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RESUMEN 

El uso de las Bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (PGPR) en el cultivo frijol, 

puede contribuir a una mayor sostenibilidad de la actividad reduciendo los costos 

productivos y beneficiando al consumidor y al ambiente. 

Se estudió la co-inoculación de Rhizobium y Azospirillum y la adición de molibdeno, en dos 

variedades de frijol (Phaseolus vulgaris L.) Nambí y Cabécar bajo invernadero, en un 

arreglo factorial 3x2x2, con cinco repeticiones. Se trabajó con las cepas de Rhizobium 

CIAT 639 y CIAT 899, dos niveles de molibdeno aplicado al suelo (con molibdeno y sin 

molibdeno), y la inoculación con la cepa de Azospirillum brasilense, DSM1859.  

Las variables de crecimiento estudiadas fueron altura de planta, peso fresco y seco de la 

parte aérea, peso fresco y seco de raíces, longitud de raíces, superficie especifica de raíz, 

contenido de nutrientes de la parte aérea, número y peso fresco de nódulos. Todas las 

variables fueron medidas al 50% de la floración. 

Para la variedad de frijol negro Nambí, se observaron diferencias significativas en el factor 

inoculación con Rhizobium, para las variables peso fresco (18,14 g) y seco (2,32 g) de la 

parte aérea con la cepa CIAT 899, con respecto al tratamiento sin inocular 15,94 g y 2,11 g 

respectivamente. En el caso de la variedad Cabécar fueron encontradas diferencias 

significativas para las variables altura de planta (27,43 cm), peso seco de la parte aérea 

(2,42 g), peso seco de la raíz (0,98 g) entre la cepa CIAT 899 y el tratamiento sin inocular.  

Con respecto al factor inoculación con Azospirillum brasilense, en la variedad Nambí, se 

encontraron diferencias significativas para las variables peso fresco de la parte aérea: suelo 

inoculado (18,25 g) y suelo sin inocular (15,61 g). Así mismo para el peso seco de la parte 

aérea: suelo inoculado (2,36 g), y suelo sin inocular, (2,09 g),  

La co-inoculación de la cepa CIAT 899 con Azospirillum (DSM1859) produjo inhibición 

de la nodulación.  

  



VII 

 

TABLA DE CONTENIDO 
 

HOJA DE APROBACIÓN .................................................................................................... II 
DEDICATORIA .................................................................................................................... III 
AGRADECIMIENTO ........................................................................................................... IV 
RESUMEN ............................................................................................................................ V 
TABLA DE CONTENIDO .................................................................................................... VI 
LISTA DE FIGURAS ............................................................................................................ VII 
LISTA DE CUADROS .......................................................................................................... VII 
 
INTRODUCCIÓN ................................................................................................................. 1 
REVISIÓN DE LITERATURA. EL FRIJOL ......................................................................... 5 
RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DE CRECIMIENTO .................................................... 6 
FIJACIÓN BIOLÓGICA DE NITRÓGENO .......................................................................... 7 
FERTILIZACIÓN ................................................................................................................. 9 
ORDEN DE SUELO ULTISOL ............................................................................................. 10 
OBJETIVOS .......................................................................................................................... 11 
OBJETIVO GENERAL ......................................................................................................... 11 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS ................................................................................................. 11 
MATERIALES Y MÉTODOS ............................................................................................... 12 
LOCALIZACIÓN DEL ENSAYO ......................................................................................... 12 
PREPARACIÓN DEL SUSTRATO ...................................................................................... 12 
MATERIAL VEGETAL ........................................................................................................ 13 
CEPAS UTILIZADAS Y PROCESO DE INOCULACIÓN ................................................... 14 
APLICACIÓN DE LA FERTILIZACIÓN ............................................................................. 16 
EVALUACIONES DEL MATERIAL VEGETAL ................................................................. 16 
CONTENIDO DE NUTRIENTES ......................................................................................... 16 
PESO FRESCO, SECO Y LONGITUD DE RAÍCES ............................................................. 17 
EVALUACIÓN DE LA NODULACIÓN Y AISLAMIENTO DE LAS CEPAS DE 
 RHIZOHIUM INOCULADAS .............................................................................................. 18 
DISEÑO EXPERIMENTAL Y ANÁLISIS ESTADÍSTICO .................................................. 18 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN ............................................................................................ 19 
VARIEDAD NAMBÍ ............................................................................................................ 19 
CONTENIDO DE EN LA PARTE AÉREA DE LA PLANTA DE FRIJOL  NAMBÍ……….28 
VARIEDAD CABÉCAR ....................................................................................................... 32 
CONTENIDO DE NUTRIENTES EN LA PARTE AÉREA DE LA PLANTA DE FRIJOL 
VARIEDAD CABÉCAR ....................................................................................................... 37 
RESPUESTA VARIEDAD -CEPA DE RHIZOBIUM Y AZOSPIRILLUM .......................... 39 
CONCLUSIONES ................................................................................................................. 40 
RECOMENDACIONES ........................................................................................................ 41 
REFERENCIAS .................................................................................................................... 42  
ANEXOS .............................................................................................................................. 50 
  



VIII 

 

Lista de Figuras 
  
 

Figura 1. Variedades de3 frijol utilizadas en el ensayo, A) Nambí (Negro) y B)  ..................... 13 
Cabécar (Rojo) 
 
Figura 2. 1a. Bolsas de crecimiento utilizadas para evaluar la nodulación previa al  ................ 14 
establecimiento del ensayo. 1b. Nodulación producida por la cepa CIAT 899 
 
Figura 3. Proceso de inoculación con Rhizobium de la semilla de frijol variedad Cabécar ....... 15 
 
Figura 4. Efecto del factor inoculación con Rhizobium sobre el peso fresco y seco de la  ........ 21 
parte aérea y raíz de la variedad de frijol Nambí. 
 
Figura 5. Efecto del factor inoculación con Rhizobium, sobre la altura de la planta en la  ........ 21 
variedad de frijol Nambí. 
 
Figura 6. Efecto del factor inoculación con Rhizobium sobre la superficie específica y la ....... 22 
 longitud de la raíz en la variedad de frijol Nambí. 
 
Figura 7. Efecto del factor inoculación Azospirilum brasilense sobre el peso fresco y  ............ 23 
seco de la parte aérea y raíz de la variedad de frijol Nambí 
 
Figura 8. Efecto del factor inoculación con Azospirilum brasilense sobre la altura de la .......... 24 
 planta y la superficie específica de la raíz en la variedad de frijol Nambí. 
 
Figura 9. Efecto del factor inoculación con Azospirilum brasilense sobre la longitud de la ...... 24 
 raíz en la variedad de frijol Nambí. 
 
Figura 10. Raíz del frijol con nódulos, variedad de Nambí, tratamiento CIAT 899 +  .............. 26 
Mo + DSM 1859. 
 
Figura 11. Efecto de los tratamientos sobre la concentración de   nitrógeno en la parte  .......... 31 
aérea de la variedad de frijol Nambí. 
 
Figura 12. Efecto del factor Rhizobium sobre el peso fresco y seco de la parte aérea y ............ 33 
 raíz de la variedad de frijol Cabécar. 
 
Figura 13. Efecto del factor Rhizobium sobre la altura de la plata en la variedad de frijol  ....... 34 
Cabécar 
 
Figura 14. Efecto del factor Rhizobium sobre la superficie específica de la raíz en la .............. 35 
 variedad de frijol Cabécar. 
 
Figura 15. Efecto de los tratamientos sobre la concentración de potasio en la parte aérea  ....... 39 
de la variedad de frijol Cabécar. 
 
 

 



IX 

 

Lista de Cuadros  

 
Cuadro 1. Análisis químico de suelo Ultisol San Mateo, Alajuela. .......................................... 12 
 
Cuadro 2. Efecto del factor inoculación con Rhizobium, sobre el peso fresco y seco de ........... 20 
la parte aérea y raíz de la variedad de frijol Nambí. 
 
Cuadro 3. Efecto de los tratamientos aplicados sobre número de nódulos, su peso fresco y .....  26 
porcentaje de plantas que presentaron nodulación de la variedad de frijol Nambí. 
 

Cuadro 4. Análisis foliar de la parte aérea variedad de frijol Nambí ........................................ 30 
 

Cuadro 5. Efecto de cada uno de los factores y sus interacciones con su respectiva ................. 32 
probabilidad (p) para las variables altura de planta, peso fresco y seco de parte aérea y  
peso fresco y seco de raíz, en la variedad de frijol Cabécar.  

Cuadro 6. Efecto de los tratamientos aplicados sobre número de nódulos, su peso fresco  ....... 36 
y porcentaje de plantas que presentaron nodulación de la variedad de frijol Cabécar. 
  

Cuadro 7. Análisis foliar de la parte aérea de variedad de frijol Cabecar. ............................. 38 
 
 
 



1 

 

INTRODUCCIÓN 

En Costa Rica, el frijol (Phaseolus vulgaris L.) es la base de la dieta del costarricense, es 

consumido por el 97 % de la población y es la principal fuente de proteína (Rodríguez y 

Fernández, 2003, Rodríguez y Fernández, 2015). Por lo tanto, es un cultivo básico para la 

seguridad alimentaria del país, y es clave aumentar la productividad de esta leguminosa.  

