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INTRODUCCION

La escasez de alimento es uno de los mAs agudos problemas gue a
ronts actualmente el mundo y, en especial, los paises subdesarro-
lados; éste se agrava ente la demanda de una poblacifin en constan
ie aumento, por lo que se hace necesario buscar nuevas fuentes y O
=jorar las ya existentes , que posean un alto valor nutritivo Ve

2 2 la vez, estén al alcance econémico de las mayorias.
]

8 frijol de palo, es una leguminosa que ofrece un potencial excep
dionzl en términos de utilizacion,ya gue puede emplearse como una

ica fuente de proteina y de viteminas del complejo B8 (Le6n,1968 ;
I&T,1973; Fournier,1977; Rodriguez,1978; Sinka,1978; Kay,1979 ) .
emas presenta la ventaja de ser un cultivo de amplia adaptabili-
id a suelos pobres, tolerante a plagas, a las enfermedades y a la
muia (CIAT,1973; Fournier,1977; Kay,1979) .

Pareciera importante tratar de mejorar la productividad de este
fiiun,para lo cual se puede aprovechar la capacidad de asoclis =
Bn simbidtica con ciertos microorganismos del suslo. Desde esta
to de vista es bien conocida la propiedad de las leguminosas a=-
menticias, de asociarse con bacterias Rhizobium, fijadoras de ni
8geno, las cuales forman nodulos caracteristicos en las raices ;
ta asociaci6n favorece la utilizacibn de nitrbgeno atmosférico ,
Jado por 1a bacteria,por lo que simulténeamente aumenta el conte
i- de proteina en la planta (Sinka,1978). También es sabido que
chas 1eguminosas forman, ademés,asociaciones con hongos micorri-
o8 vesiculo-arbusculares (V.A.) (Asimi,et al.,1980) Esta =&so-
£i6n micorr{zica permite la transferencia de elementos poco mG=-

‘El frijol pandul (Cajanus cajan (L.) Millsp ,también conocido ca
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ipespecialmente fbsforo del suelo,en forme asimilable para la
sta (CIAT,1982).

0s decir entonces gue las leguminosas noduladas y micorri-
88 presentan como elemento simbibtico biolfgico,uno de los meca
&8 m8s complejos e interesantes de accifn biolGgica para mejo-
1= productividad, especialmente en suslos pobres,ya que median
8 bacteria pueden utilizar el nitrbgeno que se encuentra libre
@ atmbsfers y mediante el micobionte,tienen la posibilidad de
izar otros -lementos fundamentales como lo es el fésforo,que &
z es deficitario en la mayorie de los suelos tropicales y sub

LY

icales como los nuestros.

Lz literatura consultada sobre Cajenus cejsn nos demuestra que
existe ninguna investigaci6n sobre el efecto de esta doble aso-
£i6n simbiftica en la productividad de este cultivo,por lo que

dta de interés e importancia social y econfmica, realizer un
;Ji- de investigacifin gue trate de producir una asociacifin sim=
®ica dual de le naturaleza indicada,la cual ofrece na solo 1la
';;flidaﬂ de una mayor productivided de las plantas,sino también
gdisminucién en el costo de produccicn,al disminuir la necesidad
@plicacibn de abonos a base de nitrfigeno y fésforo.

Esta investigacifn pretende realizar un primer intento para de-
peinar si es posible producir en invernaderno,ls doble asociacifin
-}ﬁtica Rhizobium-hongo micorrizente, en plantas de frijol gan-
. (Cajanus cajan ),para tratar de obtener de éstas,una mayor ca-
sidad de utilizacifin del nitrégeno y del fésforo,as{ como una ma
* productividad (materia seca) , obteniéndose de esta forma,una
mta de mayor significado alimenticio a un menor costo.




REVISION DE LITERATURA

En términos generales se dr ine la micorriza como una asocia =
simbiftica entre un hongo (micobionte) y las rafces de wuna
ta (hospedero) (Lewis,1973; Azcon y Barea, 1980).

'La estructura de las micorrizas ha sido examinada desde hace mu
s afos, Segdn Marks y Kozlowski (1973),las primeras observacio-
#s fueron hechas por Unger en 1840. Trappe y Fogel (1978) mencio-
80 gue Vittadini en el afio 1842 propuso que las raicillas de los
pboles eran nutridas por cierto micelio el cual las cubria. Sin
fargo fue Frank (1885) quien propuso la teoris de una simbiosis
jtualista, y dio al frgano formado por la rafz y el hongo el nom
8 de micorriza.

£sta asociacién micorrizica desempefia un importante papel en g-
ogia y nutricibén vegetal. La planta suministra al hongo fuentes
? carbono producto de la fotosintesis (Ho y Trappe,1973 ; Azcon y
re=,1980; CIAT,1982), ademds de un nicho ecolfgico protenido de
S fenfmenos de antagonismo microbiano de la rizosfera (Azeon y

_?=,1EEEJ. For su parte el hongo ayuda en la absorcifin de nu-
tes minerales del suelo,acumuladndolos o transfiriéndolos al

pedero ( Trappe y Fogel,1978; Azcon y Barea,1980),

La mayoria de los micobiontes y hospederos han desarrollado una
frte interdependencia de su asociacién micorri{zica,para sobrevi-

&n ecosistemas naturales (Harley,1969) .
0S DE ASOCIACIONES MICORRIZICAS Y SU MORFOLOGIA.

‘micorrizas se han clasificado en base & la anatomis de la

Eeion en dos grandes grupos : ectomicorrizas y endomicorrizas
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sis, 1973; Troppe y Fogel,1978). El1 primer grupo se caracteri-
por: 1= un manto de tejido flngico gue rodes & las raicillas del
pedero; 2- la penstracién del hongo entre les células cortica -
de las raicillas,(reticulo de Hartig),pero no dentro de la cé-
| {Trappe y Fogel,1978; Azcon y Barea,1980). Las ectomicorrizas
caracteristicas en sistemas radicales de muchas familias de
lefiosas,incluyendo Betulaceae,Fagaceae,Pinaceae,Tiliaceae
sceae (Meyer,1973; Trappe y Fogel,1978). Los micobiontes
:;== tipo de micorriza estén representados en muchos géneros de
;(hny:atas, Ascomycetes y Zygomycetes (Trappe, 1962,1971; Ger-
iR y Trappe,1974; Trappe y Fogel,1978).

n el grupo de las endomicorrizas se incluyen diversas catego -
de asociacidn hongo-hospedero (Trappe y Fogel,1978),entre las
Bs tenemos las micorrizas vesiculo-arbusculares , las micorri-
£i00 orquidatea y las tipo ericéces. Las endomicorrizas se ca
zan porque el honpo no forme manto en la raiz,y las hifas
g8ran en el interior de las células corticales (kelley,1950;Tra

ﬁana1,19?E; Azcon y Barea,1980).
8 micorriza tipo orquidscea como su nombre lo indica,se presen
B £1 orden Orchidales. Los hongos involucrados son miembros

nero-forma Rhizoctonia . Los estados perfectos de algunos

= hongos han sido cbservados,colocandolos en los géneros Ce
gasidium, Sebacina y Tulasnella (Hadley,1975; Warcup,1975).Ade

g su accibn micorrizica,son considerados como saprbfitos o pa

en otras plantas (Furman y Trappe,1971).

= . : $ =
micorriza tipo ericacea se presenta en la mayoria de los miem

orden £ricales, aungue algunos géneros (Arbutus,Arctosta -

i) forman ademds ecto o ectendomicorrizas (Trappe,1964; Zak ,
« Los micobiontes de este tipo de endomicorriza, hasta donde
€&, incluyen algunos Discomycetes (Read,1974). Hay otros hon
'i pueden también formar este tipo de micorriza. En varios es
;“_traestrunturales de rafices eon micorriza tipo eri:é&za,sg
ado hifas de Ascomycetes y Basidiomycetes,algunas veces
gn 1a misma célula (Seviour,et al.,1973; EBonfante-Fasoclo ,
iterson, gt al., 1960 ).
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En las llamadss micorrizes vesiculo-arbusculares (V.A.), al mi-
240 intracelular estf constituldo por ramificaciones del micelio
fercelular que eventualmente penetra las células formando inter-
ente estructuras caracteristicas como vesiculas y arblsculas ,

y Peterson,1979; Azcon y Barea,1980). Este tipo de endomi-
=riza ocurre en la gran mayoria de especies de plantas vascula -
S y aparentemente en todos los habitat que estas plantas resistan
ann, 1968). En Pteridophyta, Cupressaceae, Taxodiacease y la
'ia de los taxas de monocotiledonzss y dicotiledfneas (Trappe y
1,1978), incluyendo importantes plantas de cultivo (Nicolson ,
967; Sutton,1973). Corrientemente los hongos gque forman micorriza
R., se incluyen en cuatro géneros de la familia Endogonaceae ,

Zygomycetes),llamados Glomus,Sclerocystis,Gigaspora y Acaulospo-

@ (Gerdemann y Trappe,1974; Azcon y Barea, 1980),
ZFECTD BENEFICO DE LA MICORRIZA

Diversos estudios han demostrado que este tipo de asociacifn sim
E;r,ica narmalmente provoca un aumento en la supervivencia y creci-
dento de la planta hospedera (Gerdemann,1968; Ruehle y Marx, 1979;
aronek et al.,1981), especialmente en suelos de baja a moderada
lertilidad (Aldon,1975; Khan,1975; Ruehle y Marx,1979).

Los hongos micorrizicos con sus hifas externas, aumentan la ab-
orcifn de elementas relativamente inmbviles del suelo, tales como
Fésforo, cobre, y zinc, por un aumento sustancial &n el &rea de ab-
jorcién (Menge et al., 1980).

PRODUCCION DE LA INFECCION

La micorriza vesiculo-arbuscular se origina & partir de la ger-
Evﬂaciﬁﬂ de esporas o bien a partir de micelio originado en una
raiz previamente infectada (Azcon y Barea,1980). Las esporas se
iﬁ-wan formar individualmente en el suelo, 0 en esporocarpos hipé
(raramente epigeos) (Rhodes y Gerdemann,1980), Bajo condicio-
favorables, la espora germina, el tubo germinativo crece a tra
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suelo y puede eventualmente hacer contacto con las refces
hospedero adecuado. Aqui se forman apresorios y se lleva a

i 18 penetracion de la hifa dentro o entre células epidérmicas.

fa crece a través de la epidermis y dentro de la corteza don-

® ramifica tanto intercelular como intrecelularmente [Rhodes y
; ann, 1980).

[ON Y FUNCIONAMIENTO DE VESICULAS Y ARBUSCULAS

ha hifa creciendo dentro de una célula cortical puede sufrir

ficaciones dicot6micas repetidas,siendo las Gltimas ramifica -
es de aproximadamente una micrs de didmetro. Estas estructu -
‘sltamente ramificadas son llamadas arblisculas (Gallaud, 1905;Ho
§ ¥ Peterson,1979; Azcon y Barea,1980). Como mencionan Cox
= (1976), un resultado de la formacifn de arblsculas es un au
$o sustancial en el cltoplasma de la célula hospedera. También
N reportado aumento en laos organulas celulares como mitocon-
88,ribosomas,reticulo endoplasmético y dictiosomas ( Cox y San-
5, 1974; Kinden y Brown,15975). Las vacuolas de esas celulas,se =
} Binden y Brown (1976), son més pequefias y numerosas .Otros au-
88 mencionan que la deseparicién de las reservas de almidfn es-
también asociada con la sintesis de citoplasma (Janse,1896; Ga-
'1-.19D5; Kinden y Brown,1975) ; ademas se menciona n : el ni =
20 de las células afectadas llega a aumentar su tamafiu (Gallaud,
05; McLuckie y Burgess1932; Mosse, 1963).

