalonil coenzima A
mutasa, genera mayor eficiencia en la fijacion del nitrégeno de plantas leguminosas
inoculadas al mejorar las propiedades cualitativas y cuantitativas del Rhizobium,
sintetizando proteinas, ADN y porfirinas de hierro, respectivamente (Marschner 1995).

Finalmente, podemos decir que los tratamientos rizobiales tratados con molibdeno, con
y sin cobalto presentan semejante tenor en la cantidad de nitrogeno total absorbido al
tratamiento nitrogenado simple, pero los tratamientos sintéticos nitrogenados con la
adicién de molibdeno y/o cobalto practicamente duplicaron el contenido de N total
comparado con los tratamientos rizobiales con Mo y/o cobalto (Cuadro N° 10).

En el analisis de variancia, el efecto de la aplicacion de Mo y Co a las semillas de frijol
Canario Centenario, con y sin inoculacién, mostroé diferencias estadisticas altamente
significativas en cuanto a la cantidad de nitrogeno total de la planta por m2 (a = 0.05)
(Anexo N° 2).

La prueba de comparacion de Tukey (Cuadro N° 10) arrojé diferencias estadisticamente

significativas entre todos los promedios de los tratamientos.
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VI. CONCLUSIONES
Bajo las condiciones en las que se condujo el experimento se llegd a las siguientes
conclusiones:
1.- La aplicacion de molibdeno en los tratamientos sintéticos nitrogenados y rizobiales
mostré un incremento sobre la absorcion de nitrégeno, parametros biométricos y
componentes de rendimiento del frijol Canario Centenario, siendo superior los
tratamientos nitrogenados en comparacion con los rizobiales, a excepcion del nimero de
nddulos y peso de éstos.
2.- El efecto de la aplicacion de cobalto aplicado conjuntamente con el molibdeno
mostrd un efecto significativo en los tratamientos rizobiales, solamente en el nimero de
nodulos, peso de nddulos y en la absorcion de nitrogeno; y en todos los tratamientos
sintéticos nitrogenados la adicion de cobalto al tratamiento nitrogenado con molibdeno
disminuyo todas las variables en estudio.
3.- La aplicacion de molibdeno a la semilla de frijol Canario Centenario condujo a
buenos resultados, aun en suelos calcareos de tendencia alcalina en la costa.
4.- La aplicacion de molibdeno en el tratamiento rizobial con o sin cobalto, bajo un
sistema de cero labranza en la costa central, presentd un rendimiento mas cercano al

tratamiento nitrogenado simple con un rendimiento menor a éste por 154 kg/ha.
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VIl. RECOMENDACIONES

. Conocer la concentracion de molibdeno y cobalto en el suelo que se siembra
para adecuar la nutricién de estos microelementos.

Realizar la aplicacion de cobalto a las semillas de frijol Canario Centenario
inoculado con Rhizobium, debido a la alta importancia de dicho micronutriente
en el desarrollo y crecimiento del nédulo, mas aun en suelos de pH alcalino por
la disminucién de la disponibilidad de dicho micronutriente en este pH.

. Comparar la aplicacion de molibdeno y/o cobalto via foliar e inoculado a la
semilla de frijol Canario Centenario en suelos alcalinos y acidos.

. Analizar la dosis O0ptima de molibdeno en la fertilizacion nitrogenada tradicional
debido al costo relativamente alto del micronutriente y explorar fuentes
disponibles.

. Aplicar molibdeno a la dosis de 200 g/80 kg de semilla en el cultivo de frijol
Canario Centenario, fertilizadas tradicionalmente con nitrato de amonio o con
inoculacion de bacterias fijadoras de nitrogeno, incrementa el rendimiento en

mas de 500 kg /ha.
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X. ANEXOS
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ANEXO N°1. Cronograma del cultivo

Agosto  Setiembre Octubre Noviembre Diciembre Enero Febrero
1234123412341234123412341234

Actividad

Preparacion de terreno
Aplicacién de herbicida x
Aplicacién de rastrojo
1%riego X X
2%riego X
32riego
Siembra X
Germinacion X
Evaluacion —area foliar X
Evaluacidon —peso fresco X
12 fertilizacion
12riego ligero X
Control fitosanitario
“Tizén del halo” X
“Gusanos de tierra” X
“Mosca minadora” X
“Comedor de hoja” X
“Caracol” X
“Pegador de brotes” X
“Gusano barrenador”
29 fertilizacion X
2%riego ligero
Evaluacién -vaina/planta
Evaluacion —grano/vaina
Control de malezas X
12riego pesado X
Cosecha X
Evaluacion —100granos
Evaluacion —rendimiento
Evaluacion—IC
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ANEXO N° 2: Andlisis de varianza (ANVA) para los pardmetros biométricos,
componentes de rendimiento, nodulacion y absorcion de N del frijol Canario Centenario

ANVA - ALTURA DE PLANTA (cm)