 

A pesar de la importancia de este cultivo y los esfuerzos realizados por instituciones como  

el Ministerio de Agricultura y Ganadería, el INTA, el programa PITTA-Frijol y la Estación 

Experimental Agrícola Fabio Baudrit Moreno, con su programa de Leguminosas de grano, 

la productividad promedio fue de 0,73 toneladas métricas por hectárea entre los años 2012 

y 2015 (INFOAGRO, 2016). Además, las políticas de globalización provocaron una 

reducción del área de siembra, pasando de 63160 ha en 1991 a un mínimo de 22331 ha, en 

el año 2016; mientras que la producción pasó de 35560 Tm (SIMA, 2015) a 16501 Tm, en 

estos mismos años (INFOAGRO, 2017).  

 

Esta reducción en la siembra de frijol ha provocado que se dé una dependencia de la 

importación de grano. La pérdida de la autosuficiencia en la producción de frijol se debió a 

la salida del Consejo Nacional de la Producción (CNP), por la cual, muchos productores, 

por no decir la gran mayoría, se vieron obligados a dejar la actividad ya que no tenían la 

venta de la producción asegurada, ni mucho menos la recuperación de la inversión (Mena, 

2001). 

 

Los suelos más adecuados para el cultivo de frijol son los limosos, con pH entre 5,5 a 7, 0 y 

ricos en materia orgánica. Bajo estas condiciones edafológicas es posible una producción 

de 2500 kg ha-1, que remueven entre 60 a 80 Kg de nitrógeno y 40 kg de fósforo del suelo 

(Singh y Jauhar, 2005), cuando estos dos nutrientes se encuentran a bajas concentraciones, 

son una limitante para el cultivo. El nitrógeno desempeña un rol importante en la formación 

de proteínas y el fosforo promueve el desarrollo radical, tiene un papel clave en la 

formación de semillas, y participa en el proceso de la fotosíntesis y la fijación de nitrógeno 

(Bertsch, 1995).  
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 En Costa Rica en las regiones Huetar Norte y Brunca, es donde se cultiva esta leguminosa, 

la nodulación y la fijación de nitrógeno son comunes, pero no en los niveles adecuados para 

obtener altos rendimientos. Una forma de favorecer la nodulación y en consecuencia 

aumentar la fijación simbiótica de nitrógeno, es el empleo de cepas de Rhizobium más 

eficientes y competitivas, para disminuir la aplicación de fertilizante nitrogenado a la 

siembra y durante el ciclo del cultivo (Castro et al, 1993, Acuña y Castro, 1996, Acuña y 

Uribe, 1996, Singh y Jauhar, 2005, Uribe et al, 1990) 
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La co-inoculación de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal, como Pseudomonas 

fluorescens y Azospirillum lipoferum con cepas de Rhizobium, ha demostrado tener un 

efecto positivo sobre la fijación biológica de nitrógeno (Yadegari et al, 2010, Ribeiro et al, 

2016). Asimismo, el aporte de molibdeno también favorece la fijación biológica de 

nitrógeno (Robitalle 1975, Kaiser et al, 2005, Kandil et al, 2013). 

 

Azospirillum se clasifica como una rizobacteria promotora del crecimiento vegetal de vida 

libre en el suelo, que tiene la capacidad de fijar nitrógeno y establecer asociaciones con 

gramíneas y otras plantas (Bashan et al, 1996, Rangel-Lucio et al, 2011, García et al, 

2013). Entre los efectos observados en gramíneas se citan mayor ganancia del peso seco 

total, mayor concentración de nitrógeno en follaje y grano, mayor número de espigas, 

espigas fértiles y mazorcas, floración más precoz, plantas más altas y se ha observado un 

mayor desarrollo del sistema radical en cultivos como arroz, trigo y pastos (Castellano et 

al, 2015, Cassan et al, 2016). 

 

Específicamente en el caso del cultivo del frijol, la co-inoculación  de Rhizobium y 

Azospirillum presenta como beneficio un mayor número de pelos radicales, una mayor 

cantidad de flavonoides exudados por el sistema radical y un incremento en el número de 

nódulos (Remans et al, 2008). Por su parte, Burdman et al (1997) encontraron en un ensayo 

realizado en macetas, un mayor número de nódulos y mayor fijación de nitrógeno en los 

tratamientos de co-inoculación  de Rhizobium y Azospirillum, que en los inoculados 

únicamente con Rhizobium. La inoculación con Azospirillum podría beneficiar de manera 

indirecta el establecimiento y proliferación en la rizosfera de otros microorganismos 

favorables para el cultivo (Russo et al, 2005).  

 

Por muchos años se creyó que el mayor aporte de Azospirillum al crecimiento vegetal se 

debía a su capacidad de fijar nitrógeno, pero se ha determinado que se debe más bien al 

aumento del crecimiento radical, como consecuencia de las hormonas que produce y libera 
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a la rizósfera, como auxinas, giberilinas y citoquininas (Okon y Labandera-González, 1994, 

Cassan et al, 2016, Saine et al, 2015). 

 

El molibdeno fue descubierto como elemento esencial para el crecimiento de las plantas en 

el año 1939 (Arnon y stout, 1939), en estudios con plantas de tomate creciendo en medio 

hidropónico.  

En el caso de las leguminosas, el molibdeno es esencial para la fijación biológica del 

nitrógeno (Zimmer y Mendel, 1999), ya que forma parte de la enzima nitrato reductasa, que 

reduce el NO3 a NO2, y la nitrogenasa que se encuentra presente en las leguminosas 

noduladas (Kirkby y Römheld, 2008). Viera et al, (1998), establecieron que una aplicación 

de 40 g ha-1 de molibdeno a los 25 días de la emergencia del frijol, causó un aumento de la 

actividad de la nitrogenasa y nitrato reductasa, provocando un mayor contenido del 

nitrógeno total acumulado en los tallos. En Costa Rica Acuña y Cordero, (1989), 

encontraron un efecto positivo de la aplicación de molibdeno, sobre la variable altura de las 

plantas. Al combinar la co-inoculación Rhizobium y Azospirillum con la adición de 

molibdeno, se esperaría una mejor respuesta a la fijación biológica de nitrógeno y por lo 

tanto un mayor crecimiento de las plantas. 

 

El uso de co-inoculación puede resultar ventajoso en suelos con condiciones nutricionales 

limitadas (Bárbaro et al , 2008), tal como es el caso de los suelos del orden Ultisol, sobre 

los cuáles se produce gran parte del frijol común en Costa Rica, si bien son suelos con muy 

buenas condiciones físicas debido a la formación de pseudoarenas, que favorecen una 

buena estructura y drenaje natural, poseen características químicas marginales (fertilidad 

media a baja, debido al lavado de nutrientes causado por la lluvia). Por esta situación, 

presentan problemas de acidez, lixiviación de bases (Ca, K y Mg), bajo contenido de 

microelementos, como boro y zinc; hierro abundante y pueden presentar toxicidad por 

aluminio y manganeso (Bertsch, 1995). 
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No se encontró en la literatura científica costarricense, estudios de co-inocuación entre 

Rhizobium, Azospirillum y la fertilización con molibdeno en el cultivo del frijol, dada la 

importancia del frijol en la seguridad alimentaria del país, es de gran relevancia la 

realización de investigaciones que traten este tema con el fin de aumentar  la productividad 

de este cultivo. 
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REVISIÓN DE LITERATURA 

 

El frijol 

 

El frijol es una leguminosa que constituye la mayor fuente de proteína y energía para 

consumo humano en el mundo (Broughton et al, 2003). En la actualidad se habla de una  

producción mundial de 25,4 millones de toneladas, entre los mayores productores de este 

grano se encuentran: India, Myanmar, Brasil, Estados Unidos, México, China y Tanzania, 

entre todos ellos producen el 63,0 por ciento la producción mundial (FIRA, 2016). En el 

caso de Cota Rica para la cosecha julio 2015 y junio 2016, fueron sembradas 2331 

hectáreas, entre frijol rojo y negro, para una producción de 14179 toneladas secas y limpias 

(MEIC, 2016). Sin embargo, esta producción es insuficiente para cubrir la demanda 

nacional, cercana a las 50 mil toneladas anuales. 

 

En Costa Rica en la Estación Experimental Agrícola Fabio Baudrit Moreno ha funcionado 

desde el año 1955, el Programa de Leguminosas de grano que entre sus actividades se ha 

dedicado a la producción y mejoramiento del frijol con el fin de obtener una mayor 

productividad y rendimiento. La EEFBM ha reproducido frijol para semilla y ha puesto a 

disposición de los productores las variedades de frijol Cabécar y Nambí que son 

actualmente las más cultivadas en el país. 

 

La variedad de frijol Cabécar, frijol rojo, fue desarrollada en la Escuela Agrícola 

Panamericana El Zamorano, en Honduras, en el año 1995 y fue introducida en Costa Rica 

en 1999 (Hernández y Araya, 2003), como reemplazo a la antigua variedad Bibri, de color 

rojo. Por su parte, la variedad Nambí fue introducida en costa Rica en al año 2011, como 

parte del Ensayo Regional de Líneas de Frijol de Grano Negro Tolerantes a los Efectos del 

Cambio Climático con Énfasis en la Sequía y las Altas Temperaturas (Hernández et al, sf). 
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La liberación de la variedad Nambí ocurrió a finales del año 2016, es una planta resistente a 

la sequía terminal y puede rendir hasta 1000 Kg/ha (INTA, 2016).  