}“as arbisculas permanecen intactas solamente por un breve pe =
200. Un promedio de 4 dias (Cox y Tinker,1976) o L-15 dias (Beve
Sowen, 1975) han sido calculados para el proceso que incluye

e la formaci6n de arblsculas,hasta la completa desintegracién

 gstas. No se conoce si la desintegracibn de las arblsculass es

| proceso estrictamente autolf{tico o si estd involucrada 1= diges
£ por el hospedante (Rhodes y Gerdemann,19B0), Ese proceso de

esintegracifn de las arblisculas comisnza con el deterioro del ci-
slasma de la hifa arbuscular, seguida por un colapso de las pare
S hifales de las extremidades de las ramas arbusculeres indivie
-fﬂﬂ (Cox y Sanders,1974; Kinden y Brown,1976). Después del dete



ioro de las arbidsculas,el nliclec de la céluls hos pedante retorna
tamafio normal y el almidén puede reaparecer (Gallaud,1905).

Les vesiculas (Janse,1896) son protuberancias hifales, olobosas
elfpticas, que pueden aparecer tanto intercelular como intracelu
pmente. Ellas usualmente se forman en el extramo, aungue pueden
: intercaladas en la hifa. Las vesiculas contienen gotitas de
gite y ususlmente se asume que estos Groanos realizan una funcifn
‘elmacenamiento para el end6fito (Rhodes y Gerdemann,1980; Azcaon
f:-:a,1HEE}. Si las vesiculas forman pared gruesa, lleaoan a pare
8 38 esporas en morfologia y funcibn (Rhodes y Gerdemann, 1980) .

ION DE NUTRIENTES POR LAS MICORRIZAS V.A.

Las observaciones més frecuentemente reportadas,indican gue las
sorrizas U.A. mejoran el crecimiento de las plantas, debido a un
ento en la captacitn de nutrientes inorodnicos del suelo (Harley,
'é; Bartlett y Lewis,1973). Se ha notado que =1 fosforo (P) es el
f;=antﬂ més firmemente asociado con la respuesta en crecimiento
?;v- plantas con micorrize V.A. y es el elemento encontrado en ma
E'cnnnantraciﬁn en plantas micorrizadas, en comparaci&n con plan
B no micorrizadas (Mosse,1973a; Gerdemann,1975; Tinker, 1975). Se
reportado también gue las micorrizas pueden aumentar la captacifn
@tros lones tales como zinc (Gilmore,1971; Bowen et 8l.,1974; Men
et 8l.,1980);potasio (Powell,1975); estroncio (Jackson et al.,
ll} cobre (Mosse,1973a; Menge et al.,1980); azufre (Gray vy Gerde=
¥, 1373; Cooper y Tinker,1978; Rhodes y Gerdemann,1978b).

8@ g nutrientes por las hifas externas

j;%nnnn:u relativamente poco acerca de la absorcién de iones por
Bifas externas. E1 hecho de que los hongos micorrizicos V.A.

jﬂ diontes obligados ha dificultado los estudios de captacién
strientes en cultivos fungales asépticos, Se asume que el trans
B activo de iones a través de la plasmalema fungal ocu =




s hifas externas (Rhodes y Gerdemann,1980). Estas hifas

ilenden por el suelo,formando un reticulo flojo que puede cre
=t= una distancia considerable,distribuido estratfgicamente
t=2pas superficiales del suelo (Rhodes y Gerdemann,1980), El
xterno asi, desempefia un papel importante en la transfe-
#= nutrientes minerales hacia la planta(fzcon y Barea,1980).
=16n del micelio externo usualmente no es evidente, ya gue
& guiehrzs facilmente cuando las rafces son removidas del
y 54N embargo , dejando que las micorrizas se desarrollen
Sres sspeciales para la observacifn de las rafces,se pueden
Br facilmente las hifas externas (Rhodes y Gerdemann, 1980).

'y Gerdemann (1975) bpbservaron que en rafces de cebolla ing
& con Glomus fasciculatus, las hifas externas habfan crecido

metros, a las seis semanas de la inoculacidn,
iz de iones a las estructuras fiingicas interngs.

§ wez absorbidos por las hifas externas, los nutrientes iéni-
trasladados a las estructuras fungales internas en las rEI
Bhodes y Gardemann, 1980), La velocidad a la cual este proce
i#re,en relacifin a la velocidad a la cual los iones pueden mo
§ & través del suelo por flujo de masas o por difusidn, es uno
& factores determinantes de la importancia de las micorrizas
e nutriente particular (Rhodes y Gerdemann,1980) . Por ejem
1 fésforo se encuentra en concentraciones extremadamente ba-
5 soluciones de suelo, usualmente 1 ppm (Reisenaver,1966),ade
8 gue es facilmente absorbido por coloides del suslo. E1 mavi
8 del fosforo hacia las rafces de las plantas por flujo de ma

\por difusifn en el suelo,es pues,muy leve (Rhodes y Gerdemann,

goers y Tinker (1971) midieron la acumulacién de fésforo a in
: regulares en tejidos de plantas de cebolla micorrizadas y
ﬂﬁ} zadas y determinaron que le proporcifn de entrada de Fﬁg
'Zflﬂﬂ plantas micorrizadas no puede ser explicada por flujo
o por difusién de P a través del suelo. Ellos concluyeron
# rapida proporcifn de movimiento de fésforo a las rafces pue
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de solamente ser explicada asumiendo la existencia de transferen -
cia de P a través de las hifas.

La habilidad de los hongos micorrizicos para trasladar P fue de
mostrada por Hettingh y colaboradores (1973); los hongos micorrizi
cos Endogone mosseae (=Glomus mosseae) y E.fasciculatus (=Glomus

fasciculatus ) formaron micorriza en cebollas, y las hifas crecie-
ron desde rafces confinadas en suelo adyacente. Cuando se inyectd
sz en el suelo, en el cual las hifas externas estaban pressntes ,

gste elemento fue detectado en las rafces del hospedante, dos dias
después. Cuando el sz se inyectd en el suelo en el cual estaban
creciendo plantas no micorrizadas, este elemento no fue detectado
gn las raices. Ademés,cuando las hifas externas fueron separadas

de las raices antes de inyectar el Piz, no se detectd transporte de
gse elemento. En otros experimentos Rhodes y Gerdemann (1975) mos-
traron que el transporte de P por las hifas puede ocurrir desde 7
centimetros de la superficie de la ralz. Las plantas no micorri-
zadas no obtuvieron FJEaﬁn cuando fueron inyectadas a 1 cm de ls
superficie radical. Asi demostraron que las raices micorrizadas tie
nen acceso & un volumen mucho mayor de suelo del cusl ellas pue-

den ohtener fésforo.

Hay mucha evidencia de gue el fosforo es transferido en forma
de polifosfato. Cox, et al.(1975) y Ling-Lee y colaboradores(1375)
observaron unos cuerpos en las hifas de hc jos V.A. gue mostraron
una reaccifn caracteristica de polifosfato,cuando se tifieron con
toluidina szul; en base a esta evidencia y otras pruebas histogui-
micas, ellos sugirieron que estos cuerpos eran granulos de polifos
fato. Cox y colaboradores (1975) encontraron grénulos de polifos-
fato en las vacuolas fungales. Se ha obssrvado gue las vacuolas se
mueven répidamente con el flujo citoplasmdtico en el lumen flngico
consecuentemente se ha sugerido gue el polifosfato puede servir co
mo un medio eficiente de transferencis de fsforo por las hifas ex

ternas(Cox,et al.,1975; Tinker,1975).
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Transferencis de fésforo desde el hongo al hospederc

Generalmente se asume que los principales sitios de liberaci6n
de nutrientes al hospedero son las arbisculas (Rhodes vy Gerdemann,
1980). Estos autores citan dos razones para esta suposicifn: 1= se
cree que las ramas arbusculares aumentan grandemente el Area de su
perficie de contacto entre el hospedero y el honao, proporcionando
una mayor Area de superficie para el intercambio de nutrientes, y
2- se ha observado que las arblsculas se descomponen dentro de la
célula hospedera, indicando ya sea la digestifn .o la arblscula
por el hospedante, o la autolisis ; cualgquiera de los dos procesos
resulta en nna liberacién del contenido hifal a la célula hospede-
ra., También se ha sugerido que parte de esta transferencia de nu =
trientes al hospedero puede llevarse a cabo a trevés de las membra
nas fdngicas y del hospedero (Cox y Tinker,1976; Azcon y Barea, 1980
Rhodes y Gerdemann,1980). Diversas técnicas usando radicisdtopos ,
han arrojado alguna luz sobre el rol de las asrblsculas y otras es-
tructuras flngicas internas en la liberacidén de nutrientes del hon
go al hospedero. Después de la aplicacitn de una soluciféin contenien
do sz, a mgdios con cultivo de cebolla, Gray y Gerdemann {19591,32
contraron una mayor emisifn en segmentos de rafces micorrizadas en
comparacién con segmentos no infectados. Usando microandlisis con
rayos X, Schoknecht y Hattingh (1976) encontraron gue el citoplasma
de las células gue contenfan ar ‘sculas,tenfian mayores concentracio
nes de fOsforoc que las células corticales adyacentes carentes de ar
blsculas. También las ramas arbusculares tenian mayores concentra-

ciones de P que el citoplasma hospederc gue las rodeaba.

RELACION MICORRIZA AGUA

Algunos experimentos indican gue, para una especie hospedera da=
da,las plantulas micorrizadas resisten la segufa mejor que las no
micorrizadas (Bowen,1973). Safir et al.(1971-1972),proponen que la
mejoria en el transporte de agua en frijol de soya micorrizado,
puede ser atribuido & una mejor nutricibn con fbsforo. Ellos men-
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clonan que la infeccifn micorrizica V.A. sumentd el transporte da
agua desde el suelo, a través de las rafcas,haata las hojas de 1la
planta hospedera.

DIFERENCIAS EN LA ACTIVIDAD DEL MICOBIONTE

Los hongos gque forman micorrizas V.A., tienen un espectro de
hospederos extremadamente amplio, lo que obliga a catalogarlos co-
mo inespecificos (Azcon y Barea,1980). 5in embargo se regist .n di
ferencias en el grado de susceptibilidad del hospedero y en la a-
daptabilidad del hongo a determinadas condiciones. La existencia
por ejemplo, de hongos mas adaptados a micorrizar especies foresta
les y, otros, a cultivos agricolas, es un hecho comprobado (Azcon

y Barea,1980).
FACTORES [UE AFECTAN LA MICORRIZACION

Diversos estudios han demostrado la existencia de diferencias
especificas entre varias especies de micobiontes y aln entre cepas
dentro de una especie. Varios estudios informan sn torno a las res
puestas a la temperatura y humedad (Mexal y Reid,1973); solubiliza
cibn y toma de fOsforo (Mejstfik,1970; Bowen,1973); utilizacifin de
nitr6geno (Bowen,1973); produccifin de enzimzs,metabolitos y anti =
bi6ticos (Slankis,1973; Marx,1973) y la resistencia de las hifas a
la descomposicifn por otros organismos. Esto nos indica gue son
varios los factores gue pueden afectar el desarrollo y la activi -

dad de las micorrizas V.A.

