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RESUMEN

En esta investigacion se evaluo el efecto de los hongos micorrizégenos
arbusculares (HMA) y diferentes concentraciones de zinc sobre el crecimiento y
productividad de plantas de Phaseolus vulgaris L. en condiciones de invernadero.
Se trabajo con seis tratamientos los cuales constaron de 15 repeticiones (macetas
con plantas individuales), con dos factores: concentraciones de Zn: 0 ppm, 50 ppm
y 100 ppm e inoculacion con HMA. El objetivo fue determinar la influencia de la
relacion inéculo-zinc sobre el crecimiento y esfuerzo reproductivo de las plantas
cultivadas bajo estos tratamientos. Durante el cultivo se evaluo el desarrollo vegetal
en altura, cobertura, tasa de crecimiento relativa (TCR), transpiracion, evaporacion
y evapotranspiracion real acumulada (ETR); después de la siembra (90 dias) se
analizé el porcentaje de supervivencia, porcentaje de colonizacion micorrizica,

numero de semillas y la longitud de las mismas.

Los resultados del analisis estadistico mostraron que no hubo diferencias
significativas para las variables: altura, supervivencia, potencial hidrico foliar y
numero de hojas, no obstante los tratamientos con micorriza y zinc 50 ppm y 100
ppm obtuvieron el mayor valor promedio en altura en comparaciéon con el resto. Los
resultados de cobertura, TCR, concentracion de clorofila, ETR y transpiracién si
presentaron diferencias significativas entre tratamientos. Los tratamientos con
mayor cobertura fueron a los que se les agregd inéculo de HMA, con diferencias
significativas entre tratamientos con y sin HMA. Se registr6 una mayor
concentracion de clorofila en el tratamiento con indculo y Zn (100 ppm), el analisis
estadistico mostro diferencias significativas, entre este tratamiento y al que solo se
agrego inéculo. La mayor TCR se registro en los tratamientos con zinc y sin indculo
de HMA. El numero total de semillas obtenidas de los tratamientos a los que se les
agrego inodculo de HMA y zinc fue mayor, lo que sugiere una influencia positiva entre
ambos factores debido a la absorcion de micronutrientes favorecida por las hifas
extrarradicales de los HMA, lo que facilité la absorcion de zinc. Por ello es
recomendable la adicion de sulfato de zinc a plantas inoculadas con HMA pues

podria aumentar la produccién de semillas en cultivos de frijol.



1. INTRODUCCION

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es un miembro de la familia Fabaceae, tribu
Phaseoleae, subfamilia Papilionoideae; diferentes variedades se cultivan en todos
los continentes excepto la Antartida (Gepts, 1998). El cultivo necesita entre 300 a
400 mm de lluvia. La falta de agua durante las etapas de floracion, formacion vy

llenado de vainas afecta seriamente el rendimiento (Killmann et al., 1991).

El frijol comun es la leguminosa de mayor consumo humano en varios paises de
América Latina y Africa. Semillas de frijol proporcionan importantes minerales,
vitaminas, fibra dietética, pero no acidos grasos insaturados (De Lafuente et al.,
2011). Entre mas de 30 especies del género Phaseolus (segun diversos autores es
dificil estimar cuantas especies de Phaseolus existen, pero el niumero puede
alcanzar incluso 50 o 60 especies), el frijol comun es el cultivo mas ampliamente
distribuido, ya que ocupa mas de 90% de la superficie destinada a los granos en

general (Broughton et al., 2003).

Después de haber sido adaptados a diversas condiciones ambientales, el frijol
comun no esta exento de limitaciones bidticas y abidticas. Sufre de seis de las
principales enfermedades generalizadas y algunas condiciones abidticas hostiles
tales como la toxicidad del suelo, la sequia o las deficiencias nutricionales (Popelka
etal., 2004; Beaver y Osorno, 2009). Asimismo en los suelos agotados de nutrientes
y minerales, las plantas utilizan varios tipos de relaciones microbianas para mejorar
la adquisicion de nutrientes, en particular la toma de fosfato (P) y nitrégeno (N).
Entre estas relaciones microbianas se encuentra aquella que se establece con
hongos del phylum Glomeromycota pertenecientes al orden Glomerales con
aproximadamente 250 especies descritas (Alarcon, 2008), la relacién es llamada
simbiosis micorrizica arbuscular (Smith y Read, 2008). Los miembros de este
phylum son simbiontes mutualistas que forman asociaciones de micorrizas
arbusculares (AM) intracelularmente dentro de las raices de la gran mayoria de
plantas herbaceas y arboles tropicales. Las micorrizas son una asociacion
simbidtica mutualista entre raices de plantas superiores y hongos del suelo. Estos

hongos dependen de la planta para el suministro de carbono, energia y un nicho
2



ecologico a la vez que entregan nutrientes minerales (especialmente los pocos
moviles); ademas les confieren otros beneficios como: estimulacion de sustancias
reguladoras de crecimiento, incremento de la tasa fotosintética, ajustes osmoéticos
cuando hay sequia, incremento de la resistencia plagas, tolerancia a estrés

ambiental (Bethlenfalvay y Linderman, 1992).

Desde esta optica, la micorriza no solo contribuye a la nutricion de la planta, puesto
que explora un volumen de suelo mayor que el de raiz sola, sino también a la
nutricion del suelo (Bethlenfalvay y Linderman, 1992). Los iones mas mdéviles de la
solucion de suelo, como NO;, son mas facilmente accesibles para las raices
absorbentes que los poco méviles como los de P, Zn, Cu y Mo, y en menor grado K
y S (Sieverding et al., 1991). Aproximadamente 2800 proteinas dependen del Zn
para que puedan sintetizarse y actuar. Participa también en los procesos de
maduracion y produccion de semillas por ello la deficiencia de zinc tiene mayor

efecto en el rendimiento del grano que en el desarrollo vegetativo (Cakmak, 2005).

Por otra parte, en algunos puntos especificos de la cuenca amazodnica la formacion
de suelos de origen antropogénico llamados Terra Preta do Indio, por su nombre en
portugués, presentan caracteristicas en su composicién fisicoquimica muy
diferentes a los suelos adyacentes y garantizan una productividad elevada en los
cultivos tradicionales amazénicos (Sombroek et al., 2002; Sombroek et al., 2003;
Arroyo-Kalim, 2012). En los analisis de suelo los horizontes A de los antrosoles de
la Tierra Negra contienen mas de Mn y Zn que cualquiera de los oxisoles no
antropogeénicos. Altas concentraciones de Mn y de Zn en los Antrosoles de Terra
Preta del bajo Amazonas también han sido reportadas por Kern y Kampf (1989) y
Kern y Costa (1997).

Por lo antes descrito, en este estudio se propone el cultivo de Phaseolus vulgaris
con hongos micorrizégenos arbusculares, para inducir la micorrizacién vy
concentraciones de zinc analogas a las presentes en Terra Preta del Oeste de la
Amazonia, en condiciones de invernadero buscando una alta productividad de las

semillas.



2. Marco Teérico

2.1 Phaseolus vulgaris

El frijol pertenece a la familia de las Fabaceas, subfamilia Papilionoideae, tribu
Phaseolae y especie Phaseolus vulgaris L. (Lara, 2015); el frijol es una planta anual,
herbacea intensamente cultivada desde la zona tropical hasta las templadas
(Killmann et al., 1991). La distribucion mundial de leguminosas incluye un gran
numero de géneros desde el punto de vista botanico, donde el mas importante es
el género Phaseolus y dentro de este la especie Phaseolus vulgaris (frijol)
(Rodriguez, 2015).

El género Phaseolus al que pertenece el frijol es nativa de la regién Neotropical de
América, con dos origenes geograficos (Mesoameérica y los Andes) (Broughton et
al.,, 2003; Lara, 2015). Se le conoce con diferentes nombres: poroto, haricot,
caraota, judia, aluvia, habichuela y otros (Killmann et al., 1991). Estudios
filogenéticos que incluian tanto especies silvestres como domesticadas de
Phaseolus, confirmaron utilizando datos morfologicos, bioquimicos y moleculares

que el género es monofilético (Debouck, 1999).

2.2 Morfologia

Son hierbas o plantas lefiosas con flores cigomorfas o actinomorfas, normalmente
hermafroditas (Figura 2). Hojas generalmente alternas compuestas, estipuladas
(Figura 1) tipicamente es una legumbre con una o varias vainas (Figura 1),

dehiscente o indehiscente (Sanchez, 1980).

Habito y forma de vida: Hierba de vida corta, enredada en forma de espiral en
algun soporte, o erecta en forma de arbusto, con algunos pelillos.

Tamano: De hasta 40 cm de alto los tipos arbustivos y de hasta 3 m de largo las
enredaderas.

Hojas: En la base de las hojas sobre el tallo se presenta un par de hojillas
(lamadas estipulas), estriadas; las hojas son alternas, pecioladas, compuestas

con 3 hojitas (llamadas foliolos) ovadas a rémbicas, con el apice agudo; en la



base de cada foliolo se encuentra un par de diminutas estipulas (llamadas
estipelas).

Inflorescencia: Pocas flores dispuestas sobre pedunculos mas cortos que las
hojas, ubicados en las axilas de las hojas; las flores acompanadas por bracteas
estriadas.