 

Rizobacterias promotoras de crecimiento 

 

Kloepper, (1978) acuñó el término Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal, para 

definir a las bacterias que viven en la rizosfera de las plantas y que debido a los metabolitos 

que producen, tienen la capacidad de incrementar el crecimiento vegetal, y favorecer las 

defensas de la planta ante organismos patógenos. Se sugiere que las rizobacterias 

promueven el crecimiento de las plantas por mecanismos como: la solubilización de 

fósforo; la producción de sideróforos y la quelatación de hierro; la fijación biológica de 

nitrógeno; la modulación de los niveles de fitohormonas y la supresión de patógenos en la 

raíz (Gamalero et al, 2011).  Algunas de estas bacterias pueden vivir dentro de las raíces de 

las plantas, de forma endófita, otras habitan solamente la rizosfera (Beneduzi et al, 2012, 

Zaidi et al, 2015).  

 

El género Azospirillum forma parte de las (BPC), la cual beneficia a la planta por la fijación 

atmosférica de nitrógeno, también tiene la capacidad de sintetizar fitohormonas, en 

particular ácido indol acético y a través de diversos mecanismos puede conferir a las 

plantas cierta tolerancia al estrés biótico y abiótico (Fukami et al, 2018). 

 

A partir del estudio de las BPC fue desarrollada toda una línea de investigación hasta llegar 

a los biofertilizantes de uso actual (Lugtemberd et al, 2009; Van Loon, 2007; 

Bhattacharyya et al, 2012).  
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Fijación biológica de nitrógeno 

La fijación biológica de nitrógeno es la captura de nitrógeno atmosférico y su 

transformación a nitrógeno amoniacal mediante la intervención de microorganismos de 

suelo, en una relación simbiótica o no (CIAT, 1987).  

 

Las bacterias de suelo que tienen la capacidad de producir nódulos en las raíces de las 

leguminosas y fijar nitrógeno se llaman rizobios (CIAT, 1987). Por su importancia en la 

agricultura ha sido una de las relaciones simbióticas más estudiadas. Un ejemplo de uso 

intensivo de esta tecnología se ha dado en Brasil, siendo un país pionero en la fijación 

biológica de nitrógeno, en varios cultivos, entre ellos, soya, frijol y caña de azúcar 

(Döbereiner, 1997). 

 

A pesar de que la FBN representa una buena alternativa para remplazar la fertilización 

nitrogenada, la respuesta a la inoculación en cultivos comerciales es muy variable, lo que se 

ha atribuido a factores como pH, alcalinidad, disponibilidad de nutrientes como el fósforo, 

contenido de materia orgánica, salinidad, contenido de humedad, temperatura, 

microorganismos presentes, textura del suelo, clima y variedad de frijol utilizada (Grahan, 

1981, Acuña y Castro, 1996, Al-Falih, 2002, Remans, et al, 2007). 

 

La familia Rhizobiacea, Conn (1938), está compuesta por al menos 10 géneros: Rhizobium, 

Bradyrhizobium, Agrobacterium, Carbophilus, Chelatobacter, Allorhizobium, Kaistia, 

Ensifer, Sinorhizobium y Shinela. De estos géneros únicamente Rhizobium es capaz de 

producir nódulos en las raíces de las leguminosas. Del género Rhizobium, descrito por 

Frank en 1889, se encuentran 70 especies descritas (Marcondes De Zouza, et al 2014). Las 

dos cepas utilizadas en este ensayo, CIAT 639 y CIAT 899, provienen del Centro 

Internacional de Agricultura Tropical (CIAT). Esta última cepa clasificada como 

Rhizobium tropici, es tolerante a altas temperaturas, alta acidez y es muy estable 

simbióticamente (Martínez-Romero, 1991). 
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Por otro lado, también se han descrito bacterias de vida libre asociadas a la rizosfera de las 

plantas que tiene la capacidad de fijar nitrógeno, como lo es el género Azospirillum (Bashan 

et al, 1996; Méndez, 2014). Entre los efectos benéficos de Azospirillum se encuentra el 

aumento en el crecimiento de la planta, la producción del cultivo y el contenido del 

nitrógeno foliar (Raverkar et al, 1988); además, la inoculación con Azospirillum puede 

favorecer el control de patógenos, como Pythium spp., Phytophthora spp. Rhizoctonia spp.  

(Raaijmakers, 2009); incrementar la fijación de nitrógeno atmosférico (Bashan et al, 2004) 

y contribuir a la mitigación del déficit de agua (Bano et al ,2013). 

 

La co-inoculación es la aplicación en forma simultánea de dos o más microorganismos, con 

el fin de potencializar sus afectos (Bárbaro et al 2008, Ferline eta al, 2006). En frijol se ha 

estudiado la combinación Rhizobium tropici y Azospirillum brasilense en las variedades 

BAT 477 y DOR 364   Remans et al, 2008; y la variedad Perola (Ribeiro et al, 2016) logró  

una mayor fijación de nitrógeno y aumento de la productividad en la variedad BAT 477, 

caso contrario sucedió con la variedad DOR 364, en el cual los mejores resultados se 

obtubieron con solo la inoculación con Rhizobium, por otro lado en la variedad Perola, se 

dio un incremento en la nodulación en el segundo año de aplicación del inoculo. Por su 

parte, Remans et al, (2007) determinaron que la variedad de frijol BAT477, suministrada 

por el CIAT, inoculada con Rhizobium etli, CNPAF512, presentó un número, peso seco de 

nódulos, y contenido de P total mayor cuando las plantas crecieron en una alta 

concentración de fósforo (P) (100 µM de KH2PO4), que cuando se utilizó una 

concentración baja (1 µM de KH2PO4). A la vez, demostraron que el efecto de las 

rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal sobre la nodulación de las plantas de frijol 

es dependiente de la nutrición con fósforo. 

 

En diferentes estudios se ha demostrado que la selección de cepas de inoculantes por su alta 

capacidad de fijar N bajo condiciones controladas, no garantiza su éxito como inoculante en 

el campo, ya que las bacterias deben sobrevivir, competir y establecerse en la rizosfera de 

las plantas (Uribe, 1994, Cuadrado et al, 2009). Se han seleccionado cepas tolerantes a 
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diferentes condiciones limitantes como bajos niveles de P (Uribe, 1993, Keyser et al, 1979) 

y pH ácido (Ghahan et al, 1982, Campos, 1995). Las cepas utilizadas en este estudio, 

Rhizobium sp CIAT 639 y Rhizobium tropici CIAT 899 fueron seleccionadas por su 

capacidad de fijar nitrógeno y establecerse en diferentes ambientes, como suelos ácidos 

(Hungria et al, 2003). 

 

Fertilización 

Para que se establezca la simbiosis se debe aplicar fósforo, la deficiencia de este elemento 

es frecuente, sobre todo en suelos ácidos y en suelos volcánicos (Bertsch, 1995). Así 

mismo, la aplicación de calcio y boro contribuyen a la FBN (Bolaños y Bonilla, 2010. Por 

su parte, Weisany et al, (2013) menciona como elementos esenciales para la adecuada 

fijación biológica de nitrógeno son los siguientes: carbono, hidrogeno, oxígeno, nitrógeno, 

fósforo, azúfre, calcio, magnesio, hierro, manganeso, cobre, zinc, molibdeno, boro, cloro, 

níquel y cobalto.  

 

 

En un ensayo realizado en Brasil, se inoculó frijol común con la cepa de Rhizobium tropici 

(SEMIA 488), se usaron  dos fuentes de molibdeno: molibdato de sodio y molibdato de 

amonio; a 0, 1, 2, 3, p de semilla. La mejor nodulación se logró con 2 y 3 g de molibdato de 

amonio y con las cepas nativas de Rhizobium sp presentes en el suelo y no con la utilizada 

en la inoculación (Matoso et al, 2014). Al estudiar diferentes combinaciones de dosis de 

molibdeno y nitrógeno Amane et al, (1999), establecieron que con dosis entre 70 y 100 

gramos de molibdeno por hectárea, se logró la máxima producción de grano. Los autores 

encontraron que cuando se aplicaron altas dosis de nitrógeno, se requirieron bajas dosis de 

molibdeno, mientras que con el uso de bajas dosis de nitrógeno se debió aumentar la dosis 

de molibdeno. Así mismo, Castro et al, (1993), encontraron que un alto contenido de 

fósforo en el suelo favorece la FBN, tanto por los beneficios de la presencia de ese 

elemento, como porque las cepas nativas de Rhizobium presentes en el suelo se ven 

beneficiadas, aumentando la disponibilidad de nitrógeno para la planta. Acuña y Cordero 
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(1989), estudiaron el efecto del Mo sobre las variables altura y peso seco de la parte aérea 

promedio en plantas de frijol de la variedad Negro Huasteco, cultivadas en un suelo Ultisol 

de la zona de Puriscal y encontraron que para ambas variables el efecto fue 

estadísticamente significativo. La altura superior se logró con una dosis de 0,05 kg/ha de 

Mo y el mayor peso seco de la parte aérea con 0,1 kg/ha de Mo. 

