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La planta de frijol comin (Phaseolus vulgaris,L) posee un origen
incierto. De acuerdo con SEenz,[lﬁﬁi)Bu Candolle indica que la plan-
ta es originaria del Viejo Mundo, mientras que Stutevant y otros opi—
nan que es natural de América, desde donde los frijoles se distribuye-
ron por todo el mundo.

El mismo autor indica que el origen americano del frijol se cita
en descripciones bastante antiguas, que datan del afio 1500, informando
Fernédndez de Oviedo en su Histéria General y Natural de las Indias a—
cerca de una simiente cue los indios cultivabean y llamaban fésoles,
especialmente en Nicaragua.

No cabe duda que desde tiempos antiguos el frijol ha sido consi-
derado como alimento por su alto contenido nutritivo, pues es rico en
proteinas, vitamines (especiolmente A y D) y eclementos tales como cal-
cio y fdsforo (Erdman, 1948).

En nuestro pais constituye uno de los alimentos bdsicos en la
dieta del costarricense, pero, & pesar de esto, los rendimientos del
cultivo del frijol en Costa Rica no han mejorado en los iltimos afios
(Cuadamuz, 1980),

Seguin Jiménez, 1978 son varios los factores que impiden satis-



facer la demanda de este grano; entre ellos, se pueden citar la depen-
dencia casi exclusiva de ;n sistemn de cultivo de subsistencia y de
muy bajo nivel tecnoldgico como es el frijol tapedo; la utilizacidn
de semilla de bajn calidad; inadecuado combate de plages y enfermeda-
des y la ubicacidn de las dreas de cultivo o de siembra del frijol en
zonas poco desarrolladas del pafs.

Con miras a estudiar las posibilidades de incrementar la producti-
vided del cultivo del frijol dentro del campo bioldgico, con 1la inten-
cidn o finalidad primordial de inducir las nancincianea simbidticas de

microorganismos de tino bacterial y fingico en el frijol, es que se es-

tructurd la presente investigacidn.



REVISION DE LITERATURA

Unger en 1840 observea por primera vez la presencia de hongos en '
1as raices de las plentas, sin denotar una anarente enfermedad o ne—
crosis.

Sin embargo, no fue hasta 1885, cuando el botdnico alemén Frank
establecid la teoria de simbiosis mutualistica existente entre las
raicesn d; algunas plantas con ciertos hongos; a la cual denomind
"micorrizas".

En estos dltimos afios se ha enfatizado el estudio de algunos de
estos hongos micorrizicos, gue colonizan las raices de plantas. Se
ha hecho una distincidn, en base & su estructura y morfologia, en dos
grandes grupos: ectomicorrizas y endomicorrizas. Las orimeras incluyen
micorrizas en las cuales el hongo, normzlmente de micelio tabicado, for-
ma un auténtico manto de hifas que rodea la rafz. El deserrollo del hon-
go en el interior de la corteza es intercelular, dando aspecto de reticu-
lo (reticulo de Hartig). En las endomicorrizas el hongo no forma manto
alguno sobre la raiz y las hifas penetran en el interior de las células

de la corteza (Kelley, 1950; Gerdemsnn, 1968; Hayman, 1980).

Hoy en dia se sabe que los hongos formadores de endomicorrizas




estén muy distanciados taxondmica ¥y fisioldgicamente, por lo que ha sido.

necesario subdividirlas en grupos {Gallﬂud, 1905}.

Sin lugar a dudas las de mds amplia distribucidn son las de tipo
vesiculo-arbuscular (V.A.), ya que se manifiestan en todos los climas
que permiten el desarrollo vegetal sobre el planeta (Gerdemann, 1968).

Se han localizado micorrizas vesiculo-arbusculares en todos los
continentes salvo en la Antdrtida, hallédndose en plantas nue pertene-
cen a la fomilia de las angiospermas, gimnosoermas, 2lgunos pteridd-
fitos y bridfitos (Galleaud, 1905; Nicholas, 1932; Burgeff, 1938; Azcdn
y Barea, 1980).

Mientras que sdlo un 3% aproximadamente de las plantas con flor
poseen la capacidad de formnf-micurriznﬂ del tipo ectomicorrizas, la
gran mayoria de las especies restantes poseen micorrizas del tipo ve-
siculo-arbusculares (Azcdn y Barea, 1980).

Los estudios realizados en las distintas familias que conforman
el reino vegetal parecen indicar que los siguientes grupos de plantas
no poseen la capacidad de formar las micorrizas de tipo vesiculo-arbus—
culares en condiciones normales de cultivo.
a-Pinaceae, Betulacese y Fagacese (formen micorrizas con mento),
b-Orchidaceae y Ericecease (forman sus tipos especificos de micorrizas).
c—Liertas familians hen sido descritas como no micorrizables, tales comot
Chenopodiaceae, Cruciferae, Fumarinceae, Commelinocese, Urticecene, Poli-
gonaceae, Helobiae, Plumbeginae, Centrospermae, Farinosae y algunas fo-
miliae de plantas que crecen en suelos pantanosos como Droseraceae, Oeno-
theraceae y Halorrhagoceae. No obstante pueden ser micorrizables en condicio-

nes de cultivo especial.




d-Existen también ciertos grupos de plantas que tienen tanto la copa-
cidad de formar ectomicorrizas como la de establecer las de tipo ve-
siculo-arbuscular tal es el caso de Salicaceae, Juglandoceae, Tilia-
ceae, Mirtacese, Caesalpinaceae, Juniperus, Chamaecyparis y Quercus
(Harley y Lewis, 1969; Meyer, 1974; Azcon y Barea, 1980).

La susencia de manto o de micelio externo en las endomicorrizas
dificulté el reconocimiento de las micorrizas vesiculo-arbusculares,
sin embargo, con técnicas de clarificecicon y tincidn se ha podido es-
tudiar con detalle su worfologia a través del examen microescépico.

En contraste con lo que sucede con las ectomicorrizas en las raices
de las plantas, las de tipo vesiculo—arbuscular originan pocos cambios
morfoldgicos en la raiz (Pnillips y Hayman, 19703 Meyer, 1974).

La micorrizacicn vesiculo-arbuscular se desarrolla a partir de las
clamiddsporas, azigdsporas o zigdsporas (esporas de resistencia) las
cuales son producidas individualmente en el suelo © en esporocarpos hipé-=
geos (raramente epfgeos) o bien a partir de micelio originado en una raig
previamente infectada (Rhodes y Gerdemsann, 1980).

Las esporas resisten condiciones adversas en el suelo, tales como
el calor y la sequia, germinando cuando las condiciones favorzbles se
presenten. EL tubo germinativo crece a traves del suelo ¥y puede even—
tualmente hacer contacto con las raices de un hospedero svropiadoe
(Azcén y Barea, 1980; Rhodes y Gerdemann, 1980).

El punto inicial de penetracidn se origina en 1a epidermis, en
forma directa o formando un apresorio o haustorio (Bushnell, 1972);

presumiblemente existen enzimas involucradas en este proceso de penetra-




cidn, esto es sugerido por la granulacicn de 1a pared del punto de pene-
tracidn (Akei et al., 1971).

A continuecion la hifa invosora se ramifica intercelularmente o
intracelularmente en forma répida, en la corteza de la raiz sin inva—
dir la endodermis, células pigmentadas ni células meristemsticas
(Harley y Wilson, 1959; Rhodes ¥ Gerdemann, 1980).

ElL citoplasma de la hifa fungal contiene los componentes normales
tales como mitocondrias, micleos y cuerpos de aceite no vecuolados. Las
células del hospedero reaccionan ante la invasion incrementando su cito-
plasma y acumulando gran cantidad de orgénulos tales como mitocondrias,
dictiosomas y reticulo endoplasmitico en la vecindad del hongo (Dérr y
Kollmann, 1969; Cox et al., 1975). Las vacuolas también son mis peque-
fias y mds numerosas (Kinden ¥y Brown, 1976).

Los nicleos de la célula invadida se hacen més grandes y se aproxi-
man a la hifa invasora. Esto podria indicar una interaccion entre los
orgdnulos de las células del hospedero ¥y las hifas del hongo, formando
parte de la interfase huésped-hongo (Kaspari, 1975; Holley y Peterson,
1979).

Poco tiempo después de iniciada la infeccién se desarrollan las
arbisculas forméndose de hifas tanto inter como intracelulares, las
cuales se ramifican dicotémicamente, en donde sus ramas son cada vez
mds pequeiias, al final se producen ramificaciones mdés cortas y abundan-
tes de ahi el nombre de arbisculas (Gullaud, 1905; Nicolson, 1975;
Holley y Peterson, 1979; Cox et al., 1980). .

Cuando se forman las arbuscules el ailmidén de la célula invadida

desaparece (Junsen, 1896; Gallaud, 1905; Kinden y Brown, 1975; Nicolson,




19753 Holley y Peterson, 1979; Cox et al., 1980; Azcén y Barea, 1980).

Las arhisculas se localizan en les hifas en diferentes estadoa de
desarrollo previendo una sibita degeneracién de la arbiscula entera.

