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RESUMEN EJECUTIVO

Se instaur6 un ensayo para determinar que consorcio de hongo formador de
micorriza arbuscular (MA) tiene una mayor capacidad de infeccion y que beneficios
otorga a las plantas a través de la evaluacion de las variables agrondmicas, al ser
utilizados como inoculantes en plantas de fréjol (Phaseolus vulgaris L.). El
experimento se realizd utilizando como sustrato un suelo pobre en nutrientes y
estuvo constituido por cuatro (4) tratamientos tres tipos de consorcios micorrizicos
diferentes (Esporas y raices micorrizadas) y un tratamiento testigo (Agua Destilada
estéril), estos fueron los siguientes: T1: (Glomus spp.), T2: (Acaulospora spp.), T3:
(Scutellospora spp.), T4: (Agua destilada estéril) como testigo. Todas las plantas se
regaron con agua destilada estéril. Las variables estudiadas fueron: Altura, peso
hamedo y seco del sistema foliar, peso hiumedo y seco del sistema radicular, largo
total de raiz por planta (RL), longitud de raiz por volumen de suelo (RLv), nimero
de esporas por cada 100 gramos suelo humedo (gsh), categoria pelos radicales y
porcentaje de colonizacion micorrizica. Se efectu6 una evaluacién en las plantas de
fréjol a los 90 dias después de la siembra. La evaluacion realizada dio como
resultado que el mejor tratamiento para todas las variables estudiadas fue el
consorcio micorrizico Glomus spp. Sin embargo, los demas tratamientos que
contenian in6culos de hongos micorrizicos arbusculares fueron superiores

morfoldégicamente a las plantas inoculadas con agua destilada estéril (testigo).
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EXECUTIVE SUMMARY

Was established that an assay for forming consortium arbuscular mycorrhizal fungi
(MA) has a greater capacity for infection and provides benefits to plants through the
evaluation of the agronomic traits to be used as inoculants in bean plants (Phaseolus
vulgaris L.). The experiment was performed using as substrate nutrient- poor soll
and consisted of four (4) treatments consortia three different mycorrhizal (spores
and mycorrhizal roots) and a control treatment (sterile Distilled Water), these were:
T1: (Glomus spp. ), T2: (Acaulospora spp.), T3: (Scutellospora spp.), T4: (sterile
distilled water) as a witness. All plants were irrigated with sterile distilled water. The
variables studied were: height, wet and dry weight of leaf system, wet and dry weight
of the root system, total root length per plant (RL), root length per soil volume (RLvV),
number of spores per 100 moist grams (gsh), category root hairs and mycorrhizal
colonization percentage. An assessment on bean plants at 90 days after planting.
The evaluation resulted in the best treatment for all variables studied was the
consortium mycorrhizal Glomus spp. However, other treatments containing inocula
arbuscular mycorrhizal fungi were morphologically higher plants inoculated with

sterile distilled water (control).
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1.1. INTRODUCCION

La agricultura, es un sector de la economia nacional, la mayor parte de la poblacion
del area rural del pais, se dedica a esta actividad. Hay diversidad de productos
agricolas, como granos basicos, legumbres, hortalizas, frutas etc., dicha actividad
proporciona a las personas beneficios, debido a que los productos obtenidos de la
tierra son para consumo propio, asi como para ser comercializados en distintos
puntos de venta de acuerdo con las necesidades imperantes en el mercado
(Salgado, 2001).

Segun el ICTA (2003), el fréjol es una planta que alcanza diferentes alturas segun
la variedad que se trate, por lo que puede ser de tipo arbustivo (de suelo) y trepador
o de enredo (guia). La planta posee raices fibrosas con tallos herbaceos
desarrollados, compuestos por una raiz principal y varias que se ramifican cerca de

la superficie del suelo lo cual favorece a la introduccién de la micorriza arbuscular.

En varios paises de Centro América y América del Sur, el fréjol es una de las
principales leguminosas que se producen en las fincas agricolas y es considerada
una importante fuente de proteina para todos sus habitantes. Ya que contiene entre
16% y 30% de proteina, 8% de calorias, es rico en vitamina B y su principal vitamina
es la legumelina, de facil digestion y alto poder energético, proporciona hierro,
cobre, zinc, fosforo, potasio, magnesio y calcio, tiene un alto contenido en fibra
(Moreno, 2003).

Por otro lado es un hecho universalmente aceptado que los hongos micorricicos
arbusculares estimulan el crecimiento, desarrollo y nutricion de las plantas,
especialmente en suelos de baja y moderada fertilidad. El papel que juegan los

microorganismos en la rizésfera de las plantas favorece la nutricibn mineral



principalmente en cuatro aspectos: fisiologia y desarrollo de la planta, crecimiento
y morfologia de raices, procesos de absorcion y disponibilidad de nutrimentos;
caracteristicas favorables que le permitirian a las plantas ser mas competitivas en

lo que a estabilidad se refiere (Paul y Clark, 1996).

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo general

Determinar el efecto de la inoculacién con hongos micorrizicos arbusculares en

plantas de phaseolus vulgaris L. (fréjol).

1.2.2. Objetivos especificos

e Cuantificar el nUmero de esporas existentes en las plantas de fréjol

después de inocularlas con hongos micorrizicos arbusculares.

e Cuantificar el porcentaje de colonizacién micorrizica en raices de fréjol a

nivel de vivero.

e Evaluar las variables agronémicas de las plantas de fréjol inoculadas con

hongos micorrizicos arbusculares.

1.3. HIPOTESIS

La inoculaciéon con hongos micorrizicos arbusculares estimulan a las plantas de

fréjol a desarrollar mayor respuestas a variables agronomicas
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2.1. FUNDAMENTACION TEORICA

2.1.2. Aspectos generales de las micorrizas

El origen de las Micorrizas se remonta al periodo Devonico a partir del cual hongos
y plantas evolucionaron hasta lo que son actualmente. El botanico aleman Albert
Bernard Frank, en 1885 cred el término Micorriza (Mycos-hongo, Rhiza-raiz) para
designar la asociacion que se presenta entre hifas de algunos hongos del suelo y
las raices de la gran mayoria de las plantas superiores. Algunos autores identifican
a las Micorrizas como “la asociacion simbiética entre determinadas especies de
hongos del suelo y las raicillas (pequefas raices) de diferentes especies de plantas
“. Es decir, dependencia entre hongo y raiz, unién armoénica e intima de ayuda

mutua entre hongo y raicillas de la planta (De la Vega, 2006).

Se denomina micorrizas a las asociaciones simbidticas mutualistas existente entre
los hongos del suelo y raices de plantas superiores. Se trata de una asociacion
simbidtica puesto que los hongos se benefician con el suministro de fuentes
carbonadas provenientes de la planta, mientras que esta ultima se beneficia por la
mayor cobertura de suelo a nivel de raices facilitada por los hongos, aumentando
la capacidad de absorcion de nutrientes minerales (Hermard et al., 2002). Estos
dependen de la planta para el suministro de carbono, energia y de un nicho
ecolégico, a la vez que entregan nutrimentos minerales (especialmente los poco
moéviles como el fosforo); ademas le imparten otros beneficios como: estimulacion
de sustancias reguladoras de crecimiento, incremento de la tasa fotosintética,
ajustes osmaticos cuando hay sequia, aumento de la fijaciébn de nitrégeno por
bacterias simbi6ticas o asociativas, incremento de resistencia a plagas, tolerancia
a estrés ambiental, mejoran la agregacion del suelo y son mediadores de muchas
acciones e interacciones de la microflora y microfauna, que ocurren en el suelo,
alrededor de las raices (Bethlenfalvay y Liderman, 1992, citado por Blanco y Salas,
1996).