 

 Por su parte Vargas y Ramírez, (1989), en un ensayo de campo para determinar el efecto 

de Rhizobium, N, P y Mo sobre los cultivos de soya y maní, en un suelo clasificado como 

Typic Pelluster, en Cañas, encontraron en ambos cultivos un efecto positivo a la aplicación 

inicial de N, P y Mo sobre las variables avaluadas.  

Orden de suelo Ultisol 

 

Desde el punto de vista mineralógico Bertsch (1995), describe a estos suelos con 

predominancia de arcillas 1:1, y óxidos de hierro y aluminio. La presencia de las arcillas 

1:1, produce la formación de puentes de hidrogeno entre ellas, que conlleva a la formación 

de agregados, llamados pseudoarenas, esta característica les confiere a estos suelos buenas 

propiedades físicas, como una buena estructura y drenaje natural. Debido al efecto de los 

factores formadores de suelo, como clima (alta precipitación) y tiempo, se produce en estos 

suelos un lavado natural (lixiviación,) que tiene como consecuencia la pérdida de 

nutrientes, especialmente bases (calcio, magnesio y potasio). Estos suelos presentan además 

una baja disponibilidad de fósforo, causada por la fijación de este elemento con el hierro y 

el aluminio. Existe deficiencia de nitrógeno y de elementos trazas como boro y zinc, 

especialmente. No obstante, evitando el deterioro de las propiedades físicas y con un 

correcto manejo nutricional, estos suelos pueden ser muy productivos.  
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OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar la respuesta del frijol (Phaseolus vulgaris L.) a la fertilización con molibdeno y 

la co-inoculación con Rhizobium y Azospirillum. 

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Determinar el efecto de la inoculación con Rhizobium y Azospirillum sobre el peso 

fresco, peso seco de nódulos, peso seco aéreo y contenido foliar de nutrientes en las 

variedades Cabécar y Nambí 

2. Estudiar el efecto de la fertilización con molibdeno sobre las plantas de frijol 

inoculadas con las bacterias promotoras de crecimiento Rhizobium y Azospirillum. 

3. Determinar la presencia de las cepas inoculadas de Rhizobium en las raíces de las 

plantas. 

 

 



12 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Localización del ensayo 

El ensayo se realizó en el invernadero del Centro de Investigaciones Agronómicas (CIA) de 

la Universidad de Costa Rica. El suelo utilizado (Cuadro 1) provino del distrito de San 

Isidro Labrador, cantón de San Mateo, provincia de Alajuela y fue clasificado como un 

Ultisol, Ustic Palehumults de acuerdo con el trabajo realizado por Enckevort et al, (1994).   

 

 

Cuadro 1.Análisis químico de suelo Ultisol, San Mateo, Alajuela, 2018. 

  

pH Cmol (+)/L % mg/L %  
C/N H2O Acidez Ca Mg K CICE SA P Zn Cu Fe Mn C 

total 
N 

total 
M.O. 

5,5 5,0 3,51 1,13 0,35 7,01 29 3 1,9 11 127 23 6,05 0.46 8,65 13,2 

 

 

Preparación del sustrato 

El análisis del suelo utilizado en esta investigación (Cuadro 1), coincide con los resultados 

obtenidos por Enckevort et al, (1994) cuando  fue estudiado este suelo, los autores reportan 

además las siguientes propiedades: Suelo pardo oscuro en la capa superior, muy arcilloso 

en el subsuelo, de buen drenaje, pH bajo, deficiente en fósforo, potasio y calcio; lo que 

concuerda con las características para un suelo del Orden Ultisol según Berstsch (1995). 

Adicionalmente estos suelos presentan niveles bajos e insuficientes de elementos menores, 

como los son el  zinc y boro (Méndez y Bertsch, 2012).  

 

El suelo fue homogenizado y cribado, y se colocó en macetas de plástico de dos litros. Se 

aplicó una fertilización fosfórica base de acuerdo con lo recomendado por el CIAT (CIAT, 

1986), utilizando como fuente   MKP fosfato de potasio. El fertilizante se adicionó en una 
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dosis de 400 mg por maceta, (208 Kg/ha de P2O5), se disolvió en agua y fue aplicado una 

semana antes de la siembra 

Material Vegetal 

En este estudio se utilizaron las variedades de frijol Nambí (negro) y Cabécar (rojo). La 

variedad Nambí llego a Costa Rica en el año 2011, mediante el Ensayo regional de Líneas 

de Frijol de grano Negro Tolerante a los Efectos del cambio Climático con Énfasis en la 

Sequía y las Altas Temperaturas (Hernández et al, 2016). Por su parte la variedad Cabécar 

fue desarrollada por La Escuela Agrícola Panamericana El Zamorano, en 1995, fue 

introducida en Costa Rica en el año 1999, como parte del proyecto Ensayo 

Centroamericano de Adaptación y Rendimiento (ECAR rojo) (Hernández y Araya, 2003). 

Ambas variedades son multiplicadas para su distribución nacional por el Programa de 

Leguminosas de la Estación Experimental Agrícola Fabio Baudrit Moreno. 

 

 

 

Figura 1. Variedades de frijol utilizadas en el ensayo, A) Nambí (Negro) y B) Cabécar 

(Rojo). 
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Cepas utilizadas y proceso de inoculación 

Se utilizaron las cepas Rhizobium CIAT 639, Rhizobium tropici CIAT 899 y Azospirillum 

brasilense DSM1859, pertenecientes a la colección del Laboratorio de Microbiología 

Agrícola, del Centro de Investigaciones Agronómicas, de la Universidad de Costa Rica.  

Las cepas Rhizobium CIAT 639 y Rhizobium tropici CIAT 899 se conservaron hasta su uso 

en caldo levadura manitol con glicerol a -70°C, las cepas se rayaron en platos con agar 

levadura manitol (ALM) 4 días antes de la inoculación. Previo a la multiplicación de las 

cepas, fue evaluada en bolsas estériles su capacidad de formar nódulos, con el fin tener la 

certeza de contar con la capacidad de establecer la simbiosis con las variedades de frijol 

usadas en este estudio (Figura 1). 

La cepa Azospirillum brasilense se conservó en caldo nutritivo con glicerol a 70°C hasta su 

uso. Las cepas se rayaron en platos con agar nutritivo 4 días antes de la inoculación. Se 

prepararon suspensiones iguales al estándar número 1 de Mc Farland de cada una de las 

cepas y se inocularon en las macetas en los tratamientos respectivos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. 1a. Bolsas de crecimiento utilizadas para evaluar la nodulación previa al 

establecimiento del ensayo. 1b. Nodulación producida por la cepa CIAT 899. 

b 

a 
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En cada maceta, de dos litros, fueron sembradas cuatro semillas, inmediatamente se 

procedió a realizar la inoculación con las cepas Rhizobium CIAT 899, Rhizobium CIAT 

639 y Azospirillum brasilense, agregando 10 mL por maceta de una suspensión con una 

concentración de aproximadamente 3,5 x10 8UFC/mL (Figura 2), se tapó la semilla con 

suelo. Ocho días después de la emergencia de las plantas, fue efectuado un raleo, se dejó 

tres plantas. Una semana después fue eliminada otra planta, dejando finalmente dos plantas 

por maceta. El riego se realizó con agua desionizada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Proceso de inoculación con Rhizobium de la semilla de frijol variedad Cabécar. 

Invernadero del Laboratorio de Microbiología Agrícola, del Centro de Investigaciones 

Agronómicas, de la Universidad de Costa Rica, 2018. 
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Aplicación de la fertilización 

Con la presencia da la primera hoja trifoliada completamente expandida, se aplicó el 

molibdeno, como molibdato de sodio al suelo, a una dosis de 110 g/ha, pesando la cantidad 

necesaria, disolviéndola en 6 litros de agua y aplicando 50 mL por maceta.  

 

Evaluaciones del material vegetal  

El día 36 y 54 después de la siembra se cosechó el experimento para las variedades Nambí 

y Cabécar respectivamente. Al 50 % de floración se evaluó la altura de planta, peso fresco y 

seco de la parte aérea, contenido de nutrientes, el peso seco y fresco de la raíz, la longitud 

radical, superficie especifica de raíz, el número de nódulos por planta, así como su peso 

fresco. Las plantas se colocaron en bolsas de papel, y fueron secadas en una estufa a 80 °C, 

por 3 días para llevarlas a peso seco. 

 

Contenido de nutrientes 

Con la parte aérea de las cinco repeticiones de cada uno de los tratamientos, se formó una 

sola muestra y se procedió a realizar el análisis para el contenido de nutrientes. Se 

determinó nitrógeno, fósforo, calcio, magnesio y potasio, expresado como % m/m; hierro, 

cobre, zinc, manganeso y boro expresado en mg/L. El análisis fue efectuado en el 

Laboratorio de Análisis de Suelos y Foliares del Centro de Investigaciones Agronómicas, 

de la Universidad de Costa Rica, bajo el método digestión ácida en microondas y las 

lecturas se realizan por medio de un espectrofotómetro de emisión óptica ICP-Plasma 

(Anexo 1). 
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Peso fresco, seco y longitud específica y longitud de raíces 

 

Las raíces se lavaron, se separaron los nódulos, se pesaron y posteriormente se preservaron 

en etanol a una concentración V/V del 10 %. Las muestras fueron guardadas en bolsas 

Ziploc, se almacenaron en refrigeración, para su posterior análisis con el programa 

GiARoots. Para esto se utilizó un sistema integrado de fotografía (utilizando una Cámara 

Nikon D7100) y el programa Camera Control Pro2 V 2.16.0 disponible en el Centro para 

Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS) de la Universidad de Costa Rica. Las 

raíces se sacaron de las bolsas, se escurrieron, se colocaron y se expandieron sobre papel 

servilleta para su secado y se procedió a fotografiar cada 

I una de ellas. 