Las arbdsculas permanecen intactas por un breve periodo. Un promedio

de cuatro dias (Cox y Tinker, 1976) o de cuatro & quince (Bevege y Bowen,
1975)han sido calculados para el proceso que incluye la formacicn de ar-
bisculas a la completa desintegracidn de éatas,

No se conoce si la descomposicidén de las arhisculas es estrictamen-
te un proceso autolitico o si la digestion por el hosnedante esta invo-
lucrada., EL proceso empieza con un deterioro del citoplasma en 1la hifa
arbuscular seguida por un colapsamiento de las paredes hifales de las
extremidades de las ramas arbusculares individuales (Cox y Sanders,

1974; Kinden y Brown, 1976).

Esto puede ocurrir solamente en una region de la srbuscula al
principio, pero continia hasta la arbiscula entera con la excepcidn del
tronce principal. Los remanentes de las arbusculas son riiiua como
"orumis" globulares de material fingico dentro de las células {Kaspari,
19753 Holley y Peterson, 1979; Azcén y Barea, 1980).

El microscopio electrdnico revela gue estos remanentes son usualmen-
te encapsulados en una materia amorfa, presumiblemente originada del hos-
pedante y rodeada por la membrana celular del mismo, es decir en una va-
cuola (Cox y Sanders, 1974; Kinden y Brown, 1976).

Después del deterioro de las arbisculzs, el micleo de la célula
hospedante retorna a su tamafio normal y el almiddén puede reaparecer
(Gallaud, 1905).

Las vesiculas son protuberanciss hifasles, globosas o elipsoides




que pueden apnrecer en poai;idn tanto inter como intracelularmente,

Ellas usualmente se forman en el extremo, pero pueden estar inter-
caladas(Jansen, 1896). Sy tameio varia, nero pucden llegar a ocupar todo
el espacio disponible de la célula hosnedera (Nicolson y Johnaton, 1979).
Estas contienen material linoide ¥ usualmente se asume que estos drga-
nos realizan una funcidn de almacenemiento para el hongo enddfito., Si
las vesiculas llegan a ser de pared gruesa, se asemejan a las clamidds- .
poras(Jansen, 1896; Azcon y Barea, 19380),

El desarrollo de la infeccidn en el interior de la corteza estd
acompaiiado por un crecimiento exterior de las hifas, estableciéndose nos-
teriores puntos de penetracidn. Las hifas que emergen de la rafz se ex-
tienden por los poros del suelo, formando un reticulo flojo de micelio
externo, que amplia el sistema de absorcidn de nutrientes en la planta.
De este micelio se originon grandes esporas vegetatives gue maduran has-
ta convertirse en clemidésporas(Nicolson, 1959; Cox ¥y Sanders, 1974).

Determinadas especies también poseen la capacidad deJdeﬁarrnllar
esporocarpos(Gerdemann, 1965),

El parecido anatdmico de las infecciones vesiculo-arbusculares hizo
pensar que la mayoria de ellas eran nroducidas Por el mismo hongo. Gra-—
cias a los estudios que se han realizedo se ha establecido que los hongos
vesiculo-arbusculares pertenecen a la familia Endogonaceae, en un princi-
pio se ubicd a todos los hongos formadores de esta 8sociacidn en el géne-
ro Endogone, pero gracias a Gerdemann ¥y Trappe, en 1974 se hizo una nueva

revision de la familia estableciéndose cuatro géneros: Gigaspora, Acsulos-

pora, Clomus y Sclerocyestis.




Estos hongos tienen un. espectro de hospederos extremademente amplio,
lo que obliga a catalogarlos como inespecificos, pero se registran nota-
bles diferencias en el grado de suceptibilidad del hospedero y en la a-
daptabilidad del hongo a determinadas condiciones. Se han hecho bastan-
tes estudios en éste aspecto que indicen que existen una serie de facto-
res que afectan el desarrollo, la reproduccidn y los efecctos de las mi-
corrizas vesiculo-arbusculares (Mosse, 1973; Rhodes y Gerdemann, 1980).

Algunos de estos factores sont la especie de la planta hospedera
(Mosse, 1973); la especie del hongo micorrizicoj el pH del suelo (Mosse,
1972 a,b); composicidn del suelo (Haymen y Mosse, 1972; Mosse, 1972 a,b);
el fésforo disponible (Haymen y Mosse, 1972); la temperatura (Furlan y
Fortin, 1973; Hayman, 1974; Schenck y Schroder, 1974) y la intensidad de
la luz (Haymsn, 1974).

La capacidad de micorrizacion de un suelo estd determinada por la
cantidad de indculo presente, el tipo, viabilidad y densidad de éste,
que va a estar directamente ligado a las cundlcion;a ambientales (Hall,
19763 Ferguson, 19813 Manjunath y Bagyaraj, 1981; Daniels y Skipper,1982).

Las micorrizas vesiculo-arbusculares Eriginadas por especies de la
familia Endogonaceae pueden mejorar satisfactoriaomente el crecimiento,
desarrollo y nutricidn de las plantas hospederas, especifalmente en sue-
los en donde la cantidad de fésforo y otros elementos esenciales son un
factor limitante (Nicolson, 19673 Gerdemann, 1968; Harley, 1969).

Los estudios llevados & cebo han puesto de manifiesto que el papel
de las micorrizas vesiculo-arbusculares es bastante significativo con res-
pecto a la toma de fosforo por el hospedero (Baylis, 1967; Daft y Nicolson,
1969).

La razdn de esto es que la mayor parte de los suelos naturales tienen




un bajo contenido en fosforo asimilable, e incluso la mayoria de los
suclos arables de uso agricola necesitan un aporte considerable de fer—
tilizante fosforado para mantener una productividad adecuada. Fn efec-
to el 95-99% del fdsforo de un suelo ests integrado por compuestos orgé-
nicos e inorgdnices insolubles (Reisenauer, 1966; Gerdemann, 1968;
Ruehle y Marx, 1979)

Se conoce también que el ritmo de absorcicn de los iones fosfato
por la planta es superior al desplazamiento de dichos iones desde el sue- °
lo no rizosférico hacia la raiz. Esto condiciona la formacidn de una
zona desprovista del elemento en la rizosfera (Vasey ¥y Barker, 1963; -
Lewis y Harley, 1965; Sanders y Tinker, 1971; Bhat ¥ Nye, 1974).

Los hongos eadomicorrizicos compensan esa deficiencia, incrementan-
do la toma de fosfato, como resultado de un aumento en el firea de absor-
cidn por contribucién de sus hifas (Hattingh et al., 1973; Pearson y
Tinker, 1975), origindndose una mayor capacidad de contacto; al existir
meyor nimero de sitios o puntos de absorcién lo que significa una mayor
capacidad para tomdor y transferir elementos minerales (Cress et al., 1979).

Estudios con isdtopos radiactivos en la nutricién de las plantas con-
firman que el nitrégeno, potasio, calcio, azufre, zinc, cobre, estroncio
Y principalmente fésforo, son absorbidos del suelo por los hongos mico-
rrizicos y transladados a la planta hossedera (Bowen, 19733 Cray y Cer-
demann, 1973; Jackson et al., 1973; Sanders et al., 1975; Cooper y Tin-
ker, 1978; Rhodes y Gerdemann, 19784).

Para explicar el meconismo de absorcidn y translado de fésforo del
micobionte hacia al hospedero, se ha suesto de manifiesto mediante la
radiosutografia la existencisa de grénules de polifosfato en las vacuolas

de las hifas intra e intercelulsres: estas iltimas forman en la zona cor-



tical vesiculas o arbisculas. Los grénules de fosfato vacuolares son

descompuestos hacia formas que a su vez son utilizadas por el hospedan-

te. La desintegracidn de vesiculas y arbisculas estd directamente rela-
cionada con la utilizecidn de estos polifosfatos (Cox et 21., 19753
Ling-Lee et el., 1975; Pearson y Tinker, 1975).

Estudios reeslizados han indicado que el hongo micorrizico no es
sélo estructuralmente eficiente en la movilizacidn de nutrientes del
suelo, gino que también producen enzimas excgenas como fosfatasas y
nitrato reductasas, las cuales son importantes en el metabolismo de
los nutrientes (Theodorou, 196%; Ho y Trappe, 1975; Gianinazzi-Pear-
son y Gianinazzi, 19T8).

Hecicntes trabajos en la secrecion de dcidos orgénicos por los

hongos micorrizicos (Graustein et al., 1977; Cromack et al., 1979),

han abierto nuevas posibilidades para comprender su particular efec-
tividad en la extraccidn de nutrientes del suelo. .

Ei grado de micorrizacicon estd relacionado por tanto con la canti-
dad de fdsforo disponible en el medio de crecimiento (Daft y Nicolson,
1969; Mosse, 1973; Sonders y Tinker, 1973).

Altas concentraciones de fdsforo en el suelo inhiben la formacidn
de la micorriza (Sanders et 21., 1975; Ratnayake et al., 1978).