2.1.3. Importancia de las micorrizas en la agricultura

La micorriza cumple una funcion clave en la agricultura sostenible. En el prefacio
del libro Mycorrhizae in sustainable agricultura (Bethlenfalvay y Liderman, 1992,
citado por Blanco y Salas, 1996), concluye que “si el objetivo es reducir los insumos
quimicos por razones ambientales y de salud, entonces se necesita restablecer los
hongos micorrizogenos y otros microbios benéficos a un alto nivel de efectividad
para compensar la reduccién de insumos”. Esta estrategia coincide con el punto de
vista de que el grado de empobrecimiento o desaparicion de la microflora MA
(Micorrizas Arbusculares) es un indicador del descenso en estabilidad del sistema
planta-suelo, de la misma forma que el nivel de estrés causado por las préacticas
culturales es una medida de sostenibilidad de la agricultura (Bethlenfalvay, 1992,

citado por Blanco y Salas, 1996).

Los efectos beneficiosos de la introduccion artificial de indculo micorrizico resultan
mas evidentes en suelos donde las poblaciones de hongos MA nativos no existen,
o han sido eliminadas por empleo de préacticas agricolas desfavorables para su
desarrollo como la fumigacion del suelo y el cultivo intensivo. La micorrizacion
temprana de las plantas puede ser también interesante en situaciones en que la
cantidad de in6culo MA en el suelo agricola sea muy baja o por la existencia de un
cultivo anterior no hospedador, y/o donde las poblaciones autéctonas no sean lo
suficientemente agresivas y eficaces (Rhodes, 1984; Sieverding, 1991, citados por
Hernandez, 1999). Los beneficios econémicos se derivan de una mayor y mas
uniforme produccion, una mayor rapidez de crecimiento y entrada en produccion de
las plantas, una mejor calidad de la cosecha y un ahorro en fertilizantes, riego y

productos fitosanitarios (Hernandez, 1999).

2.1.4. Simbiosis micorrizica



La simbiosis micorrizica se refiere a la asociacion mutualista que se establece entre
plantas y especificos grupos de hongos que habitan en el suelo y en la rizosfera.
De este modo se tienen identificados siete diferentes tipos de simbiosis
micorrizicas, las cuales tienen repercusion en lo que respecta a la evolucion,
fisiologia y adaptacién ecoldgica de las plantas que habitan los ecosistemas
terrestres (Smith y Read, 1997, citados por Alarcon y Ferrera-Cerrato, 2003).

La importancia de la asociacion micorrizica se basa exclusivamente al papel del
hongo en el mayor suplemento de nutrimentos desde el suelo a la planta, sirviendo
como intermediario el micelio externo. La asociacion micorrizica es una estructura
en la cual una unién simbiética entre un hongo y los 6rganos absorbentes (las
raices) de una planta, confiere incremento de la adaptabilidad de uno o los dos

participantes (Read, 1999, citado por Duchicela y Gonzélez, 2003).

2.1.5. Como se produce la simbiosis para formar micorrizas

Primer paso.- Se produce identificacibn mutua planta-hongo/hongo-planta en la
rizosfera, o en regiones proximas a las raices o pelos radicales. La identificacion es
al parecer por sustancias exudadas desde la raiz que provocan el crecimiento del

micelio y un biotropismo positivo del mismo hacia la raiz.

Segundo paso.- Consiste en el acercamiento y acoplamiento progresivo y gradual
del micelio y la raicilla produciéndose el contacto intercelular al formarse una

estructura que ata ambas biomasas.

Tercer paso.- Se realiza la colonizacion y se producen cambios morfologicos y
estructurales tanto en los tejidos colonizados por el hongo, como en la organizacion
de la pared celular de la raiz. Posteriormente se produce la integracién fisiologica

de ambos simbiontes (hongo-raiz) y, por ultimo se produce una alteracion de las



actividades enzimaticas que se coordinan entre los simbiontes para integrar sus

procesos metabolicos (De la Vega, 2006)

Este proceso de asociacion para formar Micorrizas provoca alteraciones
morfologicas y anatdmicas en las plantas colonizadas tales como cambios en: la
relacion tallo raiz; la estructura de los tejidos radicales; el nUmero de cloroplastos;
aumento de la lignificacion; alteracion de los balances hormonales, etc. Efectos que
no solo son explicables como simple mejora nutritiva de la planta debido al aumento
de eficacia en la absorcion de nutrientes por la raiz gracias a la formacion de la
Micorriza, sino que responde a cambios metabdlicos mas profundos y complejos,
debidos a la integracion fisiologica de los simbiontes (De la Vega, 2006).

2.1.6. CLASES DE MICORRIZAS

Existen dos clases de micorrizas de importancia para los suelos agricolas: las
ectomicorrizas y las endomicorrizas. Algunas plantas poseen las dos clases, pero
muchas otras no. Las endomicorrizas se dividen en varios tipos: Eridceo (con
caracteristicas tanto de endomicorrizas como de ectomicorrizas), orquideaceo
(infectadas por basidiomicetos) y las micorrizas vesiculas arbusculares. (Coyne,
2000).

2.1.6.1. Ectomicorrizas

Las simbiosis que establecen las ectomicorrizas son uniones de beneficio mutuo
entre los hongos y las raices de plantas vasculares y no vasculares. El huésped de
un hongo ectomicorriza suele ser una gimnosperma (pino o arbol de hoja perenne)
(Coyne, 2000). El hongo crece entre las células de la raiz rodeandolas sin
penetrarlas, formando una estructura caracteristica la "red de Hartig". Ademas las
raices estan rodeadas por una vaina formada por el hongo llamada manto fangico;
las hormonas que secreta el hongo provocan la ramificacién de la raiz, que adopta

un aspecto caracteristico esponjoso y ramificado. El micelio se extiende mucho



hacia el suelo. Los pelos absorbentes a menudo estan ausentes, siendo
reemplazados por las hifas fungicas (Arbo y Gonzélez, 2006).

Formadas por hongos Basidiomicetes y Ascomicetes, que desarrollan una espesa
capa de micelio sobre la zona cortical de las raices nutricias de la planta. Se
producen principalmente sobre especies forestales y lefiosas. Los principales
géneros son: Suillus. Cortinarius. Rhizopogon. Cenococcuyrn. Thelefora.
Pisolithus. (Duchicela, 2001). Las ectomicorrizas presentan una escasa habilidad
saprofitica competitiva. De esta manera, lejos de sus huéspedes, las ctomicorrizas
experimentan dificultades a la hora de competir con otros microorganismos del
suelo (Coyne, 2000).

2.1.6.2. Endomicorrizas

Son méas frecuentes las endomicorrizas, ocurren aproximadamente en el 80% de
las plantas vasculares. Las hifas de las endomicorrizas penetran las células del
cortex de la raiz sin romper el plasmalema o el tonoplasto. Forman unas estructuras
dendroides llamadas arbusculos o protuberancias llamadas vesiculas, que quedan
revestidas por la membrana plasmatica. Las endomicorrizas se suelen llamar
micorrizas V/A por la formacion de estas estructuras. El hongo nunca penetra la

endodermis, ni la estela, ni el meristema apical, ni la caliptra.

Las hifas se extienden varios centimetros por fuera de la raiz incrementando la
cantidad de nutrientes absorbidos. El intercambio entre hongo y hospedante tiene
lugar en los arbusculos que se llenan de granulos de fosfatos (Arbo y Gonzalez,
2006).

Los hongos que las producen se caracterizan por colonizar intracelularmente el
cortex radical, dentro de este grupo existen tres tipos caracteristicos:
Orguideomicorrizas: (asociadas a Orquideaceas), sus principales géneros son:
Armillariella, Gymnopilus, Marasmius, Fomes, Xerotus, Corticium, Ceratobasidium,

Sebacina, Tulasnella. Ericomicorrizas: Ligadas a la Familia Ericaceas y con muchas



similitudes estructurales con las ectoendomicorrizas. Su principal género es:
Pezizella. Micorrizas Arbusculares: Caracterizadas por formar arbusculos
intracelulares y sin duda las de mayor difusion e importancia econémica y ecoldgica
(Duchicela, 2001).

2.1.6.3. Ectoendomicorrizas

Los hongos que las producen colonizan de forma dual las raices: externamente
formando un manto cortical e internamente penetrando intracelularmente en el

cortex. El género principal es Endogone (Duchicela, 2001).