 

Utilizando el programa ImageJ se mejoró el contraste, se realizó la segmentación del color, 

para pasar cada una de las fotografías a imagen binaria. Con el programa GIA Roots, 

utilizando una escala de 162 pixeles/cm, se rotó la imagen, se procedió a realizar la 

segmentación adaptativamente doble y finalmente se aplicó el algoritmo, de acuerdo con 

Galkovskyi et al (2012). Se estimó la longitud específica (cm/cm3) y el largo (cm). Al final 

de este proceso las raíces fueron secadas en una estufa a 80 °C, por 3 días para llevarlas a 

peso seco. 
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Evaluación de la nodulación y aislamiento de las cepas de Rhizobium inoculadas. 

 

Los nódulos se separaron de las raíces, se pesaron, se colocaron en tubos eppendorf y se 

mantuvieron en refrigeración hasta su procesamiento. Con el fin de determinar si las cepas 

inoculadas fueron capaces de formar nódulos, a partir de una muestra al azar de 5 nódulos 

de cada tratamiento y del control sin inocular se procedió al aislamiento de los rizobios, 

según el protocolo establecido por el Laboratorio de Microbiología Agrícola. Los nódulos 

se colocaron en una caja Petri, se sumergieron durante un minuto en alcohol de 95%, luego 

se colocaron en un plato petri que contiene hipoclorito de sodio al 2% durante un minuto. 

Se lavaron con agua estéril y se rayaron en medio de cultivo con ALM. Las cepas se 

incubaron a 25 °C. Se compararon las características coloniales (tamaño, coloración, forma, 

superficie, opacidad y consistencia) con las cepas inoculadas. 

 

Diseño Experimental y análisis estadístico 

 

El diseño experimental fue un arreglo factorial 3x2x2, con cinco repeticiones, en el cuál el 

factor uno corresponde a la inoculación con los rizobios: 1. Rhizobium CIAT 639; 2. 

Rhizobium CIAT 899 y 3. Suelo sin inoculación con Rhizobium. El factor dos corresponde 

a dos niveles de molibdeno aplicado al suelo, 1. Con molibdeno y 2. Sin molibdeno. 

Finalmente, el factor tres corresponde a la inoculación con la cepa de Azospirillum 

brasilense, 1. Inoculado con Azospirillum brasilense y 2. Sin inocular. 

 

Los datos obtenidos para altura de planta, peso fresco y seco de parte aérea, peso fresco y 

seco de raíz, longitud específica de la raíz, longitud de raíz, número de nódulos y peso 

fresco de nódulos, así como los contenidos de nutrientes les fue realizada una prueba de 

normalidad, Shapiro-Wilks modificada. A las variables no continuas, se les realizó un 

análisis de varianza no paramétrico, mediante la prueba Kruskal Wallis. En el caso del peso 

seco de la raíz el resultado se transformó utilizando la raíz cuadrada. Como programa 
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estadístico se utilizó INFOSTAT, 2018, Grupo INFOSTAT, Universidad Nacional de 

Córdoba Argentina (2018) ( Di Rienzo et al, 20. Para realizar la comparación entre medias 

se escogió la prueba LSD Fisher (p> a 0,05). 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Variedad Nambí 

 

Como se puede observar en el (Cuadro 2), para el factor Rhizobium se presentó un valor de 

P ˂  a 0,05 en la variable peso fresco de la parte aérea; el factor molibdeno no tuvo efecto en 

ninguna de las variables estudiadas; mientras que para el factor Azospirillum se observó, en 

las variables peso fresco y seco de la parte aérea, un valor P ˂  a 0,05.  Finalmente, las 

interacciones de los tres factores no fueron significativas. 

 

Cuando se evaluó en la variedad Nambí, el factor inoculación con la cepa de Rhizobium, 

hubo diferencias significativas entre los tratamientos para las variables peso fresco y seco 

de la parte aérea (Figura 4), encontrándose un mayor peso fresco y seco con la inoculación 

de la cepa CIAT 899 con respecto al tratamiento sin inocular. En el caso de la altura de la 

planta, el mejor resultado se dio con la cepa CIAT 639, que se diferenció de la cepa CIAT 

899 y del suelo sin inocular (Figura 5). Por otra parte, las variables, longitud específica de 

raíz y longitud de raíz, no presentaron diferencias significativas (Figuras 6). 
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Cuadro 2. Efecto de cada uno de los factores y sus interacciones con su respectiva 

probabilidad (p) para las variables altura de planta, peso fresco y seco de parte aérea y peso 

fresco y seco de raíz, longitud específica de la raíz y longitud de raíz en la variedad de frijol 

Nambí.  

Interacciones  Altura 
de 

planta 
(cm) 

Peso parte 
aérea (g) 

Peso parte 
radical (g) 

Longitud 
Especifica 

de raíz 
(cm/cm3) 

Longitud 
de raíz 
(cm) 

Fresco Seco Fresco Seco 

Rhizobium 0,6890 0,0285 0,0827 0,3194 0,4189 0,8365 0,5085 

Molibdeno 0,3927 0,6437 0,4047 0,2348 0,4330 0,4416 0,9170 

Azospirillum 0,6272 0,0002 0,001 0,3855 0,6334 0,9492 0,8154 

Rhizobium*Molibdeno 0,6123 0,2350 0,6011 0,6740 0,877 0,7875 0,1205 

Rhizobium*Azospirillum 0,8112 0,2207 0,3383 0,2806 0,8312 0,3631 0,7144 

Molibdeno*Azospirillum 0,5223 0,1814 0,6625 0,7504 0,9594 0,7661 0,9495 

Rhizobium*Molibdeno 
*Azospirillum 

0,6161 0,5179 0,5688 0,8494 0,6913 0,9098 0,9087 
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Figura 4. Efecto del factor inoculación con Rhizobium, sobre el peso fresco y seco de la 

parte aérea y raíz de la variedad de frijol Nambí. 

 

 

 

Figura 5. Efecto del factor inoculación con Rhizobium, sobre la altura de la planta en la 

variedad de frijol Nambí. 
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Figura 6. Efecto del factor inoculación con Rhizobium sobre la longitud específica  (A) y la 

longitud de la raíz (B) en la variedad de frijol Nambí. 

La inoculación con Rhizobium tuvo como consecuencia un efecto positivo en el peso aéreo 

de la planta de frijol con la cepa CIAT 899. Es conocido que la inoculación con cepas de 

Rhizobium en leguminosas, como lo es el frijol común favorece la fijación biológica de 

nitrógeno (FBN) (Grahan, 1981; Barboza, 2015; Cruz, 2014). Al ser el nitrógeno uno de los 

nutrientes más limitantes en los suelos y por lo tanto en la producción agrícola (Bertsch, 

1995), al utilizar inoculantes, se contribuye a la FBN y provoca un mayor desarrollo del 

cultivo, como ocurrió en este caso.   

Existen estudios previos usando diferentes variedades de frijol en zonas frijoleras de Costa 

Rica, como el realizado por Acuña y Castro, (1996), en el cual con la cepa CIAT 166, se 

logró el mejor peso seco foliar, incluso superando al tratamiento fertilizado con nitrógeno. 

Sin embargo, dentro del mismo ensayo el comportamiento fue diferente dependiendo de la 

variedad de frijol utilizada, la cepa de Rhizobium, y la localidad. En este caso, la cepa CIAT 

899 y la cepa CIAT 639 mostraron un comportamiento diferente. La cepa CIAT 899, 

demostró en un estudio realizado por Hungría et al, (2003), en el estado de Paraná, Brasil, 

ser una cepa altamente competitiva al lograr establecerse en un suelo con alto contenido de 

Rhizobium nativo, obteniendo una mayor producción que el control, sin fertilización 

nitrogenada. 

A B 
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Cuando se evaluó el factor inoculación con Azospirillum brasilense, se encontró que para 

las variables peso fresco y seco de la parte aérea hubo diferencias significativas entre los 

tratamientos inoculados y sin inocular. El mayor peso se obtuvo en el suelo inoculado con 

la cepa A. brasilense Figura 7). 

Al inocular el suelo con Azospirillum brasilense se presentó mayor acumulación de 

biomasa, que se reflejó en un mayor peso fresco y seco de la parte aérea (Figura 7). Un 

efecto positivo, producto de la co-inoculación de Rhizobium y Azospirilum brasilense fue 

también observado por Hungría et al (2013). En un ensayo efectuado a nivel de campo, 

utilizando la cepa CIAT 899 y la variedad IPR-Colibrí, los autores observaron con respecto 

al tratamiento testigo, un incremento de 98 kgha-1 (8,3%) con la inoculación de únicamente 

Rhizobium tropici, y de 285 (19,6 %) kgha-1 cuando se co-inoculó con A. brasilense. 