FVvV GL SC Cmed Valor de F Pr>F Nivel de significancia
Trat 6 1613.35 268.89 40.98 <0.0001 folaiel
Blog 4 8.8 2.2 0.34 0.8514 ns
Error 24 157.48 6.56
Total 34 1779.64

Promedio = 62.22
CV (%)=4.12

ANVA - AREA FOLIAR (dn)

FV GL SC Cmed Valor de F Pr>F Nivel de significancia
Trat 6 44969552 7494925 229.87 < 0.0001 Fhx
Blog 4 274758.7 68689.7 2.11 0.1113 *
Error 24 782505.7 32604.4
Total 34 46026817

Promedio = 3181.914
CV (%)= 5.67

ANVA - N° VAINAS POR PLANTA

FVvV GL SC Cmed Valor de F Pr>F Nivel de significancia
Trat 6 1812.738 302.123 76.12 < 0.0001 kel
Bloqg 4 13.14 3.285 0.83 0.1113 *
Error 24 95.256 3.969
Total 34 1921.134

Promedio = 17.714
CV (%)= 11.24

ANVA - NUMERO DE GRANOS POR VAINA

FVv GL SC Cmed Valor de F Pr>F Nivel de significancia
Trat 6 11.94 1.99 12.67 < 0.0001 faleied
Blog 4 1.028 0.257 1.64 0.1977 *
Error 24 3.77 0.1571
Total 34 16.74

Promedio = 4.09
CV (%)=9.70
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ANVA - PESO DE 100 GRANOS (g)

FV GL SC Cmed Valor de F Pr>F Nivel de significancia
Trat 6 15.4 2.56 12.77 < 0.0001 Fhx
Blog 4  0.3798 0.09495 0.47 0.7555 ns
Error 24 4.8238 0.2
Total 34 20.6

Promedio = 41.56
CV (%)= 1.07

ANVA - PESO TOTAL (RASTROJO Y SEMILLAS, kg/ha)

FV GL sC Cmed Valor de F Pr>F Nivel de significancia
Trat 6 385.9 96.48 0.02 0.999 ns
Bloq 4 52507566 8751261 2005.59 < 0.0001 folaie
Error 24 104722.3 4363.43
Total 34 52612674

Promedio = 3381.6
CV (%)= 1.95

ANVA — INDICE DE COSECHA (%)

FV GL SC Cmed Valor de F Pr>F Nivel de significancia
Trat 6 162.49 27.08 25.78 < 0.0001 faleie
Blog 4 1.3013 0.325 0.31 0.8686 ns
Error 24 25.21 1.05
Total 34 189.01
Promedio = 51.83
CV (%)=1.97

ANVA - RENDIMIENTO (kg/ha)

FVv GL SC Cmed Valor de F Pr>F Nivel de significancia
Trat 6 14172511 2362085.12 8473.89 < 0.0001 faleled
Bloqg 4  499.03 124.76 0.45 0.7731 ns
Error 24 6689.97 278.75
Total 34 14179700

Promedio = 1759.943
CV (%)= 0.95
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ANVA - NUMERO DE NODULOS /PLANTA

FV GL Cmed SC Valorde F  Pr>F Nivel de significancia
Trat 6 1081.72 6490.35 62.08 0.0001 folaiel
Blog 3 8.035 24.1 0.46 0.7128 ns
Error 18 17.42  313.64
Total 27 6828.1

Promedio = 30.32
CV (%)= 13.76

ANVA - PESO DE NODULOS /PLANTA (mg/planta)

FVvV GL SC Cmed ValordeF Pr>F Nivel de significancia
Trat 6 15839 0.2639 46.5  0.0001 Fhx
Blog 3 0.006 0.002 0.35 0.788 ns
Error 18 0.1022  0.0056
Total 27 1.6921
Promedio = 2.5

CV (%)= 3.01

ANVA - GRAMOS DE N /m? - SEMILLA

FV GL SC Cmed ValordeF Pr>F Nivel de significancia
Trat 6 107.86 17.97 239.69  0.0001 foleie
Blog 3 0431 0.143 192 0.1632 *
Error 18 135 0.075
Total 27 109.64

Promedio =5.19
CV (%)=5.27

ANVA - GRAMOS DE N /m’ - RASTROJO

FVv GL SC Cmed ValordeF Pr>F Nivel de significancia
Trat 6 534 0.89 54.18  0.0001 kK
Blog 3 0.1115 0.37 2.26 0.116 *
Error 18 0.2958 0.016
Total 27 575

Promedio = 1.31
CV (%)=9.75
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ANVA - GRAMOS DE N /m? - TOTAL

FVvV GL SC Cmed ValordeF Pr>F Nivel de significancia
Trat 6 153 25.5 634.71  0.0001 falel
Bloq 3 0.775 0.258 6.43  0.0038 *
Error 18 0.7231 0.04017
Total 27 1545
Promedio = 6.5
CV (%)= 3.08
ns : no significativo

**k*k

: altamente significativo
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