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RESUMEN

Con el objetivo de desarrollar una meto-
dologia para evaluar microorganismos capaces
de solubilizar fésforo, se aislaron 54 cepas de
un Andisol de Costa Rica, y se cuantificé su
potencial de solubilizacién in vitro. Para los
hongos se empled como criterio de seleccién el
halo de solubilizacién en medio sélido y para las
bacterias y levaduras el pH y el P en solucién,
en medio liquido. Ante la manipulacién in vitro,
los hongos presentaron mayor estabilidad para
conservar su habilidad para solubilizar P. Poste-
riormente, se realizaron dos ensayos en inverna-
dero utilizando el Andisol y arroz como planta
indicadora. En el primer ensayo se compararon
los mejores microorganismos evaluados in vitro,
a saber Aspergillus flavus, Pseudomonas fragi,
Pichia anomala y un testigo absoluto. Las plan-
tas se cosecharon a los 100 dias, el tratamiento
con A. flavus aumenté el peso seco de la raiz,
pero la relacién raiz/tallo fue menor a 1 y no se
incrementd el P foliar (0,13%). Sin embargo, en
el suelo del tratamiento con A. flavus se incre-
menté 100 veces la poblacién de solubilizadores
y €l P soluble se elevé en 2,67 mg.l! respecto al
testigo sin que las plantas mostraran beneficio,

1 Parte de los datos mostrados pertenecen a la tesis
de grado en Agronomia, bajo el marco del proyecto
VI-UCR-733-B3-094.

2 Autora para correspondencia. Correo electrénico:
leida.castro@ucr.ac.cr

Aceptado: 27/06/18

ABSTRACT

Isolation and evaluation of phosphorus
solubilizing microorganisms from Andisol
soils in Costa Rica. In order to develop a
methodology to evaluate microorganisms capable
of solubilizing phosphorus, 54 strains were
isolated from a Costa Rican Andisol, and their
solubilization potential was quantified under in
vitro conditions. For fungi, the solubilization
halo in solid medium was used as a selection
criteria, and for bacteria and yeasts, pH and P
in solution in liquid medium were the criteria
usedfor selection. As for the in vitro manipulation,
fungi showed greater stability to preserve their
ability to solubilize P. Subsequently, two trials
were conducted in greenhouse using Andisol
soil and rice as an indicator plant. In the first
trial, the best microorganisms evaluated in vitro
were compared, namely Aspergillus flavus,
Pseudomonas fragi, Pichia anomala and an
absolute control. Plants were harvested at 100
days, the treatment with A. flavus increased dry
weight of the root, but the root/stem ratio was less
than 1 and the foliar P was not increased (0.13%).
However, in the soil of the A. flavus treatment,
population of solubilizers was increased 100-fold

* Laboratorio de Microbiologia Agricola, Centro de
Investigaciones Agronémicas, UCR.
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probablemente debido a que el P en la solucién
del suelo no aument$ lo suficiente por la pro-
piedad de los Andisoles de retener el elemento.
Debido a la inefectividad de la bacteria y leva-
dura evaluadas, en el segundo ensayo, se trat6 de
incrementar la cantidad de P foliar inoculando de
manera individual los siguientes hongos: Asper-
gillus flavus, Cladosporium sp., Penicillium sp.,
Trichoderma longibrachiatum, junto con roca
fosforica (RF). Con la adicién de RF, los hongos
inoculados incrementaron el peso fresco radical
hasta en 131%, la relacién R/T en fresco mostrd
valores superiores a 1 y se increment6 la con-
centracién del P foliar hasta en 13% respecto al
testigo con RF.

INTRODUCCION

La agricultura es el producto de una red
compleja de interacciones dindmicas entre factores
abidticos y bidticos, como aquellas establecidas
entre tipos de suelo, microorganismos y plantas.
Esta organizacién ecosistémica en completo aco-
plamiento estructural ha sido soslayada por el sis-
tema agroindustial, cuya técnica ha promovido un
uso insostenible de los recursos naturales (Giraldo
2015); este es el caso para el recurso fésforo (P),
que es un nutriente limitante en mds del 30% de
los suelos cultivables del mundo y cuyas fuentes
de acceso conocidas estdn siendo consumidas a
una velocidad que probablemente generard escasez
dentro de pocos anos (Raghotama 1999, Vance et
al. 2003, Ferndndez y Gonzdlez 2014).

Por otro lado, los Andisoles han sido reco-
nocidos desde la década de los sesentas como un
orden de suelos en los que la retencion de P es
de las mas elevadas (Fassbender 1969, Andriesse
y Muller 1973). Para el caso de los Andisoles de
Costa Rica, el 74% de las muestras analizadas
presentan deficiencias de P disponible (Bertsch
1995), debido a la alta retencion, que en algu-
nas ocasiones puede llegar facilmente a 92%

Agronomia Costarricense 43(1): 47-68. ISSN:0377-9424 / 2019

and soluble P rose by 2.67 mg.I"' over the control
without plants showing any benefit, probably
because P in the soil solution did not increase
enough due the property of Andisols to retain this
element. Due to the ineffectiveness of bacteria
and yeast evaluated, in the second trial, an
attempt was made to increase the amount of foliar
P by individually inoculating the following fungi:
Aspergillus flavus, Cladosporium sp., Penicillium
sp., Trichoderma longibrachiatum, together with
phosphate rock (RF). With the addition of RF, the
inoculated fungi increased root fresh weight up to
131%, the R/T ratio in fresh showed values higher
than 1 and the foliar P concentration increased by
13% compared to the control with RF.

(Henriquez 2005). Aunque en Costa Rica los
Andisoles no son tan abundantes, ya que abarcan
el 16% del area nacional (Mata et al. 2013), son
importantes porque sobre ellos se producen la
ganaderia de leche de altura, las hortalizas de
consumo nacional y algunos cultivos de expor-
tacion como café, cafia de azucar, hortalizas,
flores, helechos y fresas. La retencién de P en
estos suelos es relevante, en el tanto en que su
disponibilidad es baja, a pesar de que en térmi-
nos de P total su contenido es de los mds altos
en suelos tropicales. Particularmente en Costa
Rica, el contenido de P total en Andisoles puede
oscilar entre 800 y 5500 mg.I"!, sin embargo, el P
disponible esta entre 6 y 161 mg.l! (Soto 1998).
Alvarado et al. (2009) mencionan algunos de los
hallazgos obtenidos en investigaciones realizadas
para mejorar la disponibilidad de P en diversos
cultivos, donde se propone emplear fertilizantes
de granulometria grande, localizar el fertilizante
en vez de aplicarlo al voleo, adicionar Si y cal,
dosificar el fertilizante de manera sincronizada
con el crecimiento del cultivo, entre otros. En
el presente trabajo se considera el empleo de
microorganismos solubilizadores de P como posi-
bilidad para mejorar su disponibilidad, reducir
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costos y producir alimentos de una manera mejor
acoplada con el ecosistema (Giraldo 2015).

