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RESUMEN

Se aislaron microorganismos solubilizadores de P de un mantillo de bosque ubicado
en un Andisol de Rancho Redondo, San José. Posteriormente se disefid una metodologia
para evaluar y cuantificar de manera in vitro la capacidad de los mismos para solubilizar P
utilizando el medio Osorio y Habte (2001); vy a nivel de invernadero, utilizando el suelo
Andisol de Rancho Redondo de alta retencion de Py arroz como planta indicadora.

Se aislaron hongos, bacterias y levaduras. En el caso de los hongos, para la
evaluacion in vitro se midio el crecimiento del halo de solubilizacion en placas petri con el
medio de cultivo en forma sélida; mientras que para las bacterias y levaduras se utilizé el
medio en forma liquida y se evalu6 el cambio de pH del medio, asi como la cantidad de P
en solucion. Se seleccionaron 29 cepas con potencial para la solubilizacion de P in vitro.

A partir de las pruebas in vitro se seleccion6 a Aspergillus flavus (Hongo, HRR-
20), Pseudomonas fragi (Bacteria, BRR-19) y Pichia anomala (Levadura, LRR-9), para
ser probados bajo condiciones de invernadero. Las plantas de arroz se cosecharon a los 102
dias después de la siembra y se evalué el peso fresco y seco de parte aérea y radical, altura
de planta, longitud de raiz principal, densidad longitudinal radical, indice raiz/tallo y
fosforo foliar. Ademas, tres meses despues de la cosecha, se determiné en el suelo la
poblacion de microorganismos solubilizadores de P, asi como la cantidad de P disponible
en el suelo en los diferentes tratamientos.

Se obtuvieron diferencias significativas entre tratamientos en lo correspondiente al
crecimiento radical, no asi del crecimiento de follaje. El tratamiento de Aspergillus flavus
junto con Azospirillum oryzae (H+A) fue donde se obtuvieron menores densidades de raiz y
menores longitudes de raiz. Este mismo tratamiento (H+A) y los correspondientes a los
microorganismos individualmente (H y T.A) fueron los que obtuvieron los mayores pesos
secos de raiz y los mayores indices raiz/tallo en seco. Pese a lo anterior, los analisis foliares
no mostraron diferencias significativas entre tratamientos en cuanto a la cantidad de P
foliar. Este resultado se relaciond con las caracteristicas mineraldgicas del Andisol

utilizado.
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En lo correspondiente a la sobrevivencia de los microorganismos y la cantidad de
fosforo disponible en el suelo después del ensayo, se obtuvo que para ambos casos el
tratamiento de Aspergillus flavus presentd las cantidades mas altas tanto de

microorganismos solubilizadores de P, como de P disponible en el suelo.
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INTRODUCCION

En Costa Rica, el orden de suelos conocido como Andisoles ocupa el tercer lugar
en cuanto a extension se refiere, con aproximadamente 6306 km?, después de los Ultisoles
y los Inceptisoles (Mata, et al. 2013).

Aunque esta area corresponde al 15,46% del area nacional (Mata, et al. 2013) los
suelos de este orden albergan la mayoria de la produccion cafetalera del pais, al igual que la
produccién de cafia de azucar, hortalizas, productos de exportacion tales como flores,
helechos y fresas. Asi como gran parte de la ganaderia de leche de altura, y en la parte
Norte y Atlantica del pais donde se cuenta con estos suelos se ha desarrollado la expansion
del cultivo de banano, ademas de raices, tubérculos y ornamentales (Bertsch, 1995).

Después del Nitrogeno (N) y el Azufre (S), el Fésforo (P) es el elemento mas
limitante en los tropicos, ya que es probablemente el nutriente con mayor estabilidad dentro
del suelo, debido a que no se pierde por lixiviacion o volatilizacion, y presenta una baja
solubilidad, por lo tanto menor disponibilidad para las plantas; provocando deficiencias en
las mismas (Bertsch, 1995). El P es un elemento limitante en mas del 30% de los suelos
cultivables del mundo y las fuentes de acceso conocidas de este elemento, estan siendo
consumidas a una velocidad que probablemente generara escasez dentro de pocos afios
(Raghotama, 1999; Vance, et al. 2003).

La poca solubilidad del P hace que el contenido total de este elemento en el suelo
no esté relacionado directamente con su disponibilidad (Sanzano, 2013) y esto es
particularmente importante en los suelos Andisoles. Nutricionalmente, este orden de suelos
en el pais puede catalogarse como moderadamente fértil y como suelos que se mantienen
“jovenes” debido a su renovacion constante con cenizas volcanicas (Bertsch, 1995). Para el
caso de los Andisoles, el 74% de las muestras analizadas para este suelo en el pais,
presentaron deficiencias de P (Bertsch, 1995); debido a la alta fijacion, que en algunas
ocasiones puede llegar facilmente a 92% (Henriquez, 2005).

Los Andisoles presentan como arcillas dominantes las alofanas. Este tipo de arcillas
suele hidratarse, formando complejos organominerales dificiles de descomponer, debido a

que se liga con materia organica y fija aniones (Bertsch, 1995).
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En Costa Rica, el contenido de P total en Andisoles puede oscilar entre 800 y
5500mg/L, sin embargo el P disponible est& entre 6 y 161mg/L (Soto, 1998). Lo anterior,
sumado a que el P aplicado en forma de fertilizante es rapidamente retenido por el suelo y
en porcentajes bastante altos (mas del 90% en algunos casos), hace que la disponibilidad de
este elemento para las plantas sea baja, y que en este tipo de suelos especificamente, el P
sea por lo general, el nutriente mas limitante para la produccion de los cultivos (Bertsch,
1995; Alvarado, et al. 2009).