Flores: El caliz es un tubo campanulado que hacia el apice se divide en 5 l6bulos,
2 de los cuales se encuentran parcialmente unidos; la corola rosa-purpura a casi
blanca, de 5 pétalos desiguales (Figura 2), el mas externo es el mas ancho y
vistoso, llamado estandarte, en seguida se ubica un par de pétalos laterales
similares entre si, llamados alas y por ultimo los dos mas internos, también
similares entre si y generalmente fusionados forman la quilla, que presenta el
apice largo y torcido en espiral y que envuelve a los estambres y al ovario;
estambres 10, los filamentos de 9 de ellos estan unidos y 1 libre; ovario angosto,
con 1 estilo largo y delgado, con pelos hacia el apice, terminado en un estigma

pequefio (Vibrans, 2009).

Figura1. Planta de frijol. Hojas Figura 2. (A) Flor de frijol.
(A), vaina (B).



2.3 Clima y suelos

El frijol se adapta bien desde 200 hasta 1,500 msnm. El cultivo necesita entre 300
a 400 mm de lluvia. La falta de agua durante las etapas de floracién, formacion y

llenado de vainas afecta seriamente el rendimiento (PITTA, 2001).

Los suelos mas adecuados para el cultivo de frijol son profundos, preferiblemente
de origen volcanico con no menos de 1.5% de materia organica en la capa arable y
de textura liviana con no mas de 40% de arcilla como los de textura, franco arenosos
y franco arcillosos, ya que el drenaje y la aereacion adecuadas son fundamentales
para el rendimiento optimo de este cultivo por la asociacion con bacterias
nitrificantes (PITTA, 2001; IICA, 2009).

Se debe evitar sembrar en suelos acidos, con contenidos altos en manganeso y
aluminio. El pH 6ptimo para frijol esta comprendido entre 6.5 y 7.5 aunque es
tolerante a pH entre 4.5y 8.2 (PITTA, 2001).

2.4 Importancia

El frijol comun es la leguminosa de mayor consumo humano en varios paises de
América Latina y Africa. Los frijoles son una fuente importante de proteina
(aproximadamente 22%), vitaminas y minerales (Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, Zn) para la
dieta humana, pero no acidos grasos insaturados (Broughton et al., 2003; De
Lafuente et al., 2011).

Las legumbres son vitales en la agricultura, ya que forman asociaciones con
bacterias que fijan el nitrégeno del aire. Esta aportacién de nitrégeno a las plantas
es la principal razén por la cual las legumbres son mas ricas en proteinas que el
resto de las familias botanicas (Lott et al., 2000). El frijol comun es el cultivo mas
ampliamente distribuido, ocupa mas de 90% de la superficie destinada a los granos

en general (Broughton et al., 2003; Morales, 2006).



2.5 Hongos micorrizégenos arbusculares (HMA) y Micorriza

Los hongos micorrizogenos arbusculares se clasifican dentro del phylum
Glomeromycota (Schubler et al., 2001) particularmente en el orden Glomerales, el

cual comprende aproximadamente 250 especies descritas (Alarcén, 2008).

Los HMA no forman una estructura especializada de reproducciéon, sino solo
estructuras de resistencia que son esporas asexuales, solas, agregadas o formando
esporocarpos (Morton, 1988). Las esporas germinan en el suelo y al contacto con
una raiz, forman el apresorio que es la estructura que permite penetrar las células
corticales de la planta hospedera sin modificar la estructura radical (Redecker,
2008).

La micorriza arbuscular es una relacién simbiotica mutualista entre plantas y hongos
del phylum Glomeromycota; estos hongos favorecen la absorcion de agua y
nutrientes, como fésforo y nitrégeno a la planta hospedera. En contraparte mas del
20% del carbono fijado por la planta es transferido al hongo enddfito (Parniske,
2008). La micorriza no sélo contribuye a la nutricion de la planta, puesto que explora

un volumen de suelo mayor que el de raiz sola (Bethlenfalvay y Linderman 1992).

La micorriza arbuscular (MA) tiene tres componentes importantes; la propia raiz, las
estructuras del hongo dentro y entre las células de la raiz, y el micelio extrarradical
en el suelo (Smith y Read, 2008). El hongo desarrolla estructuras altamente
especializadas en el intercambio de nutrimentos denominadas arbusculos y se
forman dentro de las células corticales de su hospedero también presentan hifas
cenociticas dentro y fuera de la raiz, estas ultimas son conocidas como micelio
extrarradical; otras estructuras que se forman dentro de las raices son las vesiculas
las cuales son 6rganos de reserva para el hongo, sin embargo no todos los géneros
de HMA los forman (Gonzalez et al., 2005; Finlay, 2008).

A través de las hifas que colonizan el suelo que rodea la raiz, participan en la
adquisicion de los elementos esenciales, fundamentalmente los de lenta movilidad,



tales como P, K, Cu y Zn y alternativamente, reducen la captacion de elementos
fitotoxicos como Mn y Al (Borie et al., 2003).

Se estima que aproximadamente el 80-90% de las especies vegetales conocidas
establecen de forma natural y constante este tipo de simbiosis con hongos del suelo
(Azcon y Barea 1980). En esta asociacion mutualista ambos participantes, hongo y
planta, mantienen un balance de beneficios y costos positivo, ya que a pesar de los
costos que representa el estar juntos, los beneficios son mayores y reciprocos, lo
cual se ve reflejado en un mayor crecimiento, supervivencia reproduccién y
produccion de biomasa de las poblaciones involucradas (Allen, 1991; Fisher y
Joyachandran, 2002).

Ademas de incrementar la capacidad de fijar nitrégeno en las plantas de la familia
de las leguminosas, aumentan la tolerancia a diversos tipos de estrés como es el
provocado por la salinidad, la sequia, patégenos de la raiz y metales pesados,
mientras, que las plantas suministran al hongo sustratos energéticos vy
carbohidratos que elaboran a través de fotosintesis (Jakobsen y Rosendal, 1990:
Brundrett et al., 1996).

2.6 Terra Preta do Indio

La regidon amazonica esta distribuida en una cuenca que abarca mas de 7.5 millones
de kildbmetros cuadrados (Hoorn et al., 2010). En esta region predominan suelos
caracterizados por su bajo nivel de fertilidad clasificados como oxisoles y ultisoles
(Woods y McCann, 1999; Sombroek et al, 2003, Woods et al 2006).

Dentro del paisaje de los suelos infértiles en el centro de la Amazonia, hay pequefias
islas de suelos fértiles altamente sostenibles conocido como Terra Preta (do Indio)
por su nombre en portugués, actualmente pueden encontrarse parches de este
suelo esparcidos casi por toda la selva Amazodnica, con areas que van desde las
dos hectareas hasta parches extensos que superan las 80 hectareas (Sombroek et
al., 2003; Glasser, 2007; Lehemann, 2009).



Los suelos de la Terra Preta tienen en promedio tres veces mas materia organica,
niveles mas altos de nutrientes y capacidad de retencion de los mismos que la de
los suelos infértiles que lo rodean (Zech et al., 1990, Glaser et al., 2001). La
formacion de estos suelos esta asociada a las actividades sociales, econdmicas y
ambientales como la superposicidon de casas, la generacion de quemas controladas
y la disposicion de desperdicios, asi como otras actividades asociadas con pueblos
antiguos que se consolidaron en la antigua Amazonia (Neves et al., 2003; Sombroek
et al., 2003; Arroyo-Kalin, 2010; Arroyo-Kalin, 2012). Por sus caracteristicas y
elevada fertilidad, los suelos de Terra Preta son usados hoy en dia para desarrollar
actividades agricolas de manera intensiva en diversas zonas por la poblacién local
(Caboclos), obteniendo beneficios econdémicos y bienestar social (Sanabria vy
Ricaurte, 2013).

Estudios donde se analizaron los microelementos presentes en Terra Preta
mostraron que la arcilla de los horizontes A de los antrosoles contienen mas de Mn
y Zn que cualquiera de los horizontes B o los horizontes A y B de oxisoles no
antropogénicos. En cuanto a Cu, Cd, Niy Cr entre Terra Preta y suelos inundables

existe poca diferencia (Lima et al., 2002) (Tabla 1).



Cuadro 1. Los tres primeros suelos de la tabla corresponden a antrosoles de
Terra Preta (Tomado de Lima et al., 2002).

Horizon Fe Mn Cu Zn Cd Ni Cr
gkg ! mg kg !

Anthropic Xanihic Kandiudult

A 794 627 104 150 21 T8 172

Bt 90.2 71 2 45 22 g4 146

Anthropic Xandic Kandiudox
A 57.4 38T 90 245 20 97 17
Bw 085 54 42 97 19 94 I

Anthropic Dystrapepis
A 593 289 (9 248 18 &R 3
Bi 54.2 a7 449 T3 21 97

Xanthic Kandindox
A 537 4 ®1 41 21 &6 92
Bw T6.8 81 i6 44 21 &9 |38

Tipic Plinthudox
A 67.2 87 123 41 21 al 98
Bw 71.0 102 101 50 20 54 B

Tipic Fluvaguent
A 723 T8 148 |76 22 108 92
C 57.7 379 106 168 18 99 B0

Tipic Udifluvent

A 74.9 755 121 156 17 103 1]
SCs 64,1 S02 82 158 16 a1 54
2.8 Zinc

Los elementos esenciales para el crecimiento vegetal se clasifican normalmente en
macronutrientes y micronutrientes, de acuerdo con su concentracion relativa en el

tejido vegetal (Taiz y Zeiger, 2006).

El boro, el cloro, el cobre, el hierro, el manganeso, el molibdeno y el zinc son
considerados micronutrientes esenciales de las plantas porque solo necesitan estos

elementos a niveles muy bajos y son toxicos a niveles mas altos (Manahan, 2007).