Resultados similares, reporta el mismo autor, para soya, donde obtuvo un incremento 

promedio de 420 kgha-1 (14,1 %), con la co-inoculación, sobre el control, suelo no 

inoculado. Finalmente, en las demás variables: altura de planta (Figura 8 A),  longitud de 

raíz (Figura 8 B), y superficie específica de la raíz (Figura 9), no hubo diferencias 

significativa 

 

Figura 7. Efecto del factor inoculación con Azospirilum brasilense sobre el peso fresco y 

seco de la parte aérea y raíz de la variedad de frijol Nambí. 
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Figura 8. Efecto del factor inoculación con Azospirilum brasilense sobre altua de planta (A) 

y longitud específica de  raíz (B) de la variedad de frijol Nambí. 

 

 

Figura 9. Efecto del factor inoculación con Azospirilum brasilense sobre la longitud de la 

raíz en la variedad de frijol Nambí. 

 

 

A B 

A B 
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En el cuadro 3 se puede observar el número y peso fresco de nódulos para las plantas de 

frijol de la variedad Nambí. El número de nódulos varió de 0 a 82 y el peso de 0 a 239 mg.  

A pesar de que existen diferencias significativas entre los tratamientos, se puede indicar que 

la producción de nódulos fue pobre y errática (Cuadro 3). Si bien las plantas fueron 

inoculadas, no todas formaron nódulos y la nodulación por cepas nativas fue escasa. Los 

tratamientos que obtuvieron el mayor porcentaje de plantas con nódulos fueron los 

inoculados con la cepa CIAT 639 con un 60%, seguida por la cepa CIAT 899 (Figura 10) 

con un 40% y los que menos plantas noduladas presentaron fueron los tratamientos sin 

inocular (35%). La presencia de cepas nativas de Rhizobium fue pobre en la variedad de 

frijol Nambí con nódulos muy pequeños en comparación con los tratamientos que fueron 

inoculados con cepas de Rhizobium. Estos resultados pueden deberse a la deficiencia de 

fósforo en el suelo (Valladares, 2009); a un bajo pH, o alta concentración de aluminio y 

manganeso (Grahan, 1981). 

De acuerdo a los valores expresados en el cuadro 3, cuando se utilizó la cepa CIAT 899, sin 

la aplicación de molibdeno, esta fue capaz de producir la mayor cantidad de nódulos, esto 

se debe probablemente a que es una cepa muy competitiva, capaz de sobrevivir y colonizar 

suelos con condiciones adversas como el suelo utilizado en este experimento (Campos, 

1995; Grahan et al, 1982; Martínez-Romero, 1991). Sin embargo, cuando se utilizó la cepa 

de Azospirillum en combinación con la cepa CIAT 899 no se encontraron nódulos, lo que 

se debe probablemente a que la presencia Azospirillum inhibió la nodulación del 

Rhizobium, un efecto similar fue también observado por Remans et al, (2008), con la 

variedad DOR 364. La nodulación de las plantas inoculadas con la cepa CIAT 639 no se 

vio afectada por la inoculación con Azospirillum. Por su parte, en el tratamiento sin 

inocular la aplicación de Azospirillum en los suelos sin molibdeno redujo la nodulación. A 

partir de los nódulos se lograron recuperar las cepas CIAT 899 y CIAT 639 en medio de 

cultivo, en los tratamientos en los que fueron inoculados. 
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Cuadro 3. Efecto de los tratamientos aplicados sobre número de nódulos, peso fresco y 

porcentaje de plantas que presentaron nodulación de la variedad de frijol Nambí. 

Tratamiento 
Nº de nódulos 

 

Peso fresco 

de nódulos (mg) 

 

% 

plantas con nódulos 

CIAT 639 + Mo + DSM1859 32,4 abcd 85abc 60 
CIAT 639 + Mo 8,4 abcd 21abc 40 
CIAT 639 + DSM1859 48,6 cd 189 c 80 
CIAT 639 28,2bcd 65bc 80 
CIAT 899 + Mo + DSM1859 0a 0a 0 
CIAT 899 + Mo 40,8bcd 71bc 80 
CIAT 899 + DSM1859 0 a 0 a 0 
CIAT 899 82,0 d 239 c 80 
SSI + Mo + DSM1859 0,4 ab 0,8 ab 40 
SSI + Mo 2,0abc 2abc 40 
SSI + DSM1859 0 a 0 a 0 
SSI 6,4abcd 14 abc 60 
SSI: Suelo sin inocular. Mo: Molibdeno. CIAT 639: Rhizobium sp., CIAT 899: 

Rhizobium tropici, Azospirillum brasilense: DSM1859. 

Medias con una letra común no son significativamente deferentes (p > a 0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

            Figura 10. Raíz de frijol con nódulos, variedad Nambí, tratamiento CIAT 899 + Mo. 
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El suelo utilizado en este ensayo es de fertilidad baja, característica del orden Ultisol, 

(Bertsch, 1995). Posee un bajo pH, problemas de acidez, es bajo en calcio, fósforo y zinc 

(Cuadro 1). Sin embargo, esas son las condiciones en las que producen los agricultores en 

la zona de San Isidro de Labrador, sitio del cual es oriundo este suelo. Únicamente fue 

aplicado fósforo antes de la siembra, como fertilización base. El fósforo es el factor que 

más limita la FBN (Bonilla y Bolaños 2010; Remans et al, 2007; Kandil et al, 2013; 

Weisany, 2013), al igual que bajas concentraciones de molibdeno, calcio y boro. Por su 

parte Ghahan (1981), menciona que entre los problemas edáficos de los suelos dedicados al 

cultivo de frijol en Latinoamérica se encuentran, bajo contenido de fósforo, azufre, calcio y 

deficiencias de micronutrientes. Es posible que, al utilizar un suelo tan degradado química 

y biológicamente, estos elementos se encuentren en concentraciones no aptas para la 

adecuada FBN, como se puede observar en el (cuadro 1), análisis de suelo, lo que pudo 

haber contribuido a la baja producción de nódulos. 
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Contenido de nutrientes en la parte aérea de la planta de frijol  Nambí 

 

El nitrógeno y el fósforo, para frijol son muy importantes, y a su vez constituyen los 

nutrientes más limitantes en los suelos agrícolas (Bertsch, 1995). En la revisión realizada 

por Bolaños y Bonilla (2010) mencionan que la fijación biológica de nitrógeno es una 

simbiosis no obligada, por lo tanto, cuando se encuentran niveles altos de N en el suelo, 

esta no ocurre, además es un proceso altamente dependiente de energía, donde el fósforo es 

clave, ya que está ligado a los procesos fisiológicos de la planta, como lo es la generación 

de ATP.  

En el suelo en estudio se reportó una concentración de 3 mg fósforo, muy por debajo del 

nivel crítico de 10 mg (Méndez et al, 2012). Además, se encontraron por debajo del nivel 

crítico el zinc, calcio; así como pH bajo y como consecuencia se presentó una acidez alta. A 

pesar de que fue realizada una fertilización fosfórica, (208 kilogramos de P2O5), otros 

factores pudieron haber afectado la adquisición de este nutriente ya que se encontró una 

baja concentración de P en el tejido de la planta (Cuadro 6). Esto se reafirma en los trabajos 

realizados por Acuña et al, (1989) y Castro et al, (1993); que  demostraron que un nivel 

adecuado de fósforo y el uso de dos cepas efectivas de Rhizobium favorece la fijación 

biológica de nitrógeno en suelos de baja fertilidad.Tomando como referencia la tabla de 

interpretación de análisis foliar en frijol (Molina y Meléndez, 2002), el contenido de 

nutrientes para la variedad Nambí en el caso del nitrógeno para la mayoría de los 

tratamientos fue bajo (Cuadro 4). La concentración de N varió de 2,70% a 4,70%, a pesar 

de los bajos contenidos, con la aplicación de inoculantes microbianos y Mo se obtuvieron 

los niveles adecuados (3,71 % y de 4,70 %, específicamente en los tratamientos: CIAT 639 

+ Mo + DSM1859 y CIAT 899 + Mo + DSM1859 respectivamente; ello a pesar de la 

escasa nodulación, probablemente la cepa de Azospirillum contribuyó a la adquisición de 

nutrientes y a la fijación de N. Cabe destacar que los tratamientos inoculados con 

Azospirillum presentaron valores más altos que el respectivo tratamiento sin Azospirillum. 

El contenido de fósforo, boro y cobre fue bajo en todos los tratamientos; variando de 0,22 
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% a 0,32 %, 16 mg/kg a 21 mg/kg y 6 mg/kg a 9 mg/kg, respectivamente, el calcio se 

encontró a una concentración suficiente, excepto para los tratamientos CIAT 899 y suelo 

sin inocular (SSI). En estos casos la concentración fue baja; los contenidos de magnesio, 

potasio y azufre fueron suficientes para todos los tratamientos; en el caso del hierro y zinc 

alcanzó el nivel de suficiente para todos los tratamientos; y finalmente el manganeso se 

encontró entre los rangos de suficiente a alto.  