2.1.6.4. Micorrizas besico-arbusculares

Las micorrizas vesiculares arbusculares disponen de una gran variedad de
huéspedes. Asi, pueden infectar la mayor parte de los cultivos agricolas y el 90%
de todas las plantas vasculares (Sylvia 1994, citado por Coyne, 2000). Su nombre
se debe a que el hongo forma un consorcio fisiolégico caracterizado por la
presencia de estructuras tipicas en la epidermis de la misma, hifas, arbusculos y
vesiculas. Las estructuras del hongo dentro de la raiz de la planta estan en contacto
con el micelio externo que rodea en una red difusa la raiz lugar en donde son
formadas, liboremente o en esporocarpos, las azigosporas o clamidosporas del
hongo; 6rganos con base en cuya morfologia Unicamente es posible realizar la
identificacion del género y la especie en razon de que no se puede desarrollar y
multiplicar estos hongos en medios de cultivo (Barea, 1999, citado por Duchicela,
2001).

Las micorrizas vesiculares arbusculares no suelen ser especificas. A diferencia de
las ectomicorrizas, no pueden cultivarse fuera de una planta huésped. La
germinacion de esporas de micorrizas vesiculares arbusculares en el suelo infectan
las zonas periféricas de las raices para empezar su colonizacion. Los hongos de

las micorrizas vesiculares arbusculares son cigomicetos y ficomicetos. Los géneros
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mas importantes que conviene recordar son Glomus (por lo general, la micorriza
vesicular arbuscular mas aislada del suelo), Gigaspora, Aclaulospora,

Entrophospora y Scutellospora (Coyne, 2000).

2.1.7. Morfologia del hongo dentro de la raiz

Las tres estructuras caracteristicas son: hifas, arbusculos y vesiculas.

2.1.7.1. Hifas

Provienen de esporas germinadas, penetran en la raiz y forman un apresorio en las
capas mas internas del parénquima cortical. Nunca penetran la endodermis, tejidos
vasculares, meristemas, tejidos estacales, clorofilicos, partes viejas de la raiz, 0 en

sistemas especializados de 6rganos vivos.

Cuando la infeccién se va desarrollando en el interior de la corteza ocurre un
crecimiento exterior de las hifas (micelio externo) estableciéndose nuevos puntos
de entrada y originandose una densa red de hifas externas que avanzan por el
suelo varios centimetros (Sieverding, 1983, citado por Duchicela, 2001). La hifa
ramificada se encuentra rodeada por la membrana plasmatica de las células del
parénquima cortical siendo el espacio apoplastico producido entre la membrana

plasmatica y el hongo la zona de intercambio de nutrientes (Hernandez, 1999).

2.1.7.2. Arbusculos

Son estructuras del tipo de los haustorios que se originan a partir de la ramificacion
dicotdbmica repetida de una hifa al interior de una célula vegetal. Las finas
ramificaciones de los arblsculos realmente no entran en contacto con el
protoplasma de las células, sino que penetran como dedos en un guante,
denominandose “invaginaciones de la membrana celular” (Newman et al., 1994;

citado por Roman, 2003). De esta forma se produce una extensa superficie de
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contacto a través de la cual se lleva a cabo el intercambio de nutrientes minerales
y carbohidratos entre el hongo y la planta. Los arbusculos son estructuras de corta
vida, cuya presencia es indicativa de la actividad metabdlica asociada al transporte

de sustancias a través de membranas (Roman, 2003).

2.1.7.3. Vesiculas

Las vesiculas son estructuras ovoides, se forman generalmente en los extremos de
las hifas del hongo y pueden producirse a lo largo de todo el parénquima cortical
colonizado; suelen aparecer mas tarde que los arbusculos y son consideradas
organos de reserva, principalmente de lipidos (Beilby y Kidby, 1980; Cooper y
Losel, 1978, citado por Hernandez, 1999).

2.1.8. Taxonomia

Los estudios de taxonomia de micorrizas iniciaron en 1809 con Link quien los
reconoce como hongos hipdgeos o epigeos del orden endogonales, género
zigomicotina por ser productores de zigosporas, clamidosporas no sexuales o
esporangios. La taxonomia de micorrizas ha ido variando acorde los ultimos
descubrimientos de la tecnologia moderna, es asi que, basados en estudios
moleculares, morfoldégicos y ecoldgicos, remueven a la micorrizas de Zigomicotina
a un nuevo phylum: Glomeromycota, con tres nuevos ordenes: Archaeosporales,
Paraglomerales y Diversisporales. Las familias que pertenecen a cada orden estan
en estudio (Schubler; Schwarzott; Walker, 2001, citado por Duchicela, 2001).

La identificacion taxondmica esta basada en caracteristicas morfologicas de la
espora (INVAM 2001):

e Tamarfo.- Diametro.

e Color.- Puede ser hialino, amarillo, rojo, negro, miel, rosa u otras tonalidades.
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e Forma.- Puede ser redonda, esférica, ovalada, irregular, elipsoide,
subglobosa, u otras.

e Estructura citoplasmatica.- Puede ser vacuolada o reticulada.

e Estructura superficial.- Lisa, aspera, ornamentada, ondulada, etc.

e Numero de paredes y grosor de las mismas.

e Formacion de la hifa terminal.

e Tipo de hifa de soporte.

Unicamente los géneros Glomus, Scutellospora, Acaulospora, Entrophospora y
Gigaspora forma micorriza vesiculo arbuscular. (Sieverding, 1983, citado por
Duchicela, 2001 y Coyne, 2000).

2.1.9. Beneficios de la micorrizacion

2.1.9.1. Formacién de Agregados Estables

Se ha evidenciado que las hifas del hongo de las micorrizas, en cooperacion con
otros microorganismos, interactian en tal proceso. El micelio desarrolla un
esqueleto que mantiene las particulas adheridas, después, tanto las raices como
las hifas aportan productos organicos que se incorporan a la estructura en
formacién. Los microorganismos excretan 0 exudan agentes compactantes
(mucilagos, polisacaridos) que provocan una cementacion del microagregado en
formacion. Finalmente estos se unen en macroagregados, merced a la cooperacion
de las hifas de la micorriza y a la accién cementante de los productos de origen

microbiano y vegetal (Barea, 1999, citado por Duchicela, 2001).

El flujo del carbono al suelo mediado por las micorrizas es critico para el desarrollo
de la agregacion del suelo. La glomalina producida por las micorrizas hace el papel
de una verdadera goma o pega. Este material organico (glicoproteina) rico en
carbono y nitrégeno, conjuntamente con las hifas cementan las diferentes particulas

del suelo, contribuyendo con la formacion de agregados, otorgando al suelo
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mejores caracteristicas fisicas. Ademas, las hifas al extenderse en la matriz del
suelo crean condiciones para la formacion de micro agregados (< 0.25 mm) y
creacion de macro agregados (> 0.25 mm). Al permitir las micorrizas la atraccion y
multiplicacion de bacterias que degradan material organico, aportan con la

mineralizacion y reservas de nutrientes en el suelo (Bernal y Morales, 2006).

2.1.9.2. Papel de la Micorriza en la Absorcion de Nutrimento

La utilizacion de nutrimentos por las plantas es determinada por la capacidad de
absorcion de la raiz y por la difusién de nutrimentos, por ende, por la liberacion de
elementos de la solucién de suelo. El micelio externo de los hongos arbusculares
incrementa el volumen de suelo explorado y determinan la utilizacion de iones de
baja velocidad de difusién como P, Zn y Mo (Gonzélez, 1998, citado por Duchicela,
2001). Las micorrizas ademas son productoras de enzimas hidroliticas como
proteasas y fosfatasas, estas uUltimas necesarias en la solubilizacién del fosforo y
mineralizacion del fosforo organico, incrementando los nutrientes disponibles para

el mantenimiento de un sistema saludable suelo-planta (Bernal y Morales, 2006).