El zinc es un elemento de transicion que no esta sujeto a cambios de valencia y esta

presente en las plantas solamente como Zn (ll). El elemento funciona principalmente
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como catidn divalente en metaloenzimas, algunas de las cuales ligan las enzimas y
sus correspondientes sustratos, mientras que en otros casos, el Zn forma complejos
tetrahidricos con el N y el O y particularmente ligados de S en una variedad de
compuestos organicos (Kirkby y Rémheld, 2007). Aproximadamente 2800 proteinas
dependen del Zn para que puedan sintetizarse y actuar, se requiere para la sintesis
de carbohidratos durante la fotosintesis y en la transformacion de los azucares en
almidon. Participa también en el metabolismo de hormonas al regular el nivel de
auxinas a través de la sintesis del aminoacido triptéfano. En los procesos de
maduracion y produccion de semillas el Zn favorece la formacion vy fertilidad del
polen, por ello la deficiencia de zinc tiene mayor efecto en el rendimiento del grano

que en el desarrollo vegetativo (Cakmak, 2005).

Otras funciones del Zn en las plantas reportadas por Cakmak (2008) y Peck y
McDonald (2010) son el mantenimiento de un saludable sistema de la raiz, la
activacion de enzimas, la desintoxicacion de los radicales libres y el mantenimiento

de la tolerancia al estrés de las plantas.
3. Problematica

Todas las practicas de manejo usadas en la agricultura convencional tienden a
favorecer la alta productividad de los cultivos a corto plazo, comprometiendo asi la
productividad de los cultivos en el futuro. En consecuencia, cada vez es mas
evidente que las condiciones necesarias para sostener la productividad se estan

erosionando (Gliessman, 2002).

El problema de la agricultura industrial es que la poblacién humana depende de los
servicios ecoldgicos proporcionados por la naturaleza (por ejemplo, el equilibrio
climatico, la polinizacién, control bilégico, la fertilidad del suelo), pero la sociedad
los estd empujando mas alla de su punto de equilibrio (Perfecto et al., 2009). La
amenaza a la seguridad alimentaria es el resultado directo del modelo agroindustrial
caracterizado por monocultivos a gran escala y cultivos transgénicos, mientras los

agrocombustibles ejercen mayor presién sobre los ecosistemas degradados,
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socavando con ello aun mas la capacidad de éstos para el suministro de alimentos,

fibra y energia a una poblacion humana en crecimiento (Altieri y Toledo, 2011).

No hay duda de que la humanidad necesita un paradigma alternativo de desarrollo
agricola, uno que fomente una agricultura biodiversa, resiliente, sostenible y
socialmente justa. La base de estos nuevos sistemas son la gran variedad de estilos

agricolas ecolégicos (Altieri y Nicholls, 2012).

Particularmente en México, el frijol es la leguminosa de mayor consumo humano y
representa el 36% de la ingesta diaria de proteinas (Lara, 2015). Sin embargo,
después de haber sido adaptados a diversas condiciones ambientales, el frijol
comun no esta exento de limitaciones bidticas y abidticas. Sufre de seis de las
principales enfermedades generalizadas y algunas condiciones abidticas hostiles
tales como la toxicidad del suelo, la sequia y las deficiencias nutricionales (Beaver
y Osorno, 2009; Popelka et al., 2004). Un criterio fundamental para la conservacion
de los suelos es mantener su productividad potencial, lo cual se logra utilizando un
paquete de estrategias mecanicas y bioldgicas; entre estas ultimas se utiliza la
vegetacion y la biota edafica, por ejemplo el uso de hongos micorrizicos y bacterias
filadoras de nitrégeno (Montafio y Monroy, 2000). Asimismo, se ha demostrado la
efectividad de la inoculacién con micorrizas en cultivos de plantas horticolas
(lechuga, cebolla, ajo, esparrago, fresa, pimiento, tomate, leguminosas etc.) (Barea,
1998). Ademas de diferentes beneficios se ha observado que las raices de las
plantas inoculadas con hongos micorrizicos adquieren mas eficientemente
nutrientes como Zn, Cu, P y probablemente amoniaco que las plantas sin simbiosis
(Smith et al., 2008). EI Zn es un elemento de poca movilidad dentro de la planta,
pero con numerosas funciones. La estructura y funcionalidad de muchas enzimas
dependen de la presencia de Zn en la planta ademas favorece los procesos de
produccion y maduraciéon de las semillas, por ello estda mas relacionado con el
rendimiento del grano que en el desarrollo vegetativo (Camak, 2005). Por lo cual la
aplicacién de inéculos de HMA es una alternativa recomendable para favorecer el
establecimiento y crecimiento de las plantas (Camargo, 2001) y la aplicacion de zinc
para beneficiar el rendimiento de las semillas. Gracias al uso eficiente que hacen
las plantas micorrizadas de los nutrientes del suelo, permiten ahorrar fertilizantes
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quimicos y reducir por consiguiente los problemas de contaminacidén que el uso

excesivo de fertilizantes conlleva (Arciga, 2008).

Por lo anterior, es importante implementar una alternativa de cultivo y seguridad
alimentaria sustentable y altamente productiva. Por lo que en este trabajo se
ensayaron dos tipos de aporte nutricional en plantas de Phaseolus vulgaris: a través
de hongos micorrizégenos arbusculares y diferentes concentraciones de zinc, con
la finalidad de eficientizar la produccion de semillas en condiciones de invernadero

con base a las siguientes preguntas:

¢, Cual es la influencia del sulfato de zinc sobre la biomasa de semillas de frijol en

plantas cultivadas en condiciones de invernadero?

¢, Cual es la influencia de aplicar un in6culo con esporas de HMA en plantas de frijol

cultivadas en condiciones de invernadero?

¢ Existe efecto sinérgico entre los HMA y el zinc produccion de semillas de frijol?

4. Hipotesis

El crecimiento y produccién de semillas de las plantas de Phaseolus vulgaris con

los factores: micorriza y zinc sera mayor en contraste con las plantas sin ellos. .

5. Objetivo

Determinar la productividad mediante el esfuerzo reproductivo (biomasa de
semillas) de plantas de frijol (Phaseolus vulgaris) cultivadas en un sustrato edafico,
adicionado con indculo de hongos micorrizogenos arbusculares y diferentes

concentraciones de sulfato de zinc, en condiciones de invernadero.
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Objetivos particulares

Caracterizar el crecimiento en altura y cobertura de plantas inoculadas y no

inoculadas con HMA y adicionadas o no con ZnSOua.

Cuantificar la produccién de semillas de frijol en plantas cultivadas con HMA y con

sulfato de zinc.

Determinar la influencia de la relacidbn micorriza-zinc en el sustrato sobre la

produccion de las plantas cultivadas.

6. Material y Método

6.1 Material biolégico

Semillas de color negro de Phaseolus vulgaris se obtuvieron del vivero de la FES
Zaragoza; las semillas provienen de los cultivos que se siembran en el mismo

vivero.

Se realizo la siembra en el invernadero del laboratorio de restauracion ecolégica de
la Unidad de Investigacion en Ecologia Vegetal de la FES Zaragoza, del 6 de
noviembre de 2014 al 19 de enero de 2015.

6.2 Sustrato

Se recolectd suelo para la obtencion del in6culo de hongos micorrizogenos
arbusculares, del Parque Ecolégico “Cubitos” (Pachuca Hidalgo), 20° 6' y 20° 7'
latitud norte 98°44' y 98° 45' longitud oeste. El Parque se encuentra ubicado en la
ciudad de Pachuca, en el Municipio de Pachuca de Soto. El suelo se tamizd con
una malla de 2 mm para eliminar particulas grandes de materia organica, raices y
gravilla, posterior a esto se realizé una mezcla homogénea con arena silica 1:2 (v/v).
Después el suelo se esterilizé en bolsas de polipapel con calor humedo y en
autoclave a 110-120° C y con presion de 1.2 y 1.4 libras/pulgadas tres veces

durante una hora cada vez (Alvarez-Sanchez y Monroy, 2008).
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6.3 Preparacion de lotes

El cultivo de Phaseolus vulgaris se llevo a cabo con plantas individuales en macetas
cilindricas de 30 cm de altura x 10 cm de diametro, durante tres meses. En estas
macetas se germinaron dos semillas; en aquellas donde las dos germinaron se

eliminé una de las plantulas después de la primera semana.

Figura 3. Macetas donde se sembraron
las plantas de Phaseolus vulgaris.

Los tratamientos sin in6culo fueron preparados con 1400 g de sustrato estéril y su
respectiva concentracion de sulfato de zinc, exceptuando el tratamiento testigo, los
tratamientos que contenian indculo fueron preparados con 1300 g de sustrato mas
100 g de inoculo y diferentes concentraciones de sulfato de zinc (Cuadro 1). El

indculo empleado tenia 286 esporas por 100 g de suelo.

Tratamientos con micorriza: 1300 g de suelo + 100g de in6culo + ZnSO4 (diferentes

concentraciones)
Tratamiento sin micorriza: 1400 g de suelo + ZnS0O4

La aplicacion de sulfato de zinc se realiz6 mediante riego a capacidad de campo
para esto se prepararon 100 mL de solucion por maceta; las diferentes cantidades
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agregadas de ZnSO4 se determinaron a partir de calculos estequiométricos para

obtener la concentracién de 50 ppm y 100 ppm unicamente de zinc.