Segun Alvarado et al. (2014), la mayoria
de los Andisoles de Costa Rica presentan una
mineralogia de arcillas de bajo grado de crista-
lizacion (anteriormente conocidas como amorfas
o al6fanas) las cuales forman complejos organo-
minerales dificiles de descomponer; la retencién
de P en este orden de suelos se relaciona con la
clasificacion de los mismos (Vitrands < Ustands
< Udands < Aquands) y variables quimicas como
el Al amorfo y el pH (Canessa et al. 1987). Por
lo anterior, es considerado que el P se liga con
los complejos organominerales o precipita con el
hierro y el aluminio, lo que hace que la disponi-
bilidad de este elemento para las plantas sea baja
(Bertsch 1995, Alvarado et al. 2009).

Aunque las plantas requieren fésforo en
cantidades muy bajas, este elemento presenta una
alta limitacién para la produccién, debido a su
baja disponibilidad (Sanzano 2013). EI P brinda
calidad y precocidad a los frutos, se encuentra
tanto en tejidos jévenes como en aquellos de
mayor edad fisioldgica, asi como en érganos de
reserva. Dentro de sus funciones estd el acumular
energia y combustible para todas las actividades
metabdlicas, ya que forma parte del adenosin tri-
fosfato (ATP) (Sanzano 2013, Fallas 2013).

Los microorganismos ejercen un importan-
te rol sobre los tres principales componentes del
ciclo de P en el suelo: disolucién-precipitacion,
sorcién-desorcién y mineralizacién-inmobiliza-
cién; debido a ello tienen un papel determinante
para la disponibilidad de este elemento para las
plantas (Richardson er al. 2009, Kucey 1987,
Whitelaw 1999, Cepeda et al. 2005). Entre los
microorganismos del suelo, los mds conocidos por
su efecto sobre la solubilizacién de P, son aquellos
géneros de hongos reconocidos como micorrizas
(Richardson et al. 2009), sin embargo, una gran
diversidad de microorganismos cuentan con esta
habilidad. Los microorganismos pueden incre-
mentar la capacidad de las plantas para adquirir
P del suelo, a través de varios mecanismos tales
como: 1-Aumento del crecimiento radical, debido
a la promocién de asociaciones radicales existentes

como las micorrizas, o por estimulacién hormonal
que provoque aumento en las ramificaciones radi-
cales y/o aumento en la cantidad de pelos radicales;
2-Alteraciones en el equilibrio de sorcién-desor-
cion de P, que incrementen la transferencia neta de
iones de ortofosfato dentro de la solucion del suelo
o que faciliten la movilidad de P orgénico a través
del ciclaje microbiano; y 3-Inducién de procesos
metabdlicos que solubilizan y mineralizan P de
formas poco disponibles, como el flujo de protones
y aniones organicos, la produccién de sideréforos y
la liberacion de enzimas fosfatasas y celuloliticas,
necesarias para la hidrélisis de P orgénico o la
mineralizacién de la materia orgdnica (Richardson
y Simpson 2011, Jones y Oburger 2011).

Uno de los mecanismos mds conocidos de
solubilizacién del fosfato del suelo es la produc-
cién de 4cidos orgdnicos de bajo peso molecular
por parte de los microorganismos. Estos emplean
3 estrategias para movilizar el P del suelo, la
acidificacion, la liberacién de aniones organicos
dcidos (citrato, oxalato, gluconato entre otros) y la
liberacion de fosfatasas y fitasas. La capacidad de
los dcidos orgédnicos para aumentar la disponibili-
dad de P se debe a la acidificacion en la rizésfera,
a su capacidad de formar complejos estables con
el aluminio y el hierro, y a otros mecanismos ain
no muy bien entendidos (Paredes y Espinosa 2010,
Jones y Oburger 2011, de Oliveira et al. 2014).

Los microorganismos solubilizadores de
fosforo son una importante e interesante alter-
nativa para el suplemento de este elemento a
las plantas, ya sea al promover la utilizacién del
fésforo, que se encuentra en el suelo, o el que es
adicionado (Cracogna et al. 2003, Lopez et al.
2008, Bhattacharyya et al. 2016). Estos microor-
ganismos tienen el potencial de promover una
utilizacién y reciclaje eficiente de este y otros
nutrientes, ademds su uso representa un esfuerzo
en la bisqueda de técnicas agricolas sostenibles
que se acoplen a la organizacién ecosistémica
(Giraldo 2015), por lo que son a la vez viables
ecoldgica y econdmicamente.

Debido a esto, el presente trabajo se realiz
con el objetivo de desarrollar una metodologia
para aislar y evaluar microorganismos capaces
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de solubilizar f6sforo a partir de formas poco dis-
ponibles para la planta, como las formas encon-
tradas en los Andisoles y en enmiendas como la
roca fosférica.

MATERIALES Y METODOS

El suelo utilizado en el estudio fue tomado
en la localidad de Rancho Redondo (9°57°41”" N;
83°57°01”” W) y corresponde a un Andisol con
alta fijaciéon de P (Cuadro 1), como también
lo mencionan varios autores (Alvarado et al.
2009, Fallas 2013, Mata et al. 2013). En el

presente trabajo se utilizé para el aislamiento de
los microorganismos, una muestra compuesta
tomada de 1000 m? de una zona boscosa (10
sitios), de los primeros 5 centimetros de manti-
llo en donde se elimind la hojarasca superficial
y para utilizar en los ensayos en invernadero,
suelo de pastizal de la misma localidad. Las
muestras de suelo se trasladaron al Laboratorio
de Microbiologia del Centro de Investigaciones
Agrondmicas de la Universidad de Costa Rica
(CIA/UCR), donde se realizaron los aislamien-
tos de aquellos microorganismos identificados
como solubilizadores de fésforo.

Cuadro 1. Andlisis quimico del suelo del distrito de Rancho Redondo ubicado en el cantén Goicoechea y utilizado para el

ensayo en invernadero.

pH H,0 P disponible P total % Relacion
-1 -1
mg.l mg.1 c N C/N
53 6 900 3 0,31 9,7

Fosforo disponible determinado mediante Olsen modificado y valorado por Colorimetria con el Analizador de Inyeccién de
Flujo (FIA); Fésforo total determinado mediante digestién himeda con HNO; y determinacion por Espectrometria de Emision
Atémica con Plasma (ICP); el % C y N totales se determinaron con el Autoanalizador de C/N por combustién seca.