Eli mecanismo bioquimico por el cual el fosforo actda inhibiendo la
infeccidn micorrizica es ain desconocido. Sin embargo, recientes eviden-
cias, indican la presencia de unz fosfatasa alcalina micorrizica, especi-
fica, que tiene una actividad dptima, coincidente con el periodo mds ac-
tivo de la infeccion micorrizica (Gisminazzi-Pearson y Gianinazzi, 1976,

1978). Se ha sugerido que esta fosfatasa alcolina puede estar involucrada




en el establecimiento de la infeccidn micorrizica, siendo ésta reprimi-
da en presencia de fosforo. Existiendo asi, un mecanismo por el cual
la infeccion micorrizica puede ser suprimida por una alta concentracidn
de fésforo en el suelo y, por ende un aumento en la concentracidn de
fésforo en los tejidos radicales (CGianinazzi-Pearson y Cianinazzi, 1976,
1978).

Muy poca atencidn ha sido dada al efecto del fdsforo sobre el desa-
rrollo del micelio externo, aunque existe una esirecha correlacion entre
éste y el desarrollo del hongo en la corteza radical (Nicolson, 1959,
19673 Sanders y Tinker, 1973; Sanders et al., 1977).

Asf, niveles de fdésforo que reducen el micelio interno probablemente
también causan una reduccién correspondiente del micelio externo. Tal
reduccién de las hifas en el suelo es probablemente de poca consecuencia
en relacidn con el fésforo obtenide por la planta, ademds es, en reali-
dad, el alto nivel de fosforo en el tejido de la piunt: que hace que la
infeccion sea suprimida. Si, ademés del féeforo las hifas externas ac-
tian en la transferencia de otros nutrientes, ia reduccidn de la simbio~
sis podria ser de importancia en la disminucidn de la captacion de otros
iones esenciales (Rhodes y Gerdemann, 1980).

Usualmente se nsume que, el sitio de liberacidn de nutrientes des-
de el hongo al hospedante micorrizado, es en las arbisculas., Hubo dos
razones para esta suposicidén: l-Las ramns arbusculares sumentan grande-
mente el drea de superficie de conteacto entre el hospedante y el hongo,
proporcionando més drea de superficie parn.;l intercambio de nutrientes;
2-Se observd que las arbdsculas se descomponian dentro de las células

hospederas, indicendo la digestion de la arbiscula o sutélisis dentro de




las células del hospednnte. Cualquiera de los procesos r:sultaFtea
tiene como finnlidad la liberacidn del contenido hifal hacia la célula
hospedera (Rhodes y Gerdemann, 1950).

Microandlisis con rayos X, han indicado que el citoplasma de las
células que contienen arbiscules, poseen mayores concentraciones de
féaforo que las células corticales adyacentes carentes de ellas. Tam-
bién, las ramas arbusculares contienen mayores concentraciones de fdés-
foro que el citoplesma hospedero que las rodean (Shooknecht y Hattingh,
1976).

Micrografias electrdnicas mostraron una susencia de grénulos de
polifosfatos en los extremos de las ramas arbusculares, aunque estos
estaban presentes por todo el resto del micelio, indicando esto una
posible tiencu:ga de Ipalirnnratu desde las ramas arbusculares (Cox et al.,
1975).

Puesto que los enddéfitos micorrizicos vesiculo-arbusculares son
simbiontes obligados, se ha asumido generalmente que ellos obtienen
nutrientes orgédnicos esenciales de sus hospederos, y por tanto debe
ocurrir transferencia de compuestos carbonados desde el hospedante hacia
el hongo. La forma en la cual el carbono es transferido desde el hospe-
dante al enddfito es desconocida (Meyer, 19663 Harley, 1969; Harley y
Lewis, 1969; Smith et al., 1969; Lewis, 1970, 1973, 1974; Hacskaylo,
1973; Smith, 1974).

Varios autores, han reportado el papel de los hongos endomicorrizi-
cos, en el crecimiento de plantas de 1nter£s agricola e industrial en
gitios inhéspitos tales como en minas de carbdn y cobre abandonadas, lo-

tes baldios y en localidades dafiadas por la erosidn y de baja fertilidad



(Baylis, 19753 Rhodes, 1980).

El estudio de las micorrizas vesiculo-arbusculares se ha orientade
hacia plantas de interés asgricola e industriel como: cultivos de uvas
(Possingham, 1971; Deal et 21.,1972); maiz (Gerdemenn, 1964); tomote
(Daft y Nicolson, 1966); frijol (Killana y Schenck, 1970; Ross y Harper,
1970; Ross, 1971; Schenck y Hinson, 1971; Holley y Peterson, 1979);

citricos ( Marx et al., 1971; Graw y Schenck, 1980; Menge et al., 1981);

cebolla (Furlan y Fortin, 1973; Mosse, 1973; Hayman, 1974); melocotones

(LaRue et al., 1975); papas (Bliack y Tinker, 1977); cebada (Saif y Khan,

1977; menzenas (Plenchette et al., 1981); algodén (Pugh et al., 1981);

cereales (Knhan, 1972, 1975) y tembién drboles forestales como arce
(Medve, 1971; Kessler y Blenk, 1972) y &lemo smarilloe (Clerk, 1963).
Tomando en cuenta que la mayoria de las raices de las leguminosas,
caso concreto de Phaseolus wvulgaris, L (frijol comin), forman asociacio-
nes con bacterias del género Rhizobium sp para aprovechar el nitrdgenc
elemental del medio que, no es asimilable directamente por in planta
(Alexander, 1977) y, demostrdndose también que Phaseolus tiene la capa-
cidad de formar micorrizes vesiculo-arbusculares (Killana y Schenck,1970;
Ross y Harper, 1970; Ross, 1971; Schenck y Hinson, 1971; Holley y Peter-
son, 1979). Algunos autores (Van Schreven, 1958; Ross y Harper, 1970;
Crush, 1974; Carling et al., 19783 Brill, 1981) han tratado de estable~
cer 8i las leguminosas noduladas y micorrizadas presentan, coro elemento
simbidtico, uno de los mecenismos més complejos e interesantes de accidn

bioldgica, para mejorar su productividad especialmente en suelos pobres.




MATERIALES Y METUDOS

ElL experimento se llevd & cabo en los invernaderos de 1la Escuela

de Biologia de la Universidad de Costa Rica, en donde se efectuaron .

seis diferentes tratamientos en plintulas de Phaseolus vulgaris L.

(frijol comin).

Preparacidn del sustrato:

El suelo se colectd en Villa Coldn, fue anali-
zado quimicemente en el laboratorio de suelos del Ministerio de Agri-
cultura y Ganaderia y fisicamente en el laboratorio de suelos de la
Facultad de Agronomia de la Universidad de Costa Rica. Las caracte-
risticas quimicas y fisicas del suelo se indican en el apéndice, en los
cuadros 1 y 2 respectivamente.

Se esterilizd el suelo en sutoclave a 15 libras de presion y a
125°C durente una hora. Posteriormente se colocd en el invernadero en
una cama de cemento, formando una especie de pirfdmide. En el centro de
la misma se colocd una lata de bromuro de metilo, se tapd con un plés-
tico todo el sustrato, logrando asi un sistema hermético. Con una vari-
lla con un clavo en el extremo se perforé la lata para lograr el escape

y la difusidn del gas, esto se dejdé por un periodo de 24 horas. Pos-




teriormente se levantd el pldstico y se dejé airear la tierra durante cua-

tro dias, antes de montar el experimento.

Se empacd el sustrato en bolsas de polietileno negras, de dimensio-
nes de 23X23 cm con pequecifios agujeros, previamente esterilizadas con al-
cohol de 95°. La cantidad de sustrato por bolsa correspondid a 2.100

Eramos.

Obtencidn de las pldntulas:

Se utilizd semillas de Phaseolus vulgeris L.
var. mexico, seleccionades previamente en cuanto a forme y tomafio para
asegurar su uniformidad.

Las semillas se esterilizaron de la siguiente manera: se lavaron
con alcohol de 95° por 3 minutos Jluego con agua destilada esteéril, pos-
teriormente se colocaron en una soluclidn de hipoclorito de sodio por 3
minutos y se lavaron con agua destilada estéril. Una vez esterilizadas
se dejaron en imbibicidn por 24 horas después de lo cual se pusieron a
pregerminer por 2 dias en placas de petri estériles con medio agar-agua
al 1% previamente autoclavado, hasta que las raicillas midieron mds o

menos8 1 centimetro.

Muestras:
Cada uno de los tratamientos eatuve constituido por 15 plédn-
tulas, una por bolsa, y a la hora de obtener los diferentes datos se eva-

luaron aguellas 10 que presentaron una mayor uniformidad.