La absorcion de los iones menos méviles depende del volumen de suelo explorado
por el sistema de raices absorbentes. En este caso la micorriza tiene ventaja sobre
la raiz no micorrizada porque el micelio externo se extiende a mayor distancia que
los pelos radicales. Desde el punto de vista nutricional, el mayor beneficio que las
plantas derivan de la micorriza es un mayor crecimiento debido a un incremento en
la absorcién de P cuando este elemento es limitante. Cuando este elemento no es
limitante el beneficio puede ser nulo o reducido, segun el grado de dependencia
micorrizica de la planta. Es conocido ademas que altos niveles de P inhiben la
simbiosis. Por otro lado, esta demostrado que la micorriza influye en forma directa
o indirecta en la absorcion de otros iones minerales (N, K, Ca, Mg, Fe, Mn

(Johansen et al. 1994, citado por Blanco y Salas, 1996).
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Es necesario tomar en cuenta que sustratos altamente ricos en materia organica y
particularmente fosforo, pueden disminuir o inhibir el efecto de la simbiosis
micorrizica Ferrera-Cerrato y Alarcon, 2002, citados por Enriquez 2008. Lo que
afirma Agusti, 2000 citado por Vazquez y Morales 2000, una concentracion de entre
40-70 ppm de P asimilable para un suelo franco es considerada alta. De igual
manera, el autor sefiala que concentraciones de entre 351-500 ppm de K
asimilables son consideradas altas y porcentajes mayores a 2,5% de materia

organica son muy altos.

2.1.10. El Fréjol (Phaseolus vulgaris L.)

El frijol comun (Phaseolus vulgaris) es uno de los cultivos mas viejos del nuevo
mundo, y el de mayor consumo a nivel mundial (Veltcheva y Svetleva, 2005).
Pertenece a la familia de las legumbres (Fabaceae), la cual comprende 643
géneros y 18000 especies, agrupadas en 40 tribus. La tribu Phaseoleae es por
mucho el grupo mas importante econémicamente, ya que contiene el 75% de las

legumbres comercializadas en el mundo (Broughton et al., 2003).

El género Phaseolus es monofilético, de origen Neotropical. Se conocen entre 50-
60 especies originarias de América, donde 5 especies: el frijol coman (P. vulgaris),
frijol yearlong (P. polyanthus), frijol scarlet runner (P. coccineus), frijol terapia (P.
acutifolius) y el frijol Lima (P. lunatus) han sido domesticados (Broughton et al.,
2003). El frijol coman se encuentra entre las especies mas cultivadas de la familia

Fabaceae, siendo la legumbre mas importante (Veltcheva y Svetleva, 2005).

El frijol comin se consume como grano maduro, grano inmaduro o como vegetal.
La alta calidad nutricional de los frijoles en términos de porcentaje de proteina es
un importante complemento de los alimentos almidonados. El alto contenido
mineral, especialmente hierro y zinc, asi como fuente de fibra, acido folico, tiamina,

magnesio y potasio, son de gran importancia en regiones donde hay una alta
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prevalencia de deficiencias de micronutrientes (Broughton et al., 2003; Rodriguez
y Ferndndez, 2003).

La semilla del frijol contiene entre 20-25% de proteina, y la phaseolina es la
principal. También es fuente de vitaminas y minerales. Contiene biotina la cual es
un factor esencial para una variedad de carboxilasas y descarboxilasas
establecidas en diversas vias metabdlicas de todos los organismos. Se cree que el
estado de la biotina varia entre las plantas durante el desarrollo y condiciones de
crecimiento. El aislamiento, identificacion y caracterizacion de la biogénesis de P.
vulgaris podria ampliar el conocimiento de las condiciones Optimas y del tejido méas
apropiado de la planta para obtener grandes cantidades de biotina libre, lo cual
traeria mayores beneficios para la salud (Broughton et al., 2003).

2.1.10.1. Caracteristicas del género Phaseolus.

El frijol es una planta anual, de crecimiento rapido. El sistema radicular es poco
profundo, estad constituido por una raiz principal y gran namero de raices
secundarias con elevado grado de ramificacion. El tallo principal es herbaceo, es el
eje central de la planta, el cual estd formado por una sucesion de nudos y
entrenudos; se origina del meristemo apical del embrién de la semilla. Las primeras
hojas son simples, las demas hojas son compuestas, trifoliadas y su tamafio cambia
segun la variedad. La flor presenta una coloracién que varia de blanco al color lila,
segun la variedad. Las inflorescencias presentan de 4 a 8 flores por racimo, cuyos
pedunculos nacen en las axilas de las hojas o en las terminales de algunos tallos.
El fruto es una legumbre de color, forma y dimensiones variables, en cuyo interior
se disponen 4-6 semillas. La semilla es pequefia, de forma, tamafio y color

dependientes de la variedad (Barboza, 2002).

2.1.10.2. Distribucién
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El frijol se cultiva en gran diversidad de climas entre los 0 a 3000 m.s.n.m. y sus
mayores rendimientos se obtienen en zonas donde la temperatura promedio oscila
entre los 15 y 27 °C. Temperaturas promedio superiores a 27 °C favorecen el
desarrollo vegetativo, pero ocasionan el aborto y desprendimiento de las flores,
reduciendo el numero de vainas y de semillas por planta Este grano se produce en
regiones con 1500 a 2600 mm de precipitacion anual, aunque teéricamente de 300
a 400 mm de lluvia bien distribuidos son suficientes para obtener una buena
cosecha. El exceso o déficit de lluvia son igualmente perjudiciales para la
produccion, pues inciden directamente en el desarrollo de la planta y la

susceptibilidad a enfermedades (Barboza, 2002; Broughton et al., 2003).

2.1.10.3. Origen del frijol

Existe duda sobre cual nombre debe darse a la especie silvestre cercana a P.
vulgaris. En poblaciones Sudamericanas, puede ser distinguido empleando el
término “aborigineus”. El tipo silvestre crece aislado en un amplio rango desde el
este central de México a través de América Central, a lo largo de las laderas
orientales de los Andes al noroeste de Argentina, se sugiere que al menos un grupo
de P. vulgaris domesticado evolucioné en la regibn Mesoamericana (México-

Guatemala), pero no se tiene evidencia al respecto (Broughton et al., 2003).

Ademas los fésiles de frijoles, estan mal representados en los registros
arqueoldgicos, como resultado de los métodos de recoleccion, pues los agricultores
de regiones como México, arrancan las plantas con crecimiento erecto o arbustivo
del suelo cuando maduran y las desgranan en estelas (juncos que sirven para cubrir
el suelo de las habitaciones). Por lo tanto, el principal recurso de evidencia
disponible para el analisis de la distribucion y origenes del frijol, comprende semillas
y fragmentos de semillas, las cuales pueden ser carbonizadas por la ausencia del
contacto con la humedad. Existen varias hipotesis sobre el inicio de la
domesticacién del frijol comun: la mas aceptada es la que propone que el frijol fue

domesticado en Mesoameérica y luego transportado a Sudamérica.
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2.1.10.4. Situaciéon mundial

La produccion mundial de frijoles secos ronda los 19-23 millones de toneladas
métricas (TM) anuales, que se siembran en 26 millones de hectareas (ha) de las
cuales 7 millones son producidas en América Latina y Africa (Broughton et al., 2003;
SEPSA y FAO, 2006). En estos sitios son una importante fuente de proteinas y
calorias, pues, la proteina animal es limitada y el consumo de frijol satisface el
requerimiento proteico. Ademas, el frijol comun cuenta con el 22% de la proteina
total consumida por los humanos en el mundo (Aragéo et al., 1996, Sanchez et al.,
2005)

De acuerdo con los informes presentados por SEPSA y la FAO (2006), el 55% de
la produccion total, se concentra en solo 5 paises: Brasil, India, China, Myanmar y
México. Estos grandes productores son, a su vez, grandes consumidores del
producto, por lo que la produccién mundial se dedica en mayor medida a atender
las demandas locales de cada pais. Brasil es el principal productor universal de
frijol, y logra una produccién de 2.8 millones de TM. India es el otro gran productor
mundial de frijol, con un 31% del area y una participacién del 14% en la produccion
mundial. Similar al caso de Brasil, India presenta un alto volumen de produccién

pero con bajos rendimientos, de casi un 50% inferior a la media mundial.
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CAPITULO Il
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1. MATERIALES Y METODOS

3.1.1. Ubicacion y duracién de la investigacion
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Los analisis de muestras de suelo y raices, asi como el estudio de las plantas a

nivel de invernadero, fueron realizados en el Laboratorio de Microbiologia

Ambiental y Vegetal de la UTEQ, la duracién del experimento fue de 120 dias.