Aislamiento de microorganismos solu-
bilizadores de fésforo: con el fin de promover
la multiplicacién de los microorganismos (Cas-
tro et al. 2015) se incubd 500 ml de la muestra
con 250 ml de semolina y 50 ml de melaza a
un nivel de humedad adecuado. El material se
dividi6 en 2 botellas de 1 L cerradas y con una
salida para el gas, producto de la respiracién de
los microorganismos y se dejaron reposar en
oscuridad por un periodo de un mes (Figura 1).
Después de la incubacion del material sélido,
se tomaron 20 g del contenido de cada una de
las botellas y se mezclaron con 500 ml de agua
sin cloro y 18,4 ml de melaza, y se dejaron en
oscuridad durante 12 dias. Luego se procedi6
a aislar tanto del componente sélido como del
liquido, los microorganismos con capacidad
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solubilizadora de P, para lo que se utilizé el
medio del cultivo Osorio y Habte (2001) al cual
se le adiciond roca fosférica con un tamafio
de particula entre 90 y 500um y utilizando
la metodologia de diluciones seriadas (Lorch
1995). A partir del dia 2 se aislaron las colonias
que mostraron habilidad para solubilizar P, las
cuales se identificaron por la produccién de un
halo amarillo (Figura 2A) como consecuencia
de un cambio en el pH (Kim et al. 1997, Osorio
y Habte 2001), ya que el verde de bromocresol
es color azul a pH mayor a 5,4 y cambia a ama-
rillo por debajo de este valor. Seguidamente,
se realizaron los aislamientos necesarios para
obtener colonias de microorganismos puros y
monitorear que conservaran su habilidad solu-
bilizadora (Figura 2B).
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Fig. 1.

Fig. 2.

Pruebas de solubilizacién de fésforo in
vitro: del material aislado se utilizaron cepas de
8 hongos, 6 levaduras y 5 bacterias. En el caso
de los hongos, las cepas se colocaron en placas
petri con el medio propuesto por Osorio y Habte
(2001), se consideraron 4 partes iguales separadas
imaginariamente por lineas perpendiculares en
su centro, de donde se retiré una porcién circular
de medio, para colocar una porcién circular de

Microorganismos aislados del suelo Andisol elegido.
A) Seleccién de microorganismos por medio de la aparicién de halo color amarillo.
B) Re aislamiento y purificacién de los microorganismos con esta capacidad.

igual tamafio con el hongo de interés (Figura 3).
Para cada hongo se midid, en 4 platos (repeticio-
nes), la formacion de halo y el viraje a color ama-
rillo del medio durante una semana, los platos se
dejaron en incubacién a 25°C y se evaluaron a
los 3 y 5 dias, momento en que se realizaron las
mediciones del radio del halo de solubilizacién
sobre las lineas de los puntos: A-B, C-D de cada
plato (Figura 3).

Agronomia Costarricense 43(1): 47-68. ISSN:0377-9424 / 2019
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Fig. 3.

En el caso de las bacterias y levaduras
se utilizé el medio de Osorio y Habte (2001)
en medio liquido empleando tubos de ensayo
con 9,9 ml del medio y a cada tubo se le agre-
g6 100uL del caldo microbiano preparado en
solucion salina al 0,85% con una turbidez de
108, segiin el estdndar de turbidez McFarland
y se realizaron 3 repeticiones por cada bacte-
ria o levadura. Una vez inoculados los tubos
se incubaron a 25°C y a 200 rpm, al cabo de
una semana los caldos se filtraron utilizando
papel filtro Fisherbrand PS8, con retencidén de
particulas mayores a los 20 ym. A cada una de
las repeticiones se le midi6 el pH y la cantidad
de P en solucién, por medio de Espectroscopia
de Emisién Optica de Plasma Acoplado Inducti-
vamente (ICP-OES), los valores se compararon
con un testigo, al cual no se le realiz6 la inocu-
lacién de ningtin microorganismo. El andlisis
estadistico se realizé por medio de un ANDEVA
y se empled como separador de medias la prueba
de Tukey al 5%. Todas las cepas microbianas se
almacenaron en refrigeracion y se eligieron los
microorganismos H-20 (hongo), L-9 (levadura) y
B-19 (bacteria), para ser utilizados en el primer
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Evaluacion in vitro de la capacidad solubilizadora de P de los hongos.

ensayo en invernadero y las cepas de hongos
H-20, H-23,H-25 y H-29 para el segundo ensayo.

Identificacion de los microorganismos:
todos los microorganismos utilizados en los
ensayos de invernadero fueron caracterizados por
observacién microscépica (100x) e identificados
en el Laboratorio de Técnicas Moleculares del
Centro de Investigaciones en Proteccién de Cul-
tivos (CIPROC), utilizando el Gen Bank-NCBI
(BLAST) como referencia.

Pruebas en invernadero: todos los ensa-
yos se realizaron en los invernaderos del Cen-
tro de Investigaciones Agronémicas durante el
transcurso del 2015 y 2016, donde se elaboraron
también los almdacigos de arroz Palmar 18 en
bandejas de 200 celdas, con una mezcla de 75%
del suelo Andisol de Rancho Redondo y 25%
de peatmoss (Figura 4), con el fin de mejorar
el drenaje y la aireacién del sustrato. Trece
dias después de la siembra, las plantas fueron
trasplantadas a celdas de 200 cc de capacidad,
las cuales se llenaron con el suelo de Rancho
Redondo (Figura 4).
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Fig. 4.
ticiones. C) Vista general del ensayo.

Evaluacion de las cepas H-20, B-19 y L-9

Disefio experimental: en el primer ensayo
se utiliz6 un diseflo experimental irrestricto al
azar, con previa aleatorizacién de los 4 trata-
mientos conformados por 4 repeticiones. Cada
repeticiéon conté con 12 plantas, divididas en 2
bandejas con 6 plantas cada una (Figura 4), se
mantuvo el suelo a capacidad de campo. Los 2
recipientes por repeticiéon conformaron la unidad
experimental. Los tratamientos evaluados fueron:
Testigo absoluto, donde no se aplica ninguna
inoculacién (T), Hongo solubilizador de fésforo
(Aspergillus flavus H-20), Bacteria solubilizadora
de fosforo (Pseudomonas fragi B-19), Levadura
solubilizadora de fésforo (Pichia anomala 1.-9).