La luz es un factor importante en la infeccibn V.A. (Hayman ,
1974). En plantas sometidas a mucha sombra,la infeccifn se reduce
drasticamente y la produccién de esporas baja en un 80% ( Azcon y

o ] '1BED‘JI
La temperatura es otro factor que influye sobre este tipo de

asociacibn (Furlan y Fortin,1973; Hayman,1974). Schenck y Schro-
jer (1974) en estudios sobre la respuesta a la temperatura, de la
micorriza formada por una especie de Endogone, en las rafces de
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% 401 de soya, observaron que el méximo desarrollo arbusculsr ocu
46 cerca de los 30°C. El desarrollo de micelio de Endogone sO-
la superficie de la rafiz fue mayor entrs 28 y 34°C. Otros es-
sdios muestran gue esporas de especies de Gigaspora,estén adapta-
== a altas temperaturas, obteniéndose un méximo de germinacibn de
ecoras a 34°C (Schenck,et 8l.,1975). Estos mismos investigadores
gservaron que otras especies pueden adaptarse a temperaturas més
,como por ejemplo, Glomus mosseae, cuya méxima germinacifén de
ecoras ocurrit a los 20°C. Por otra parte Daniels y Trappe (1980),
econtraron que la mdxima germinacifn de esporas de Glomus epigaeus

~urrifi entre 18=25°C .

= &t

£1 pH del suelo es otro de los factores gque pueden afectar l=
dcorrizacién (Mosse,1972; Green gt sl.,1976). Un pH Gptimo para
we =g de la micorrizacién en forma natural es de 5.55 8 6.8 (Az -
. y Barea,1980) .

Se ha demostrado que la alta humedad del suelo trae como resul-
40 una baja celonizacibn (Mejstiik,1965; Redhead, 1971;Khan, 1972;
Trinick,1977). 5in embargo alin se conoce poco acerca de la influen
f- de diferentes potenciales de humedad en la germinacifn y colo-
mizacitn por hongos micorrizicos V.A. (Trinick,1977). Daniels y
spe (1980) encontraron que la m&xima germinacién de esporas de

e

Slomus epigaeus ocurrifé a niveles iguales o sobre la capacidad de
e,

Se ha reportado también gue condiciones de alta fertilidad en
=1 suelo, generalmente reducen la infeccién (Gerdemann,1968; Mejs-
£ k,1973; Mossa,1973a; Hepper et al,1976; Azcon y Barea, 1980). Va
=igs investigadores han demostrado gue altos niveles de faosforo re

>

ducen el némero de esporas en el campo (Hayman,1970; Khan, 1972 ;
®ruckelmann,1975; Ross gt al.,1977) ; ademés de reducir la infec -
cifn micorrizica (Daft y Nicolson, 1969,1972; Mosse y Phillips,1971;
Mosse,1973b; Sanders, 1975). Consecuentemente a niveles muy altos
‘ge f6sforo, solo una pequefia fraccién del sistema radical puede
se infectado. Algunos experimentos han demostrado qus es la con=
centracifn de fésforo en el tejido de la planta, més que el fosfo-
‘so0 en el suelo, lo gue regula el grado de infeccifn micorrizica .
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Sanders (1975, encontrd que la aplicaciéin foliar de fésforo & plan
‘tas de cebolla, resulté en una disminucifin de la infeccifin minnrri

‘zica. Un resultado similar lo obtuvieron Menge y colaboradores(1978)
‘guienes usaron una técnica tonsistente en separar en porcionss el

sistema radical. Ellos encontraron gue cuando una mitad del siste-
ma radical de Sorghum sudanense crecif en un suelo con alto cante-
nido de fbsforo, le infeccibn micorrizica se redujo en la otra mi=-

tad del sistema radical, adn cuando esta parte crecif en un reci =
piente separado, en suelo relativemente bajo en fi.foro. E1 meca -
nismo bioguimico por el cual el fésforo actua inhibiendo la infec-
cifin micorririca, es aln desconocido. Estudios recientes, indican
la presencia de una fosfatasa alcalina micorriza-especifica (MSAP)
la cual tiene una actividad Bptima gque coincide estrechamente con
el periodo més activo de la infeccifin micorrizica (Gianinazzi-Pear
son y Gianinazzi,1976;1978). 5e ha sugerido gue esta MSAP puede
gstar involucrada en el establecimiento de la infeccidon micorrizi=-
cB. Ademas la MSAP es reprimida en presencia de fosforo, indican-
do un posible mecanismo por el cual la infeccién micorrizica pue=-
de ser suprimidas por un aumento en la concentracidn de fGsforo en
los tejidos radicales (Rhodes y Gerdemann,1980). Muy poca aten =
cion ha sido dada al efecto del fosforo sobre el desarrollo del
micelio externo, sungue existe una estrecha correlaciGn entre el
micelio externo y el desarrollo ~“=1 hongo en la corteza radical
(Nicolson,1967; Sanders y Tinker,1973; Sanders,et al.,1977). Asi ,
niveles de fosforo que reducen el micelio interno probablemente
también causan una reduccién correspondiente del micelio externo ;
por tanto, como las hifas externas funcionan también en la trans =
ferencia de otros nutrientes, sdeméds del fbésforo, la reduccién de
la infeccitin causada por la fertilizacifin con fésforo podria ser
de importancia en la reduccifn de la captacién de esos iones esen-
ciales. Por ejemplo, se ha reportado que ciertas deficliencias de
micronutrientes, particularmente de zinc y cobre, resultan de 1la
alta fertilizacidn con fhsforo (Olsen,1972; Timmer y Leyden, 1978 ;
Gilmore,1971; LaRue y colaboradores,1975).

Para probar la hipbtesis de que la nutricién con f6sforo podria
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ir la captacifén de micronutrientes por afectar los niveles de
i6n, Rhodes y Gerdemann (1978a), hicieron crecer cebollas mi
izadas y no micorrizadas, en cémaras especiales, a dos niveles
e fOsforo. Las cebollas inoculadas gue crecieron en el suelo con
gn nivel de fosforo moderado (45 ug P/g suelo),tuvieron una infec-
= micorrizica mayor de 70% y fusron capaces de obtaner Pszu ZnE5
ados @ 4.5 cm de la rafz. Las cebollas control, no micorrize
==, no tuvieron acceso a los trazadores inyectados, indicando que
2 transferencis hifal estaba supliendo los nutrientes a las rai -
= micorrizadas. Las plantas inoculadas que crecf{an en suslos al
tos en féeforo (97 ug P/g suelo) tuvieron menos de 8% de infeccién

¥ no fueron capaces de obtener sz y ZnEE.

MICORRIZAS Y ORGANISMOS FIJADORES DE NITROGEND

o se conoce que los micobiontes fijen nitrogeno, sin embargo ,
& algunos casos los organismos fijadores de nitrégeno son compo -
gs de la rizosfera y posiblemente son estimulados por ella {Hag
1,1973). Las micorrizas estan involucradas en la nutricidn de
;rbgeno en las leguminosas, a través de una interaccibén con nbdu
s en las ralces,formados por especies de Rhizobium (Rhodes y Ger
@emann,1980). En suelos deficientes en fb6sforo, las micorrizas son
sotencialmente importantes para el adecuado funcionamlento de la
¥ijacibn simbibtica de nitrfigeno por Rhizobium. Esto ha sido da =
#cs trado en suelos esterilizedos (Mosse,at al.,1976; Smith y Daft,
9577) y en suelos no esterilizados (Mosse, 1977). Diversas investi
gaciones de la triple asociacion Rhizobium-hongo micorrizico-legu-
inosas, en frijol de soya (Ross y Harper, 1970; Carling,et al,1578);
mani y alfalfa (Daft y E1 Giahmi,1974-1975-1976; Smith y Daft,1977)
; 5 stol (Crush,1974; Mosse et al.,1976); han mostrado que l2 nodula
£i6n es mejor y que la fijaci6n de nitrbgeno, peso seco y el conte
pido de fbsforo son mayores cuando las plantas estén infectadas por
gos micorrizicoe V.A.




RSOCIACION DE LEEUMINOSAS CON ORGANISMOS FIJADORES DE NITROGENO

Las leguminosas son capaces de fijar el nitrégeno atmosférico =
ravés de una asociacifn simbiftica con bacterias del suelo perte-
ecientes especislmente al género Rhizobium. Estos organismos pene
en las leguminosas por los pelos radicales y provocan la for-
2cibn de nbdulos (Alexander,1977). La bacteria obtiene alimento
@e la plante y le proporciona a ésta, & su vez, nitrfogeno asimila-
El érea inmediatamente adyacente al sistema radical de las legu
osas es el sitio de origen de la infecci6n de Rhizobium, no es
sorprendente que la microflora asociade tenga influencia en el desa
rrollo de la simbipsis (Nutman,1970).
La supervivencia, el establecimiento y persistencia de Rhizobium
&0 su estado saprofitico, como en la rizosfera, as{ como los proce
e de infeccitn, nodulscién y/o fijacibén de nitrfigeno, estfn mar-
;@damente afectados, directa o indirectamente por varios factores.
Por ejemplo, 1a segregacion por parte de algunos microorganismos |,
ge sustancias con principios antibifticos gque afectan el desarro -
110 de Rhizobium (Alexander,1977; HBrockwell,1974); la segregacién
parte del mismo Rhizobium de sustancias bacteriostaticas invo-
':-u~=das en un mecanismo autorregulador del tamafio poblacional de
bacteria (vidor,sf); la segregecifin de compuestos radiculares
r parte de la leguminosas, las cuales pueden presentar un efecto
mulante o inhibitorio en el establecimiento de la infeccibfn
terial en los pelos radicales (Dazzo,1980); la competencia de
C dzobium con otros organismos por espacio y nutrientes que se ve
*ifica durante la colonizacién de la rizosfera (Brockwell,1974; ui
,5F).
Otros factores que afectan el establecimiento de la simbiosis
Rhizobium » Son la temperatura y el pH del suelo. Se considera
la mejor temperatura para el crecimiento de Rhizobium esté en-
e 25-30°C con un Gptimo de 28°C (Ballsti,sf; Stowers y Elkan,1980).
m, (1977) establecif un promedic de temperatura 6ptima pera la
dulacifn de 30°C, con una alta disminucién en la fijacién entre




30-35°C (Graham y Hallidey,1977). En cuanto al pH, Alexander
iE ) y Munns (1978) han informado que la infecci6n y la forma-
: de nfdulos difieren en su tolerancia s la acidez. Otros auto
;J. opinan que la inoculacifin.y la sobrevivencia de Rhizobium se
arecen con un pH de 6.8 ; un pH menor de 5.2 o mayor de B.S 1i
mitan estas propiedades (Graham,1977; Stowers y Elkan, 1980).
Algunos investigadores han encontrado que la adicif6n de nitré-
geno combinado,reduce la nodulacidn y la fijacitn de nitrégeno por
parte de Rhizobium (Cartwright,1967; Ruschel,y Ruschel,1975; Chéa-
wez,et al.,1977). S5in embargo Ruschel y Reuszen (1973) observaron
gn comportamiento relativamente diferente entre las cepas de la
pacteria Rhizobium y la nodulacién,en presencia o ausencia de ni-
£rdgeno,
Diversos estudios realizados permiten comprobar gue existe una
gran competencia por los sitios activos de la raiz por parte de
d8s cepas nativas e inoculadas de Rhizobium (Weaver y Frederick,
9974; Frederick,1978; Brockwell,1981). Algunos investigadores han
gincidido en gue el Rhizobium nativo presenta una alta capacidad
pmpetitiva y 8 su vez una baja cepacidad fijadora de nitrfgeno
gman, 1948; Weaver y Frederick,1974; Obaton,1977; Stowers y El=-
»1980).