3.1.2.

3.1.3.

Materiales de oficina

Ordenador

Impresora

Tinta

Hojas blancas A4

Cartas topograficas, IGM, INAMHI

Materiales de campo

Algodon

Asas de inoculacion

Cajas petri

Cartuchos de tinta a color y blanco y negro
Cubre objetos

Erlenmeyer

Esporas de hongos micorrizicos arbusculares
Fundas de papel

Gasa

Hojas de bisturi
jeringuillas

Lapiz demogréfico
Mangos de bisturi
Mascarillas

Pipetas

Piscetas

Porta objetos

Probetas graduadas
Resmas de papel bond A4
Soporte universal
Semillas de Fréjol
Tamices

Tubos de ensayo

Vasos de precipitacion
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3.1.4. Reactivos

Acido clorhidrico
Acido lactico

Azul de bromatimol
Azul de tripano
Glicerol

Hidroxido de potasio
Peréxido de hidrogeno

3.1.5. Equipos

Agitador magnético
Balanza de precision
Computadora
Estéreo microscopio
Flash memory

Data logger
Impresora
Microscopio

pH metro
Centrifuga
Autoclave
Refrigeradora

3.2. METODOLOGIA

3.2.1. Campo

Se inocularon plantas de Phaseolus vulgaris L. (fréjol) con 30 esporas de HMA
previamente identificados a nivel de género, las plantas crecieron en un sustrato de
suelo mas arena estéril y fueron regadas con agua destilada estéril se realizé una
evaluacion a los 90 dias después de las inoculaciones, las variables que se
evaluaron son las siguientes: Altura de plantas, peso himedo y seco del sistema
foliar y radicular, largo total de raiz (RL), densidad radicular (RLv), nimero de
esporas de hongos micorricicos en 100 g de suelo humedo (gsh™) por maceta,

porcentaje de densidad visual (micorrizacién) y categoria de pelos radicales.
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3.2.2. Laboratorio

El método que se utilizd para el aislamiento y conteo de esporas del suelo fue el
descrito por Gerderman y Nicholson (1963) que consiste en el tamizado y
decantacion en humedo, con modificaciones. A continuacion se describe el

proceso.

e Se pesd 100 g de suelo y se coloco en un vaso de precipitacion, al que
se le afiadi6 1000 mL?' de agua y agitd durante 3 a 5 minutos,
dependiendo del tipo de suelo. Con la agitacibn se produjo la

disgregacion de los terrones.

e La suspension se dejo reposar durante 2 minutos y se paso a través de
tamices con apertura de mallas de 425, 90 y 25 yum para separar las

esporas de acuerdo a su tamafio.

e La agitacion y decantacion se repitio tres veces.

e El material que quedé atrapado en los diferentes tamices se recogié con
cuidado y se verti6 en vasos de precipitacion de 100 mL* con 40 a 50

mL! de agua destilada.

e En tubos de centrifuga de 15 mL! se colocaron 5 mL* de solucién de
sacarosa al 20%. Luego se agregé 5 mL* de solucién de sacarosa al
60%, pero esta ultima solucion se vertié en el fondo de la anterior para
formar una gradiente de sacarosa. Por Ultimo, se agregé 5 mL* de la
solucion del suelo recogido de los tamices, de manera que la solucion

guedara por debajo del suelo suspendido en agua.

e Se equilibraron y sellaron los tubos con parafilm y colocaron en la

centrifuga durante 3 minutos a 3000 r.p.m.
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e Una vez cumplido el tiempo de centrifugacion, los tubos se sacaron
cuidadosamente de la centrifuga, teniendo la precaucion de no romper

la interfase agua-sacarosa.

e El contenido de los tubos se vertié en un tamiz de 25 um y se lavé con
agua destilada para eliminar la sacarosa.

e El contenido del tamiz se recogié en envases de vidrio y posteriormente
se agregd de a poco en cajas de Petri cuadriculadas de
aproximadamente 1,25 cm entre lineas, para hacer el conteo de esporas.

Tincion de raices

Para determinar el porcentaje de colonizacion micorrizica en las raices de fréjol se

uso6 el método de Philips y Hayman (1970) que consiste en:

e Lavar las raices con abundante agua corriente.

e Cubrir las raices con solucién de Hidréxido de potasio (KOH) al 10% y
colocarlas al bafio de Maria (90°C) durante 15 minutos.

e Eliminar el hidréxido de potasio, lavando con agua corriente las raices,
utilizando preferiblemente un tamiz adecuado para evitar pérdidas

durante el enjuague.

e Silas raices son muy oscuras y pigmentadas, un tratamiento adicional
de blanqueo con perdxido de hidrogeno (3 %) por 20 minutos sera
necesario. Las raices clareadas y blanqueadas se lavaron con

abundante agua.
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Lavar las raices por inmersion en solucién fresca de KOH al 10% y H20:2

al 10 % mezclado en proporcion 1:1 (V/V). Deberéa dejarse 10 minutos.

Lavar en agua corriente las raices.

Acidificar con una solucion de acido clorhidrico (HCI) al 1N durante 10

minutos.

Decantar el HCI y sin lavar adicionar Azul de Tripano al 0.05% en
lactoglicerol o cualquier otro colorante y colocar las raices al bafio de

Maria por 15 minutos.

Retirar el colorante y guardarlo en un recipiente.

Lavar las raices en agua destilada y dejarlas en reposo por 12 horas para
eliminar el exceso de colorante, o destefiirlas durante la noche con

lactoglicerol o glicerol (50 %).

Montar en lamina y laminilla, 50 raices de mas o menos 1 cm de largo

cada una y observar al microscopio.

Por cada muestra se realizaron montajes al microscopio. En una lamina porta

objetos se colocaron 50 segmentos de raices adicionando gotas de glicerol (50 %).

Se efectuaron 3 repeticiones. Las observaciones se realizaron en un microscopio a

La frecuencia (%) de colonizacién radicular se determind considerando los

segmentos colonizados y los no colonizados. Se obtuvo la relacion del total de

segmentos colonizados con respecto a los segmentos totales evaluados. Se

contabilizé con base a colonizacién total por arbusculos o/y por vesiculas.
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3.2.3. Tratamientos y disefo experimental

3.2.3.1. Tratamientos

En la presente investigacion se utilizaron cuatro tratamientos (inoculantes) con

cinco repeticiones para cada tratamiento. Los tratamientos se describen a

continuacion:

T1: Consorcios micorricicos del género Glomus

T2: Consorcios micorricicos del género Acaulospora

T3: Consorcios micorricicos del género Scutellospora

T4: Testigo

3.2.3.2. Disefio Experimental (comparacion entre medias)

Los tratamientos se dispusieron en un Disefio Completamente al Azar (DCA).

Cuadro 1. Esquema del analisis de la varianza para el disefio experimental. UTEQ,

2013
Fuente de Variacion FORMULA G.L.
Tratamientos t-1 3
Error t(r-1) 16
Total (t*r) -1 19

3.2.3.3. Modelo Matematico
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El modelo matematico utilizado en cada experimento y que describe el
comportamiento de las variables de respuesta es el siguiente:

Yik= p + Ti + €ik
u = Media poblacional
Ti = Efecto del i-ésimo localidad

eik = Error experimental para cada observacion.

3.2.3.4. Anélisis estadistico

Las comparaciones de medias se realizaron mediante la prueba de Tukey al 5 %
de probabilidades de error. Los resultados se tabularon con el paquete estadistico
Statistica 7.0

3.2.4. Variables Evaluadas

e Colonizacion micorrizicay categoria de pelos radicales en fréjol: Para esta
evaluacion se utilizé la metodologia propuesta por Giovannetti y Mosse (1980)

con modificaciones.

e Numero de esporas por cada tratamiento: Para la cuantificacion de las
esporas se utiliz6 el método descrito por Gerderman y Nicholson (1963),

descrito anteriormente.

e Altura de las plantas: Se midio desde la base de la planta (cuello), hasta el
extremo superior de la hoja, usando cinta métrica. La altura se expreso en

centimetros a los 90 dias después de las inoculaciones.

e Peso humedo y seco de la parte aéreay radicular: A las plantas de fréjol de

cada tratamiento se les separ6 la parte aérea y radical para registrar su peso
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fresco (g). Luego fueron ingresadas a la estufa por 72 horas a 65°C.
Posteriormente, se procedio a registrar su peso seco (g) en una balanza de
precision. Las mediciones se efectuaron a los 90 dias después de la siembra.