Inoculaciones: las inoculaciones de los
microorganismos se realizaron un dia después
del trasplante, a los 14 dias después de la siembra
(dds), a los 22 (36 dds) y 44 dias (57 dds) después
del trasplante. Para la primera inoculacién, se
aplicaron 2 ml del caldo de microorganismos

A) Siembra de almdcigo de arroz Palmar 18 y B) su posterior trasplante a celdas de 200cc para conformar las repe-

(segtin el tratamiento) por planta, y para la
segunda y tercera inoculacién se aplicaron 5Sml
por cada planta. Los microorganismos escogidos
se cultivaron en medio agar nutritivo (bacterias
y levaduras) y agar papa dextrosa (hongos) una
semana antes de realizar la inoculacion. El dia de
la aplicacién, se agregaron aproximadamente 4
ml de agua estéril a los platos donde crecian los
microorganismos y con un aplicador se suspen-
di6 todo el crecimiento de los mismos; el caldo
resultante (caldo microbiano) se pasé a botellas
plasticas, las cuales contenian agua estéril. De
las mismas se tomaron los volimenes necesarios
para hacer las inoculaciones de los microorganis-
mos seglin los tratamientos. Para cada suspen-
sién se determiné la concentracién en que cada
microorganismo fue inoculado y siempre fueron
mayores a 1x10% ufc.ml!.

Toma de datos: a los 102 dias después

de la siembra, se realiz6 la cosecha de la plantas
y las evaluaciones de las variables, peso fresco

Agronomia Costarricense 43(1): 47-68. ISSN:0377-9424 / 2019
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y seco de raiz, y parte aérea, indice raiz/tallo y
contenido de P y N foliar.

Poblacion de microorganismos solubili-
zadores de P y determinacion del P soluble en
el suelo: para la determinacion de P en solucion
(Espectroscopia de Emisién Optica de Plasma
Acoplado Inductivamente) y la poblacién de
solubilizadores de P se tomé y analizd, 3 meses
después de la cosecha, una muestra del suelo
de cada una de las repeticiones de cada trata-
miento. La poblacién de solubilizadores de P se
determiné utilizando la técnica de NMP (Lorch
et al. 1995) en el medio de Osorio y Habte
(2001), segtin una metodologia propuesta por la

co-autora de este documento Castro L. (LMA-
CIA 2015) para esta investigacién, validada y
utilizada en el Laboratorio de Microbiologia
Agricola del Centro de Investigaciones Agroné-
micas. Para tal fin, se colocaron de 4 diluciones
conocidas (una para cada placa petri), 10 ul en
3 puntos equidistantes de una placa petri que
contenia el medio. Las placas se incubaron a
25°C y se revisaron por 6 dias para observar los
cambios de color de azul a amarillo, al aparecer
el color amarillo, los puntos se marcaron con
una equis; al finalizar los 6 dias, las observa-
ciones se consultaron en una tabla de NMP de 3
observaciones, para asi determinar la poblacién
presente (Figura 5).

Fig. 5.

Una vez realizada la toma de datos de
todas las variables evaluadas, se procedid a rea-
lizar el analisis estadistico por medio del andlisis
ANDEVA. Para la separacién de medias se utili-
z6 una prueba de Tukey al 5%.

Evaluacion de las cepas H20, H23, H25 y H29
en presencia de roca fosférica

Utilizando la misma metodologia del ensa-
yo descrito anteriormente, se evaluaron los tra-
tamientos: Testigo absoluto, donde no se realiz6
inoculacién ni aplicacién de RF (T), Testigo con
roca fosférica (TRF), hongo H-20 (Aspergillus
flavus) y roca fosférica (H20RF), hongo H-23
(Cladosporium sp) y roca fosférica (H23RF),
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Determinacion del NMP de solubilizadores de P.

hongo H-25 (Penicillium sp) y roca fosférica
(H25RF), hongo H-29 (Trichoderma longibra-
chiatum) y roca fosférica (H29RF). La dosis de
roca fosforica (32% P,Og), para los tratamientos
que lo requerfan, fue de 09 g de RF planta’ y
se aplicé N a razén de 100 kgha' al estimar
una densidad de siembra de 200 plantas m?. Se
utiliz6 un disefo experimental irrestricto al azar,
con previa aleatorizacién de los tratamientos y a
los 95 dias se realizaron las evaluaciones de las
variables: peso fresco y seco de raiz y parte aérea,
indice raiz/tallo y contenido de N y P foliar. Los
datos se analizaron por medio del ANDEVA vy,
para la separacién de medias, se utiliz6 la prueba
de Tukey al 5%. Para la separacion de medias
del andlisis quimico foliar (N y P), se utiliz6 la
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prueba de LSD Fisher al 5%, la cual permitié una
mejor separacion de medias.

Se realiz6 un ensayo preliminar a este,
para evaluar el posible efecto de la fertilizacién
nitrogenada (100 kg.ha! a razén de 200 plantas
m?), sobre la absorcién de P. Se evaluaron 4 tra-
tamientos, con 4 repeticiones: control con N, con-
trol sin N, inoculacién de A. flavus e inoculacién
de A. flavus mas fertilizacion nitrogenada.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de los microorganismos

Del mantillo de bosque se aislaron inicial-
mente in vitro, 54 microorganismos con capa-
cidad de solubilizar P, capacidad evidenciada
mediante el cambio de color de azul a amarillo
del medio utilizado (Figura 2). Bernal (2010) uti-
liz6 el mismo medio de cultivo para la seleccion
de microorganismos solubilizadores de P en rai-
ces de plantas de vainilla y propone que aquellas
colonias que exhiben un cambio de azul a amari-
llo a su alrededor, lo hacen debido a la produccién
de 4cidos orgédnicos con capacidad de solubilizar
P, en el presente caso de solubilizar la roca fos-
férica adicionada al medio de cultivo. De los 54
microorganismos identificados inicialmente, se
redujeron a 19, ya que muchos de ellos perdieron
su capacidad de solubilizar P con los pasajes
sucesivos y el almacenamiento en condiciones de
refrigeracion, lo que coincide con los hallazgos
de Sperber (1958), quien menciona que muchas de
las bacterias solubilizadoras de fosfatos pierden
esta capacidad con el cultivo en serie, y de Kucey
(1983) sefiala que los hongos solubilizadores de P
preservan mejor y por algunos afios su actividad
después del cultivo. En el Cuadro 2 se muestran
los aislamientos de 8 hongos, 6 levaduras y 5
bacterias, microorganismos estables aislados del
suelo de Rancho Redondo y con capacidad de
solubilizar fésforo.

Cuadro 2. Microorganismos aislados de un suelo Andisol,
con capacidad solubilizadora de f6sforo (P).

Lista de Microorganismos Seleccionados

ID Hongos ID Levaduras ID Bacterias
HRR-14 LRR-8 BRR-18
HRR-18 LRR-9 BRR-19
HRR-19 LRR-11 BRR-50
HRR-20 LRR-21 BRR-52
HRR-25 LRR-22 BRR-55
HRR-29 LRR-51
HRR-31
HRR-23

Pruebas de solubilizacion de P in vitro

La capacidad de solubilizar P de los hongos
se evalué en medio liquido sin que produjeran
cambio de color, ni de pH en el medio de cultivo.
Por esta razén, se optd por la evaluacién del halo
de solubilizacién en medio sélido y no se encontra-
ran diferencias significativas entre ellos (Cuadro
3, Figura 3), todas mostraron la misma habilidad.