Cuadro 2. Numero de repeticiones de los tratamientos a aplicar al cultivo de Phaseolus
vulgaris en condiciones de invernadero.

Zn(ppm) 100 50 0
(0.3076 g de ZnS0,) | (0.3097g de ZnS0O,) | (0 g de ZnSO,)
Micorrizacion

M+ 15 15 15

M- 15 15 15

M+: (plantas in6culadas); M-: (plantas no in6culadas)

6.4 Capacidad de campo

La capacidad de campo es la maxima cantidad de agua que el suelo puede retener
después que éste ha sido saturado con agua y se ha permitido drenar durante 3
dias (Palmery Troeh, 1979).

La técnica consiste en hacer pasar 250 ml de agua en 50 gr de suelo seco por un
papel filtro sobre un embudo, dejando reposar hasta tener peso constante. El calculo

se realiz6 con la siguiente formula:

CC= Phs-Pss/Pss x 100

donde:
CC: Capacidad de campo del suelo
Phs: Peso humedo del suelo

Pss: Peso seco del suelo
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6.5 Conteo y extracciéon de esporas de HMA del suelo utilizado como inéculo

La extraccion de las esporas de HMA del suelo se hizo mediante la técnica de
tamizado via humeda descrita por Gerdemann y Nicolson (1963) con modificaciones
de Morton (2009)

Se pesaron 100 g de suelo, el cual es una mezcla de suelo con raices colonizadas
y micelio externo de los HMA, la muestra se colocé en un agitador eléctrico, se
adicion6 agua de la llave hasta cubrir % partes de la capacidad del recipiente. Se
agité la mezcla durante 3 minutos para romper los agregados y raices para asi
liberar las esporas. La agitacion se detuvo y se dejo reposar 30 segundos, luego la
suspension se filtré a través de un tamiz de 2000 y; posteriormente se agregé mas
agua al vaso que contenia la muestra de suelo y se agitd la mezcla durante 3
minutos hasta completar tres veces la operacion. Las muestras retenidas se
enjuagaron al chorro de agua y posteriormente se recuperaron y fueron adicionados
a tubos de centrifuga, éstos se centrifugaron durante 7 minutos a 2000 rpm, luego
se decanto el contenido del tubo (aqui se eliminaron restos de materia organica y
esporas de HMA muertas), el suelo que quedo en el tubo se resuspendioé con una
solucién de sacarosa al 50% y nuevamente se centrifugd durante 3 minutos a 1000
rom, al término cada tubo se decanté en un tamiz de 44 u (aqui se encontraron y

contaron las esporas de los HMA viables).

La muestra del tamiz se lavo a chorro de agua para eliminar la solucion de azucar,
posteriormente la muestra se recuperdé en cajas Petri con cuadriculas (0.5 cm X 0.5

cm), bajo un microscopio de diseccidn se realizo el conteo de esporas.

6.6 Medicion de las variables

A partir de la primera semana después de la siembra de semillas se inici6 la
medicién de variables: cobertura, altura, clorofila, evaporacion, evapotranspiracion
real acumulada y transpiracion. El potencial hidrico caulinar se realizdé antes de
finalizar el experimento una vez que las plantas alcanzaron el estadio de adultas. Al
concluir el experimento se determind: porcentaje de supervivencia, tasa de

crecimiento relativo y porcentaje de colonizacién micorrizica.
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6.6.1 Cobertura

La cobertura se midio utilizando una regla graduada de 30 cm, se midio el diametro
mayor y el menor de cada planta, con los cuales se calcul6 el area del circulo medio

lo que fue considerado como la cobertura.

6.6.2 Altura
La altura de cada planta fue medida semanalmente a cada planta con un flexémetro

a partir de la base de cada planta y hasta el apice.

6.6.3 Clorofila

Se realizé la medicion de la clorofila a cada planta semanalmente con un medidor
de clorofila Minolta SPAD-502.

El manejo del medidor se llevé a cabo de la siguiente manera:

Para iniciar la medicion primero se calibro el aparato; sin muestra se cerro el cabezal
de medicion y se mantuvo cerrada hasta escuchar un pitido y observar en la pantalla
del medidor las letras “CH”. Una vez calibrado se insertd una hoja de la planta en la
ranura de muestra, se presiond sobre el reposapiés para cerrar la cabeza de
medicion y se mantuvo cerrado hasta que soné un pitido y el valor medido aparecié

en la pantalla

6.6.4 Evaporacion

La evaporacion se determind con el peso de las 5 macetas del control antes y

después del riego semanal (Fernandez. 1995; Belmonte y Romero, 1999)
EC=PCDR-PCAR

donde:

EC= Evaporacion semanal del control

PCDR= Peso del control después del riego

PCAR= Peso del control antes del riego de la siguiente semana
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6.6.5 Evapotranspiracion real acumulada (ETR)

La cantidad de agua perdida por evaporacion del suelo mas la transpiracion de la
planta es la evapotranspiracion y esta se calculé semanalmente pesando las
macetas que tenga planta de manera inicial en el experimento y restando el peso
de las mismas antes del riego de la siguiente semana de acuerdo a la siguiente

formula:

ETR = PDR - PAR
donde:

ETR = Evapotranspiracion real quincenal
PDR = Peso de la maceta después del riego (g)

PAR = Peso de la maceta antes del riego

6.6.6 Transpiraciéon
La transpiracidn de las plantas se calculd restando la evapotranspiracion real
acumulada y la evaporacion del suelo (Pefa, 2002):
Tr=ETR - Ec
donde:
Tr= Transpiracion
ETR= Evapotranspiracion real

EC= Evaporacion

6.6.7 Potencial hidrico caulinar (PHC)

Para determinar el potencial hidrico de la planta se emple6 una camara de
Schollander, para la cual se utilizaron 5 plantas por tratamiento, la determinacion se
realizd cortando la parte aérea desde la base del tallo; ésta se colocd en el orificio
del tapon de goma, para después insertarla en la cabeza del aparato de modo que

la planta quedara invertida y dentro de la camara y que la base del tallo pasara a
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través del tapon hacia el exterior, asegurando que la camara quedara
herméticamente cerrada. Enseguida se abri6 lentamente la valvula que dejo pasar
el gas inerte (N2) hacia la camara hasta el punto de generar una presion que indujo
la formacion de una gota de agua en la base del peciolo de la hoja, entonces se
detuvo el flujo del gas y se tomo la lectura de la presion a la que se forma la burbuja

de agua en el tejido vegetal.

6.6.8 Porcentaje de supervivencia
Para determinar el porcentaje de supervivencia se dividio el numero de plantas vivas
(de cada tratamiento) al final de experimento, entre el numero de los individuos
iniciales:

% de supervivencia= PS/PI
donde:
PS= numero de plantas al final del experimento

Pl= numero de plantas al inicio del experimento

6.6.9 Tasa de crecimiento relativa

Para calcular la tasa de crecimiento primero se calculé el promedio general de
crecimiento en cada uno de los tratamientos, posteriormente se le aplico algoritmo
natural y se dividio entre el numero de semanas que duro el experimento
(Hunt et al., 2002).

TCR= {In(L2)-In(L1} / T2

donde:

TCR= tasa relativo de crecimiento

L2= Altura final (cm)

L1= Altura inicial

T2= (tiempo final) Numero de dias al finalizar el experimento
In= Logaritmo natural
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6.6.10 Porcentaje de colonizacion micorrizica

Se extrajo la raiz completa de 5 plantas de cada uno de los tratamientos, se lavaron
cuidadosamente para quitar particulas del suelo adheridas. Se utilizé la técnica de
Philips y Hayman (1970). El porcentaje de colonizacion micorrizica se obtuvo por el
numero de hifas, vesiculas y arbusculos encontrados en 100 campos observados.
Para la tincidon de las raices se sustituyd el uso de autoclave por el de un

microondas.

Esta técnica consistié en colocar las raices en solucion de KOH al 10% la solucion
se calent6 por periodos de 25 segundos (en un horno de microondas), se realizaron
cambios de KOH cada vez que se enturbio, esto se repitié hasta que la solucion
permanecio transparente, se enjuagaron las raices con agua destilada y se pusieron
en una solucién de peréxido de hidrogeno (H,O;) al 10% durante 3 minutos
(blanqueo) terminando este lapso se enjuagaron y se agrego acido clorhidrico (HCL)
al 10% durante 3 minutos (acidificacion), para después quitar el exceso de acido y
sin enjuagar se agregoé una solucién de azul de tripano al 0.05 %. Nuevamente se
calentaron durante 25 segundos se dejaron enfriar y posteriormente se quité el

exceso de colorante, las raices se colocaron en lactoglicerol.

Las raices se montaron, paralelamente en un portaobjetos se colocaron 20
segmentos, a los que se agrego 1 o 2 gotas de lactoglicerol, después se colocé un
cubreobjetos y se presiond uniformemente para aplastar las raices, eliminando
burbujas de aire. La observacion de las raices se hizo al microscopio 6ptico, con un
aumento de 40x. La estimacion del porcentaje de colonizacion de las raices se
utilizé haciendo tres pasajes equidistantes sobre cada segmento teniendo un total

de 60 campos visuales en cada placa.