MATERIALES Y METODOS

Esta investigacifn se realiz6 en un invernadero de la Escuela de
$olooia de 1a Universidad de Costa Rica, sita en San Pedro de Mon=

s de Oca, a 1235 msnm,

saracion del suelo

£1 suelo que se utilizé como sustrato se colecté en un potrero lo
izado en San Antonio de Belén. Se analizd Ffisicemente en el la=-
seratorio de suelos de la Facultad de Agronomia de la Universidad de
josta Rica, y el analisis quimico se realizé en el laboratoric de
yelos del Ministerio de Agricultura y Ganaderia. Los datos de es-
%; an&lisis se presentan en el cuadro 1 del apéndice.

£1 suelo se esterilizé primero en autoclave a 125 °C por una hora.
steriormente se coloch el suelo formando una especie de piramide ,
tl un extremo de la cama de cemento del invernadero; se coloc una
ata de bromuro de metilo en el centro y se tapb la tierra con un
sléstico, sellando bien los bordes para evitar el escape del gas .
fuego , con una varilla con un clavo en el extremo, se abrid la la=-
= y se dejé durante 24 horas, después de lo cual se dejd airear por
gustro dias. Una vez esterilizado el suelo, se colocd en bolsas plés
f€icas neqras 20 X 38 cm, previamente esterilizadas con alcohol 95 .

cada bolsa se colocaron aproximadamente 3150 gramos de suelg.

sparacifn de las semillas

Se utilizaron semillas de Cajanus cajan variedad 67-2B, traidas
la Estacifn Experimental Fabio Baudrit. Estas se seleccionaron
cuanto a forma y tamafio . Se esterilizaron de la siguiente manera
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¢ lavaron con alcohol de 95 por 3 min., luego con agua destilada
st&ril; se colocaron en una solucion de hipoclorito de sodioc al 1%
sr 3 min. y se lavaron 3-5 veces con agua destilada estéril. Se
siaron en imbibicién por 24 horas y se pusieron a pregerminar dos
en placas de petri estériles Eun medio agar-agua al 1% previa
ate esterilizado, hasta gue las raicillas midieron aproximadamen

g 1 cm,

separacion de los inbGculos

smo inbculo de micorriza se usarun esporas del hongo micorrizan
extraidas del suelo circundante & las raicillas de Emilia fosber

i Nicolson. planta gue segdn estudios previos por el método de
ncidn de raicillas descrito por Phillips y Hayman (1970),se de=
: ind gque presentaban suficiente micorrizacifn. Estas esporas se
ituvieron con base en el método de decantado o filtrado del suelo
Serdemann y Nicolson,1963),para lo cual se mezclaron 250 cc de sue
j_an 1000cc de agua, se pasd por una 0asa para Separsar particulas
gandes; el filtrado se dejb reposar por 15-30 min. y se pasb por

m tamis fino para retener las esporas,las cuales se transfirieron
} papel de filtro en placas de petri. Algunas de estas esporas se
studiarcn al microscopio de luz y de acuerdo a las caracteristicas
pe presentaban,se definid gue pertenecian a la especie Glomus tor-
gosum Schenck v Smith (Schenck y Smith,1982). Las esporas se este-
zaron con hipoclorito de sodio al 0.1% por aproximadamente 3 min.
} se lavaron con agua destilada estéril. También se utilizé como i
Jn lo de micorriza, las raicillas micorrizadas de la misma planta,
psterilizadas con parbxido de hidrégeno al 0.5% por 3 min. y lava -
s con agua.

Como infculo de la bacteria se utilizé Rhizobium phaseoli var me
gico, la cuasl Fue proporcionada por el Centro de Investigaciones A-
sronomicas (CIA).

Preparacifn de los tratamientos.

tratamientos evaluados fueron los siguientes:

LLd

Plantas de gandul en suelo sin esterilizar, sin inocular
Plantas de gandul en suelo estéril, sin inocular (testioo)
Plantas de gandul en suelo estéril, abonadas.
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Plantas de gandul en suelo esteril, inoculadas con Rhizobium
: Plantas de gandul en suelo esteril, inoculadas con hongo mico
rrizante.

Plantas de gandul en suelo asté&ll, inoculadas con Rhizobium
y con hongo micorrizante.

ifzprapararun trece bolsas por tratemiento, en cada bolsa se coloch
semilla pregerminada.

Para preparar el Lratamiento GM, se coloch un disco de papel de
i2ltro, esterilizado con rayos ultravioleta, a 2 cm de profundidad,
sobre €1 se colocd un gramo de trocitos de raicillas micorrizadas y
gproximadamente diez esporas del hongo micorrizante; esto se tapf

: 1 cm. de suelo, se colocH la semilla y se cubrid con el suelo
restante.

Para el tratamiento GRM, se procedib de la misma forma,pero a la
hora de colocar la semilla, se inoculd con 1 cc de una solucidn sa-
fina al 0.85% en la cual se encontraba la bacteria en suspensifin, y
§& cubrid con el resto del sustrato.

Para el tratamiento GR, se colocd la semilla @ 1 cm de profundi=-
gad, se inoculd 1 ec de la suspensién de bacteria, y se tapd con el
suslo.

Fara los tratamientos GSE, G, y GA, las semillas se colocaron a
% o de profundidad y se cubrieron con suel@. En el caso GA, seis
gfas después de la siembra, cuando ya las plintulas estaban bien es
tsblecidas, se aplich el abono quimico , para lo cual se utilizé ,
gara cada planta, 0.125 gramos de sulfato de potasio (HEEDL}’ v

e« 3266 gramos de fosfato acido de amonio {NHQJE H PO,

Con =stos compuestos se adicionf al suelo los elementos mas importan

en solucidn .
%es como son Nitrbgeno, Fosforo y Potasio, en cantidades adecuadas .
las plantas se mantuvieron con riego adecuado y adema@s se mantuvo

gn control de la temperatura del suelo, la cuel oscill entre 20-28°C.

flrématrus evaluados

El trabajo experimental en el invernadero durd doce semanas, eva
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Juéndose semanalmente el tamafo de las plantas en cada tratamiento.
& les doce semanas se escogieron las ocho plantas més homogeneas de

-ada tratamiento y se evaluaron los siguientes parémetros:

4- Presencia o ausencia de micorrizacién
2- Altura de la planta

3= Area foliar

&- Peso seco de la parte aérea

5- Peso seco del sistems radical

&~ Nfmero de nédulos

‘9= Pesp seco de los nidulos

"B~ NitrOgeno y fbsforo total/planta

Para evaluar el peso seco, se colocaron las muestras en una estu
fa a 65°C por aproximadamente 48 horas, hasta obtener un peso cons=
tante.

Los anélisis foliares se realizaron con la colaboracion del Cen=
tro de Investigaciones Agronfmicas (CIA). Para el caso del analisis
de nitr6geno, se utilizé el método de Kjeldhal (Bricefo,gt al.,1984).
En el caso del fésforo , el método utilizado fue el colorimétrico ,
también descrito por Bricefio et al.(1384).

La determinacifin de la presencia o ausencia de micorrizaci6n en
las raicillas se determindé clarificéndolas en KOH y luego tifendo=
las con tripano azul (Phillips y Haymann,1970).

‘Analisis estadistico

Los parametros evaluasdos fueron anslizados por el anilisis de va
riancia (Daniel,1980). Para comparar las medias de los tratamientos
se utilizé la prueba de Duncan (Reyes,1980). Las diferencias signifi
cativas fueron asociadas con un minimo de probabilidad a un nivel de

0.01 o 0.05 segln el caso.




RESULTADDS

En las péAginas 18 y 19, seccién de materisles y métodos, se pre-
sentan los diferentes tratamientos esvaluados en esta investigacién,
‘1as iniciales con las cuales se identificé s cada uno de ellos .
tn esta seccién se utilizarén las mismas iniciales pars cada uno de
gllos, especialmente en la confeccibn de los cuadros y las figuras.

A las siete semanas de haberse montado el experimento, se tomaron
algunas fotografias, escogiendo una planta de cada tratamiento para
sacer comparaciones entre ellas, especialmente en cuanto al desarro
p alcanzado hasta ese momento. En la figura 1 , se puede obser-
ar que a las siete semanas ys era muy evidente la diferencia en de
sarrollo entre las plantas abonadas , en comparacifn con las plan -
== de otros tratamientos como G y GSE .

En la figura 2 se comparan las plantas que tenian alglin tipo de
fculo, con las gque crecian en suelo sin esterilizar. Se puede ob=
servar agqui gue la planta un poco m&s alta era la que crecia en sue
1o sin esterilizar (GSE), la cual media 29,6 cm; ésta es seguida en
‘tamafio por la planta inoculeda con micorriza (GM) que media 27,4 cm,
las plantas con menor tamafio eran la inoculada con Rhizobium y mico
rriza (GAM) con 24 cm y la inoculada solo con Rhizobium (GR) , gue

i "‘ 23,5 I:II'I-

En la figura 3 se muestran las rafces de una planta inoculada so
1o con Rhizobium (GR) vy una inoculada con Rhizobium y micorriza ,
{GAM). En estos sistemas radicales se puede observar la presencia
de gran cantidad de nfdulos distribuidos principalmente en la par-

te superior del sistema radicsl.
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' FIGURA 1 : Comparacifn de la altura en tres de’ los tratamizn-
tos (G, GS5E, GA ), & las siete semanas.

b

FIGURA 2 : Comparacidn de la altura de cuatroc tratamientos,
(GM,G5€£,6GR,GRM), a las siete semanas.
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Le primera determinaciGn de presencia o ausencia de micorrizacién
'-.hizﬂ a las cuatro semanas. 5Se tomaron raicillas de una de las
}T» tas de cade tratamiento; se aclararon y tifieron; se obserwvaron
;i microscopio y se encontrd gue solamente en los tratamientos GM y
= se observaba, en algunas rélnillaa. muy pocos fragmentos de mi-
}: io,pero sin vesiculas ni arblsculas . Tres semanas mis tards,se
res iz6 un nuevo anélisis, encontréndose, algunos fregmentos de mi
g=lio con pocas vesiculas y arblsculas en las raicillas de 1l& plag
21 del tratamiento en suelo sin esterilizer (GSE). En las plantas
2= los tratemientos GM y GRAM se encontr6 muy poco micelio interce-
Iular e intracelular, con muy pocas vesiculas y sin arblsculas.