Cuadro 3. Crecimiento de halo de solubilizacién de hongos
en prueba in vitro.

1° evaluacion 2° evaluacion

ID Hongo 3er dia Sto dia
Radio (mm) Radio (mm)

HRR-29 9,63 32,08
HRR-31 15,69 31,81
HRR-14 14,56 21,25
HRR-23 18,50 29,88
HRR-25 8,38 30,13
HRR-18 8,44 28,81
HRR-19 9,56 26,19
HRR-20 16,19 32,44
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La solubilizacién de fosfatos por microor-
ganismos depende de su capacidad solubiliza-
dora, los dcidos orgédnicos que producen, el tipo
de compuesto fosfatado sobre el que actian y
la fuente de C y N que utilicen para el medio
de cultivo (Barroso y Nahas 2005, Pradham y
Sukla 2005, Souchie et al. 2006, Richardson
y Simpson 2011). En el caso de los hongos la
produccién de los 4cidos citrico, oxalico, malico
y glucénico se relaciona con la solubilizacion de
complejos insolubles de P en el suelo (Alam et
al. 2002, Chun-Chao et al. 2007, Dighton 2007,
Gomez-Guifidn y Zabala 2001, Praham y Sukla
2005). Hernandez et al. (2011), tampoco halla-
ron diferencias significativas del halo de solubi-
lizacién en medio Pikovskaya-agar modificado,
en pruebas in vitro con Paecilomyces lilacinus,
cuando utilizaron fuentes de fosfato de calcio y
fosfatos de hierro en el sustrato. Nahas (2007)
menciona que la produccion de las sustancias
implicadas en la solubilizacién de P, requiere la

Fig. 6.

absorcion de nutrientes por parte de los microor-
ganismos, razon por la cual la fuente de C, Ny
P que se utilicen en el medio de cultivo, influyen
notablemente sobre la solubilizacién y el creci-
miento de los hongos.

En las pruebas in vitro para las bacterias
y levaduras se utilizé el medio liquido de Oso-
rio y Habte (2001), en el cual se observaron los
cambios en la coloracion, a los 7 dias a partir de
las inoculaciones (Figura 6). También se deter-
minaron diferencias del pH del medio, causadas
por los microorganismos con respecto al testigo,
sobre todo en el caso de las levaduras (Figura 7).
De manera similar, Cordero et al. (2008) mencio-
nan una disminucién del pH del medio de 7,0 a
4,6 en pruebas con Pantoea sp. en medio liquido;
los valores de P en solucion en el trabajo de Cor-
dero et al. (2008) fue de 1128 ug.ml!, valores mas
elevados que los incrementos de 38 y 510 pg.ml’!
P en medio liquido mencionados al utilizar Ente-
robacter absuriae (Gyaneshwar et al. 1999).

Pruebas de solubilizacion de P para bacterias y levaduras, a los 7 dias después de la inoculacién en condiciones de

27°C de temperatura y 200rpm de agitacion. A) Levadura L-9, B) Bacteria B-19 y C) Testigo.
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Fig. 7.
después de la inoculacién.

En la presente investigacion, el pH del
medio disminuy6 de 7,2 en el testigo, a 4,1 en
el caso de la bacteria B-19 (Figura 7) y en el
caso de la levadura L-51, se encontr6 la mayor
reduccién del pH con un valor de 3,8 (Figura
7). Los contenidos de P en solucién mas ele-
vados se observaron con la bacteria B-19 (3,8
mg.l"" P) en concordancia con los valores de
pH mds bajos que se obtuvieron. La levadura
L-9 present6 una solubilizacién de P mads alta

pH del medio en las pruebas de solubilizacion de las bacterias (A) y levaduras (B) evaluadas in vitro, a los 7 dias

(17,4 mg.I'! P) que la de las bacterias (Figura 8),
sin que se diera una relacién tan directa con el
pH (Figura 7). Aunque las levaduras in vitro
presentan una mayor solubilizacién de P con
respecto a las bacterias, es necesario mencionar
que estos microorganismos perdieron rapida-
mente su habilidad como solubilizadores bajo
condiciones de almacenaje en el laboratorio, lo
que limita sus posibilidades para ser utilizadas
como posibles inoculantes.
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Fig. 8.
alos 7 dias después de la inoculacién.

Evaluacion de microorganismos
solubilizadores de fosforo a nivel de
invernadero

Primer ensayo

Los cepas microbianas (Figura 9), utiliza-
das en esta prueba, se clasificaron de la siguiente

Concentracion de fésforo en solucién para las pruebas de solubilizacién de bacterias y levaduras evaluadas in vitro,

manera, en el caso de la bacteria B-19 se obtuvo
un 99% de correspondencia con Pseudomonas
fragi (Figura 9A), el caso de la levadura L-9 como
Wickerhamomyces anomalus, también conocida
como Pichia anomala o Hansenula anomala,
con un 99% de correspondencia con patrones
internacionales (Figura 9B) para el hongo H-20 se
obtuvo 100% de similitud con Aspergillus flavus
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(Figura 9C), para H-25 un 99% de similitud con
Penicillium sp (Figura 9D), para H-29 un 100%
de correspondencia con Trichoderma longibra-
chiatum (Figura 9E) y para H-23 un 100% de
correspondencia con Cladosporium sp (Figura
9F). El género Aspergillus se considera uno de
los mds importantes en cuanto a la solubilizacién
de P en el suelo (Motsara er al. 1995); como
corroboran Rashid et al. (2004) en un ensayo para
determinar la capacidad de produccién de dcidos

(2]

Fig. 9.

orgénicos y la solubilizacion de fosfatos, en con-
diciones in vitro, de diez cepas bacterianas y de
los hongos A. flavus (IRF), Penicillium canes-
cens (4RF) y Aspergillus niger (8RF); se encontrd
que todos los microorganismos produjeron dcidos
gluconico, fumadrico, succinico, acético y otros
4cidos en cantidades pequefias, mientras que A.
flavus produjo cantidades mayores de 4cidos en
comparacion a las otras cepas de hongos, en par-
ticular de 4cido oxdlico y citrico.

Tincién de Gram y observacion microscépica realizada a los microorganismos seleccionados para los ensayos en

invernadero. A) B-19 (bacteria Gram negativa) y B) L-9 (levadura); C) conididforo y cabeza aspergilar de H-20
(hongo); D) Conidias y conidiéforos de H-25; E) Conidias y conidiéforos de H-29; F) Conidias y conidiéforos de
H-23. Todas las observaciones realizadas por medio de microscopio con aumento de 100x.