Tratamientos:

Los tratamientos & realizar fueron los siguientes:
-Fit: plantas de frijol con Rhizobium
=FM: plantas de frijol con un hongo micorrizice
-FEM: plantas de frijol con Rhizobium ¥ un hongo micorrizice
-F: plantas de frijol sin indculo-testigo-
-F'Ar  plantas de frijol sin indculo pero con abono quimico

—FSE: plantas de frijol en suelo sin esterilizar

Preparacién de los indculos

Indculo micorrizico:

Previamente al establecimiento de lom= tratamientos

de FM y FRM se colectd Emilia fosbergii Nicolson (mala hierba) de un lo-

te baldio en las inmediaciones de la Universidad de Costa Rica, cuyas
raices presentaron abundante asociscion micorrizica, la cuai-fue com-
probada por el método de tincicon de Phillips y Hayman 1970, en donde
las raices son expuestas durante 30~60 minutos en una solucidn al 1(5
de KOH en bafio maria a 90°C ¥y coloreadas por 5 minutos en 0.05% de tri-
pano azul en lactofenol eclaro,

Las raicillas seleccionadas como indculo se esterilizaron con De-
roxido de hidrégeno al 0.5% durante 3 minutos, lavadas con agua estéril
¥ seccionadas en pequefios fragmentos.

Del suelo circundante a las raices de esta planta se extrajeron las
esporas del hongo micorrizico por el método de decantado o filtrado (GCer-

demann y Nicolson, 1963; Mosse y Jones, 1968; Onms, 1957), en el cual
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el suelo colectado es suspendido en LUUU ml de agua destilada y pasade
a través de una gasa para separar las sarticulas grandes, posteriormente
el filtrado se dejn sedimentar por 3IU minutos, passndose la suspensidn
por una criba fina, recogiendose luego las esnoras en un papel de fil-
tro. Estas fueron posteriormente seleccionads, lavadas y esterilizadas
con hipoclorito de sodio al 0.l1% aproximadomente por tres minutos.

Tanto les raicillas como las esporas conformaron la fuente de

inoculo micorrizante.,

Indculo bacterial:
La cepa que se utilizd para los tratamientos de FR y
FRM fue preparada y obtenida en el Centro de Investigaciones Agrondmi-

cas (CIA), Esta pertencce a la especie Rhizobium phaseoli var. mexico.

Preparacidn del abono:
Para el tratamiento del frijol abonado (FA) se uti-

lizé como fuente de nitrdgeno y fdsforo [HHA}ZHPG-!!. ¥ KESU4 para suplir a
las plentas de potasio.
Se prepard una solucidn de 3,45 g de lHH4}3HP04 v 1,24 g de

KESH4 en 225 ml de agua estéril.

Preparacion de los diferentes tratamientos:

-FR: Las semillas germinndas se sembroron en el suelo preparado &2 1 cm
de profundidad y con una pipeta estéril se les adiciond, en su con-

torno, 1 ml del indculo bacterisl suspendido en una solucidn salina

(Na CL 0.85%).
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A las bolsas nue correspondian a este tratamiento, se les extrajo,
en cada caso, una capa de sustrato de aproximadamente 2 cm de gro-
sor; se colocd en el centro de la bolsa un pequeiio circulo de panel
de filtro, esterilizado con rayos ultra violeta, al que se le adi-

ciond 1 g de raicillos micorrizadas de Emilia fosbergii Nicolson y

10 esporss del micobionte. Esto se cubriod con una capa de un cen-
timetro del sustrato extraido. Colocédndose la semilla de tal for-
mea gue su radicula ruedesra cn contacto con el papel de filtro, por

iltimo se cubrid con el suelo restante.

-FRM: Se siguid el mismo nrocedimiento que en los tratamientos de FM

y FR.

-F1 Este correspondio 2l testigo, 2l que no se le adiciond ningun
tipo de indculo o abono. Simplemente se sembraron las pléntulas
en el sustrato estéril.

-FA: Las plédntulas se sembraron en la bolsa correspondiente al suelo
estéril y se dejd pasar 6 dias con el fin de que adqui;ieran un
tamaiio adecuado y se adaptaran al nuevo susStrato. Se adiciond
con una pipeta estéril, 15 ml de la solucicn del abono por plan-
ta.

-FSE: Las pléntulas fueron sembradas en un sustrato sin esterilizar,

es decir en sus condiciones naturales.

Riegos .

Se hizo cads dos dies, debido & que el suelo retenia mucha humedad

y se le adiciond a cada pléntula 100 mi de agus, con ayuda de un reci-

piente agujerado con el propdsito de no maltratar las plidntulas.

e



Varinbles evaluadas:

Las siguientes varicbles se utilizaron para determi=
nar el comportamiente de los diferentes tratomientos:
1-Altura: Cada semena se tomaron los datos de altura en cm de cada una

de las plantas en los diferentes tratamientos,

2-Feso seco foliar y radical: Dos meses y medio desrués de haber montado

el experimento, se evaluaron estos parfmetros. Para esta determi~
nacidn se secaron las muestras separadamente en una estufa a 65°C
hasta alcanzar un peso constante Y posteriormente se pesaron.
3-Contenido de fésforot Se determind a nivel de planta, segin el méto-
do colorimétrico (Bricefio et al., 1984).
4-Contenido de Nitrogenot Se determiné a nivel de planta, segin el méto-
do de Kjeldhal (Muller, 1961).

5-Micorrizacién: Determinacidn de la presencia o ausencia de la asocia-

cion micorrizica, por el método de tincidn de Phillips y Hayman
(1970). .

6-Determinacidn del micobionte: Se determing tentativamente el génerc
¥ la especie de las esporas ¥ micelio empleados como indculo

micorrizico.

T-Nimero y peso seco de los nédulos bacterianos: Se determinaron estos

pardmetros removiendo los nédulos de los sistemas radicales, con-
tdndolos y secdndolos a 65°C hasta lograr un peso constante, para

pesarlos nosteriormente.




El resultado del andlisis quimico y fisico del suelo se indica

en el apéndice en los cuadros 1 y 2 respectivamente.
Los resultados de los diferentes pardmetros evaluados son los

siguientes:

Altura de las plantas: Del estudic del cuadro 3 se deduce que hubo un
incremento notable en 1la altura de la parte aérea de las plantas de fri-
jol, en el tratamiento en condiciones estériles, al cual se le adiciond
abono (FA), con respecto al resto de los tratamientos.

El cuadro 4 presenta el andlisis de varianza que indica la exis-
tencia de una diferencia altamente significativa (1%) con respecto a la
altura de las plantas en los diferentes tratamientos.

Parte de esta diferencia corresponde a la diferencia significativa
(1%) entre el frijol abonado y el resto de tratamientos, segun la prueba
de Duncan, cuadro 5.

Aplicando la srueba de T de Student que permite comparar el resto
de tratamientos entre si, se determina claramente en el cuadro 6 que
el tratamiento con indculo micorrizico (FM) muestra diferencia signifi-

cativa (1%) con respecto a los siguientes tratamientos: frijol Rnizobium-
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Micorriza(FRM); frijol Eh;;gﬁ;EE[FH}| frijol sin esterilizar(FSE); fri-
jol-testigo~(F) ¥y frijol abonado(FA).

A la vez, con este mismo cuadro se puede concluir que no existid
ninguna diferencia significativa entre el resto de los tratamientos,
€8 decir que el incremento en la altura de las plantas fue mry unifor—
me. Estas conclusiones se reafirman al observar la figura 1 (ver apén-
dice) que muestra el incremento semanal de las plantas al transcurrir un

periodo de 10 semanas, después de haber montado el exper imento.

Peso seco foliar: En el cuadro 7 se puede observar que el andlisis de
varianza, para la determinacidn del peso seco folinr de las plantas, da
como resultado una diferencia altamente significativa (1%).

Al anlicar la oruecba de Duncan, que se indica en el cuadro 8, =e
nota que las plantas en el tratamiento de frijol abonado(FA) presentan
una diferencia significativa de 1% con respecto al .resto de los trata-
mientos efectuados.

Al aplicar la prueba de T. de Student, segun se muestra en el
cuadro 9, se observa que no existe en ninguno de los casos una diferencia
significativa relevante, indicendo esto que existio un peso uniforme en
los tratamientos excluyendo, claro eastd, al trateamiento correspondiente
al frijol abonado(FA).

En la figura 2 se presentan los promedios del peso scco foliar en
los diferentes tratamientos, comnprobando lo anteriormente expuesto,

-

Peso seco radical: El cuadro 10 indica que hay una diferencia altamente




significativa en relacidn al'ﬂcsn radical de las plantas en los dife-
rentes tratamicntos. Aplicando 1a prueba de Duncan, cuadro 11, se ob-
serva que el tratemiento del frijol abonado presenta una diferencia
significativa(l%) con ressecto a los demds tratamientos.y, que el tra-
tamiento de frijol Hhizubium—ﬂicorriza{FﬂM}, también manifiesta esta
diferencia con resnecto al tratamiento de frijol testigo(F) inicamen-
te.

Sin embargo el cusdro 12, presenta los datos de T. de Student ma-
nifestando diferencias significatives de un 1% entre los tratamientos:
frijol mlturriza{FH] ¥ frijol Rhiznhium—ﬂicurriza{FHM]; frijol micorri-
za(FM) y frijol-testigo~(F); frijol Bhizobium(FR) y frijol-testigo-(F);
frijol RhizobiumMicorriza(FRM) ¥ frijol sin esterilizar(FSE).