Longitud total de raices por planta (RL): Es la longitud total del sistema
radicular de las plantas, sumado todas las longitudes de cada raiz individual.
Estad expresado en cm y la férmula con la que se calculd, es la que a
continuacion se detalla (Jungk y Claassen 1997). Las mediciones se efectuaron

a los 90 dias después de la siembra.

Peso fresco raices por maceta
L=— x RLs
Numero de plantas por maceta

Donde RLs = Largo especifico de la raiz

Longitud de raiz por volumen de suelo (RLv): Es el parametro que estima la
competiciéon interradicular por nutrientes. Se expresa en cm cm= (Jungk y
Claassen, 1997; Claassen y Steingrobe 1999; Jungk 2002). A continuacién se

detalla la ecuacion que se emple6 para su calculo.

RL, = RL x (nimero de plantas por maceta)
(Volumen de suelo +densidad de suelo)
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados

4.1.1. Poblacion de esporas de hongos micorrizicos arbusculares (MA)

De los tratamientos que fueron inoculados con hongos micorrizicos arbusculares el
gue presentd mayor concentracion de esporas de hongos MA por cada 100 gramos

de suelo humedo (gsh?), fue el tratamiento que contenia el consorcio micorrizico
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del género Glomus spp. con un total de 781 esporas, seguido del tratamiento que
contenia el consorcio micorrizico del género Scutellospora spp. con un total de 390
esporas, mientras que una menor poblacion se encontr6 en el tratamiento
Acaulospora spp. con 224 esporas. Cabe mencionar que el tratamiento testigo que
fue inoculado con agua destilada estéril no presenté nimero de esporas de hongos
MA (Cuadro 2).

Cuadro 2. Poblacién total de esporas de hongos MA aisladas por cada 100 gramos de suelo himedo
(gsh?), en tres tipos de tamices con diferente apertura de malla 425, 90 y 25 um, utilizando plantas
de fréjol, UTEQ 2013.

Aperturade Tamiz  Glomus spp. Acaulosporaspp. Scutellospora spp.

425 pm 46 33 48
90 pm 325 67 53
25 pm 410 124 289
TOTAL 781 224 390

4.1.2. Porcentaje de colonizacién micorrizica en raices de Fréjol (Phaseolus

vulgaris L.)

En la Figura 1, se muestran los valores de densidad de colonizacién visual
obtenidos en raices de fréjol, encontrandose diferencias estadisticas significativas
entre los tratamientos, donde el tratamiento que contenia el consorcio micorrizico
del género Glomus spp. fue superior a los demas tratamientos con una densidad
visual de micorrizacion de 18,76 %, mientras que los tratamientos Acaulospora spp.
y Scutellospora spp. no difirieron estadisticamente entre si, obteniéndose

porcentajes de colonizacion micorrizica de 11,32 y 10,06 respectivamente.
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25

Porcentaje de Densidad visual micorrizacion

Glomus spp. Acaulospora spp. Scutellospora spp.

Tratamientos

Figura 1. Porcentaje de colonizaciébn micorrizica en raices de fréjol. Los valores
representan la media de 150 raicillas evaluadas, con barras de desviacién estandar,
UTEQ 2013.

4.2. Resultados de las variables agrondmicas evaluadas en plantas de Fréjol

4.2.1. Altura de Plantas

Para esta variable se presentaron diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos a los 90 dias después de las inoculaciones, donde todos los
tratamientos que contenian in6culo de hongos MA fueron superiores al testigo que
solo fue inoculado con agua destilada estéril. El tratamiento Glomus se comporté
como el mejor tratamiento para esta variable dando una altura de plantas de 34,14
cm, mientras que el tratamiento testigo obtuvo solo 20,92 cm de altura de plantas
(figura 2).
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Figura 2. Altura de plantas de fréjol bajo cuatro tratamientos a los 90 dias después de
las inoculaciones con hongos MA. Los valores representan la media de cinco
repeticiones con barras de desviacion estandar. Medias seguidas por la misma letra no
presentan diferencias estadisticas significativas (P < 0,05), UTEQ 2013.

4.2.2. Peso Himedo del sistema foliar

En lo que respecta al peso hiumedo de la parte aérea de la planta, existieron
diferencias significativas entre los tratamientos a los 90 dias después de las
inoculaciones. El tratamiento Glomus spp. fue superior a los deméas con 21,68
g/planta, sin embargo, los tratamientos Acaulospora spp. y Scutellospora spp. se
comportaron similares estadisticamente con 16,88 y 18,24 g/planta
respectivamente. Mientras que el tratamiento Testigo (agua destilada estéril) con
13.30 g/planta fue el que menor valor obtuvo en lo que respecta a esta variable

(figura 3).
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Figura 3. Peso himedo del sistema foliar en plantas de fréjol bajo cuatro tratamientos a
los 90 dias después de las inoculaciones. Los valores representan la media de cinco
repeticiones, con barras de desviacién estandar. Medias seguidas por la misma letra no
presentan diferencias estadisticas significativas (P < 0,05), UTEQ 2013.

4.2.3. Peso Seco del sistema foliar

En lo que concierne a esta variable, se encontraron diferencias estadisticas
significativas entre tratamientos a los 90 dias después de las inoculaciones. El
tratamiento Glomus spp. Mostrd ser superior a los demas con un peso de 8,6
g/planta, seguido de los tratamientos Scutellospora spp. con 7,08 g/planta y
Acaulospora spp. con 6,9 g/planta. El tratamiento Testigo (agua destilada estéril)
obtuvo 5,46 g/planta constituyéndose en el promedio mas bajo de todos (figura 4).
Cabe mencionar que todos los tratamientos que contuvieron hongos micorrizicos
arbusculares fueron superiores al testigo que solo fue inoculado con agua destilada

esteéril.
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Figura 4. Peso seco del sistema foliar en plantas de fréjol bajo cuatro tratamientos a los
90 dias después de las inoculaciones. Los valores representan la media de cinco
repeticiones, con barras de desviacién estandar. Medias seguidas por la misma letra no
presentan diferencias estadisticas significativas (P < 0,05), UTEQ 2013.

4.2.4. Peso Himedo del sistema radicular

En la figura 5, se muestran los resultados obtenidos después de la evaluacion para
la variable peso hiumedo de raices de plantas de fréjol, encontrandose diferencias
estadisticas significativas entre tratamientos a los 90 dias después de las
inoculaciones. Los tratamientos Glomus spp. y Acaulospora spp. fueron los que
mayores pesos ganaron con 15,66 y 14,32 g/planta respectivamente siendo
estadisticamente similares entre si, seguido del tratamiento Scutellospora spp. con
12 g/planta y por dltimo el tratamiento Testigo (agua destilada estéril) que solo

obtuvo 7,94 g/planta constituyéndose en el promedio mas bajo de todos
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Figura 5. Peso himedo del sistema radicular en plantas de fréjol bajo cuatro tratamientos
a los 90 dias después de las inoculaciones. Los valores representan la media de cinco
repeticiones, con barras de desviacién estandar. Medias seguidas por la misma letra no
presentan diferencias estadisticas significativas (P < 0,05), UTEQ 2013.