A las doce semanas, cuando se evaluaron ocho plantas de cada tra
iento, se encontrd gue en los tratamientos en suelo estéril,sin
indculo (G),las abonadas (GA) y las inoculadas con Rhizobium (GR),
mo se presentb micorrizacion. En las plantas que se encontraban sn
suslo sin esterilizar (GSE), se encontrd micelio tanto intercelular
como intracelular, con varias vesiculas y arblsculas en las células
gorticales. En las raicillas de las plantas inoculadas con micorri-
za (GM), se encantrf en algunos fragmentos, micelio, con vesiculas
arbliisculas. En las plantas inoculadas con Rhizobium y micorriza
{5RM), tamblién se observd micelio asunque en menor cantidad, con po

gas vesiculas,pero sin arbdsculas.

- En cuanto a la observacifn directa de la apariencia de las plan
tas, se notd gue a las ocho semanas era evidente la diferencia de
colorecibn del follaje, especialmente entre las plantas gue habian
sido abonadas, las cuales presentaban hojas grandes, de color ver-
‘ge oscuro, en comparacifn con las hojas en los tratamientos restan
%es,que eran mucho més pequefas, con coloracibdn verde muy claro.

A las nueve semanas se notd que las plantas de los tratamientos
‘en suelo estéril sin inbculo (G), y las inoculadas con Rhizobium y
micorriza (GRM), empezaban a perder las hojas trifoliadas. Poste-
riormente siguieron los tratamientos GM,GR y GSE. En las plantas de
‘estos tratamientos el follaje presentaba ademés cierto grado de de
‘coloraci6n, siendo esta caracteristica mé&s evidente en las plantas
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testigo (G). Las plantas gue se encontraban en suelo sin eaterili-

zar (GSE), presentaban una coloracién un poco més OSCurs.

A las doce semanas se observd gque las plantas abonadas eran las

&s vigorosas, de tallos mas gruesos, hojas grandes y de color ver

@2 pscuro. Las plantas que crecieron en suelo sin esterilizar, pre

sentaban en su mayoria follaje con poca clorasis, y habian perdido

wenor cantidad de hojas que las de los tratamientos GRM,GM,GR y Ge

plantas en suelo estéril e inoculadas con Rhizobium,presentaban
stante clorosie y mucha defoliacién, al igual gque las micorriza-

: (GM) y las inoculadas con Ahizobium y micorriza (GRM). Las plag
tas gue se vieron m&s afectadas por la clorosis y la defoliacién ,

fueron las gue se encontraban en suzlo estéril y sin inbculo (G).

£n el cuadro 2 del apéndice, se presentan los datos de la altura
romedio evaluada semanalmente en las plantas de cada tratamiento.
stos valores se presentan graficamente en la figura 4 del apéndice,
en la cual se puede observar Que, 8 las cuatro semanas, 0 sea vein-
tidos dias después de haber aplicadc el abono , &8 empezB & notar
s di.erencia de tamafio de estas plantas, con relacifn a las plan-
tas de los otros tratamientos, diferencia gue se fue haciendo mucho
svidente conforme pasaron las semanas. También se puede obser -
ar en esta figura, gue la aplicacién de la solucifén salina con la
sacteria, afect6 en cierto grado el crecimiento de las plantas,sien
do las del tratamiento GRM las que se vieron mas afectadas.

En 2l cuadro 3 del apéndice, se presentan los datos de la altura
las plantas al final del experimento.

Es importante hacer notar que en ésta, al igual que en la mayo =
+ia de las variables evaluadas en este experimento,debido a gue las
plantas abonadas presentaban valores much{simo mayores a los de los
restantes tratamientos, se optf por hacer dos analisis de variancia
(ANDEVA), uno de ellos incluyends GA, y el otro excluyéndolo, para
poder comparar mejor las medias de los demis tratamientos.

E1 ANDEVA para los datos de altura de las plantas di6 significa-
tivo al 1% en los dos casos, comp puede comprobarse en el cuadro b
del apéndice. En cuanto a8 comparacifn de medias, el tratamiento GA
oresent una diferencia altamente significativa al 1% con respecto
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a los tratamientos rostantes. Al aplicar la prueba de Duncan exclu-
endo GA (cuadro 5 del apéndice), se obtuvo una diferencia signifi-
cativa al 1% entre el valor del tratamiento GSE, con respecto a las
slantas en suelo estéril con los dos tipos de inbculo (GAM), siendo
estas filtimas las que alcanzaron menor alture. En este mismo cuadro
e ohserva gue hay diferencia significativa al 5% sntre GSE con res

pecto a los tratamientos GM, GR y G.

En el cusdro 6 del apéndice se presentan los valores de area fo-
obtenidos en cada tratamiento. E1 anélisis de variancia para
estos datos dib significativo al 1%, tanto incluyendo GA como exclu
éndolo (cuadro 7 del apéndice). La figura 5 del apéndice nos mues=
ira que el drea foliar fue mucho mayor en las plantas abonadas en
comparacifn con las plantas de los otros tratamientos, mostrando
na diferencia altamente significativa al 1%. En el cuadro 8 del 4~
@éndice se muestra que hay diferencia significativa al 5% entre las
slantas inoculadas con Rhizobium y micorriza (GRM), con relacién a
las plantas en suelo sin esterilizar (GSE) y a las inoculadas solo
zon Rhizobium (GR). En el mismo cuadro se nata que hay diferencisa
significativa al 1% entre GRM con respecto @ las plantas inoculadas
solo con micorriza (GM) y & las plantas no inoculadas (G), siendo
@stos dos Oltimos, los tratamientos en los gue se presentaron los

yalores de drea foliar més bajos

En el cuadro 9 del apéndice se muestran los datos de peso SEeCO
= la parte aérea de las plantas. E1 analisis de variancia para es=
os datos, tanto incluyendo como excluyendo GA, did significativo
1%,comp puede verse en el cuadro 10 del apéndice. En la figura

£ del apéndice se muestra gue las plantas abonadas (GA), presentan
valor de peso seco de la parte aérea mucho mayor a los obtenidos
los restantes tratamientos, siendo esta diferencia altamente sig
mificativa al 1%. En el cuadro 11 del apéndice se observa que los
demds tratamientos alcanzaron valores de peso seco que varian desde
0.48g en las plantas que crecieron en suelo sin esterilizar (GSE) ,
hasta 0,286g en las plantas que se desarrollaron en suelo estéril,
=in inSculo (G). E1 mismo cuadro nos muestra que se presentd dife -
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rencia significativa al 1% entre GSE con respecto 8 los tratamien=

tos GM, GR, GRM, y G.

- E1 cuadro 12 del apéndice muestra los datos de peso seco del sis
tema radical en cada uno de lnn-trﬂtamiuntnu. El ANDEVA para estos

datos (cuadro 13 del apéndice), di6 significativo al 1% tanto inclu
yendo GA como excluyéndolo. Como puede observarse en la figura 7

del apéndice, las plantas abonadas (GA) presentaron valores muy Su-
peciores a los de las plantas de los otros tratamientos, mostrando

diferencia altamente significativa al 1%. La prueba de Duncan, pre-
sgntada en el cuadro 14 del apéndice did diferencia significativa ,
8l 1% entre los tratamientos GSE, GR y GM, con respecto al trata =

miento testigo (G). Se dif ademds diferencia significativa al 5% en
tre GRM y el tratamiento (G).

- En cuanto al nimero de nbdulos, en el cuadro 15 del apéndice se
presentan los valores obtenidos en cada tratamiento. Para esta va=-
riable, al igual que para el peso seco de los nfdulos, se hizo sola
mente el andlisis de variancia incluyendo GA, pues la diferencia en
tre éste y los restantes tratamientos no era extremadamente grande,
como si ocurrié para las demas variables evaluadas.

El ANDEVA para nimero de nddulos dif significativo al 1% como pue
de observarse en el cuadro 16 del apéndice. La figuras 8 del apéndice
nos muestra que 21 mayor valor en el nimerc de nbdulos se presentB
en las plantas abonadas. Observacidn directa mostré que estos nfdu -
los eran en su mayoria relativamente grandes, corrugados vy presenta
ban una coloracifn rosada oscuro en su interior. E1 tratamiento gue
siguid en cuanto a nimero de nddulos, fue el de las plantas gque se
gncontraban en suelo sin esterilizar, en las cuales los nidulos eran
en su mayoria, de mediano temafio, generalmente gris&ceos en su inte
rior. A este tratamiento le siguif el de las plantas inoculadas con
Rhizobium (GR), en las cuales los nbdulos eran en su mayoria media-
nos,corrugados y rosados en su interior; el mismo tipo de nfdulos
se encontrd en las raices de las plantas inoculadas con Rhizobium y
micorriza (GRM). Los tratamientos en los cuales se encontrfi menor
nimero de nAdulos fueron el testigo (G) y el de las plantas inocula




s con micorriza (GM). Los nAdulos encontrados en estos tratamien -
gran muy pequefos y griséceos en su interior.

£1 cuadro 17 del apéndice nos muestra que existe diferencia sige-
iifivativa al 1% entre el tratamignto abonado y los tratamientos G ,
y GAM. Ademés se presentd diferencia significativa al 5% entre GA
GR. En el mismo cuadro se observa que GSE mostrd diferencia sig-
pificativa al 1% con respecto a G y GM y diferencia significativa al
5% con GRM. Se presentd ademés diferencia significativa al 1% entre
y los tratamientos G y GM, y diferencia significativa a' 5% entre
y GM.

= En 21 cuadro 18 del apéndice se presentan los datos de peso seco
miligramos, de los nodulos. E1 anélisis de variancia para estos
tos, como puede verse en el cuadro 19 del apéndice, di6 significs
givo al 1%. En la figura 9 del apéndice, se musstra gque los trata -
pientos GA y GSE, son los gue presentan los mayores valores de peso
gco de los nodulos, con una diferencia altamente significativa al
9% con relacifn a los otros tratamientos (cuadro 20 del apéndice).
2 &stos les siguid el tratamiento GR, el cual presenté diferencia
‘significativa al 5% con respecto al tratamiento GM, y diferencia sig
asificativa al 1% con gl tratamiento en suelo estéril y sin inbculg,
{E). En 2l caso GRM, se did diferencia significativa al 5% con res-
ecto al tratamiento G.

= Los datos obtenidos para la variable nitrogeno total (miligramos
planta), se presentan en el cuadro 21 del apéndice.

£l analisis de varigpcia para estos datos, como se puede obser -
war en el cuadro 22 del apéndice,dié significativo al 1% cuando se
incluyd GA, y significativo al 5% cusndo se excluyb este tratamien-
£0.En la figura 10 del apéndice se muestra que el mayor valor para
esta varisble fue alcanzado por las plantas abonadas , presentando
diferencia significativa al 1% en relacion & los demas tratamientos.
el .cuadro 23 del apéndice se observa que se presentd diferencia
gnificativa al 1% entre GR y GS5E, y diferencis significativa al
5% entre GM y GRM con respecto a GSE, siendo este Gltimo tratamien-
to el gue presentd los valores mds bajos de nitrbégeno total.
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- En cuanto al fésforo total mg/planta, los datos obtenidos se pre
sentan en el cuadro 24 del spéndice. E1 ANDEVA para estos datos se
muestra en el cuadro 25 del spéndice; en 61 se observa que este ané
lisis dif significativo a1 1% cuando se incluyd GA, y significativo
al 5% cuando se excluyb este trata&lentu. En la figura 11 del apén
dice se muestra que las plantas abonadas alcanzaron niveles de fos-
foro total mucho mayores 8 los valores obtenidos por las plantas de
los demés tratamientos, esta diferencia fue significativa al 1%. El
resty de los tratamientos alcanzaron valores descendientes desde GM
seguido por GSE, GRM, GR y finalmente G. En el cuadro 26 del apén-
dice se muestra que hay diferencia significativa al 5% entre los tra
tamientos GM y GSE con respecto a los tratamientos GR y G.