En la figura 3} se seiialan los promedios gue representan el peso
seco de la raiz de las olantas de frijol en cada uno de los tratamientos,

en donde se compruebs lo anteriormente expuesto.

Contenido de fdsfors: El1 cuadro 13 indica que el anélisis de varisnza
aplicado al pardmetro del contenido de fdsforo a nivel de planta mani-—
fiesta una diferencia significativa de un 1%. La nrueba de Duncan en
el cuadro 14 indica que existe una diferencia significativa de un 15
en relacidn con el frijol abonsdo(FA) y el resto de los tratamientos,
Sin embargo, la prueba de T, de Student, presentada en el cuadro
15 determina la existencia de una diferencia significativa entre los

Siguientes tratamientos: frijol micorriza (FM) y frijol Rhizobium (FR)j
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frijol micorriza(FM) ¥y frijol sin esterilizar(FSE); frijol micorriza
(FM) y frijnl—teatiga{F]; frijol Rhizobium(FR) ¥ frijol Phizobium-Mj-
corriza(FRM); frijol Rhizobium(FR) y frijol sin esterilizar(FSE) y pri-
jol Rhizobium(FR) y frijol-testigo-(F).

Las diferencias en el contenido de fosforo se pueden observar

Cclaramente en 1a figura 4.

Contenido de Nitrg eno: En el cuadro 16, se observa que 2l anlicar el
———=2209 de Nitrdgeno

andlisis de varianza nara la determinncicn del Contenido de nitrdgens
a nivel de 1a nslanta, ge manifiesta que existe una diferencia signifi-
cativa de un 1%,

Esta diferencia entre los diferentes tratamientos queda demostra-

dro 17) y con la prueba de T. de Student, cuadro 18 se determina que
existe una diferencia Significativa entre loe tratamientos de: frijol
micorriza(FM) y frijol ein esterilizar(FSE); frijol micorriza(Fu) ¥
frijol-testigo-(F); frijol Bhizobium(FR) ¥ frijol-testigo-(F),

La figura 4 ilustra las diferenciss mencionadas anteriormente.

Micorrizacicn: Se visualizé microscdnicamente la sresencia de 1a mico-
E

rrizacicn vesfcula—arhuacular{V.A-}, €0 los siguientes tratamientos:
frijol micorriza {F!ﬂ; frijol Rhiznbium—Hicorriza{FHH} ¥ frijol sin es-

terilizer(FSE).

Las células corticeles de lasg raices de les nlentas gque correspon-




den a los tratemientos mencionndos anteriormente, contenien hifas
inter e intraceluleres, formondo un micelio bostante deserrollado.

Las células meristemdtices y las del tejide wasculer no presen-—
taron la infeccidn micorrizica.

Las hifos encontradas en le corteza exterior formeron vesiculas
en el espacio intercelular o en el lumen de les células corticales.

Las vesiculas presentaron una forma ovoide, bastante alergeda y en al-
gunos casos se pudo observar globulos de grass en =u interior.

También se observé 1z presencis de arbisculas, en diferentes esta-
dos de desarrollo, noténdose en &lgunos casos cleromente su entructuré
v su estado de desintegrecion.

Cabe hacer noter que la presencis de srbisculas y vesiculas bien
desarrolladss, se presentd mejor en los tratemientos de frijol Rhizobium—
Micorriza(FRM) y frijol micorriza(FM) con respecto al tratemiento de
frijol sin esterilizar(FSE), en este ultimo se localizé micelio bien

desarrollado y una que otre vesicula solamente.

Determinacidn del micobionte inoculado: Observando al microscopio las

caracteristicas de las esporas utilizades para la preparacidn del indculo
del tratamiento de frijol micorriza(FM) y frijol Rhizobium-Micorriza(FRM),
y con la ayuda de claves y fotoprafias de trabajos de investigncion en

esporas de hongos micorrizicos, se determind nue el género de las esporas
empleadas es Glomus y tentativemente se pudo establecer aue la especie es

Glomus tortuosum Schenck & Smith. -

Nimero y peso de los nddulos becterianos: En cusnto e estos perdmetros,

es decir 1a formacién de nodulos bacterianos, se nude establecer que los
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tratamientos correspondientes a frijol Rhizobium(FR); frijol Rhizobium—
Micorriza(FRM) y frijol =in esterilizar(FSE) fueron los unicos que pre-
sentaron este relacicn simbidtica.

Al aplicerles la nrucba estadistica de sndlisis de varisnza, que
ge presenta en el cuadro 19 se observa que existid une diferencia signi=-
ficetiva de 1% entre ellos, esto con respecto al mimero de los nddulos,

La nrueba de Duncan, en el cusdro 20 nos indica que el trotamiento
de frijol Rhizobium(FR) presenta una diferencia significativa de ﬁﬁ-cnn
respecto al frijol Rhizobium-Micorriza(FRM) y con el frijol sin ester}li—
zer (FSE) ,

Lo figura 6 ilustra la diferencia existente entre los tratamientos
mencionndos en cuénto #1 mimero de los nddulos bacterienos.

El peso de los nddulos bacterisnos, nos indica que también existe
una diferencia de un 1% entre los tratemientos mencionados al splicarle
el andlisis de varianza, cuadro 21. La prueba de Duncan en el cuadro 22
determina que esa diferencia de -eso estriba mdis oue todo en el tratemien-
to de frijol Rhizobium(FR) con respecto al frijol sin esterilizar(FSE)
en un 1%,

La figura 7 permite comorobar los resultados exnuestos anteriormen=

te.




DISCUSION

Haciendo un resumen general de los resultados del endlisis quimico
¥y fisico del suelo &si como de les nrucbas de invernadero, puede concluir-
se, sin lugar 2 dudas, gue el suelo empleado es sumamente pobre y por
ende carecia de la cantided de nutrientes necesarios, para el buen de-
sarrollo y crecimiento de las plentas de frijol.

Alladiciunar une fuente externa de nutrientes a base de nitrige—
no y fésforo a1 sustrato, se logrd observar, en todos los pardmetros
evaluados, una mayor res-uesta por parte de las nlantas abonadas, sien-
do este comportamiento logico, ya que se le did el suministfu adecuado
a las plantas para su mejor desarrollo anatomico y fisioldgico. Lo
cual indice que en este tipo de suelo el cultivo de frijol demanda un
fuerte gasto por inversidn en abono.

Sin embargo, este suelo pobre en nutrientes, especialmente en fds-
foro, permitic el desarrollo de la aseciacidn micorrizica vesiculo-arbus-
cular. Lo anterior coincide con los resultados logrados por otros inves-
tigadores(Gerdemann, 1968; Harley y Lewieg, 1969; Nicolson, 1957) en sus
respectivos experimentos con suelos pobres en fésforo.

La discusidn de los resultados en los diferentes pardmetros evalua-

dos son:

B — —
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Altura de las nlantas: Al evaluer este parimectro se observd cloromente

la accion del hongo micorrizico al incrementar el crecimicnto de éstas,
con respecto a los otros tratamientos; excluyendo, nor supuesto al fri-
jol abonado(FA).

Con rclacidn a 1o comparncién de las nlturas de los tratamientos
del frijol micorrizado(FM) con el frijol micorrizado e inoculesdo con
Rhizobium(FiM), se podriz explicar dicho comportemicnto(cusdro 3), debido
& una posible competencis por parte de ambos indculos que se lleva a
cabo durante la etapa temprana de colonizacidn de la rizosfera(Brockwell,
19743 Vidor, =f.), compitiendo Rhizobium con la sccidn del micobionte, lo
cual explicaria la menor ltura de les nlantas de frijol Rhizobium-Micorri-
zo(FRM) .

El tratamiento de frijol sin esterilizar(FSE), a sesar de cue con-
tenia los endofitos notivos, tento bacterial como micorrizico, no pre-
sentd una accidn significativa con respecto al frijol micoerrizado(FM),
con el frijol inoculado con Rhizobium(FR), esto se puede explicar con
base en que el indculo netivo es menos eficiente que el indculo utiliza-—
do, lo cual concuerda con otros estudios realizados(Erdman, 1948; Obaton,
1977; Stowers y Elken, 1980; Brockwell,1974; Weaver y Frederick, 1974)
en que el Bhizobium nativo presentd una baja cepacidad fijadora de
nitrdgeno. Otros estudios(Hall,1976; Ferguson,1981; Manjunath y Bagya-
raj, 1981; Danields y Skinner,1982) determinaron que el potencial infecti-
vo de un suclo estd definido por la cantided del injculo micorrizico
presente, el tipo, visbilidad y densidsd del mismo, lo cual estd direc-
temente relacionado con las condiciones ambientales, tales como temnera-
tura, humedad, pH, etc.

La accidn micorrizica queda demostrada al cﬁmpﬂrnr el tratamiento

del frijol micorrizade (FM) con el testigo(F), ya que en éste iiltimo



caso las plantas se encontraron en un medio precario desde el punto de
vista de nutrientes ¥ libre de todo tipo de organismos capaces de esta—
blecer alpuna relacidn simbidtica positiva(cuadro 4 yv6).