El nimero de secciones colonizadas se divide entre el nimero de secciones
observadas multiplicado por cien es el porcentaje de colonizacién representado con

la siguiente formula:

% de colonizacion micorrizica = (Segmentos colonizados/ Total de segmentos) x100
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6.6.11 Analisis estadistico

Se utilizé el programa estadistico InfoStat 2011, para determinar si los resultados
se comportaban de acuerdo a la distribucion; normal, se aplicdé una prueba
estadistica de normalidad (Shapiro-Wilks). Los datos fueron analizados segun se
requirio mediante un analisis de varianza paramétrico y no parameétrico en el caso
de los resultados con distribucion no normal (ANOVA vy Kruskall Wallis

respectivamente).

22



Diagrama de flujo de la metodologia

Preparacion de sustrato Suelo-arena silica 2:1 (v/v)

I

Determinacion de la C.C. del suelo

!

Siembra de semillas de Phaseolus vulgaris L.
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Se prepararon tres lotes (15 macetas
cada uno) con 1300 g de suelo estéril
mas 100 g de inoculo y
concentraciones de Zn: 0 ppm, 50
ppm (0.3076g ZnSO4) y 100 ppm
(0.6152g ZnS04)
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ZnS04)
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Figura 4. Diagrama de flujo de la metodologia.
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7. Resultados y Discusién

7.1 Parametros fisico-quimicos del sustrato utilizado

La caracterizacion fisica del sustrato empleado en el experimento, se presenta en
el cuadro 2, estos datos son promedios de 3 repeticiones de la cuantificaciéon de los

parametros reportados por Simancas (2007).

El cuadro 2 muestra las propiedades fisicas del sustrato empleado en el
experimento. El suelo presenta color grisaceo (10YR5/2) en seco y color café muy
oscuro en humedo (7.5YR2.5/2) segun las tablas Minsell. En lo que se refiere a la
textura, se clasifica como un suelo franco-arenoso, lo cual contrasta con lo reportado
por Luna, (2005) quien lo clasifica como un suelo franco-arcilloso; esto es debido a
que a pesar de que el suelo empleado proviene del mismo municipio, no lo es asi
para el sitio de colecta, el tipo de textura encontrada se caracteriza tener infiltraciéon
excesiva, capacidad de retencion de humedad baja y una aireacién de buena a
excelente. Presentan una densidad aparente entre 1.48-1.54 gcm™3 y densidad real
entre 2.27-2.63 gcm 3.

En cuanto a las propiedades quimicas mostradas en el cuadro 2, se observa que
este suelo es bajo en materia organica, con un pH medianamente alcalino, lo cual
es de esperarse para suelos de zonas aridas. La importancia de cuantificar el
contenido de materia organica radica en que ésta puede afectar (si se encuentra en
porcentajes altos) otras propiedades como la estructura, aireacion, drenaje,
retencion de humedad, capacidad de intercambio de cationes, color, D.A, D.R, E.P,
y pH (Rios, 1985). Rzedowski (1994) reporta que para la zona del municipio de
Santiago de Anaya el pH varia de 6 a 8.5, con contenido de materia organica

frecuentemente bajo.

La conductividad eléctrica muestra un suelo moderadamente salino con valores que
van de 2.08- 3.8 ds/m, La Capacidad de Intercambio de Cationes es baja, lo cual
indica que es un suelo con poca fertilidad. Para nitroégeno total y fosforo los valores
encontrados se consideran bajos segun las tablas de interpretacion para el

contenido de estos elementos en el suelo.
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Cuadro 3. Parametros fisicos y quimicos del sustrato donde se cultivd Phaseolus
vulgaris L. (Simancas, 2007)

pH | pH C.I.C.
liuﬂo-| Pasta de |(meg/100g)

Tratamiento

Suelo
esterilizado

CARACTERIZACION QUIMICA

“9‘;? - | saturacién

7.40 B.38 7.54

M.O. P | N C.E.

(%) | extraible total -
(mglkg) (%) (dsim)

0.87 5.1171 | 0.0186 | 2.08

CARACTERIZACION FiSICA

Color DA | DR | EP Textura (%)
Tratamiento | Seco Humedo |8/em?| g/em®| (%) | Arcilla Limo Arena
y
Suelo grisaceo Cisiumr:y 154 | 227 |32.16 | 1.80 | 10.02 | 88.18

esterilizado

(10YR5/2) | (7 5YR2.5/2)
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7.2 Capacidad de campo

La capacidad de campo del suelo (esterilizado con calor hiumedo) donde se realizé
el cultivo de Phaseolus vulgaris es del 15.6 % que es la capacidad maxima de
retencién de agua de acuerdo al sustrato utilizado por maceta (textura arenosa), en

los tratamientos (Maderey, 2005).

7.3 Temperatura y humedad relativa

En las figuras 9 y 10 se muestran los registros de temperatura y humedad
respectivamente del invernadero donde se cultivd Phaseolus vulgaris. Las
mediciones se obtuvieron con un higrometro que realizo el registro durante todos

los dias que duro el experimento.

La temperatura minima registrada fue de 5.5 °C y maxima de 38. 6 °C, mientras que
el registro minimo de humedad fue de 6.8 y 94.75 %. Segun Lim (2012) Phaseolus
vulgaris L. puede crecer con temperaturas medias de 15-25 ° C durante el periodo

de crecimiento y tolerar temperaturas diurnas ocasionales de 35 °C.

Temperatura
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Figura 5. Temperatura minima, media y maxima del invernadero durante el periodo de
cultivo de Phaseolus vulgaris L.
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Humedad relativa
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Figura 6. Humedad minima, media y maxima del invernadero durante el periodo de
cultivo de Phaseolus vulgaris L.
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7.4 Caracterizacion del suelo utilizado como iné6culo de HMA

La caracterizacion del indculo fue realizada en el invernadero de la FES Zaragoza
por el Bidlogo Eduardo Chimal Sanchez en mayo del 2010; el cual encontrd 11
morfotipos fungicos en total, con una densidad de 286 esporas contenidas en
100 g de suelo lo cual fue contrastante con el numero de esporas encontradas
durante el analisis. El resultado promedio de cinco repeticiones fueron 51 esporas

en 100 g de suelo (Cuadro 3).

Cuadro 3. Diversidad y densidad de esporas de HMA en 100 g
de suelo colectado en la localidad de Cubitos, estado de Hidalgo.

Densidad
Morfotipo Proporcién nsida
esporas
Glomus spl blanco a amarillo paja 36.7% 105
aprox. 120
in hifa bl i

Espor_as sin hifa blanco con tintes 8.0% 23
amarillentos
Glomus sp2 amarillo aprox. 100 p 9.0% 26
Gl 3 col ja brillant

Oomus sp3 color naranja brillante 13.2% 38
aprox. 120
Glomus sp4 color amarillo-naranja 5.2% 15
Acaulospora sp2 naranja aprox. 105 5.2% 15
Esporas naranja aprox. 65 |4 2.5% 7
Glomus sp5 naranja-rojizos 9.4% 27
Glomus sp6 rojo muy pequefio 3.5% 10
Gigaspora amarillo-pélido 350 p 3.1% 9
Acaulospora sp3 3.8% 11
11 morfotipos en total 100 % 286
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7.5 Cobertura

Los tratamientos con mayor cobertura fueron a los que se les agrego inéculo de
HMA en un inicio como se muestra en la figura 7, existen diferencias significativas
(p<0.0001) entre los tratamientos con y sin HMA. Lo cual se atribuye al efecto de
los hongos micorrizégenos arbusculares, ya que promueven el incremento de la
longitud radical y aumentan la absorcion de minerales necesarios para el

crecimiento vegetal (Luna y Monroy, 2009).

Cobertura
400
350
300
N
IS
O 250
o
£ 200
)
3
O 150
100
50
0
10 20 30 40 50 60 70 80
Tiempo en dias
M+ === M+/Zn(100 ppm) M+/Zn(50 ppm)
=(==M- (Testigo) B =@—M-/Zn(100 ppm) =>=M-/Zn(50 ppm)

Figura 7. Cobertura de los seis tratamientos de Phaseolus vulgaris L. M+ plantas
micorrizadas. M- plantas no micorrizadas. Letras mayusculas diferentes indican
diferencias significativas (p<0.0001).
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7.6 Altura

No se encontraron diferencias significativas entre los seis tratamientos (p<0.1971)

en el analisis de altura, sin embargo el valor mas alto se localiz6 en plantas no

micorrizadas a las que se les aplico Zn a una concentracion de 10 y 50 ppm

(Figura 8).

Altura
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60
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Altura (cm)
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10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tiempo (dias)

=—=M+ A == M+/Zn(100 ppm) A M+/Zn (50 ppm) A
M-(Testigo) A —8—M-/Zn(100 ppm) A =E—=M-/Zn(50 ppm) A

Figura 8. Altura de los seis tratamientos de Phaseolus vulgaris L. durante el
experimento. M+ plantas micorrizadas. M- plantas no micorrizadas. No hubo diferencias
significativas entre tratamientos.
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7.7 Tasa de crecimiento relativo (TCR)

Los resultados de las pruebas estadisticas mostraron diferencias significativas para

la tasa de crecimiento relativo entre los seis tratamientos de Phaseolus vulgaris.

(p<0.0294), aunque los tratamientos con mayor TCR fueron todos a los que se les

agrego zinc en diferentes concentracion (Figura 9).

Tasa de crecimiento relativo
0.03
0.025
0.02 [ [
l:g 0.015 T
hd
O oo
0.005
0
M+ M+/ M+/ M- M-/ M-/
Zn(100 ppm)  Zn(50 ppm) (Testigo) Zn(100 ppm)  Zn(50 ppm)
Tratamientos

Figura 9. Tasa de crecimiento relativo de Phaseolus vulgaris L. M+ plantas
micorrizadas. M- plantas no micorrizadas. Letras mayusculas diferentes indican

diferencias significativas (p<0.0294).