NOTA:
Es importante mencionar gue una vez evaluadas las plantas de ca
da tratamiento, algunas de las plantas sobrantes permanecieron en
g8l invernadero, y se encontrd que una de las plantas del tratamien-
£o GSE y dos del tratamiento GM, se fueron desarrollando répidaman-
te. A los guince dias estas plantas habfan slcenzado un tamafio mu -
‘cho mayor y presentaban una coloracifn verde oscuro. Estas tres plan
tas se recogieron y se evaluaron, obteniéndose los resultados gue

s2 presentan en el cuadro 27 del apéndice.

El analisis de las raicillas de estas plantas mostrf la presencia

da gran cantidad de micelio tanto intracelular como intercelularmen-
te, ademds se observl la presencia de gran cantidad de vesfculas y
dg arblsculae, lo gue demuestra gque se presentaba una micorrizacién
sbundante, y que a esa altura del proceso, las plantas presentaron
wna respuesta positiva a este tipo de asociacifn.
Como se observa en 21 cuadro 27, estas plantas alcanzaron valores
®uy altos de altura, peso seco, y fésforo total/planta. Esto nos in-
gica que la presencia del micobionte resultf en una respuesta satis-
' toriamente positiva por parte del hospedero, una vez gque la mico-
rrizacifn se ha establecido abundantemente,lo cual, en esta investi-
gacibn ocurri6 dias después de haberse evaluado las plantas.




DISCUSION

Al observar las fotografias tomadas a lar siete semanas, se puede
notar que a esta edad ya las plantas abonadas presentaban una dife-
rencia muy notable en cuanto a tamafio, en relacifin a las plantas de
los demas tratamientos, lo gue nos indica que el abono suministrado
& esas plantas resultb ser una fuente apropiads de elementos necesa
rios para su desarrollo. De los tratamientos restantes, GSE presen-
taba una altura mayor; esto puede deberse a que,como se observfi en
' las raicillas analizadas, a las siete semanas estas plantas ya pre-
sentaban algo de micelio con vesiculas y arbisculas, lo que nos pue
de indicar que el proceso de micorrizacion estaba empezando 8 actuar

y las plantas se empezaban a ver favorecidas por éste.

Presencla o ausencis de micorrizacian

El hecho de que no apareciera micorrizacifin en los tratamientos
By GA y GR, nos indica gue el proceso de esterilizacifn del suelo
utilizado, fue eficiente en la eliminacidn del micobionte nativo .

* Se observd gue a las cuatro semanas, aln no habia ocurrido la
formacifn de la micorriza.

A las siete semanas se estaba iniclando ya el proceso de micorri
zacin, pues ya se encontraba micelio con vesiculas y arblsculas es
pecialmente en las plantas gue se encontraban en suelo no estéril.

' Esto nos indica que el micobionte nativo empezd a desarrollarse mas
' rapidamente que el inoculado.

Fue a las doce semanas, cuando se observl un poco mas de mi:nrrl
‘zacidon, es decir, mayor cantidad de micelio con vesiculas y Erhﬁscg
lss, especislmente en las plantas de GSE, es decir, las que posefan
el inféculo nativo. También se observé micelio con algunas vesiculas
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y arblsculas en los tratamientos GM y GRM. 5in embergo, por los re=-
sultados obtenidos, la respuesta de estas plantas hasta ese momento,
no presentaba evidencis de un adecuado grado de micorrizacifin como
para juzgar que el micobionte utllizado sea el més apropiado para el
hospedero empleado.

El hecho de que el proceso de micorrizacifn en las plantas en sug
1o estéril resultara més lento que en las de suelo sin esterilizar,
puede deberse a que, como menciona MejstRick (1965), algunos micro=
organismos del suelo estimulan la germinacifn de los hongos miznrri
zicos V.A. Daniels,et ELJ[19?EJ, mencionan gue no estéd claro si los
organismos estimulan la germinacién directamente, o si estd solo in
directamente influenciada por la actividad de esos microorganismos,
tales como slteraciones nutricionales en el microambiente del suelo,
Fuede haber influfdo también el hecho de que ,como mencionan Trappe
y Fogel (1978), los hongos que forman micorriza, difieren en varios
aspectos, incluyendo el grado de susceptibilidad del hospedero.Aqui
es importante mencionar gue C.Infante (comunicacién personal), en -
contré que el micobionte inoculado resulté més efectivo gue el mico

bionte nativo.

Apariencia de las plantas

A las doce semanas, se observé que las plantas del tratamiento GA "
eran vigorosas, con hojas grandes, verde oscuro. Se observé gue las
plantas de los restantes tratamientos, presentaban clorosis y defo-
Jliacifn abundantes, lo que nos indica que estaban siendo afectadas
por la deficiencia del suelo especialmente en elementos como F&sfo-
ro y nitrogeno. 5in embargo se observh gue las plantas del tratamien
to G5E eran las gue habian perdido menor cantidad de hojas y presen
taban menor grado de clorosis, esto puede deberse a la absorcién y
transferencia a la planta de elementos minerales, por parte del han
go micorrizante. Las plantas que crecian en suelo estéril sin nin-
guno de los end6fitos, fueron las que se vieron més afectadas por

la defoliacién y la clorosis.
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‘Bltura de las plantas

Como se indic6, las plantas de gandul sembradas en un suelo po=-
bre en fbsforo, respondieron ppsitivamente & la aplicacifin del abo
no guimico, aumentando notoriamente el tamafic de las mismas. Esto
coincide con lo reportado por Saxena y Yadav (1975) guienes encon-
traron que las aplicaciones de fosfatos en gandul han sido positi-
vas y, en algunos casos altamente significativas.

Le diferencia obtenida entre GSE respecto a los restantes trntg
“mientos, puede deberse & que, como se determinb, las plantas de es
te tratamiento presentaban mayor centidad de micelio, con vesiculas
y arblsculas, o sea gue ocurrif la micorrizaci6n nativa y las plan.
tas mostraron su respuesta en crecimiento. Los restantes tratemien
%os no presentaron diferencia significativa entre ellos,sin embar-
go las plantas mas pequefias fueron las del tratamiento GRM en que
a2l parecer, la inoculacifin con Rhizobium y micorriza afecté en sus
primeras etapas, el crecimiento de la planta; en otras palabras ,
puede decirse gue las primeras etapas de infeccifin y competencia en

tre Rhizobium y el micoblonte,no inducen precisamente un estado de
mayor desarrollo.

Area foliar

Las plantas abonadas, al tener una altura mucho mayor,también
presentaron hojas de mayor tamafio,pues tenfan una fuente adicional
optima de nutrientes. Se observd que de los restantes tratamientos
GRM fue el que alcanzé el mayor valor ,diferente significativamen=-
te al alcanzado en los demés. Esto puede indicarnos gue la presen
cia de los dos simbiontes, aungue afectaron inicislmente el creci-
mieto de las plantas, fue un factor que permitié un mayor desarro-
1lo de las hojes. Se not0 que las plentes testigo (G),fueron las
gue obtuvieron el menor valor de &res foliar; esto nos demusstra
gue fueron afectadas por la deficiencias del suelo, &l no contar con
fijacién de nitrégeno por Rhizobium, ni con micorrizacifin
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Peso seco de la parte aéres

Las plantas abonadas,al ser las de mayor tamafo,lbgicamente pre-
aron el mayor valor de peso seco foliar. De los restantes trata
dentos, se observld que GSE Blcanzﬁ el valor mas alto,lo que se ex-
jlica pues estas plantas al finalizar el experimento,presentaban ma
yor cantidad de hojas gue las de los tratamientos GM,GR,GRAM y G, a=-
35 de que comparadas con estos tratamientos, ellas fueron las que

@icanzaron mayor altura. Las plantas que se encontraban en suels
#stbril,sin infculo (G),al finalizar el experimento fueron las gue
bian perdido mayor cantidad de follaje,como producto de la defi -

tiencia de nutrientes en el suelo, por lo que obtuvieron el menor
2lor de peso seco.

"#50 seco del sistema radical

Al igual que en los demds parametros,el mayor valor de peso seco
radical fue obtenido por las plantas abonadas que fueron las gue de
arrollaron un sistema radical m&s vigoroso. De los restantes trata
ientos GSE alcanzb el mayor valor,sin embargo, no difirié con res-
icto a GR, GM y GRM,pero s{ presentaron diferencia significativa
respecto a las plantas testigo,gue fueron las gue obtuvieron me
3T peso seco radical,pues crecieron pobremente.

Bro y peso seco de los nAdulos

Agui hay que destacar el hecho de gue, aparecieron nfdulos en las
ces de las plantas en tratamientos como GA,GM y G, donde no se
&speraba,lo que nos indica que existié contaminacidén o el proceso de
@sterilizacidn no fue suficiente para eliminar totalmente a lea bac-
eria.Inicialmente se habfa montado este experimento en suelo esteri
28do solo con bromuro de metilo vy aparecid Rhizobium en tratamisn
£os an los cuales no debfa de aparecer. Por tal motive, se procedid
traer nuevo sustrato y esterilizarlo con bromuro y autoclave; sin
Jargo aparacieron nédulos en GA,G y GM por lo que esta variable se
evalud en todos los tratamientos. Esta contaminaci6n pudo deberse a
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la entrada de polvo,pues el invernesderoc tenia gran parte forrada 80
lo con cedazo, ademas,por le misma consistencia del suelo,algunas
bacterias sobrevivieron en terrones formados en él.

Se observi gue las plantas abpnadas fueron las gue formaron mayor
nomero de nbdulos,siendo éstos de mayor tamafio que los encontrados
gn los demés tratamientos, ademés eran de una coloracién rojize en
su interior,lo que nos indica la presencia de la leghemoglobina,sus
tancia coloreada que tiene funcifin importante en la fijacibn de ni-
trbgeno. Esta mejor nodulacidn y fijacidn de nitrégeno en suelo abo
nado se debe a que el suelo tenia una fuente adicional de elementos
como fésforo y nitrbgeno que fueron fécilmente utilizedos por la bac
teria. Como menciona Fassbender (1975), el fosforo es un elemento
muy importante en el proceso de nodulacién y fijacifin de nitrbgeno
por Rhizobium.

Las plantas en suelo sin esterilizar GSE,también alcanzaron alto
nimero y peso seco de los nfidulos,lo gue nos indica gue en el suelo
utilizado existe la bacteria Rhizobium en forma nativa,la cual nodu
1a al gandul. Las especies nativas generalmente tienen una alta ca-
pacidad competitiva,como mencionan Brockwell (1981) y UWeaver y Fre-
derick (1974). Los tratamientos que siguieron en cuanto a nimero de
nodulos y peso seco de ellos, fueron GR y GRM,es decir,aquellos en
los cusles se habla inoculado una cepa de Rhizobium que se estima e
fectiva. Los tratamientos que alcanzaron menores valores en estas
dos variables fueron GM y G,lo que nos indica que en el suelo esté-
ril,las bacterias nativas gque sobrevivieron a la esterilizacién,no
tuvieron la oportunidad de nodular faécilmente al gandul,por encen =
trarse en un suelo extremadamente pobre en elementos esenciales co-

mo lo son gl fAsforo y el nitrégeno.