Peso seco foliar: Las pruebas estadisticas realizodas para evaluar el

pardmetro decl peso seco foliar, en las nlantas de frijol, indicaron que
solamente aquellas que corresasondian al tratamiento del frijol abonade
(FA) presentaben unn diferencia gignificative con respecto al resto de
los tratamieatos (cundro 8).

Los demds tratamientos en este asnecto (cuadros 8 y 9) presentaron
una mayor uniformidad. La posible explicacidn de este comportamiento,
podria atribuirse a que las nlantas, en estos cmsos, se vieran afecta-
das por .los sintonas tipicos de deficiencia de nutrientes, lo cual a
su vez contribuyd al atague externo de hongos e insectos que no pudie-
ron ser combatidos con gjyin nlagcuicida, debido a que estudios reali-
zados por GCerdemann, 1968 3’hha?e, 1973 demostraron que el uso de sus-
tancias quimicas externas afectan la accion micorrizica. Desafortuna-
damente no se pudo disnoner de condiciones ambientales que previnieran
esos efectos.

Peso seco radical: Al contrario del caso anterior, el peso seco a nivel
de raiz, presentd estadisticamente diferencias significativas entre los
diferentes tratamientos: el tratamiento correspondiente al frijol
Hhizohiumﬂﬂicarrizn(FﬂH} trabajo més eficientemente en este aspecto, con
relacidn al frijol micorrizado(FM), al frijol sin esterilizar(FSE) y al
testigo(F), (cuadro 12) pero no existig una diferencia significativa con
el frijol Rhizobium(FR). Sin embargo, si se observa la figura 3, en el
apéndice se nota una pequefia diferencia en el promedio del frijol Rhi-

zobium-Micorriza(FRM) con el frijol Rhizobium(FR), lo cual podria deberse



a que al alcanzar smbos un Q:rfndn en el cual ya los diferentes indculos
se han establecido en el hospedero, la comnetencia inicial desaparece ¥y
ambos simbiontes pueden trabajar conjuntamente logrando que exista un
mayor aprovechsmiento de los recursos existentes por parte de la plan-
ta,

Lo anterior parece comprobarse al no existir una diferencia gigni-
ficative, entre los tratamientos con los indcules por separado, es decir
con el frijol Rhizobium(FR) y el frijol micorrizado(FM), ver cuadro 11.

Con este mismo pardmetro se demuestra, que las cepas nativas de.
bacterias y hongos que se localizaron en el tratamiénto del frijol sin
esterilizar(FSE) no son eficientes, ya oue no existié incremento alguno
de éste en relacidn con los demsfis tratemientos.

Contenido de fdaforot En torno al pardmetro de la concentracidn de fés-

foro los resultados obtenidos indican que el fdsforo en sueles de baja
fertilidad es el nutriente mds importante que estd-involucrado, en la
respuesta de la accidn micorrizica vesiculo-arbuscular y que se locali-
zZa en mayor concentracicn en nlantas micorrizadas en relacidén con plan-
tas no micorrizadas, (cuadro 13) como lo renortan estudios de otros inves-
tigadores( Gerdemann, 1975 y Tinker, 1975). Esto se puede explicar asu-
miendo que el micelio externo del enddfito micorrizico, actiuia como una
malla o red que amplia la relacidn de la planta c¢on el suclo; asi se
puede absorber mds fésforo y transladarlo a las raices, donde es trans-
ferido al hospedante micorrizico; aumentendo de esta menera el volumen

del suelo utilizado, 8l numentar tambieén el sistema de absorcicn de nu-

trientes por la planta (Baylis, 1959; Gerdemann, 1964).



Contenido de nitrézenot En éuantn &8 la nsimilacicn de nitrogeno ge
comprueba en este estudio nue el indculo de Bhizobium, fue eficiente

en su accion fijadors de nitrogzeno, asin embargo, hay nue destocar que
la accidn del indculo micorrizico también fue significativa en la ab-
sorcidn de nitrdgeno (cuadro 16). Ross y Harver, 1970, correlacionaron

lo anterior al encontrar una mayor concentracidn de nitrogenoc en el te-

jido foliar de plantas micorrizadas, sugiriendo esto uns me jor captacioén .

de nitrdgeno lleveda a cabo por la micorriza,

Este papel del fésforo en la nodulacicn y la fijacion de nitrége—
no por Rhizobium ha sido bien documentada(Van Schreven, 1958). Asi,
el aumento de la nutricidn de nitrogeno de leguminosas no parece ser
un efecto directo de la translocacidn hifal de nitrdzeno, sino mds
bien un éfentu Secundario, debido al me jor suministro de fosforo a las
raices de laa plantas (Rhodes y Gerdemenn, 1980).

La importancia de la #dccion micorrizica en la nutricion del fdésfo-
To por parte de plantss en ambientes Precarios, podria comparsrse a la
de Rhizobium en 1a nutricidn del nitrégeno(Sanders y Tinker, 1973).

Micorrizacion: La presencia de un micelio bien desarrollado; arbisculas

en diferentes estadios de desintegracidn y vesiculas bien formadas, in-
dican un excelente desarrollo de la asociacidn micorrizica (Jansen, 1896 ;
Bevege y Bowen, 1975). En esta investigacidn se comorobé lo snterior

en el tratamiento de frijol micorriza(FM) Y frijol Rhizobium-Micorriza
(FRM), sin embargo, en el tratamiento correspondiente al frijol sin es-
teriliznr{FSE}, Be observaron estnsm eatru;furaa pero en menor cantidad

y desarrollo, debido nrobablemente a la noca eficacia del indeulo nati-

vo del sustrato, sin embargo F, Pereira(comunicacicn personal) traba jando




con Cajnnus cajan (gendul) &etermind nue el incdoulo netivo es més efi-
ciente que el indculo no nativo.

Determinacicon del micobionte inoculado: Las ssnoras que se emplearon

como indculo micorrizico, se definid que pertenecian a la especie

Glomus tortuosum Schenck & Smith por presentar un manto de hifas sinuo—=

sas que cubria cada espora, caracteristica tipica de esa especie(Shenck
y Smith, 1982).

Niimero v peso de los nddulos bacterisnos: El mimero y peso de los nddulos

en las plantas, indican que la cepa de Rhizobium phaseoli utilizada en

este estudio fue muy eficiente. La asociacion del micobionte con la
bacteria permitid favorecer, en forma indirecta, la fijscidn de nitré-
geno, en el tratamiento del frijol sin esterilizar(FSE) que poseia los
dos organismos nativos en el suelo, cuadros 19,20,21,22.

Es preciso mencionar, nue este es uno de los primeros esfuerzos
en el campo de la investigacidn micorrizica en nuestro pais, y que el
trabajo aqui expuesto abre las puertas & una serie de interrogantes a
cerca del comportamiento en nuestro medio, de este tipo de asociacidn

simbidtica con plantas de interés agricola como industrial.




CONCLUSIONES

Bajo las circunstancias en las cuzles se llevd a cabo el presente

trabajo y de acuerdo con los resultados obtenidos puede concluirse que!

1-Fn un suelo con un pH de 5.5 y con una concentracidn de 5 ug de fés-
foro/100 ml de suelo, =e esteblecid perfectamente la asociacidn mico-

rrizica en Phaseolus vulgaris L. (frijol comin).

2-Se logrdé una mayor absorciocn y transferencia de fésforo en las plantas
micorrizadas,

j-La micorriza no puede sustituir en forma total al rcrtiliQ;nte utiliza-
do.

4-La accidn conjunta del indculo bacterisl Y ¢l micorrizico, incrementd
la absorcidn de nutrientes per parte de las plantas, en sitios ¥ con-
diciones precorias en cuento a fertilidad, textura y comnosicidn del
suelo.

5-El micobionte nativo del suelo emplerdo, fue menos efective que el
inéculo micorrizice adicionado al sustrato.

6-F1 inéculo bacterial nativoe fue menos éficiente que el indculo adicio-

nado al sustroto.



RECOMENDACIONES

I1-Sugerir un estudio sistemdtico en Costa Rica, que determine las es-
pecies de hongos gue producen micorrizas vesiculo-arbuscular que

existan y que puedan ser utilizadas como elemento de investigacidn.

2-Investigor el efecto de diferentes esnecies de hongos micorrizantes,

sobre especies vegetales de valor economico e industrial,

3-Determinar el tino, visbilidad y centidad de indcule dntime para

realizar los diferentes traotamientos en condicione=s de invernadero.

4-Trabajar con mayor cantidad de tratemientos y mayor nimero de plantas
hospedantes, con el fin de esteblecer correctamente el periodo de ini-

cio de la accidn micorrizica.

5=Determinar los efectos de plaguicides y diferentes fertilizantes sobre

la accidn micorrizica.

6-Evaluar el efecto de estas asociaciones en la ecologia del suelo,

-



RESUMEN

El presente trabajo se reslizd en un invernadero de la Escuela
de Biologia de la Universidad de Costa Rica; localizado en San Pedro
de Montes de Oca.