 

Kandil, (2013) por su parte concluyó que al aumentar la fertilización fosfórica se 

incrementan el contenido de macro y micro nutrientes.  A pesar de que el fósforo pudo ser 

una factor limitante la absorción de nitrógeno se vio favorecida por la inoculación con 

Azospirillum brasilense, y en menor grado con Rhizobium,la inoculación solo con 

Azospirillum brasilense, puede ser una bune alaternativa para los productores de este grano 

de bajos insumus . Otras investigaciones, como la efectuada por Remans (2008), en la que 

se evaluaron dos variedades de frijol (BAT 477 y DOR 364) en tres sitios en Cuba, 

encontraron que para la variedad DOR364, la co-inoculación Rhizobium-Azospirillum 

comparada con solo la inoculación con Rhizobium incrementó la cantidad de nitrógeno 

fijado y la producción de grano, al contrario en la variedad BAT 477, el efecto de la co-

inoculación Rhizobium-Azospirillum, redujo la fijación de nitrógeno y la producción, 

comparada con la inoculación únicamente con Rhizobium.  

 

Al parecer, la producción de nódulos por la cepa de Rhizobium CIAT 899 fue inhibida por 

la presencia de Azospirillum, los tratamientos CIAT 899 + Mo + DSM1859 y CIAT 899 + 

DSM1859 (Cuadro 3). Sin embargo, con las combinaciones antes citadas se logró la mayor 

concentración de nitrógeno en la parte aérea, por lo tanto, es de esperar que dicho nitrógeno 

fuera fijado por el Azospirillum (Figura 11).  
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Cuadro 4. Análisis foliar de la parte aérea variedad de frijol Nambí. 

Tratamiento % 1 masa mg/Kg 

N P Ca Mg K S Fe Cu Zn Mn B 

CIAT 639 + Mo + 
DSM1859 3,71 0,32 1,37 0,44 5,04 0,39 227 7 34 280 19 
CIAT 639 + Mo 3,39 0,22 1,61 0,47 4,12 0,30 305 7 27 150 18 
CIAT 639 + 
DSM1859 3,17 0,23 1,49 0,46 4,10 0,31 210 6 28 177 21 
CIAT 639 2,70 0,25 1,44 0,43 3,96 0,31 238 7 28 156 20 
CIAT 899 + Mo + 
DSM1859 4,70 0,25 1,94 0,62 4,34 0,32 274 7 33 307 21 
CIAT 899 + Mo 2,81 0,24 1,61 0,47 4,03 0,31 218 7 28 165 19 
CIAT 899 + 
DSM1859 4,37 0,22 1,68 0,54 4,35 0,33 259 6 30 215 17 
CIAT 899 3,01 0,29 1,16 0,36 4,48 0,36 269 6 29 216 20 
SSI + Mo + 
DSM1859 3,99 0,23 1,58 0,53 4,13 0,30 231 6 30 222 17 
SSI + Mo  3,33 0,23 1,15 0,41 4,39 0,35 235 8 32 345 17 
SSI + DSM1859 4,12 0,24 1,57 0,54 4,10 0,30 202 9 31 203 14 
SSI  2,83 0,23 1,06 0,36 4,60 0,31 182 6 29 256 16 
SSI: Suelo sin inocular. Mo: Molibdeno. CIAT 639: Rhizobium sp., CIAT 899: Rhizobium 
tropici, Azospirillum brasilense: DSM185 
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Figura 11. Efecto de los tratamientos sobre la concentración de   nitrógeno en la parte aérea 

de la variedad de frijol Nambí. 
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Variedad Cabécar 

 

Como se observa en el (Cuadro 5), cuando se estudió el factor inoculación con Rhizobium, 

se presentaron diferencias significativas (P ˂ a 0,05) en las variables altura de planta, peso 

seco de la parte aérea, peso seco de la raíz y superficie especifica de la raíz. Los factores 

molibdeno y Azospirillum no tuvieron efecto en ninguna de las variables estudiadas; al 

igual que las interacciones de los factores (P > a 0,05).  

 

 

 

Cuadro 5. Efecto de cada uno de los factores y sus interacciones con su respectiva 

probabilidad (p) para las variables altura de planta, peso fresco y seco de parte aérea, peso 

fresco y seco de raíz, superficie específica y longitud de raíz  en la variedad de frijol 

Cabécar.  

Interacciones  Altura 
de 

planta 
(cm) 

Peso parte 
aérea (g) 

Peso parte 
radical (g) 

Superficie 
Especifica 

de raíz 
(cm2/cm3) 

Longitud 
de raíz 
(cm) 

Fresco Seco Fresco Seco 

Rhizobium 0,0005 0,3225 0,0003 0,084 0,0026 0,0316 0,0808 

Molibdeno 0,6774 0,3176 0,2822 0,2949 0,2354 0,3842 0,0981 

Azospirillum 0,2307 0,7971 0,4829 0,2498 0,2158 0,9974 0,9000 

Rhizobium*Molibdeno 0,4777 0,068 0,3658 0,7135 0,6813 0,5069 0,7765 

Rhizobium*Azospirillum 0,4787 0,4906 0,1194 0,6298 0,1140 0,0778 0,9864 

Molibdeno*Azospirillum 0,1747 0,6436 0,5621 0,9875 0,7402 0,4037 0,8935 

Rhizobium*Molibdeno 
*Azospirillum 

0,3153 0,3684 0,5139 0,6094 0,7148 0,1990 0,9310 

 

 

Como se observa en la (Figura 12), cuando se estudió el factor inoculación con la cepa de 

Rhizobium, sobre las variables, peso fresco y seco de la parte aérea y peso fresco y seco de 

la raíz, se encontró que el tratamiento que presentó los mejores resultados fue la 
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inoculación con la cepa CIAT 639, que se diferenció significativamente del suelo sin 

inocular y de la cepa CIAT 899.  En el caso de la altura de la planta (Figura 13) no hubo 

diferencias significativas. 

 

En el caso de la superficie específica de la raíz (Figura 14 A), la cepa CIAT 639 presentó 

un valor significativamente menor que el tratamiento sin inocular y la cepa CIAT 899. En 

lo que respecta a la longitud de la raíz, para la cepa CIAT 899 fue significativamente mayor 

que la obtenida para la cepa CIAT 639 (Figura 14 B), ninguna de las cepas se diferenció de 

las plantas sin inocular. Al comparar la respuesta de la inoculación con Azospirillum el 

efecto fue diferente al encontrado cuando se empleó la variedad Nambí. En este 

experimento la mejor respuesta se dio con la cepa CIAT 639, por lo tanto, se nota una 

interacción cepa variedad, fenómeno que se ha sido observado por Remans et al, (2008); 

Valladares, (2009); Acuña y Castro (1996) y Uribe et al, (1990). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Efecto del factor Rhizobium sobre el peso fresco y seco de la parte aérea y raíz 

de la variedad de frijol Cabécar. 
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El número de nódulos, para la variedad Cabécar se presentan en el cuadro 6. El número de 

nódulos varió de 0 a 30 y el peso de 0 a 187 mg.  A pesar de que existen diferencias 

significativas entre los tratamientos, se puede indicar que la producción de nódulos fue 

pobre y errática. Si bien las plantas fueron inoculadas, no todas formaron nódulos y la 

nodulación por cepas nativas fue escasa. Los tratamientos que obtuvieron el mayor 

porcentaje de plantas con nódulos fueron los inoculados con la cepa CIAT 639 con un 70%, 

seguido por el suelo sin inocular 10 % mientras que el inoculado con la cepa CIAT 899 

mostró un 5% de plantas con nódulos. La presencia de cepas nativas de Rhizobium, fue 

escasa en la variedad de frijol Cabécar.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura13. Efecto del factor Rhizobium sobre la altura de la planta en la variedad de          

frijol Cabécar. 
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Figura 14. Efecto del factor Rhizobium sobre la superficie especifica de la raíz (A) y 

longitud de raíz (B) en la variedad de frijol Cabécar. 

 

A partir de los nódulos se lograron recuperar las cepas CIAT 899 y CIAT 639 en medio de 

cultivo, en los tratamientos en los que fueron inoculados. 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos, las variedades de frijol respondieron de forma 

diferente a la inoculación con Rhizobium, fenómeno que ha sido observado por Remans et 

al, (2008); Valladares, (2009); Acuña y Castro (1996) y Uribe et al, (1990).  
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Cuadro 6. Efecto de los tratamientos aplicados sobre número de nódulos, su peso fresco y 

porcentaje de plantas que presentaron nodulación de la variedad de frijol Cabécar. 