4.2.5. Peso Seco del sistema radicular

Respecto a esta variable en la figura 6, se observan los resultados obtenidos a los
90 dias después de las inoculaciones, encontrandose diferencias estadisticas
significativas entre tratamientos. El tratamiento Glomus spp. nuevamente se
comporté superior a los demas tratamientos con un peso de 4,92 g/planta, seguido
de los tratamientos Acaulospora spp. y Scutellospora spp con valores de 3,82 y
3,78 g/planta siendo similares estadisticamente entre si. En este mismo contexto el
tratamiento Testigo (agua destilada estéril) obtuvo el promedio méas bajo de todos

1,80 g/planta siendo el méas bajo de todos.
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Figura 6. Peso seco del sistema radicular en plantas de fréjol bajo cuatro tratamientos a
los 90 dias después de las inoculaciones. Los valores representan la media de cinco
repeticiones, con barras de desviacion estandar. Medias seguidas por la misma letra no
presentan diferencias estadisticas significativas (P < 0,05), UTEQ 2013.

4.2.6. Longitud total de raiz por planta

El analisis ANOVA determin6 que existieron diferencias estadisticas significativas
entre los tratamientos a los 90 dias después de las inoculaciones con respecto a
esta variable. El mejor tratamiento nuevamente fue el compuesto por consorcios
micorrizicos del género Glomus spp. con 84,60 cm, seguido por Acaulospora spp.
con 75,42 cm, después se ubica el tratamiento Scutellospora spp. con 67,18 cm de
longitud radicular por planta. Por ultimo el tratamiento Testigo (agua destilada
estéril) con 52 cm (figura 7).
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Figura 7. Longitud total de raices en plantas de fréjol bajo cuatro tratamientos a los 90
dias después de las inoculaciones. Los valores representan la media de cinco
repeticiones, con barras de desviacién estandar. Medias seguidas por la misma letra no
presentan diferencias estadisticas significativas (P < 0,05), UTEQ 2013.

4.2.7. Longitud de raiz por volumen de suelo (RLv), a los 90 dias después de

las inoculaciones

En lo que se refiere a la longitud de raiz por volumen de suelo, se determiné
existencia de diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos a los 90
dias después de las inoculaciones. Como ha sido la tendencia en las demas
variables evaluadas el tratamiento Glomus spp. fue el que mas sobresali6 entre los
demas con 0,32 cm cm de RLv, mientras que los tratamientos Scutellospora spp.
y Acaulospora spp. con 0,25 cm cm? de RLv se comportaron similares
estadisticamente entre si pero superiores al Testigo (agua destilada estéril) que
obtuvo 0,18 cm cm?® de RLv segun el andlisis ANOVA realizado, siendo el
tratamiento con el valor méas bajo para esta variable (figura 7).
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Figura 8. Longitud total de raices en plantas de fréjol bajo cuatro tratamientos a los 90
dias después de las inoculaciones. Los valores representan la media de cinco
repeticiones, con barras de desviacion estandar. Medias seguidas por la misma letra no
presentan diferencias estadisticas significativas (P < 0,05), UTEQ 2013.

4.2.8. Analisis de pelos radicales en raices de fréjol a los 90 dias después de

las inoculaciones

En la Figura 9, se muestran los resultados conseguidos al analizar la densidad de
pelos radicales en raices de fréjol, a los 90 dias después de las inoculaciones. Se
detectaron diferencias estadisticas significativas entre los tratamiento, las plantas
pertenecientes a los tratamientos que contenian indéculo de hongos micorrizicos
arbusculares fueron superiores a las plantas que no fueron inoculadas con estos
hongos. Los tratamientos Glomus spp., Scutellospora spp. y Acaulospora spp.
mostraron la mayor cantidad de pelos radicales con respecto al tratamiento testigo,
con una densidad del 2,7; 2,36 y 2,24 respectivamente. Sin embargo, el tratamiento
Testigo (agua destilada estéril) solo obtuvo un valor 1,78 siendo este el promedio

mas bajo para esta variable.
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Figura 9. Categoria de pelos radicales en plantas de fréjol bajo cuatro tratamientos a los
90 dias después de las inoculaciones. Los valores representan la media de cinco
repeticiones, con barras de desviacion estandar. Medias seguidas por la misma letra no
presentan diferencias estadisticas significativas (P < 0,05), UTEQ 2013.

4.3. DISCUSION

En relacion al grado de micorrizacion y colonizacion del sistema radical en este
punto algunos autores han sefalado que el se ve influenciado por factores como el
grado de fertilidad del suelo y el pH (Barea y Ascon-Aguilar., 1982). Esto se
corroboraria con un analisis fisicoquimico realizado al sustrato de cada uno de los
tratamientos. En el género Glomus las vesiculas (estructura del hongo) se
caracterizan por que pueden llegar a engrosar sus paredes y convertirse en
esporas. Debido a que la produccion de vesiculas depende de las actividades de
los arbusculos, se puede afirmar que la cantidad de vesiculas es directamente
proporcional a la cantidad de arbdsculos. La disminucion de esporas en los
tratamientos Acaulospora spp. (224 esporas) y Scutellospora spp. (390 esporas)
puede deberse a este factor determinante y por tal razon es que existe una mayor
produccion de esporas en el consorcio micorrizico Glomus spp. (781 esporas) este
antecedente ya se ha descrito en la literatura y ha sido corroborada por estudios

previos (Sieveverding, 1990) observaron, que en ocasiones la fertilizacion con
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niveles altos de fosforo reduce los porcentaje de infeccion y deprime el desarrollo
de arblsculos, vesiculas, hifas externas e internas y disminuye también el nimero

de puntos de penetracion y de esporas.

En las macetas cultivadas con fréjol, el género mejor representado fue Glomus,
esto concuerda con los resultados de Serralde y Ramirez (2004) y Prieto et al.,
(2011) quienes evaluaron el numero de esporas en suelos cultivados con dos
especies diferentes de plantas los primeros con maiz y el segundo con Brachiaria
decumbens encontrando que este género fue el que presentd mayor abundancia.
Mientras que Schalamuk et al., (2007) evaluaron la variacion de la comunidad de
hongos MA en un cultivo de trigo bajo diferentes sistemas de labranza, hallando
también una dominancia del género Glomus. Asimismo, se ha reportado que este
mismo género fue dominante en suelos agricolas subtropicales cultivados con
hortalizas y frutales (Wang et al., 2008), en la region del Himalaya se realizé un
estudio para recopilar informacion sobre la distribucion y riqueza de los hongos MA
asociados a plantas medicinales (Catharanthus roseus Linn., Ocimum spp. Yy
Asparagus racemosus Willd) observando también que Glomus fue el mejor

representado (Gaur y Kaushik, 2012).

En cuanto a las variables agron6micas evaluadas en plantas de fréjol en la presente
investigacién, analizando las variaciones en el tamafio de las plantas, no es extrafio
que las caracteristicas morfométricas de la variable en cuestion sean mayor en las
plantas que contenian como tratamientos hongos MA, ya que segun otros autores
la presencia de MA hace aumentar la tasa de crecimiento y un incremento en la
produccion de biomasa, y que este efecto es mayor en suelos de baja fertilidad o
desequilibrados nutrimentalmente, especialmente cuando el contenido de fosforo
asimilable es bajo (Smith y Read, 1997).

El aumento de la materia seca es debido a que las hifas de las MA exploran un
mayor volumen de suelo aumentando asi la capacidad de absorcion de nutrientes

en la planta. Se pudo observar que lo mencionado anteriormente se puede
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comprobar si se hace una comparacion entre las plantas que mejor se comportaron,
es decir, las del tratamiento 1 (Glomus spp.) que lograron una altura de 34,4 cm
referente a las plantas del tratamiento testigo (agua destilada estéril) 20,92 cm de

altura.