En los resultados de altura y tasa de crecimiento relativo se obtuvieron datos

mayores en los tratamientos sin inéculo de HMA y con concentraciones de Zn 50

ppm y Zn 100 ppm esto puede deberse a que el zinc mantiene un sistema radical

saludable, es esencial para la activacion de enzimas, la desintoxicacién de radicales

libres y la tolerancia a factores de estrés de la planta (Cakmak, 2008; Peck y

McDonald, 2010).
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7.8 Concentracion de clorofila

Los resultados estadisticos mostraron diferencias significativas (p<0.0154) entre el
tratamiento al que solo se le agrego inoculo al inicio (M+) y al que se le agrego

inoculo y zinc con concentracion de 100 ppm (Figura 10).
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Figura 10. Concentracién promedio de clorofila. M+ plantas micorrizadas. M-
plantas no micorrizadas. Letras mayusculas diferentes indican diferencias
significativas (p<0.0154).

El contenido en clorofila esta positivamente correlacionado con la fotosintesis
(Gummuluru et al., 1989), Ademas se ha observado la existencia de una asociacién
genética entre el contenido en clorofila y el rendimiento (Reynolds et al., 2000,

Gutiérrez-Rodriguez et al., 2000)

La reduccién en el contenido en clorofilas puede ser considerada como una
respuesta de las plantas al estrés (Tenga et al., 1989) y puede perjudicar el proceso
fotosintético conduciendo a una reduccion en la fijacién de carbono (Gonzalez,
2009).
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7.9 Evapotranspiracion real acumulada (ETR), transpiraciéon y potencial
hidrico foliar.

Evapotranspiracion real acumulada

250
200
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10

M+/ M+/ M-
Zn(100ppm)  Zn(50ppm) (Testigo) Zn(100ppm)  Zn(50ppm)

ETR acumulada (mm)
g o o

o

Tratamientos

Figura 11. Evapotranspiracion real acumulada de Phaseolus vulgaris. M+
plantas micorrizadas. M- plantas no micorrizadas. Letras diferentes indican
diferencias significativas (p<0.0001).

Transpiraciéon

Transpiracion
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Zn(50 ppm)  Zn(100 ppm) (Testigo) Zn(100 ppm) Zn(50 ppm)
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Figura 12. Transpiracion de Phaseolus vulgaris. M+ plantas micorrizadas. M-
plantas no micorrizadas. Letras mayusculas diferentes indican diferencias
sianificativas (p<0.0001).
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Figura 13. Potencial hidrico foliar de Phaseolus vulgaris. M+ plantas micorrizadas.
M- plantas no micorrizadas. No hubo diferencias significativas entre tratamientos.

El analisis estadistico mostré diferencias estadisticamente significativas para la
evapotranspiracion real acumulada (ETR) (p<0.0002); y la transpiracion (p<0.0002)
entre tratamientos con y sin micorriza. Los resultados fueron mayores en los
tratamientos sin micorriza para la ETR (Figura 12) y la transpiracion (Figura 13) en
comparacion de los tratamientos con micorriza, lo que indica que el tratamiento con

micorriza perdié menor cantidad de agua.

La transpiracion consiste en la vaporizacion del agua liquida contenida en los tejidos
de la planta y su posterior remocion hacia la atmosfera. El agua, junto con
algunos nutrientes, es absorbida por las raices y transportada a través de la planta,
mientras que la evaporacion es el proceso por el cual el agua liquida se convierte
envaporde aguay se retira de la superficie evaporante. En las primeras etapas
del cultivo, el agua se pierde principalmente por evaporacion directa del suelo, pero
con el desarrollo del cultivo cuando éste cubre el suelo, la transpiracion se convierte
en el proceso principal (Allen et al., 2006) en las plantas con micorriza los HMA
proporcionan un aumento en la absorcion de agua, debido a las caracteristicas de

los pelos radicales y a la red hifal del hongo (Guttenberger, 2000).
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El potencial hidrico caulinar no presenté diferencias significativas (p<0.1214), entre
tratamientos aunque los resultados mas altos fueron las plantas inoculadas con
HMA lo que indica un mejor estado hidrico que sus testigos debido probablemente
a que la simbiosis micorrizica mejora la conductividad hidraulica de la raiz, para la
toma y flujo de agua (Monroy y Garcia, 2009). En la figura 14 se presentan los

potenciales hidricos foliares obtenidos al final del experimento.

7.10 Porcentaje de colonizacion micorrizica por tratamiento

Los porcentajes de colonizacién micorrizica fueron altos en los tratamientos a los
que se les agrego inoculo al inicio del experimento; M+, M+/Zn (100 ppm) y
M+/Zn 50 ppm se obtuvieron: 69%, 93% y 90% respectivamente (Figura 15)
encontrandose micelio intra y extra radical, asi como vesiculas (Figura 17) y
arbusculos, el grado de colonizacidn esta directamente relacionado con el
porcentaje de longitud de raiz micorrizada de las plantas y depende de diferentes
factores, entre ellos destacan la planta simbionte, los hongos, los exudados de la

raiz, la humedad, la temperatura y el pH (Rodriguez, 2002).

Porcentaje de colonizaciéon micorrizica
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Figura 14. Porcentaje de colonizacién micorrizica de los tratamientos a los que
se les agrego inéculo de HMA al inicio del experimento.
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Figura 15. Porcentaje de colonizacion micorrizica de los tratamientos a los
que no se le agregd indculo de HMA al inicio del experimento.

En los tratamientos a los que inicialmente no se les agregd in6culo de HMA se
registré6 también colonizacidén micorrizica aunque en porcentajes menores; en el
tratamiento con Zn (100ppm) 15%; Zn (50 ppm) 15 % y en el testigo 12%
(Figura 16).

Figura 16. (A) Micelio intra radical, (B) Vesicula y (C) Micelio Extra radical.
Estructuras observadas en la raiz de Phaseolus vulgaris L. a 40X.
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7.11 Supervivencia

La supervivencia para los seis tratamientos de Phaseolus vulgaris L. fue del 100%
(Figura 18). Para el caso de las plantas micorrizadas esto se atribuye a que los HMA
incrementa en las plantas su adecuacion (reproduccion y supervivencia) y
produccion de biomasa (Fisher y Jayachandran, 2002). En el caso de las plantas a
las que no se les agrego inéculo de HMA puede atribuirse a la resistencia natural y

al bajo porcentaje de colonizacién micorrizica que presentaron.

Supervivencia
120%

100%

80%

60%

40%

20%

0%
M+

M-/Zn M-/Zn M- M+/Zn M+/Zn
(100 ppm) (50 ppm) (Testigo) (100 ppm) (50 ppm)

Tratamientos

% de supervivencia

Figura 17. Porcentaje de supervivencia de los seis tratamientos en los que se
cultivd Phaseolus vulgaris L.

37



7.12 Numero de hojas por tratamiento

El niumero de hojas entre tratamientos no presentd diferencias significativas
(p<0.2905) los tratamientos que presentaron el mayor numero de hojas fue el que
tratamiento con micorriza sin zinc (M+) y el tratamiento con micorriza y Zn (50 ppm),
el tratamiento con menor numero de hojas fue el testigo (Figura 19). Esto puede
estar relacionado al hecho de que la micorriza actua como acelerador del
crecimiento, por lo que se pueden obtener plantas con mayor vigor y sanidad

(Alarcon y Ferrera, 1999).
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Figura 18. Numero de hojas. M+ plantas micorrizadas. M- plantas no micorrizadas.
No existen diferencias significativas entre tratamientos (p<0.2905).
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7.13 Fases fenoldgicas

Los tratamientos de Phaseolus vulgaris L. germinaron en la primera semana en la

que se inicié en experimento el crecimiento vegetal continuo hasta la octava semana

en la que inicio la antesis en los tratamientos con micorriza seguido por los

tratamientos a los que no se les agrego inéculo de HMA en un inicio. La floracion

inicio el dia 74 y 78 y dur6 tres semanas para los tres tratamientos M- (sin inéculo

de HMA) y para los tratamientos M+ (con inéculo de HMA) inicio eneldia71y 74y

tuvo una duracién de entre tres y cuatro semanas, resultados similares fueron

reportados por Medina (2002) para tratamientos con micorriza. La cosecha inicié en

la semana once y termind en la semana 16 para los tratamientos M+ (Figura 20).