 

Tratamiento Nº de nódulos 
 

Peso fresco 
de nódulos (mg) 

% 
plantas con nódulos 

CIAT 639 + Mo + DSM1859 30,20bcd 187bcd 80 
CIAT 639 + Mo 26,0cd 110cd 80 
CIAT 639 + DSM1859 4,60abc 14ab 20 
CIAT 639 30 d 119d 100 
CIAT 899 + Mo + DSM1859 0,0a 0a 0 
CIAT 899 + Mo 0,20ab 0,4ab 20 
CIAT 899 + DSM1859 0,0a 0a 0 
CIAT 899 0,0a 0a 0 
SSI + Mo + DSM1859 0,0a 0,a 0 
SSI + Mo 1,40abc 5abc 40 
SSI + DSM1859 0,0a 0a 0 
SSI 0,0a 0aa 0 
SSI: Suelo sin inocular. Mo: Molibdeno. CIAT 639: Rhizobium sp., CIAT 899: Rhizobium 
tropici, Azospirillum brasilense: DSM1859 
Medias con una letra común no son significativamente deferentes (p > a 0,05). 
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Contenido de nutrientes en la parte aérea de la planta de frijol variedad Cabécar 

 

Cuando se estudió el contenido de nutrientes en la variedad Cabécar (Cuadro 7), se 

encontró que la concentración de nitrógeno y fósforo fue baja oscilando de 2,33 % a 3,89 % 

y de 0,20 % a 0,26 % respectivamente; por debajo del nivel crítico de 4,5 % para nitrógeno 

y de 0,35 % establecido según Molina Y Meléndez (2002) para frijol. En lo referente al 

calcio y al magnesio la concentración encontrada fue suficiente, mayor a 1,3 % y 0,35 % 

respectivamente, en la mayoría de tratamientos. 

El potasio se encontró en el rango de suficiente a alto, con los tratamientos SSI + 

DSM1859, CIAT 899 + DSM1859, CIAT 899 y SSI + Mo + DSM1859 se logró las 

mayores concentraciones (Figura 15). 

En lo que respecta al cobre, todos los tratamientos con excepción del CIAT 639 presentaron 

valores menores a 15 mg/kg, cabe destacar que los tratamientos CIAT 639 + Mo + 

DSM1859 y CIAT 899 + Mo + DSM1859 presentaron valores más altos que los 

respectivos tratamientos sin Azospirillum y sin Mo (Cuadro 7). 

 

En lo referente al boro, este varió de 16 mg/Kg a 31 mg/kg, presentando en la mayoría de 

los tratamientos, valores bajos, menores a 20 mg/kg, sin embargo, en el tratamiento CIAT 

639 + Mo + DSM1859 este elemento presentó valores por encima del nivel crítico (Cuadro 

7).  

 

Por su parte para los elementos hierro, manganeso, potasio y azufre presentaron niveles de 

suficiente a alto en todos los tratamientos (Cuadro 7). 
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Cuadro 7. Análisis foliar de la parte aérea de variedad de frijol Cabecar 

 

Tratamiento % 1 masa mg/Kg 

N P Ca Mg K S Fe Cu Zn Mn B 

CIAT 639 + Mo + 
DSM1859 2,83 0,22 1,39 0,37 2,99 0,37 8862 23 49 241 31 
CIAT 639 + Mo 2,46 0,21 1,28 0,36 3,06 0,27 465 7 33 164 16 
CIAT 639 + 
DSM1859 3,46 0,25 1,55 0,50 3,95 0,31 601 8 41 367 16 
CIAT 639 2,33 0,20 1,09 0,32 3,01 0,28 1112 9 32 177 16 
CIAT 899 + Mo + 
DSM1859 3,26 0,20 1,41 0,45 3,66 0,36 4117 14 41 326 19 
CIAT 899 + Mo 3,80 0,25 1,61 0,47 3,82 0,33 1178 9 44 410 20 
CIAT 899 + 
DSM1859 3,89 0,21 1,09 0,38 4,19 0,37 806 8 46 353 14 
CIAT 899 3,61 0,25 1,53 0,45 4,15 0,35 517 8 42 396 17 
SSI + Mo + 
DSM1859 3,76 0,24 1,47 0,50 4,13 0,36 1673 10 43 346 16 
SSI + Mo  3,25 0,22 1,40 0,45 3,95 0,32 624 8 43 329 17 
SSI + DSM1859 3,88 0,26 1,36 0,46 4,26 0,34 506 8 45 363 19 
SSI  3,08 0,20 1,40 0,47 3,84 0,34 1734 10 43 308 17 
SSI: Suelo sin inocular. Mo: Molibdeno. CIAT 639: Rhizobium sp., CIAT 899: Rhizobium tropici, 
Azospirillum brasilense: DSM1859 
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Figura 15. Efecto de los tratamientos sobre la concentración de potasio en la parte aérea de 

la variedad de frijol Cabécar. 

 

Respuesta Variedad – Cepa de Rhizobium y Azospirillum 

 

La respuesta de las dos variedades a los tratamientos fue diferente, la variedad Nambí 

respondió mejor a la inoculación con la cepa CIAT 899, Rhizobium tropici, mientras que la 

variedad Cabécar   a la cepa CIAT 639. En la variedad Nambí hubo efectos significativos 

sobre el peso fresco y seco, en el frijol Cabécar no hubo respuesta, por lo tanto, existe una 

interacción entre variedad y las rizobacterias utilizadas, como ha sido observado en otros 

estudios por Remans (2008), Grahan (1981); Acuña y Castro (1996) y Uribe et al, (1990). 

 

Por otro lado, la respuesta al Azospirillum brasilense difirió tanto entre variedades como 

entre cepas de Rhizobium. La cepa de Rhizobium CIAT 899 fue inhibida por la presencia de 

Azospirillum en ambas variedades de frijol cuadros 3 y 6.  
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En cuanto a la acumulación de nutrientes en la parte aérea, el comportamiento en ambas 

variedades fue muy similar, siendo favorecida con la co-inoculación.  La variedad Nambí 

tuvo un crecimiento más vigoroso en comparación con la variedad Cabécar. 

 

 CONCLUSIONES 

 

Para la variedad de frijol negro Nambí, se observaron diferencias significativas en el factor 

inoculación con cepas de Rhizobium para las variables peso fresco y seco de la parte aérea, 

encontrándose un mayor peso fresco y seco con la inoculación de la cepa CIAT 899 con 

respecto al tratamiento sin inocular. En el caso de la variedad Cabécar fueron encontradas 

diferencias significativas para las variables altura de planta, peso seco de la parte aérea y 

peso seco de la raíz, la cepa que presentó los mejores resultados fue la CIAT 639, que se 

diferenció significativamente del suelo sin inocular y la cepa CIAT 899. 

 

Con respecto al factor inoculación con Azospirillum en la variedad Nambí favoreció el 

crecimiento de la parte aérea y en la Cabécar no tuvo ningún efecto significativo. 

Mientras que el factor adición de molibdeno no tuvo efecto sobre las variables evaluadas en 

las dos variedades.  

Si bien la mayor cantidad de nódulos se presentó en los tratamientos que fueron inoculados 

con alguna de las cepas de Rhizobium, CIAT 639 y CIAT 899, la nodulación fue escasa 

para ambas variedades. 

La inoculación con Azospirillum tuvo un efecto negativo sobre la nodulación de la cepa de 

Rhizobium CIAT 899 ya que no ocurrió nodulación en ninguna de las variedades 

estudiadas. 

 Las concentraciones de nitrógeno foliar fueron bajas en las dos variedades sin embargo en 

los tratamientos en los cuales estaba presente el Azospirillum (DSM1859) se encontraron en 

el rango alto. Las concentraciones de fósforo fueron bajas en las dos variedades. 
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RECOMENDACIONES 

 

 Evaluar el uso de insumos por parte del agricultor, como un encalado moderado, una 

tonelada de carbonato de calcio por año. 

Evaluar dosis crecientes de molibdeno en invernadero con el fin de establecer la cantidad 

adecuada en la que se logre una respuesta significativa. 

Realizar la co-inoculacón a nivel de campo para evaluar la respuesta de las variedades, con 

la cepa CIAT 639. 
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Anexo 1. 
 

Resumen de la Determinación de Ca, Mg, P, K, S, Fe, Cu, Zn, Mn, B, Foliar por ICP 
 
Información suministrada por el Laboratorio de Suelos y Análisis del Centro de 
Investigaciones Agronómicas (CIA) de la Universidad de Costa Rica. 
 
La muestra se procesa en su totalidad, excepto para algunos cultivos. Se lava con agua 
potable y luego con agua desionizada para eliminar suelo, polvo o residuos superficiales de 
agroquímicos que puedan alterar el resultado final. Terminado el proceso de lavado, se 
ingresa de inmediato a las estufas para su secado a una temperatura cercana a los 80 °C. 
Las muestras deben permanecer en la estufa hasta que estén totalmente secas. 
Posteriormente se procede a molerla, utilizando los molinos con una criba de malla 1 mm. 
 
La muestra se pesa, se coloca dentro de un envase de teflón del microondas y se le agrega 
ácido nítrico concentrado. El envase se cierra herméticamente y se coloca en el rotor que 
será introducido en el microondas. Para este proceso se utiliza una secuencia que incluye 
dos etapas con una duración de 35 min y una temperatura máxima de 200°C. 
Una vez terminada la digestión, el rotor se deja enfriar, se abre el envase y el contenido 
totalmente digerido se trasvasa a un balón aforado, se lleva a volumen con agua 
desionizada y se agita. 
 
Se prepara una curva de calibración para Calcio, Magnesio, Fósforo, Potasio, Azufre 
Hierro, Cobre, Zinc, Manganeso y Boro, y se determina la concentración de estos 
elementos presentes en el extracto obtenido anteriormente por medio del espectrofotómetro 
de emisión óptica ICP-Plasma. Los resultados finales se expresan en términos de porcentaje 
(Ca, Mg, P, K, S) y mg/kg (Fe, Cu, Zn, Mn y B) 
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