Selvakumar et al. (2009) reportan la solu-
bilizacién de P y la promocién en el crecimiento
de plantas de trigo en presencia de Pseudomo-
nas fragi CS11RHI. Esta bacteria presenté capa-
cidad para producir 4dcido indolacético (IAA)
y cianuro de hidrégeno (HCN). Martin et al.
(2003), por su parte, reportan en plantas de fresa
mayores porcentajes de P en plantas inoculadas
con dicha bacteria.

En cuanto a la levadura, Wickerhamomyces
anomalus (Pichia anomala o Hansenula anoma-
la), no se tienen reportes de capacidad de solu-
bilizacién de fosfatos para este organismo, no
obstante, Nakamura et al. (2000) hacen mencion
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de esta levadura como un organismo capaz de
secretar fitasas.

Yasser et al. (2014) reportan el potencial
de Trichoderma longibrachiatum para solubilizar
P, mientras que Singh y Kapoor (1998) indican
esta misma caracteristica para Cladosporium
herbarum.

Variables evaluadas

Peso fresco y seco foliar

No se encontraron diferencias entre los
tratamientos al evaluar el peso fresco foliar
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(Cuadro 4); en el caso del peso seco aéreo, el
tratamiento testigo mostré el mayor valor con
0,92 g, el cual es estadisticamente igual al trata-
miento con adicién del hongo (0,89 g) y mayor
a los tratamientos con levadura y bacteria, los
cuales obtuvieron 0,82 g. El peso fresco radical
fue mayor para el testigo (1,64 g), mientras que
el peso seco radical fue estadisticamente menor
para el tratamiento con la aplicacién de leva-
dura (0,41 g) e igual para el testigo (0,64 g) y
el tratamiento con adicién del hongo (0,58 g) y
la bacteria (0,46 g) (Cuadro 4). Como se detalla
a continuacién en otras investigaciones se ha

encontrado un mayor crecimiento de las plantas
inoculadas con microorganismos solubilizado-
res de P en comparacién a las no inoculadas;
Lépez et al. (2008) mencionan aumentos en
la altura de planta, largo y ancho de hoja de
las plantas de maiz (Zea mays) inoculadas con
Bacillus megatherium var. Phosphaticum (solu-
bilizador de P) y Azotobacter sp. (fijador de N)
en comparacion al testigo, y Echeverria (2012)
un aumento en el crecimiento aéreo y radical,
una mayor absorcion de P y N en plantas de
tomate de arbol (Solanum betaceum) inoculadas
con Pseudomonas fluorescens.

Cuadro 4. Pesos frescos y secos de parte aérea y radical de plantas de arroz a los 102 dias después de su siembra, en invernadero.

. Peso Fresco Aéreo
Tratamiento

Peso Seco Aéreo

Peso Fresco radical Peso seco radical

(€3] (€3] (€3] (€]
Testigo 3,46 0,92b 1,64d 0,47b
Hongo 3,38 0,89ab 1,12b 0,58b
Levadura 3,29 0,82a 1,37¢ 0,41ab
Bacteria 3,27 0,82a 0,6la 0,46a

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).

Al evaluar el indice R/T (peso raiz/peso
foliar) en seco, se determind que esta relacion
fue mayor en el tratamiento inoculado con el
hongo, mientras que en fresco fue mayor en el
testigo (Figura 10). Este indice es dependiente
de la concentracién de nutrientes en el suelo
y las condiciones fisicas, quimicas y micro-
biolégicas que pueden afectar la formacion de

raices y su actividad (Lynch ef al. 2012), esto
varia entre especies y es fuertemente modi-
ficado por factores externos. Un importante
mecanismo que regula este indice, es el control
hormonal de las plantas, debido a que necesi-
tan mantener un “equilibrio funcional” entre
la parte aérea y radical (Liu et al. 2005, Lynch
et al. 2012).
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Fig. 10.

Relacién de pesos frescos y secos de raiz sobre pesos frescos y secos de parte aérea (Indice raiz/tallo) de plantas de

arroz de 102 dias después de su siembra, bajo diferentes tratamientos evaluados en invernadero.

Desde el punto de vista nutricional, Pellny
et al. (2008) mencionan que en caso del N, valo-
res mayores a 1 en indice R/T significan un con-
tenido apropiado del elemento en las plantas, por
lo que los resultados encontrados en este ensayo
indican valores deficientes de este elemento
en todos los tratamientos. Lynch et al. (2012),
Cakmak et al. (2000) y Nigussie et al. (2003)
mencionan que aquellos suelos con deficiencias
nutricionales se correlacionan con un aumento
en el crecimiento de raices de las plantas, y en el
caso especifico de las deficiencias de P, las plan-
tas incrementan la longitud de raices y producen
raices mas finas, con el fin de aumentar el area
superficial radical, y asi, mejorar la adquisicién
de P del suelo.

Los diferentes resultados encontrados en
los tratamientos en cuanto a indice R/T seco y
fresco (particularmente en el caso del hongo
y la bacteria), y en relacién con el testigo,
constituyen un indicador de que los microorga-
nismos afectan el crecimiento y la produccion
de materia seca, lo cual concuerda asi, con lo
reportado por Echeverria (2012), Lépez et al.
(2008), Martinez-Viera et al. (2007) y Zaady y
Perevolotsky (1995).

En este caso, el tratamiento con A. fla-
vus (H) produjo raices con menor peso fresco,
pero mayor materia seca comparado con el
testigo y logré un mejor equilibrio funcional,
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de las plantas inoculadas con este microor-
ganismo, respecto a su relaciéon R/T en seco.
Estas diferencias, sin embargo, no ocasionaron
cambios en el peso fresco y seco aéreo de las
plantas (Cuadro 4), posiblemente debido a que
las limitaciones nutricionales para el creci-
miento normal se mantuvieron.

Fosforo foliar

Ninguno de los tratamientos comparados
hizo variar significativamente el contenido foliar
de N y P en las plantas de arroz (Cuadro 5). Los
contenidos de estos elementos fueron muy bajos
comparados a los niveles criticos adecuados en
los andlisis foliares para esta planta, los cuales
van de 2,6% a 4,2% en el caso del N, y de 0,25% a
0,48% en el caso del P (Rodriguez y Frago 1999).

Cuadro 5. Andlisis foliar de plantas de arroz a los 102 dfas
después de la siembra, bajo diferentes tratamien-
tos probados en invernadero.