Fases fenoldgicas

M-/zn(50 ppm) [l R EEEEEEE
M-/zn(100 ppm) || -
M-(Testigo)  [IHI | DOBENNSS |
M+/Zn(50 ppm)  [[I . S
M+/zn(100 ppm) |l e
v+ [l W e

0 20 40 60 80 100 120 140

Tiempo en dias

I Germinacion Crecimiento vegetal M Antesis - Floracion B Cosecha

Figura 19. Fases fenoldgicas del cultivo de Phaseolus vulgaris. M+ plantas
micorrizadas. M- plantas no micorrizadas.
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8.14 Numero de semillas por tratamiento

Los tratamientos con micorriza y zinc (50 ppm) y micorriza y zinc (100 ppm) fueron
de los que se obtuvo mayor numero de semillas con un total de 35 y 33
respectivamente, seguidos del tratamiento al que se le agregé unicamente
micorriza, el analisis estadistico mostro diferencias significativas entre cada uno de
los tratamientos con micorriza y solo de los que no contenian micorriza y se les
agrego diferentes concentraciones de zinc no se obtuvo diferencia significativa entre
ellos. Los tratamientos sin micorriza obtuvieron un menor numero de semillas en
comparacién con los demas, el tratamiento testigo fue el que produjo el menor

numero semillas (Figura 21).
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Figura 20. Numero de semillas por tratamiento. M+ plantas micorrizadas. M-
plantas no micorrizadas. Letras mayusculas diferentes indican diferencias
significativas (p<0.0001).
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7.15 Longitud de las semillas

La longitud de las semillas fue significativamente diferente (p< 0.0001) entre los
tratamientos M+/Zn (100ppm), M-(Testigo) y M-/Zn (100ppm) en comparacion con
M+, M+/Zn (50ppm) y M-/Zn (50ppm) de los cuales se obtuvieron las semillas de

mayor tamafio (Figura 22).
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Figura 21. Longitud de las semillas. M+ plantas micorrizadas. M- plantas no
micorrizadas. Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas
(p<0.0001).
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7.16 Peso de las semillas
De los tratamientos M+ y M+/Zn (50 ppm) se obtuvieron las semillas mas pesadas

de 0.73 g y 0.72 g respectivamente (Figura 23), existen diferencias significativas

(p<0.0001) entre, estos y el resto de los tratamientos.
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Figura 22. Peso de las semillas. M+ plantas micorrizadas. M- plantas no
micorrizadas. Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas
(p<0.0001).

Los tratamientos con micorriza (M+) y zinc generaron un mayor numero de semillas,
el analisis mostro diferencias significativas (p<0.0001), el resultado de esta
interaccion puede atribuirse a que la micorrizacion se comporta como un
mecanismo que permite a las plantas obtener sus requerimientos nutricionales
dependiendo de la disponibilidad de los mismos en el sistema, la magnitud de los
efectos y los elementos favorecidos (Rivera y Fernandez, 2003). Ademas de que
uno de los beneficios de la simbiosis micorrizica es el incremento de la capacidad
de absorcidon de los nutrientes por las raices micorrizadas lo que favorece el
establecimiento y productividad de las plantas y por ende un mejor rendimiento de
los cultivos (George, 2000; Augé, 2001).
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Asimismo varias formas de Zn se han utilizado en fertilizantes, incluyendo sulfato
de zinc ZnSOs ampliamente utilizado para mejorar el rendimiento de los cultivos
(Ahmad et al., 2012). Cakmak (2004) también reporté6 aumentos en la produccion
de cultivos herbaceos debido a fertilizantes de Zinc, esto puede atribuirse a el hecho
de que el Zn esta relacionado con las funciones metabdlicas de la planta, porque
algunas enzimas que actuan en el metabolismo de los carbohidratos son
dependientes del zinc estas enzimas se encuentran en el citoplasma de los
cloroplastos y facilita la transferencia de CO2/HCO3 para la fijacion fotosintética de
COz2 (Kirkby y Rémheld, 2007).

En cuanto al tamafno de las semillas se obtuvieron semillas de mayor proporcion en
los tratamientos M+, M+/ Zn (50 ppm) y M-/ Zn (50 ppm), hubo diferencia significativa
entre estos tratamientos y el resto (p< 0.0001). Las semillas con los mayores
registros de peso fueron de los tratamientos: M+ y M+/Zn (100 ppm) también existi
diferencia significativa en comparacion con el resto (p<0.0001) lo que concuerda
con lo reportado por Medina et al. (2002), sobre un estimulo favorable en la
formacion y peso de semillas en tratamientos con micorriza, sin embargo existe una
excepcion en los resultados del tratamiento con concentracion de Zn (50 ppm) sin

micorriza.
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7.17 Sintesis de resultados

En el cuadro 5 se presentan los resultados estadisticamente significativos de cada tratamiento obtenidos en el

experimento.

Cuadro 5. Sintesis de resultados estadisticamente significativos.

Tratamiento

M+ M+/ M+/ M- M-/ M-/ Valor de p
Variable Zn(100 ppm) | Zn(50 ppm) (Testigo) Zn(100 ppm) | Zn(50 ppm)
Cobertura 242.76* 218.28 258.84* 168.79 124.21 183.26 <0.0001
TCR 0.014 0.018 0.017 0.015 0.020* 0.022* <0.0294
Concentracion de
clorofila 41.9* 38.83 38.28 39.79 39.04 0.0154
37.09
ETR 244 245.71 243.14 255.4* 254 .84* 256.26* <0.0001
Transpiracion 35 36.71 34.14 46.4* 45.84* 47.26* <0.0001
Numero de
semillas 30 33* 35* 25 26 26 <0.0001
Peso de las
semillas 0.72* 0.59 0.73* 0.57 0.56 0.56 <0.0001

* Valores significativos
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8. Conclusiones

La inoculacion de plantas de Phaseolus vulgaris con HMA vy zinc favorece el

crecimiento vegetal registrado como altura, TCR y cobertura.

Todos los tratamientos inoculados con HMA (independientemente de la

concentracion de zinc) presentaron el inicio de la antesis dias antes que el resto.

Las plantas del tratamiento inoculado con HMA y con zinc con concentracién de 100

ppm presentaron la mayor concentracion de clorofila en sus hojas.

En el caso de las variables: supervivencia, potencial hidrico foliar y numero de hojas

los resultados no fueron estadisticamente significativos entre tratamientos.

El numero de semillas obtenidas de los tratamientos a los que se les agregd indculo
de HMA y zinc fue mayor, en cuanto al tamafo y peso de las semillas los resultados
de los tratamientos M+ y M+/Zn (50 ppm) fueron de los que se obtuvieron semillas
mas grandes y pesadas. Lo que sugiere que existio una influencia positiva entre los
factores micorriza y zinc debido a la absorcion de micronutrientes favorecida por las
hifas extrarradicales de los HMA, lo que facilitd la absorcion de zinc agregado
inicialmente. Existe una excepcion para el tratamiento M-/Zn (50 ppm) ya que

también mostré semillas significativamente mayores.
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Cobertura

Shapiro-—-Wilks

10. Anexos

(modificado)

Variakle n Media D.E. W* p(Unilateral D)
Tratamiento 1 15 323.24 g4.78 0.85 0.13233
Tratamiento 2 14 170.63 €B.50 0.84 0.0244
Tratamiento 3 14 234.47 g2.324 0.55 0.715%6
Tratamiento 4 15 343.9%% 106.19% 0.93 0.53134
Tratamiento 5 13 344.73 95.52 0.%9:2 0.3786
Tratamiento & 15 373.84 75.98 0.91 0.2943
Prueba de FKruskal Wallis
Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas H D
Cobertura 1.00 15 323.24 84.78 2%8.65 327.30 <0.0001
Cobertura 2.00 14 170.62 &B.50 176.91
Cobertura 2.00 14 234.47 B8Z2.34 234.15
Cobertura 4.00 15 343.5% 106.19 330.06
Cobertura 5.00 13 344.73 595.52 330.06
Cobertura &.00 15 373.84 75.598 357.61
Trat. Ranks
2.00 14.04 2
2.00 28.537 A
1.00 48.63 B
4 00 52.%932 B
5.00 53.58 B
6.00 61.632 B

Medias con una letra comiin no son significati

vamente difersntes (p > 0.05)
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Altura

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
Tratamiento 1 15 70.27 41.88 0.87 0.0747
Tratamiento 2 14 49.50 32.88 0.80 0.004%
Tratamiento 2 14 49.14 2&6.3&6 0.89 0.1383
Tratamiento 4 15 &67.73 43.53 0.88 0. 0855
Tratamienta 5 13 73.31 31.2&6 0.9492 0.3960
Tratamiento & 15 6£7.60 332.94 0.86 0.0478
Prueba de Ernskal Wallis
Variable Tratamiento N Media=s D.E. Mediamas H p
Altura 1.00 15 70.27 41.88 49.00 7.33 0.1971
Altura £.00 14 45.50 32.88 32.00
Altura 3.00 14 4%5.14 26.36 47.00
Altura < .00 15 &7.73 43.53 8.00
Altura 5.00 13 7331 3126 69 .00
Altura &.00 12 &7.680 33.94 8.00
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Tasa de crecimiento relativo (TCR)

Shapiro Wilks (modificado)

Varigbdle n Media DLE. WY pi{Unilatcoal D)
Trabamicnka 1 15 D.01 0.¢41 0.52 0.3157
Tratamiento 2 14 0.02 0.C1 O.00 0.1207
Tratamiento 3 14 0.01 ©.01 0.0 0.0a07
Tratamiento 4 153 0.01 0.401 O.52 0.5151
Tratamienta - 15 ©0.02 0.01 0.59& 0.0452
Trotcamicnta & 12 0.02 0.C1 0.890 0.1352
Prucba de Eruskal Wallis
Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas H D
TCR 1.00 15 001 0..0L1 0.01 12.42 0.0254
TCR 2.00 14 0.02 0.01 0.02
TCR 3.00 14 0..01. 0..0L 0.02
TCR 4.00 15 0.01 0.01 0.01
TCR 5.00 15 0.02 0.01 0.02
TCR €.00 13 0.02 0.01 0.02
Trat. Ranks
1.00 31.87 A
4.00 35.60 A
J3.00 40.07T A BE
2.00 42.71 A B
5.00 532.70 B
&.00 58.81 B
Modizs con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Concentracion de clorofila

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p({Unilateral D)}
Tratamiento 1 16 37.09 2.01 0.93 0.3887
Tratamiento 2 16 41 .80 4.79 0.87 0.8778
Tratamiento 3 15 -38.84 3.09 0.93 0.43891
Tratamiento 4 16 38.28 3.71 0.91 0.2491
Tratamiento S5 16 38.79 3,23 0.81 0.2562
Tratamiento & 16 39.05 3.49 0.85 0.7514

Analizi= de la wvarian=a

Variahle N B2 BREIAG TN
Clueolila 89 0.15 0.10 5.23

Cuadro de Analieis da la Varianssa ([(SC tipo I1II)

B aC gl CM F pP-VE_OLE
Modelo. Is¢. 08 5 39 23 2. 400 O0_01iS
Tratamiento 1%6.0% 5 32.22 3.00 d0.01i54
Error 1384.38 83 13.07
Total 1201.07 GO

Test:Tulkey Alfa=0_ 058 DM==32 H7437
srror: 13.0720 gl: &3

Tratamiente Medias n E_E.