La cantidad de biomasa radicular alcanzada principalmente con el tratamiento 1
(indculo de hongos MA del género Glomus), puede ser un indicador de la actividad
benéfica de estos organismos, ya que una de las funciones importantes de los
hongos MA es la de aumentar el area de absorcion radicular de las plantas a través
de sus redes miceliales y con ello captar mayor nimero de nutrimentos, como en
el caso del fésforo. EI P es un elemento que participa de manera directa e indirecta
en varias de las funciones vitales de las plantas, ya forma parte de compuestos
organicos que participan en las reacciones bioquimicas que permiten aprovechar
la energia luminosa a través de la fotosintesis, esta energia es utilizada por las
células de las plantas para producir tejidos y 6rganos vegetales, incluyendo las
raices. Esta ganancia radical puede ser atribuida a la actividad de las hifas de los
hongos MA, dando como resultado un mayor transporte de nutrimentos y agua

hacia la parte aérea (Yao et al., 2002)

En relacion a la variable Longitud de raiz por planta (RL), las plantas inoculadas
con Glomus obtuvieron una longitud promedio de raiz de 84,60 cm, mientras que el
testigo mostré el valor mas bajo (52 cm). Estos resultados coinciden con los
obtenidos por Moreta (2002) quien evaluando hongos micorrizicos en una graminea
como B. decumbens la longitud radicular a los 90 dias después de las inoculaciones
encontré longitudes de 150 cm de raiz para las plantas que tenian inoculo de
hongos micorrizicos, frente a las plantas sin inocular (97 cm). Por otro lado, Castillo
(2005) utilizando como plantas hospederas dos especies distintas Triticum
aestivum L. y Avena sativa L. obtuvo resultados superiores en las plantas
inoculadas respecto a las sin inocular, su mejor resultado lo obtuvo con el indculo

de Glomus claroideum una especie con una alta tasa de efectividad.
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En cuanto que para la variable longitud raiz por volumen de suelo (cm cm3) RLv a
los 90 dias después de las inoculaciones, en la presente investigacion el
tratamiento que mas densidad radicular mostro fue el conformado por Glomus spp.
con 0,32 cm cm3, seguido por los tratamientos Acaulospora spp. y Scutellospora
spp. con 0,25 cm cm2 cada uno, mientras que el mas bajo fue el testigo con 0,18
cm cm 3. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Saénz (2002) quien en
su investigacion en Phaseolus vulgaris L. (frijol) y dos tipos de pastos el Panicum
maximum Jack. (Tanzania) y Digitaria decumbens Stent. (Transvala) encontré una
mayor densidad radicular en las plantas que tenian micorrizas en relacién a las que
no tenian el indculo. Por otro lado, Moreno (1988) en su investigacion realizada en
Solanum tuberosum (papa) y inoculando con consorcios micorrizicos de Glomus
fasciculatum, también obtuvo una mayor densidad radicular de las plantas

micorrizadas frente a las no micorrizadas.

CAPITULO V
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

Se acepta la hip6tesis planteada en la presente investigacion, donde la inoculacién
con hongos micorrizicos arbusculares estimulan a las plantas de fréjol a desarrollar

mayor respuestas a variables agronémicas.

Las plantas de fréjol (Phaseolus wvulgaris L.) inoculadas respondieron
significativamente a la infeccion y esporulacion por los hongos MA nativos,

mostrando altos niveles de infeccion micorrizal y produccion de esporas MA.
El mayor porcentaje de infeccion micorrizal fue alcanzado por las plantas

inoculadas con el tratamiento que contenia consorcios micorrizicos del género

Glomus spp.
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El mayor rendimiento en la tasa de crecimiento, porcentaje de materia humeda y
seca, asi como, pelos radicales y longitud de raiz por planta y por volumen de suelo
fue alcanzado por el tratamiento que contenia consorcios micorrizicos del género

Glomus spp.

El género micorrizico predominante con mayor abundancia relativa dentro de la

poblacidn de esporas aisladas en los tratamientos fue Glomus.

5.2. RECOMENDACIONES

El consorcio micorrizico de Glomus spp. tiene un gran potencial para ser utilizado
como biofertilizante para plantas de fréjol en virtud de todos los beneficios que en

esta investigacion se han evidenciado.

Utilizar varias tipos de plantas trampas en la multiplicacién de estos hongos ya que
los hongos MA no son altamente especificos en el momento de infectar a una planta
determinada pero si existe afinidad o compatibilidad con ciertas especies vegetales,
tal es el caso de los consorcios micorrizicos compuestos por Acaulospora spp. y
Scutellospora spp. que si bien no tuvieron el rendimiento que se obtuvo al inocular
Glomus spp. no significa que no puedan ser utlizados como posibles

biofertilizantes.
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Realizar nuevos aislamientos de hongos MA nativos en cultivos o plantaciones con
poca perturbacion humana con el fin de caracterizarlas, identificarlas y evaluar el
comportamiento de las mismas, con el objeto de producir un banco germoplasmico

de estos individuos como inoculo potencial.

Continuar con este tipo de investigaciones con el fin de evaluar las micorrizas

nativas en los diferentes cultivos agroforestales.
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ANEXOS

Anexo 1. Escala para evaluacion de densidad de colonizacion micorrizica (Visual)

y categorias de pelos radicales en raices de fréjol.

CATEGORIAS
MICORRIZACION

DENSIDAD VISUAL (%)

CATEGORIAS
PELOS RADICALES

CANTIDAD

LONGITUD

0 1
0 1.0
0 1
AUSENTES MUY
POCOS
CORTOS
(0]
LARGOS

2 3 4
2,5 15,5 35,5
2 3 4
POCOS POCOS MUCHOS
CORTOS CORTOSY CORTOSY
o LARGOS  LARGOS
LARGOS

47,5

MUCHOS

LARGOS
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Anexo 2. Anadlisis de varianza de las variables evaluadas en la presente

investigacion.

Altura de plantas

Fuente de variacion | G.L. | Sumade cuadrados Media| F Calculada | Probabilidad
Tratamientos 3 449,76 149.92 80.157 <0.05
Error 16 88,04 5.50

Total 19 537,80

Peso humedo del sistema foliar

Fuente de variacion | G.L. Suma de cuadrados Media| F Calculada | Probabilidad
Tratamientos 3 180,20 60,06 31,23 < 0.05
Error 16 30,78 1,92

Total 19 210,97

Peso seco del sistema foliar

Fuente de variacion | G.L. | Sumade cuadrados Media| F Calculada | Probabilidad
Tratamientos 3 23,18 7,72 38,64 < 0.05
Error 16 3,20 0,20

Total 19 26,38
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Peso humedo del sistema radicular

Fuente de variacion | G.L. | Sumade cuadrados Media| F Calculada | Probabilidad
Tratamientos 3 171,70 57,23 30,07 <0.05
Error 16 30,45 1,90

Total 19 202,15

Peso seco del sistema radicular

Fuente de variacion | G.L. Suma de cuadrados Media| F Calculada | Probabilidad
Tratamientos 3 25,30 8,43 41,60 <0.05
Error 16 3,24 0,20

Total 19 28,55

Longitud total raiz por panta RL (m)

Fuente de variacion | G.L. Suma de cuadrados Media| F Calculada | Probabilidad
Tratamientos 3 2871,64 957,21 62,80 < 0.05
Error 16 243,87 15,24

Total 19 3115,52
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Longitud total raiz por volumen de suelo RLv (m m?)

Fuente de variaciéon | G.L. | Sumade cuadrados Media| F Calculada | Probabilidad
Tratamientos 3 0,04 0,016 22,48 <0.05
Error 16 0,01 0,00073

Total 19 0,05

Porcentaje de densidad visual micorrizacion

Fuente de variacion | G.L. | Suma de cuadrados Media| F Calculada | Probabilidad
Tratamientos 3 892,39 297,46 86,83 <0.05
Error 16 54,81 3,42

Total 19 947,20

Porcentaje de pelos radicales

Fuente de variacion | G.L. | Sumade cuadrados Media| F Calculada | Probabilidad
Tratamientos 3 2,20 0,735 5,54 <0.05
Error 16 2,12 0,132

Total 19 4,32
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Anexo 3. Fotografias de esporas de hongos micorrizicos arbusculares

o ‘r‘|

Esporas de los géneros aislados de plantas de fréjol previamente
inoculadas con consorcios micorrizicos arbusculares: A) Acaulospora, B)

Glomus, C) Glomus, D) Acaulospora, E) Scutellospora, F) Glomus.
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Anexo 4. Fotografias de la fase de laboratorio

Identificacion de hongos micorrizicos arbusculares en plantas de phaseolus vulgaris
L. (fréjol).

il

Identificacion de hongos micorrizicos arbusculares en plantas de phaseolus vulgaris
L. (fréjol).
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