%
Tratamiento N P
Testigo 0,97 0,13
Hongo 0,99 0,13
Levadura 0,87 0,13
Bacteria 0,91 0,13
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Este resultado difiere de otros autores,
por ejemplo, Salih et al. (1989) mencionan que
2 cepas de Aspergillus foetidus y una cepa de
Penicillium sp. incrementaron el peso de las
plantas y la adquisicién de P en sorgo. Gaur ef al.
(1980) encontraron incrementos en la adquisicion
de P en plantas de trigo (Triticum spp.) y Vigna
radiata inoculados con Pseudomonas striata
y Aspergillus awamori junto con la aplicacién
de roca fosférica. Kucey (1987, 1983) y Asea
et al. (1988) mencionan incrementos en el peso
de plantas de trigo y los contenidos de P foliar,
con la inoculacién de Penicillium bilaii tanto en
experimentos de invernadero como en campo. Sin
embargo, Lopez et al. (2008) al evaluar el efecto
de Azotobacter sp. y Bacillus megatherium var.
Phosphaticum (cepa solubilizadora de fésforo)
sobre el crecimiento de maiz en un Vertisol y
en un Ultisol bajo condiciones de invernadero,
encontraron que en el Ultisol el tratamiento que
no recibi6 fertilizante con P, pero que fue inocu-
lado con el solubilizador, las plantas alcanzaron
un desarrollo estadisticamente semejante al tra-
tamiento sin los microorganismos, que recibi
100% de la dosis recomendada de fertilizante
fosférico; sin embargo, en el Vertisol no se obtuvo
respuesta significativa con el uso de los solubili-
zadores de P.

Nistez y Acevedo (2005) tampoco encon-
traron respuesta a la aplicacién de Penicillium
Jjanthinellum en papa, para las variables de con-
centracion foliar de P en prefloracién, materia
seca de hojas, tallos y tubérculos en floracion,
gravedad especifica y rendimiento del tubérculo,
en un Andisol de Colombia.

Los datos previos son un indicio de que
el tipo de suelo tiene un efecto sobre la efectivi-
dad de las inoculaciones microbianas, el hecho
de que los microorganismos utilizados en este
primer ensayo no fueron capaces de promover
un aumento en la concentracién de P en el tejido
foliar bajo las condiciones evaluadas, podria rela-
cionarse a las caracteristicas propias del suelo en
estudio. Como mencionan Osorio y Habte (2013),
la adsorcién de P inorgédnico en suelos volcdnicos
es muy alta y representa un factor limitante en la

eficiencia de fertilizacién y en la productividad
de las plantas. Los autores indican que en suelos
Andisoles, los materiales como la alofana, la
ferrihedrita y la goetita son los responsables de la
alta adsorcién de P.

He et al. (2002) encontraron que una
bacteria identificada como Moraxella sp. fue
capaz de desorber P inorgdnico de la superficie
de la goetita, montmorillonita y la caolinita, no
asi en la aléfana. Osorio y Habte (2013) al tra-
bajar con Mortierella sp., organismo conocido
como solubilizador de P, en 4 tipos de suelos
encontraron que la cantidad de P en solucion,
segin el tipo de material y debido a la inocu-
lacién del microorganismo, fue ordenada de la
siguiente manera: montmorillonita (1,86-2,33%)
> caolinita (3,73-5,45%) > goetita (0,23-0,8%) >
aléfana (0,001-0,005%). Los autores concluyen
que las cantidades liberadas por Mortierella sp.
de P inorgdnico a la solucién, dependieron del
mineral presente en el suelo y de la cantidad
de P inicialmente adsorbido en la superficie
de los minerales. Este P liberado a la solucién
aumenta con el incremento en la cantidad de P
inorgdnico adsorbido. En este mismo sentido, Do
Carmo Harta y Torrent (2007) mencionan que el
incremento en la concentracién de P inorgénico,
en la solucién, depende de la fuerza con que el
elemento es adsorbido en la superficie del mine-
ral. Esta fuerza decrece conforme incrementa la
saturacion del elemento en los sitios de adsorcién
en la superficie del mismo.

La efectividad de los microorganismos
para desorber P inorgénico, por tanto, depende
de la capacidad de adsorcién del mineral, lo cual
deja de manifiesto la relacién directa entre el
tipo de arcillas presentes y la eficiencia de los
microorganismos.

En el presente ensayo se utilizé un Andisol
entre los 1400 y los 2000 msnm, lo cual lo ubica
en el piso altitudinal medio (régimen tdico isotér-
mico), donde se da una alta retencién de P (Alva-
rado et al. 2001). Ademas, Soto (1998) menciona
que en los Andisoles de Costa Rica la cantidad
de P total a una profundidad entre 0-0,4m oscila
entre 817 y 5460 mg.kg!.
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Debido a lo anterior, se podria deducir
que el suelo utilizado tiene un alto potencial de
adsorber P, ya que solo presenté un contenido
de P total de 900 mg.I"' (Cuadro 1), por lo que
cuenta con una alta capacidad de adsorcion. Este
hecho afect? la eficiencia de los microorganismos
evaluados, lo que los hace poco efectivos en hacer
disponible este elemento para las plantas, por
lo que se presenta mds bien una inmovilizacién
microbiana (Richardson 2009), de esta mane-
ra, los tratamientos en los cuales se realizaron
inoculaciones, no afectaron las concentraciones
foliares de este elemento (Cuadro 5).

Se refuerzan los resultados al realizar el
recuento de los microorganismos solubilizadores
de P presentes en el suelo 3 meses después de la
cosecha, ya que se determiné que la poblacién
(NMP) fue casi 100 veces mayor en el trata-
miento inoculado con Aspergillus flavus (H) en
comparacién al testigo (T) (Figura 11), poblacion
atribuida al efecto del microorganismo inoculado.
Por otro lado, la cantidad de P soluble en el suelo
fue 2,67 mgl'.3 meses! mayor en este mismo
tratamiento con respecto al Testigo (Figura 11).
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Este poco aumento de la concentracién del P
disponible en el suelo con A. flavus, comparado
al testigo, puede ser relevante si se considera
que, por ejemplo, para la produccién de papa
en el campo es necesaria la aplicacién de al
menos 450 kg.ha! de P,Os, para conseguir un
aumento de 2-3 mg.l"'afio’! de P disponible en
este tipo de suelo (Alvarado et al. 2009), lo cual
hace pensar que la aplicacién de estos microor-
ganismos podria ser efectiva en estos suelos,
si los niveles en la concentracién de P logran
superar la inmovilizacién microbiana y la fuerza
de adsorcion del P en los complejos de arcilla.
Jones y Oburger (2011) indican que los microor-
ganismos solubilizadores de P pueden competir
con la planta por el P solubilizado. El P en la
solucién del suelo solo se incrementa cuando el
P solubilizado de los minerales del suelo y mine-
ralizado de la materia orgdnica o, de la biomasa
microbiana, excede el P inmovilizado (incorpo-
rado en la biomasa microbiana) y sorbido en los
minerales del suelo, es hasta entonces que el P
puede ser capturado por las plantas, todo ello en
un proceso dindmico.