Consistic en estudiar la posibilidad de incrementar la produc-

tividad del cultivo de Phaseolus vulgeris L. (frijol comin), inducien—

do asociaciones simbicticas de tino bocterial y fiungicas.
Para tal efecto se realizaron los siguientes tratamientos:
-Frijol abonado (FA): abono a base de nitrdgeno y fdsforo.
-Frijol micorrizado (FM): indculo de esnoras ¥ micelio de un micobionte
capaz de formar micorrizas vesiculo-arbusculares,
=Frijol Rhizobium (FR): indculo de bacteria nertencciente al género
Rhizobium phaseoli
=Frijol RhizobiumMicorriza (FRM): inoculado con los dos tipos de mi-
croorganismos, es decir bacteries y micobionte,
-Frijol sin esterilizar (FSE): en condiciones naturales, sin esterili-
zar.
-Frijol-testigo- (F): sin tratamicnto alguno.
Para la realizacion de estos tratamientos se utilizé un suelo

pobre en fésforo y esterilizado en autoclave y con bromuro de metilo.



Para la evaluacici de los resultados se tomaron en cuenta los
pardmetros de altura de las plantas, peso seco folisr y radicalj
norcentaje de nitrdgeno y fésforo, susencis o sresencia de la micorri-
zacion y la accidn bacterisl en los diferentes tratamientos.

Los resultados demostraron nue el Suelo emnlendo no permite en
sus condiciones naturales un buen desarrollo, crecimiento y nutricidn
de las plantas. Sin embargo, al adicionar una fuente de abono adecuada
a base de nitrdgeno y fdésforo el comportamiento de los plantas es marca-
damente positivo,

Al inducir asociaciones simbidticas de tipo fungico y bacterial,
las plentas respondieron bastante bien a las limitaciones de su medio,
en donde la presencia de indeulos bacteriales ¥y fungicos nativos fueron

rienos eficientes que los indculos que se eplicaron artificialmente,
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Cuadro 1. Propiedades quimicas del suelo utilizado.

PARAMETROS VALORES
pH 5.5
Aluminio 0.25 meq/100 ml. suclo
Calcio 5.00 meq/100 ml. suelo
Magnesio 2,00 meq/100 ml. suelo
Potasio 0.31 meq/100 ml. suelo
Fésforo 5.00 ug/ml. suelo
Zinc 5.00 ug/ml. suelo

I Manganeso 19.00 ug/ml. suelo
Cobre 34,00 ug/ml. suelo

Cuadro 2. Propiedades fisicas del suelo utilizado.

PARAMETROS VALORES
Tipo de textura Franco
Densidad aparente 1.11
Arena 48.00%
Arcilla 14.00%

Limo 38.007%
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Cuadro %. Andlisis de varianza, con relacibn a la altura de las

rlantas,
TRATAMIENTCS FROULDICS( em )
Testico( F ) 11.37
Frijol 5in Esterilizar( IFSE ) 12,08
Frijol Abonade( Fi ) 78.40
Frijol Zhizobium( FR ) 11.93
¥rijol thizobium-tiicorrizal{fFxli) i2.17
Frijol liicorriza(FH) 15.5
FUEXNT= DiZ VARIACION GRADOS D= LIBEATAD CUADRADOS MEDIOS F
; +
Tratamientos 5 7204,61 65.94
Error sh 109,26
Total 59

+ Significativo al 1%




ugﬁ_

vadro 5. Difercneia entre medias d° tratacientos(Prueba de Duncan),

con relacifin a’ la altura de las plantas.

" e -—— o —

PRATAMIE 08 A e FRi ¥ FR F
70.0F . 16251 . 12.17 12,08  11.9% 11.37
FA  78.4 0 61.89° 66.237 66.72" 66.47°  67.03"
Fi  18.51 0 b3t b3’ base g1k
FRY ¢+ 12.17 0 0.09' o0.24' 0.8"
ST 12.03 0 0.15' 0.71"
TR 11.93 0 0,56"
F 11.37 0 :

+ Significativo al 1%

' Ho Significativo

Cuadro 6. Frueba estadistica de T. de Student respecto a la altura

en centimetros.

TRATAMIENTOS PROMEDIOS DIFERSKCIAS T.DE STUDEHT
3 2 1 2
FH FRi 16.51 12.17 4,34 6.38"
FM FR 16.51 11.93 k.58 8.48"
N FSE 16.51 12.08 b 43 7.50"
FH F 16,51 11.37 Selk 12.54+
FM FA 16.51 78.40 -61.89 -ﬂ.nn*
F3 FRM 11.93 12,17 -0.24 -0.55‘

FR F 11.93 11.37 0.56 1.40
L
FR F53 11.93 12.08 -0.15 0426

FSE P 12.03 12.17 =0.09

+ Significativo al 1%
* Mo Sirnificative
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SEMANAS
Frijol ibonado (FA)
=rijol Micorriza (FM) P
Frijol-teatizo= (F) — e
Frijol ihinobium (FR) =
Frijol Sin tSsterilizar (FSE) aaaa
?riju;l, (hizobiun-t'icorriza (Fil) _ _ __

m 1. Altura semanal de las plantas, por un pericdo
‘Bemanas,




-

Chadro 7. Anflisis de varianza, con respecto al peso 5cco foliar

de las plantas.

TRATANILITOS $30 50I05( B )
Testigo(F) 0.15
Frijol Sin Esterilizar(FSE) 0.20

Frijol Abonado(FA) 2.61
Frijal'REizuhium{FR} 0.19
r

Frijol ?himuhium—ﬂicorriza{?kﬂ} 0.16
Frijol licorriza(Fi) 0.18

PUSMNTE D& VARIACION GRADCS DS LIBERTAD CUADZADOS ¥

Tratamientos 5

Error Sh

Total 59

+ Sipnificativo al 1%




-59-

nadro 8. Difercneia entre modias de tratamicnto(l'rucba de Duncan),

con relacidén al peso seco foliar,

ALERENR

[ratamicntos  FA = FSE FR M 2K F

2.61  0.20  0.19 0.17  0.16 0.15
FA 2.61 0 kit ades . oiizt 2T 2.h6%
FSE  0.20 0 0.00' 0.02' o0.04 0.05
FR 0.19 0 0.01  0.03 0.04'
M 0,18 0 0.,02" G.G}'
FRM  0.16 0 0.01'
F 0.15 0

+ Sipnificativo al 1%

Ho Significativo

GCuadro 2. Prueba estadistica de T.de Student, con respscto al peso

seco foliar en gramos.

ATPARL AHTOS SROIEDIOS DIFSRENCIAS T.DI STUBENT
1 2 1 2
FM F2H 0.18 0.16 0.02 0.7'
M FR 0.18 0.19 -0,01 -0.3!
FH FSE 0.18 0.20 -0.02 0,7
M F 0.18 0.15 0.03 iy
FR FRI 0.19 0.16 0.03 1.5
FR  FSE 0.19 0.20 -0,01 ~0.33
FR F 0.19 0.15 0.0k 2'
FRE F 0.16 0.15 0.01 0.5
SRM  FSE 0.16 0.20 -0.04 2133
FSE F 0.20 0.15 0.05 1.67"

"No Bignificative
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LY

PROMEDIO DEL ¥ESC StCO FOLIAR ( gramos)
= n
Z //
Z

7

\

e

7
Z

NN D\ A NN A AN

FA Fox FR FM FRM ¥

TRATAMIENTOS

Frijol Abonado (FA)
Frijol Sin Esterilizar (FSE)

Frijol Rhizobium (FR)

Frijol Micorriza (FH)

Fri ol ihizobiun-Nicorriza (FRM)

Frijol-testiso= (F) .

Figura 2. Fromedio del peso seco(gramos) de la parte aérea de
lae plantas de frijol en cada tratamiento, a las 10

semanas.




fuadro 10. Anflisis de

-01=-

varianza, con relacion al peso seco radical.

TRATAMIENTOS PROEDICS( gramos)
Testigo(F) 0.05
Frijol S5in Esterilizar(FSE) 0.09
Frijol Abonado(FA) 0.34
Frijol' 2nizobium(FR) 0.11
Frijol Mizotiua-iicorriza(FRH) 0.1k
Frijol “icorriza(FM) 0}09

FUENTE D3 VARIACION

GRADOS DE LI3ERTAD

CUADRADOS KEDIOS F

Tratamientos
Error

Total

54
59

0.10k 22.11"

0,.0037

+ Significativo al 1%




=hA2=

Guadro 11, Difercncia entre medias de tratanicntos(Prueba de Dum

con relacifin al peso seco radical.

-1',},".'1'4‘1:-21 SATO5 - F.u j i o F.ax ¥
23 0.34% 0.1k n.11 0. N 0,09 0.05
FA 0.34 o o:2F 0.23% 0.25° 0.25" 0.29"
L] ] 1 +
L] 1 L]
¥3 0.11 0 0.02 0.02 0.06
FH 0.09 0 0 0.04"
PSE 0.09 0 0.04
¥ 0.05 0

+ significativo al 1%

' Ho Siznificativo

cuadro 12. Prueba estadfstica de T. de Studant, con relacibn al peso

seco radical en gramoSe.