Nitr6geno total miligramos/planta.

Como era de esperar,las plantas abonadas fueron las gue obtuvie-
ron mayor valor de nitrbogeno total,por cuanto tenfan una fuente adi
cional de este elemento en el sbono, De los restantes tratamisntos
GR,GRM,y GM , alcanzaron valores muy similares entre si,un poco su-
perior a las testigo, esto nos puede indicar gue la pressncia del
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Rhizobium inoculado colaborf en parte con la fijacién de nitrégeno,
‘sin.embargo, aln cuando se considera una cepa eficiente, no actub
as{ en la fijacién de nitrdgeno, pues el suelo era extremadamente
pobre en fosforo, y la fijacién simbiftica de nitr6geno tiens un al
to requerimiento de este elemento. El1 valor obtenido por GM, puede
deberse a8 gque el hongo micorrizante, con sus hifas externas colabo-
rf en la absorci6n y transferencia de elementos nitrogenados a la
planta . El bajo valor alcanzado por GSE puede deberse & gue el
Rhizobium nativo supuestamente es una cepa poco eficiente en la fi-
jacién de NE' Esto coincide con lo propussto por varios investigado
res en el sentido de que Rhizobium nativo presenta una alta capaci=
dad competitiva y, @ su vez, una baje capacidad fijadora de nitrége
no (Wever y Frederick,1974; Obaton,1977; Stowers y Elkan,1980), Tam
‘bién puede haber influido el hecho de gque al ser un suelo no estéril
' 1os microorganismos también van a utilizar parte del nitrégeno del
'suelo, estando as{ este elemento en menor disponibilidad para la

‘planta.

Fésforo total mg/planta

Las plantas abonadas alcanzaron el mayor valor pues tenian a es-
te elemento disponible en el abono. Los valores alcanzados por GM y
G5E se explican pues las plantas de estos tratamientos eran las que
presentaban mayor micorrizacién y como mencionan Rhodes y Gerdemann
(1980), las plantas micorrizadas tienen acceso a un volumen mayor
dg suelo del cual pueden obtener fOsforo. E1 valor de GRM nos puede
indicar que la presencia de Rhizobium y su posible competencia con
el micobionte,puede haber afectado en parte el efecto de la micorri
zaci6n inicial,y por ende, la absorcifn de fésforo.Los tratamientos
Que no contaban con el micobionte fueron las gque alcanzaron el menor

valor.
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CONCLUSIONES

Tomando en cuenta les condiciones bajo las cuales se realizh es
investigacién, y los resultados en ella obtenidos, se puede con

cluir:

1- Cajanus cajan (frijol gandul), es un cultivo gue en suelos defl

cientes, responde positivamente a la aplicacifin de abono gquimi-

COa

La micorrizacibén del gandul con el micobionte inoculado, fusz un
proceso mas lento gue con el micobionte nativo, por lo cual no
se amerita su inoculaciféin en el suelo utilizado.

La efectividad del Rhizobium nativo, en la fijacibn de nitrbge-
na, fue muy inferior & la del inbculo utilizado.

La actividad de los endffitos micorrizico y Rhizobium se vid
muy afectada por la extrema deficiencia del suelo en elementos
como nitrégeno y fisforo, por lo gue la respuesta de las plan-

tas no fue muy satisfactoria.

Para la mayoria de las variables la presencia de los end&fitos
tanto nativos como inoculados, beneficiaron en algdn grado al

hospedero, en comperacibfn con el testigo.

En suelos tropiceles, deficientes en fsforo, la utilizacifin de
las micorrizas, puede servir como un medic para disminuir la can
tidad de abono necesarios, pero no para evitar totalmente el uso

de ellos.
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RECOMENDACIDONES

Debido 8 gue durante la realizaci6n de esta investigacitn se
presentaron slgunos inconvenientes en el invernadero como par
ejemplo ; al ser un invernadero"ablierto" (forrado con cedazo),
eso permite la entrada de polvo y esporas que contaminan ; por
tanto es importante, cuando se intenten hacer otras investiga-
ciones de este tipo, conseguir un lugar gue ofrezeca lss condi-

ciones minimas necesarias para trabs jar en forma sdecuadas.

Es recomendable realizar diversos ensayos,pare determingr, en
suelos deficientes en fosforo y otros elementos, la cantidad
necesaria de ellos en el abono, que no inhiban, sino gue favo

rezcan la accidn simbibtica.

Se sugiere la necesidad de realizar un estudio sistematico en
Costa Rica, para determinar las difersntes esnecies de hongos
micorrizantes vesiculo-arbusculares que existen, y gue puedan
ser utilizados como elementos de investinacién.

Es importante realizar estudios para determinar la accifn méas
benéfica de parte de diferentes especies de hongos micnrrizag
tes V.A., en diferentes hospederos, especialmente de walor e-

confimico e industrial.




RESUMEN

Se hizo un estudio en un invernadero de la Escuela de Biologia

de la Universidad de Costa Rica, como un primer intento pare deter
minar si es posible producir en el invernadero, ls doble asociacibn
simbibftica Rhizobium-hongo micorrizante en plantas de Cajanus cajan

(frijol gandul), para tratar de obtener plantas con un mayor signi-

ficado slimenticio a un menor costo,.

Se montaron los siguientes tratamientos:

G5E-Plantas de gendul en suelo sin esterilizar, sin inocular

G -Flantas de gandul en suelo estéril,sin inocular (testigo)

EA -Plantas de gandul en suelo estéril,abonadas.

GR =Flantas de gandul en suelo estéril,inoculadas con Rhizobium

GM -Plantas de gandul en suzlo estéril,incculadas con hongo micorri
zante

GRM-Flantas de gandul en suelo estéril,inoculadas con Rhizobium y

con honno micorrizante.

Los parametros evaluados fueron:

1- altura de las plantas, evaluada semanalmente (cm)
2- area foliar (cmz}

3- peso seco de la parte aérea (g)

L- peso seco del sistema radical (g)

5~ nimerog de nbdulos

6- peso seco de los nodulos (mg)

7- nitrfgeno y fosforo total (mg/planta)

B- determinacifn de presencis o susencis de micorrize.

La evaluacifin de estos parametros se realiz6 a las doce semanas,

y se encontrd que para todos los parametros evaluados, las plantas
shonadas alcanzaron velores mucho mAs altos a los de las plantas de

los restantes tratamientos.




En relacifin a las plantas inoculadas cor micorriza, se encontro
gue en ellas el proceso de micorrizaecién fue més lento gque en el
caso de las plantas gue crecieron en suslo sin esterilizar en las
cuales el micobionte nativo micorrizé mas rapidamente a las plan=
tas lo gue resultd en una respuesta de las mismas en cuanto a ta
mafio, peso seco de la parte afrea y fGsforo total,

Las plantas inoculadas con Rhizobium obtuvieron valores de ni-
trbgeno total , mayores a los slcanzados por las plantas en suelo
sin esterilizar, lo gue nos indica gue el Rhizobium inoculado re-
sultf mas eficiente que el native, en cuanto @ fijacién de nitrb=-
gENO,.

Las plantas que crecieron en suelo estéril y sin infculo fueron

las gue se vieron més afectadas por la deficiencia del sueslo
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CUADRO 1 : AnAlisis fisico-gquimico del suelo utilizado.

Caracteristica Valor
Arena % 34
Limo % 30
Arcilla % 36
Nombre textural Franco-arcilloso
pH 5]
P ug/ml de suelo 2.0
Al meq/100 ml suelo D.15
Ca n n n " 10.5
Hg n n n 1] h.j
® . now. " 1.03
Cu ug/ml de suelo 20.0
; Mn m oM m " 13.0

E n L] n n " [. .E




CUADRO 2

: Altura promedio (cm) de las plantas, tomada semanalmente.

Semanas
¢ I III v ] VI VII VIII IX X X1 XII1
Tratamient.
GSE 5,45 410,95 14,97 17.09 18.92 21.04 21.89 23.4L 24,81 25.51 27.34 28.00
G 4,32 B,96 12,89 15,41 17.65 20.17 21.35 22.25 22,46 22.57 23.47 23.85
GA 3.2 7.57 13.34 19,24 24,19 32.45 39.65 4B8.50 55.45 61.01 66.32 69.55
GR 2.1 3.85 6.6 11.29 14,76 17.97 19.66 21.19 21.B6 22.25 23,55 24,34

GM
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CUADRO 3 : Altura de las plantas (cm) de cada tratamiento, 8

las 12 semanas.

Tratamisntos
Planta GSE G GA GR GM GRM
1 EEQD 2"".1 ?Eiﬂ 15‘.5 ED."-F 22-5
2 28.0 22.2 BE.0 25.7 28.4 22.8
3 29.3 22.0 70.0 27.2 29.3 19.0
1" 25-& 2?.3 ?E.D 21-5 zll-E 21.5‘
5 25.8 23.2 68.0 277 22,3 24,7
(=] Z26.8 22.9 70.8 23.5 20.7 19.6
? Eg'g ZEHD Eu-n E?.E Eﬁig 2D15
8 29.0 24.1 71.6 25.5 22.7 27.0
X 08.0 23.85 69.55 2L.3 24.B66 22.2

CUADRD & : Anélisis de variancia para la altura de las plantas
a= incluyendo GA, b= excluyendo GA.

Fuente de variacién = & CM F
a- Tratamientos 5 2720.01 252,53
Error L2 10.77
Total L7
b= Tratamientos [ 35.889 h.1hE-
Error 35 B.652
Totael 39

e« Altamente significetivo al 1%
°. [Grados de libertad
CM Cuadrados medios




CUADRO 5 : Diferencias entre medias de tratamientos (Prueba
de Duncan) , con respecto a la sltura de las
plantas . ( excluyendo GA ).

GSE GM GR G GRM
28.00 2haB6 24430 23.85 22«20

GSE 28.00 o 3307 390" .15 5807

GM  24.66 ] 0,36  0.81™ 2.6

GR 24430 0 .45 a0

B 23.85 0 465"

GRM 22,20 0]

« Diferencia significativa al 1%

«+ Diferencia significativa al 5%

ns Diferencia no significativa.




CUAUROD 6 : Area fOliar (nmEJ , en cada tratamiento , a las

12 semanas.