25,00
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Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05).

Fig. 11.
la cosecha de las plantas de arroz.

Lo anterior, se consolida con los datos,
aportados por Marin (2015), en un estudio rea-
lizado en papa en un Andisol de la zona de Zar-
cero con manejo convencional (esto es con altas
fertilizaciones quimicas y un contenido de P en
solucién de 376 mg.l') y manejo orgdnico (con
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Poblacién de microorganismos solubilizadores de P y fosforo en solucién presentes en el suelo, 3 meses después de

fertilizaciones orgdnicas). En dicho estudio se
obtuvo un efecto mayor en el rendimiento de la
papa con la adicién de microorganismos solubi-
lizadores de P, cuando estos se aplicaron al suelo
con manejo convencional, es decir contenidos
muy altos de P en solucién.
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Segundo ensayo

Debido a que las plantas del ensayo ante-
rior presentaron contenidos de N muy bajos, se
realiz6 un ensayo previo antes de ejecutar el
segundo ensayo, para evaluar el posible efecto de
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la fertilizacién nitrogenada (100 kg.ha'! a razén
de 200 plantas m?) sobre los contenidos de P
foliar. Se encontr6 que la fertilizacién nitrogena-
da aument6 el peso seco foliar de las plantas y el
contenido foliar de N y no asf el contenido foliar
de P (Cuadro 6).

Cuadro 6. Peso seco y contenido de N y P foliar de plantas de arroz con y sin fertilizacién nitrogenada.

Tratamiento Peso seco Contenido Contenido
foliar foliar de N (%) foliar de P (%)
N+ 0,69 B 249 b 0,14
N- 047 A 1,50 a 0,14
A. flavus 044 A 146 a 0,14
A. flavus +N 0,64 B 2,57b 0,14

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).

Una vez descartado el efecto de la fertiliza-
cién nitrogenada sobre los contenidos de P foliar
y al considerar la mayor estabilidad de los hongos
para conservar su capacidad solubilizadora, se
procedi6 a evaluar el efecto de la inoculacién con
4 hongos con la aplicacién de roca fosférica (RF).
En este caso se encontrd que el peso fresco y seco
foliar fue estadisticamente igual para todos los
tratamientos, incluso el testigo (Cuadro 7). Para
la variable peso fresco radical, la prueba testigo
present6 el menor valor (Cuadro 7) y fue estadisti-
camente igual al testigo con RF; el procedimiento
con el hongo H-29 presenté valores mayores al

testigo y los tratamientos inoculados con los hon-
gos H-20, H-23 y H-25 presentaron pesos frescos
radicales mayores que el testigo con RF hasta en
el orden de 131%. Por otro lado el peso seco radi-
cal no mostré diferencias entre los tratamientos
(Cuadro 7). La aplicacién de RF por si misma fue
insuficiente para afectar el crecimiento de las rai-
ces de las plantas, pero su adicién con cualquiera
de los microorganismos provocé un aumento en el
peso fresco de las raices debido a la acumulacién
de agua en los tejidos radicales (lo cual le permitié
un mayor volumen de la raiz) y no al aumento de
la masa radical (peso seco).

Cuadro 7. Peso fresco y seco, foliar y radical de plantas de arroz sometidas a la inoculacién con 4 hongos solubilizadores de P

y aplicacion de roca fosforica.

Tratamiento Peso fresco Pesos seco Peso fresco Peso seco

foliar (g) foliar (g) radical (g) radical (g)
T 5,80 1,54 325A 0,86
T+RF 6,35 1,75 3,69 AB 0,79
HRR20 5,63 1,49 6,85 CD 0,80
HRR23 5,85 1,57 742 CD 0,83
HRR25 5,69 1,50 8,53 D 0,83
HRR29 5,29 143 5,76 BC 0,66

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).
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La relacion R/T (Figura 12) en fresco fue
menor que 1 y estadisticamente igual para los trata-
mientos T (0,56) y T+RF (0,58), mientras que para
los inoculados con roca fosférica y los 4 hongos,
fueron mayores a 1 y estadisticamente superiores a
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los tratamientos T y T+RF. La relaciéon R/T en seco
no mostré diferencias entre los ensayos. Un dato
significativo es que el valor de R/T seco obtenido,
en este caso para el tratamiento testigo, fue idéntico
al obtenido para el testigo del primer ensayo.
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Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05).

Fig. 12.

Relacién de pesos frescos y secos de raiz sobre pesos frescos y secos de parte aérea (Indice raiz/tallo) de plantas de

arroz de 102 dias después de su siembra, bajo diferentes tratamientos evaluados en invernadero.

Al analizar las concentraciones de N y
P foliar (Figura 13) se determiné que la aplica-
cién de RF permitié que se incrementaran los
contenidos de N foliar, mientras la adicion de
RF no fue suficiente para aumentar los conte-
nidos de P foliar de manera significativa. Pero
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% de N foliar

&S FEF

cuando el suelo se inoculé con los hongos y
se adicioné también RF, la concentracion de P
foliar se incrementd hasta en un 13% sobre el
tratamiento al que se le aplic6 solo RF (Figura
13) y en un 21% si se compara con el testigo
sin RF.
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Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05).

Fig. 13.
de Py aplicacién de roca fosférica.
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Contenido de N y P foliar de plantas de arroz de 102 dias después de su siembra, inoculadas 4 hongos solubilizadores
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Se concluye que la metodologia utilizada,
para la evaluacion de las cepas a nivel in vitro e
invernadero, es apropiada para la identificacion
de microorganismos potenciales solubilizadores
de P. Los microorganismos asi seleccionados
pueden ser utilizados para mejorar el aprovecha-
miento de la aplicacién de enmiendas fosféricos
en diversos suelos, y en el caso especifico de los
Andisoles, del fésforo presente en suelos con
altas fertilizaciones fosféricas previas (de Oli-
veira et al. 2014); es decir, mayores cantidades
de fosforo adsorbido, donde las fuerzas de reten-
cion del elemento sean menores y por lo tanto, la
liberacion del elemento se facilite y se superen
los limites de inmovilizacién microbiana. Para
la presente investigacion los hongos Aspergillus
flavus (H-20), Cladosporium sp (H-23) y Tri-
choderma longibrachiatum (H-29) mostraron
potencial para ser considerados como posibles
inoculantes microbianos para incrementar la
eficiencia en el uso de P en sistemas agricolas
sostenibles (Kaur y Reddy 2015), lo cual abre la
posibilidad de utilizar estos microorganismos en
diversos suelos y condiciones.
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