0, 2 AHIENZ0S 301 7DIOS ~ PTIFZRZICIAS T.DE STUDEHT

X 2 1 2
FH FRI 0.09 0.1k -0.05 =5"
PN FR 0.09 0.11 -0.02 )
FM FSE 0.09 0.09 0 o'
FHl F 0.09 0.05 0.0k 5
FR FaN 0.11 0.14 -0,03 -1.5'

FR FSE 0.11 0.09 0.02 1’
FR F 0.11 0.05 0.06 %5
FRYM F 0.1k 0.05 0.09 4.5*
FRM FSE 0.1k 0.09 0.05 2.5%

o r 0.09 0.05 0.04 2

+ Significativo al 1%
' Wo Sirnificativo




S B

1.00-

(gramos)

0.50

FRM FR Tob i

PRATAMIENTOS
Friiol Abonado (FA)
Fri jol Rhizobium-¥icorriza (FRE)
Frijol 3ihizobium (FR
Frijol 5in ~sterilizar (F32)
Frijol Micorriza (F¥)
Friiol-testigo- (F)

Fipura 3. Fromadio del peso secolprazos) a nivel de raiz de las

plantas de frijol en ca‘a tratatiento, a las 10 semannd.
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Guadro 13. An&lisis de varinsnza, con resp=cto al contenido. de

fésforo o nivel de planta.

TRATAMIENTOS LROSDI0S(mEY
Testigo(F) 0.115
Frijol Sin Esterilizar(FSE) 0.125
Frijol Abonado (FA) 3.61
Fri jol Rhizobium(FR) 0.012
Frijol "mizobiun-tiicorriza(FRH) 0.138
Frijol Micorriza(FH) ' 0.235
FUSUTE DE VARIACION GRADOS D2 LIBZRTAD CUADRADOS K:DIOS F
Tratamicntos 5 8.11 69"
Error 18 0.117
Total 23

+ Significativo al 15
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Tundro 1. Uifercneia entre medias de tratnmientos(Prueba de Duncnn],.

con relanecidn al contenide de fésforo a nivel de planta.

TRATAUI =Z0705 Fa 1 F.ii. Eoo B i

5,61 0.23 ; €.138 3,125 ©.115 0.012
FA 3,61 0 3.38° 3,477 3.48% 3.49° 3.60"
P 0.23 0 0.09' 0.10' o0.115'  0.22'
FiM 0.138 0 0.01' 0.02 ' 0.5?:
FS& 0,125 0 0.01' 0.11
F 0.115 0 0.10"
FR 0.012 0

+ Significativo al 1%

' No Signifiecativo

Cuadro 15. Frueba estadfstica de T. de Student, con relacién al ¢on~

Jtenido. de fésfors 2 miwvel do plants,

YRAPANIEITOS ©20120108 DIFZIENCIAS P.D5 STUDENT
1 5 1 2

i FRM 0.23 0.138 0.092 1.55'
FH FR 0.23 0.012 0.218 A
FM FSE 0.23 0.125 0.105 3.50"
M F 0.23 0.115 0.115 3.83"
FR FRH 0.012 0.138 -0.126 -2.52"
FR FSE 0.012 0.125 -0.113 -5.65"
FR F 0.012 0.115 -0.103 -1l 7t
FRK F 0.138 0.115 0.023 0.46"
FRH FSE 0.138 0.125 0.013 0.16"
FSE F 0.125 0.115 0.01 0.50'

+ Sipnificativo al 1%

' No Cirnifiecativo
" Signiiicativo al 5%



/1, : CONTENIDC Dp., FOSFORO (miligramos)

#
et

PROMEDIO D

66

ey

g W VI T ooz e

FA Fil FRM PS8 F Fa
TRATAXIENTOS

Frijol abonado (FA)

Frijol Kicorriza (FM)

Trijol Anizobium-Nicorriza (¥aM)

Frijol Gin ssterilizar (FSE)

Frijol -testigo- (F)

Frijol Shizohium (FR)

Fipura 4. Promedio del .contenido da fdsforo a nivel de

ta (miliprarmos) al transcurrir 10 sSemanas.
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Guadro 16. An&lisis de varianza, con respecto al contenido. de

nitrbpeno a nivel de plonta.

TRATANIZHTOS TRCHIADIOS(mE)
Testigo(F) .21
Frijol £in csterilizar(FSE) L,20
Frijol Abonado(FA) 97.38
Frijol- Rhizchium(FR) 8.97
Frijol R%izobium=Micorriza(FRH) 9.31
Frijol ¥icorriza(F¥) 8.27
FUSHTE D= VARIACIOHN GRADOS DS LIBERTAD CUADRADOS MEDIOS F
Tratamientos 5 5467 .6 28"
Error 18 197.04
Total 23
- = L

+ Eiﬁﬂifinativn al 1%




Saadre 17.
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Diferencia entre medias de tratamicntos(Prueba de Duncan),

con relacidn 51 -contenido de nitréreno a nivel de planta.

T2ATAKIEITOS Fa Fiill Fi il ¥ FoL
! 92.3% 9,51 8,97 6.27 4.2 4,20
FA 97.33 o =~ &t.opt &R.mt  Boua1t 93,177 93,8
FaM 9,31 0 ﬂ.}hl 1.0& 5.10' 5.11.
FR 8.97 0 0.?' 4.76" k77"
Fif 8.27 0 h.nﬁi #.D?:
F k.21 0 0.01
FSE 4,20 0

+ Significativo al 1%

' No Significative

Cnadro 18. Frueba estad{stica de T. de Student, con respecto al
contenide de nitrdpeno a nivel A= mnlanta.
£ : ~
TRATALIELTOS »R0HEDIOS y DIFER INCIAS T. DE STUDENT
T 2 El 2 )

FH Fau 8.27 9.31 -1.0k -0,38
FH FR 8.27 8.97 -0.7 -o.zﬁl
FM FS3 8.27 4.20 4,07 3.13:
i F 8.27 4.21 4.06 3.47
FR FRY 8.97 9.31 -0.34 0.11:
FR FSE 8.97 k.20 h.77 3.3?“
FR F 8.97 k.21 h.76 3.#5'
FRM F 9.31 h.21 5.10 2106‘
FRM  FS3 9.31 4.20 1 1 03
FSE F k.20 h.21 -0.01

M Significativo al 5%

' llo Significativo
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PRATAMIENTOS
Frijol Abonado (FA)
Frijol Zhizobium-licorriza (F3M)
Frijol Riizobium (FR)
Fri jol licorriza (FIi)
Frijol -testigo= (F)

Frijol 5in Esterilizar (FSE)

Figura 5. Promcdioc del contenido de nitrégeno a nivel de

planta (miligramos) al transcurrir 10 scmanas.
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Cuadro 19. Anflisis de varianza para evaluar la accién bacterial

en tres tratamicntoes, con respecto

al nfimero de nbdulos

bacterianocs.
TIATAMIENTOS _-onzpros(unidades)
Frijol 35in ssterilizar(FSE) 9.1
Frijol Rhizobium (FR) 20.7
Frijol Rhizobium-iicorriza 11.6

TUANT: D= VARIACION ﬁﬂ&ﬂﬂs DS LIBLATAD CUADRADOS MiDIQS E
Tratamientos 2 372.7 3,86 =
Error 27 96.57

Total 29

+ Bignificativo al 155
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uwadro 20. Dif:rencia entre medias de tratanientos(Trucha de

Duncan), con respecto al nfincro de nbédules bacte-

rianos.
TRATALIZNTOS FR FRM FE&3
20.7 11.6 9.1
1] "
FR 20.7 0 9.1 11.6
FaM 11.6 0 2.5'
Fag 9.1 0

" Significativo al 5%

' Ho Significative
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TRATAMIENTOS

Frijol Rhizebiun (FR)
Frijol 2nmizeobium-licorriza (FiM)
Frijol Sin =aterilizar (FSE)

Figura 6., Prosadio del nlimero de nbdulos bacterianos

{uni iades), a las 10 semanas.
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suadro 21. Anfilisis de varianza para evaluar la accibn bacterial,

con resnecto al peso de los nbdulos bacterianos.

TRATANIZHTOS PROMLDIOS(gramos)
Prijol 5in Lsterilizar(FSE) 0.00353 "
Frijol Rmizobium(FR) 0.00785

~licorriza(FRH) 0.00535

FUENTE DE VARIACION 33AD0OS DE LIZERTAD CUADRADOS MIDIOS F
Tratamientos 2 0.000047 5.22+
arror 27 0.000009

Total 29

+ Significativo al 1%



Cuadro 22. Diferencia entre medias de tratamicentos(Prueba de

Duncan), con respecto al peso de los nbdulos bac-

teriancs.
TRATAMIEITOS I'FR I'.""EH .E:SE
0.00785 0.00535 0.C0353
FR  0.00785 0 0.0025 | 0.00432 T
sxir 0.00535 0 E.GGiEE
F3E 'u.nc5;3 2 0

+ Significativo al 1%

' No Significativo
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Figura 7. Promedio del peso scco(srames) de los nddulos

bacterianos, a las 10 secranas,
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