Tréiamiantus
Planta GSE G GA GR GM GAM
1 3.56 2.90 12 .54 2.76 2.22 Le15
2 3.35 3,85 12.61 315 2.97 3.57
3 3.30 1.78 13.35 3,03 Ja21 3.92
iy 2,99 2.45 13,47 3.31 2.68 L 460
5 3.26 2.01 1115 3.45 236 L 438
[ 3.07 3.17 13.90 3.90 353 3.89
7 3.13 2.57 .33 2.67 3.28 3.01
A 3.23 3.10 13.91 ?2.84 3,23 3.uB8
X .96 203 12.53 3,19 2.95 3.875
CUADRO 7 : AnAlisis de variancia para el area foliar en cada
tratamiento. a- incluyendo GA, b- excluyendo GA.
Fuente de variacifin L CM F
8= Tratamientos 5 11743 1'5I2..5“'l
Error L2 0.61
Total L7
b- Tratamientos 4 1,485 6.4847"
Error 35 O0.229
Total 39

%L
CM

Altamente significativa al 1%

Grados de libertad

Cuadrados medios
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FIGURA 5 : Area foliar promedio {!:mz}, a las doce

Sgmanas.
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CUADRO 8 : Diferencias entre medias de tratamientos (Prueba
de Duncan) con respecto al drea foliar de las

nlantas. (excluyendo GA).

GRM G5E GR GM G

3.875 3.24 3«19 2+95 2473

GAM 3.875 ] 0.635"" 0.685"" 0.925% 1.145"
GSE 3.2 0 0.05"° 0.29™ 0.51™
GR 3.19 o g2t oue™®
GM  2.95 o Dsz2"
6 2.73 o

« Diferencia significativa al 1%

+s Diferencia significativa al 5%

ns Diferencia no significativa
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CUADRO 9 : Peso seco (gremos) de la parte aerea de les plan-

tas, 8 las 12 semanas.

Tratamientos

Planta GSE G GA GR GM GRM -

0.404 0.271 5.632 0.781 0.210 0.300
0.394 0.307 3,584 0.377 0.367 0.299
0.451 0.218 3,513 0.369 0.387 0.203
0.427 0.374 4,619 O0.34& 0,306 0.320
0.573 0.262 2.947 0.L03 0.264 0.370
0.534 0.266 3.572 0,344 0.362 0.413
0.455 0.311 2.629 0.331 0.392 0,279
0.606 0.296 L4,434 0,329 0.393 0.386

m =1 M 0 F W N -

0.480 0.286 3.B66 0.335 0.335 0.320

|

CUADRO 10 : AnAlisis de variancia para peso Seco de la parte
asrea . a- incluyendo GA, b- excluyendo GR «

Fuente de variacién bt I8 CM F
a- Tratamientos 5 1645 101.85"
Error L2 0.162
: Total 47
b- Tratamientos [ 0.04s 10.223*
Error 00044
Total

« Gignificativa al 1%
°_ Grados de libertad

CM Cuadrados medios
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FIGURA & : Peso seco promedio (gramos) de ls parte aé%en,

a les doceE semanas
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CUADRO 11 : Diferencias entre medias de tratamientos (Prueba
de Duncan), con respecto al peso seco de la par=-

te merea. ( excluyendo GA ).

GSE  GM,GR GRM G
D.48  0.335 0,321  0.286

GSE 0,48 o 0.165*  0.159* 0.194°
GM=GR 0.335 0 0.01™ 0,069
GRM 0,321 0 0.035"°
G 0.286 0

« Diferencia significativa al 1%

ns Diferencia no significativa
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CUADRO 12 : Peso seco (gramos) del sistema radical, a las 12

Sgmangs«
“Tratamientos
Planta GSE G GA GR GM GRM
1 0.215 0.125 1.518 0.132 0.220 0.183
2 0.220 0.110 1.314 0.200 0.296 0.209
3 0.212 0.183 1.D090 0.312 0.232 0.162
4 0.273 0.135 1.441  D.228 0.217 0.180
5 0.224 0.188 0.999 0.252 0.216 0.213
6 0.223 0.142 1.176 0.197 0.133 0.159
) 0.212 0.15 0,989 0.224 0.261 0.181
8 0.220 0.168 0.893 0.216 0.179 0.279
X 0,225 0.150 1.180 0.220 0.220 0.196

CUADRD 13 : Analisis de variancia para el peso seco del sistema
radical. a- incluyendo GA, b- excluyendo GA .

Fuente de variacian e CM F
a- Tratamientos 5 1.274 127.4°
Error L2 0.01
: Total L7
b= Tratamientos L 0.0075 454"
Erraor 35 0.00165
Total 39

« Altamante significativa al 1%
°_ Grados de libertad
CM Cuadrados mediaos
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CUADRD 14 : Diferencias entre medias de tratemientos (Prueba
de Duncan),con respecto al peso seco del sistema
radical. (excluyendo GA).

GSE GR=GM GRM G

0.225 0.220 0.196 0. 1485
GSE  0.225 0 0.005"° 0.029"° 0,0755%
GR-GM 0.220 0 0.024™ 0.0705"
GRM  0.196 0 0.0465""
[ 0.1495 0

-

ns

Diferencia significativa al 1%
Diferencia significativa al 5%

Diferencia no significativa.




CUADRO 15 : Nimero de nfdulos por planta, @ las 12 semanas

Tratamientos
Flanta GSE G GA GR GM GRM
1 31 7 Bl 23 10 22
2 29 18 RO 32 06 21
3 20 12 36 35 13 20
[A 36 o4 70 20 11 31
5 52 20 56 38 08 35
= 23 12 38 20 05 19
7 72 n]:] LD 55 22 17
8 47 19 19 22 06 21
X 39 12 47 31 10 23

CUADRO 16 : AnAlisis de variancia para el nimero de nbdulos.

( incluye GA).

Fuente de variacifin o 18 CM F
Tratamientos 5 1674.15 12,05
Error L2 138.93
Total L7

- Significativa al 1%
L Grados de libertad
CM Cuadrados medios
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FIGURA B : Nimero de nodulos promedio por planta 2 las
doce semanas.
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CUADRO 17 : Diferencias entre medias de tratamientos (Prusba
de Duncan) , con respecto al nimero de nodulos.

GA  GSE GR  GRM G GM

47 39 31 23 12 10
GA 47 0 gt 18" 2t 35" 37"
GSE 39 0 AT 46 29*
GR 31 0 g gl 21"
GRM 23 o T i
12 o “Ha
GM 10 0

™ Diferencig significativa al 1%
ee Diferencia significativa al 5%

ns Diferencia no significativa
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CUADRO 18 : Pesc seco (miligramos) de los nfidulos, a las 12

SEMaNgs e
Flanta GSE G GA GR GM GRM
1 22.0 1.0 40.0 8.0 4.0 6.0
2 20.0 4.0 25.0 9.0 3.0 12.0
3 17.0 2.0 15.0 12.0 2.5 8.0
A 19.0 2.0 34.0 8.0 4.0 6.0
5 26.0 4.0 21.0 12.0 3.0 12.0
6 14.0 1.0 16.0 6.0 1.0 5.0
7 32.0 1.0 17.0 22.0 8.0 5.0
8 31.0 4.0 26.0 6.0 1.0 15.0
X 22.6 2.4 24,25 10.4 3.3 8.6

CUADRD 19 : Analisis de variancia pars el peso seco de los
nGdulos. (incluyendo GA ).

Fuente de variacion °L CM F
Tratamientos 5 712.11 24 85"
Error L2 2B .65

Total L7

« Significativa al 1%
°L Grados de libertad
CM [Cuadrados medios
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FIGURA S : Peso seco promedio (miligramos) de los nodulos,

2 las doce Eemanas.
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CUADRD 20 : Diferenciss entre medias de tratamientos (Prueba
de Duncan) , con respecto al peso eeco de los

nbdulos.
GA GSE GR GRM GM G

24,25 22,60 10.40 B.60 3.30 2.4
GA  24.25 0 1.65"° 13.85% 15,65% 20.95% 21.85°
GSE 22.60 o 12.20* 4.00* 19.50° 20.20%
GR  10.40O 0 1,87 ™ Salnat
GRM 8,60 o 5.3"°  6.20""
GM  3.30 0 0.9 ™
G 2.40 0

« Diferencia significativa al 1%
wx Diferencia significativa al 5%

ne. Diferencia no significativa
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CUADRO 21 : Nitrbgenoc iotal mg/plantz, a las 12 semanas.

Planta GSE G GA GR GM GRM
1 Tk 8.935 142,926 6.534L 756 10.320

2 8.944 10,710  102.860 13.383 11.67  9.598
3 7.847 8,260 96,890 12.214 12.38  6.496
4  7.600 12,503 122,400 9.980 10.25  10.464
5 9.630  9.250 85.170 14.310 10.35 12.358
6  7.260 9,373  107.160 12.560 11.40  15.074
7 7.870  8.670 68.100 10.795 10.74  9.625
8 9.820 8,970  101.54  12.300 12.57 13.376
X 8.3 9.76 103.4  17.43  10.B6 10.91

CUADRO 22 : Anélisis de variancia para el nitrogeno total
(mg/planta), a- incluyendo GA, b- excluyendo GA .

Fuente de varigcion 2 CM F
a- Tratamientos 5 11573.04 131.62*
Error L2 87,93
. Total L7
b= Tratamientos (A 12 . LELS ;1
Error 35 37417
Total 39

- Significativa al 1%
=« Significativa al 5%
°_  Grados de libertad
CM Cuadrados medios
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CUADRO 23 : Diferencias entre medias de tratamientos (FPrusba
de Duncan),con respecto al nitrogeno total mog/pl.
(excluyendo GA).

GR GRM GM G GSE
11.43 10,91 10,86 9.76 __ B.3
GR  11.43 o 0.52"  0.57™ 1.67" 3.13°
GRM 10.91 0 0.05™ 1.15™ 2.61**
GM  10.86 0 1170 2,567
5 9,76 o Th6 T
GSE 8.3 0

w Difgrencia significativa al 1%
e Diferencia significativa al 5%

ns Diferencia no significativa




CUADRD 24 : FAsforo total mg/planta, a las 12 semanas.

Tratamientos
Planta GSE G GA GR GM GRM
1 0.180 0.1355 2.77 0.172 D.29% 0.185
2 0.320 0.187 2,50 0.200 0.292 0.2u8
3 0.364 0.148 3,100 0.165  0.290  0.167
X 0.29 0.157 2.79 D.179 0.292 0.2

CUADRD 25 : Analisis de variancia para el fosforo total

b_l

mg/planta. a- incluyendo GA , b= excluyendo GA.

Fuente de variacién  °L CM F
Tratamientos 5 3.304 197.86"%
Error 12 0.0167
Total 17
Tratamientos W 0.011875 4.B463""
Error 10 0.00245
Total 14

-
s
CHM

Significativo al 1%
Significativo a8l 5%

Grados de libertad
Cuadrados medios
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CUaDRO 26

: Diferencias entre medias de tratemientos (Prueba

de Duncan), con respecto sl fbsforo total mg/pl.
(escluyendo GA).

GM GSE GRM GR G
0.292  0.29 0.2 0.179 0,157
GM 0.292 O 0.002"° 0.092™ 0.113%" 0.135*"
GSE 0.29 o p.09™ 8.111"* 0.1337°
GRM 0.2 o 0.021" 0.0437°
GR 0.179 0 0.022"°
G 0.157 ]

=« Diferencia significativa al 5%

ns Diferencis no significativa
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CUADRO 27 : Datos evaluados en tres plantas que permanscieron

durante quince dias mis en el invernadero.

Variables evalusdas

Nitrégeno
tot.mg/pl

Fosforo tot.
mg/planta

Peso seco Nimero de
foliar(g) nodulos
1.93 8
1.60 12

1.85 35

6.12

L.B0

3.83

1.74

Talily

1.L8
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