1.460 3T.02 15 0.83 =&

4_.00 F4.28° 15 0.93.3 B
J.00 0.0 14 0.7 &2 D
B.00 Fg.gr 1o 0.3 2 B
.00 .79 15 0.893 A B
2.00 11 .20 153 0.93 i

Medias con una letra comtun nc so1 sigqpnificativamente diferentes [p > G.05)



Evapotranspiracion real acumulada (ETR)

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
Tratamiento 1 15 244.00 14.19 0.8 0.0048
Tratamiento 2 14 245.71 1.44 0.90 0.2050
Tratamiento 3 14 243.14 17.52 0.81 0.0050
Tratamiento 4 15 255.40 8.53 0.92 0.3447
Tratamiento 5 13 254.85 12.03 0.83 0.0222
Tratamiento & 15 25&6.27 5.08 0.87 0.0658
FPrueba de Ernuskal Wallis
Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas H =
ETE 1.00 15 244.00 14.195 237.00 23.89 0002
ETE 2.00 14 245.71 1.44 245.50
ETE 3.00 14 243.14 17.52 235.50
ETE 4.00 15 255.40 B.53 254.00
ETE 5.00 13 254 .85 12.03 258.00
ETE 6.00 15 258.27 5.08 255.00
Trat. Ranks
3.00 2B.43 4
Z2.00 31.25 &

1.00 31.40 &

4.00 55.53 B

5.00 55.81 B

&.00 58.40 B

Medizs con una letrs comin ne son significativamente diferentes (p > 0.05)

57



Transpiracién

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
Tratamiento 1 16 35.00 13.71 Q.82 0.0063
Tratamiento 2 15 36.71 1.39 0.91 0.2368l
Tratamiento 3 15 34.14 16.88 0.82 0.0078
Tratamiento 4 16 46.40 8.249 0.93 0.4335
Tratamiento 5 14 45.85 11.56 0.84 0.0257
Fratamientn 6 16 47.27 4.81 0.8%8 0.1200
Prueba de Eruskal Wallis

Variable Tratamiento N Media=s D.E. Medianas H | &,
Transpiracion 1.00 15 35.00 14.1%9 28.00 23.98 0.0002
Transpiracion 2.00 14 36.71 1.44 36.50
Transpiracion 3.00 14 34.14 17.52 26.50
Transpiracion 4.00 15 46.40 B.53 45.00
Transpiracion 5.00 13 45.85 12.03 49,00
Transpiracion &.00 15 47.27 5.08 46,00

Trat. Ranks
3.00 28.43 A
2.00 31.25 A
1.00 31.40 A
4.00 &55.53
5
&

.00 55.81
.00 58.40

Medizs con unz letrs comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

m | m
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Potencial Hidrico Foliar (PHF)

Shapirco-Wilks

(modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
Tratamiento 1 S5 0.38 0.1& 0.590 0.4805
Tratamiento 2 & 0.29 0.07 0.74 0.0208
Tratamiento 3 S5 0.4& 0.11 0.86 0.2448
Tratamiento 4 5 0.49 0.0&5% 0.85 0.2275
Tratamiento S S5 0.54 0.24 0.52 0.6001
ITratamiento & S5 0.38 0.17 1.00 0.9933
Prueba de Kru=skal Wallis
Yariable Tratamientao N Medias D.E. Medianas H D
FHF 1.00 5 0.38 0.1& 0.30 §.55 0.1214
FHF 2.00 5 D.2%9 0.07 0.25
PHF 3.00 5 0.46 0.11 0.50
FHF 4.00 5 0.45 0.05 0.50
FHF S.00 B 0.4 0.24 0.55
FHF 6.00 5 D.38 0.17 0.40
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Numero de semillas por tratamiento

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
Tratamiento 1 30 30.00 0.00 =d =>0.9539%
Tratamiento 2 33 33.00 0.00 sd >0.99599
Tratamiento 3 35 35.00 0.00 s=d >0.99399
Tratamiento 4 25 25.00 0.00 =d >0.9595%
Tratamiento 5 26 26.00 0.00 =d >0 .99399
Tratamiento 6 26 26.00 0.00 =d >0.95959%9
Frueka de Eruskal Wallis

Variable Tratamiento N Media=s D.E. Medianas=s H E
Ho. de semillas 1.00 30 30.00 0.00 30.00 165.50 «0.0001
Ho. de semillas 2.00 33 33.00 0.00 33.00
Ho. de semillas 3.00 35 35.00 0.00 35.00
Ho. de semilla=s 4.00 25 25.00 0.00 25.00
Ho. de semillas 5.00 26 26.00 0.00 26.00
Ho. de semillas &.00 26 26.00 0.00 26.00
Trat. Ranks
4,00 13.00 &

5.00 51.50 B

6.00 51.50 B

1.00 92.50 C

2.00 124.00 D
3.00 158.00 E

Mediss con una letra comiin no son signifi

-
Satci

ramentse diferentes (p > 0.05)
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Longitud de las semillas

Shapiro-Wilk=s (modificado)

Variable n Media D.E. W¥* P{Uﬂilateral D)
Tratamiente 1 25 11.57 1.29 0.5%0 0.0671

ratamisnto 2 32 11.76 0.94 D.8¢ <0.0001
Tratamienco 3 36 9.91 0.58 0.62 «0.0001
Tratamiento 4 13 10.49 0.84 D0.94 0.6529
Tratamiento 5 18 9.28 1.81 0.85 0.6322
Tracamienco 6 16 11.31 0.53 0.85 0.0240

Prueba de Eruskal Wallis

Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas H D
Longitud 1.00 22 1Y1.57 l.32 11.34 &6.54 <0.0001
Longitud 2.00 31 11.76 0.9% 1157

Longitud 3.00 35 491 0.59 10.48

Longitud 4.00 12 10.49 0.88 10.42

Longitud 5.00 17 .28 1.87 s B

Longitud &.00 IS 11.31 0.55 11.50

Trat. Ranks

2.00 33.82 4
2.00 36.46 L
4.00 57.54 &
1.00 87.52 B
€.00 951.10 E
2.00 97.85 B

Madizs con una letra comun no son significativaments diferentes (p > 0.05)
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Peso de las semillas

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* pl(Unilateral D)
Tratamiento 1 22 0.73 0.0% D.8Be 0.0080
Tratamiento 2 22 0.59 0.04 0.83 0.0008
Tratamiento 3 22 0.74 0.05 0.86 0.0084
Tratamiento 4 22 0.57 0.01 0.72 <0.0001
Tratamiento 5 22 0.56 D.02 0.75 <0.0001
Tratamiento & 22 0.57 0.02 0.73 <0.0001
Pruceba de Eruskal Wallis
Yariable Tratamientcao N Mediazs D.E. HMediana=s H o
FEan 1.00 =1 a_73 0N_0N5 .70 BAS.7T1 «<0_00Nn1
Jooa 2.C0 =1 | R m L | P E 0.&a0
Jezo J.un =1 0.9 0.05 . r4
Ze=o 4.C0 21 g.57 0.81 0.58
Fean 5. nn 21 N.&5F 007 .57
oon &.C0 rii 0.57 0.0z 0.58
Trat. Ranks
A.00 AL_3%F A
5 .00 25,67 A
3.00 S4.49H A
2.00 L5.T7E &

1.0 103.52 3
2.00 10&6.71 B

Molliss conl Inda lefrs ocomln R Son signirigacivanante dirarantes [(p & P.05)
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Numero de hojas

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* pl(Unilateral D)
Tratamiento 1 & 105.50 40.07 0.97 0.9000
Tratamienco 2 & Bl1l.50 26.56 0.52 0.6048
Tratamiento 3 & T7.50 37.12 0.98 0.96B6
Tratamiento 4 €& 60.67 22.08 0.94 0.7109
ITratamiento 5 6 8B.17 35.05 0.87 0.2758
Tratamiento 6 & 90.67 34.51 0.97 0.9232

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F:¥W- 5E: gl s E Ep—-valor
Hodelo. 7142.00 5 1428.40 1.30 0©0.2905
Tratamiento 7142.00 5 1428.40 1.30 0.2905
Error 32580.00 30 1055.33
Total 40122.00 35

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=5E.22444
Error: 108989.3333 gl: 30
Tratamiento Media= nmn E.E.

4,00 60.87 & 13.54 4
2.00 81.50 & 13.54 &4
2.00 88.17 & 13.59 A
&.00 290.87 & 13.54 A
Z.00 87.50 ® 13.54 A
1.00 105.50 &6 13.54 A

Modizs con pna letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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