Aunque las plantas contienen fésforo en cantidades muy bajas, este elemento
presenta una alta limitacion para la produccién, debido a su baja disponibilidad en el suelo
(Sanzano, 2013); por lo que aumentar la eficiencia en el uso de fertilizantes fosfatados
(Fallas, 2013), ademés de mejorar la absorcion de este elemento por parte de las plantas, se
vuelve cada vez mas necesario.

Este elemento brinda calidad y precocidad a los frutos, se encuentra tanto en tejidos
jévenes como en aquellos de mayor edad fisioldgica, asi como en dérganos de reserva.
Dentro de sus funciones estd el acumular energia y combustible para todas las actividades
metabolicas ya que forma parte del adenosin trifosfato (ATP) (Sanzano. 2013; Fallas,
2013).

En cuanto a la disponibilidad de este elemento para las plantas, los microorganismos
del suelo juegan un papel determinante, ya que actlan sobre la dinamica del P y la
consecuente disponibilidad para las mismas. Lo anterior se debe a que algunos son capaces
de solubilizar fosfatos inorganicos mediante la produccion de é&cidos organicos
(Richardson, et al. 2009; Kucey, 1987), agentes quelantes (Whitelaw, 1999), disminucién
del pH de la solucion del suelo (Richardson, et al. 2009; Whitelaw, 1999) y disposicién de
fosfatos contenidos en la materia organica del suelo, por medio de enzimas hidroliticas
como fosfonatasas, fosfatasas y fitasas (Cepeda, et al. 2005).

Por esta razon es que, los microorganismos solubilizadores de fdésforo son una
importante e interesante alternativa para el suplemento de este elemento a las plantas, ya
sea para promover la utilizacion de aquel fésforo que se encuentra ya en el suelo o el que se
adiciona en forma de fertilizante o abono (Cracogna, et al. 2003).

Este tipo de microorganismos utilizados como biofertilizantes o bioestimuladores,

puede representar un componente importante para los sistemas agricolas sustentables,
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ademas de ser economicamente atractivo, viable y ecol6gicamente aceptable. Ademas
permiten reducir el uso de insumos externos y aprovechar mejor aquellos recursos internos
como lo es el fosforo que se encuentra fijado en el suelo (L6pez, et al. 2008).

Debido a esto, el presente trabajo se realizd con el objetivo de desarrollar una
metodologia para aislar y evaluar microorganismos capaces de solubilizar fésforo a partir
de formas poco disponibles para la planta, utilizando arroz como planta indicadora y un
Andisol como suelo de estudio.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

-Aislar y evaluar microorganismos capaces de solubilizar fosforo a partir de formas
poco disponibles para la planta, en un Andisol de Costa Rica, utilizando el arroz

como planta indicadora.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

-Aislar microorganismos solubilizadores de P de un suelo Andisol en la zona de
Rancho Redondo, San Jose.

-Desarrollar in vitro una metodologia para evaluar la capacidad solubilizadora de los
microorganismos encontrados y seleccionar aquellos mas eficientes.

- Ensayar una metodologia a nivel de invernadero, para evaluar los microorganismos
aislados en cuanto a su capacidad para solubilizar P de un suelo Andisol, utilizando
plantas de arroz como cultivo indicador.

-Evaluar la eficiencia en la absorcion de fosforo de las plantas de arroz bajo la co-
inoculacion de los microorganismos solubilizadores de fosforo seleccionados y

Azospirillium oryzae PCJ1 como bacteria fijadora de nitrégeno.
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MARCO TEORICO

La estructura y funcionalidad de las raices pueden determinar la capacidad de
acceso de las plantas a los diferentes nutrientes, dentro de los cuales se encuentra el fosforo.
Entre las estrategias que poseen las plantas para adquirir nutrientes esta, la acidificacion de
la rizésfera por medio de la extrusion de protones y de exudados de la raiz, que van a
depender tanto del nutriente en cuestion, la especie de la planta y el tipo de suelo
(Richardson, et al. 2009).

De acuerdo a la capacidad metabdlica que posean las raices de secretar exudados,
asi se va a ver modificada la actividad microbiana en el suelo. Lo anterior ocurre de manera
inversa ya que la actividad de los microorganismos pueden estimular el crecimiento y
desarrollo de la planta por diferentes mecanismos entre los que estid, una mejor
disponibilidad de nutrimentos (Alarcén y Ferrera, 2000).

En el caso del P, su disponibilidad puede aumentar debido a la extrusion de protones
realizada por la raiz, que estd asociada a la reduccién de los sitios de adsorcion del P
dentro del suelo, alterando la cinética de adsorcion-desorcion de los ortofosfatos (Hinsinger
y Gilkes, 1996; Gahoonia y Nielsen, 1992; Hinsinger, 2001; Neumann y Rémheld, 2007); y

a procesos microbianos de mineralizacion (Bar-Yosef, et al. 1999;-Awasthi, et al.2011).

I. Penelsuelo

El contenido total de P de un suelo va a depender de tres factores: el material
parental, el grado de desarrollo del suelo y el contenido de materia organica del mismo
(Bertsch, 1982,1995), ademas del historial de aplicaciones que se le haya realizado al suelo
(Soto, 1998). Asi, generalmente, a mayor grado de meteorizacion, menor contenido de P
total en el suelo, y a mayor cantidad de materia organica, mayor contenido de P organico y
por lo tanto mayores contenidos de P total (Bertsch, 1982,1995; Alvarado, et al. 2001,
Soto, 1998; Henriquez, 2005; Ospina, 1974; Canessa, et al. 1986, 1987).

En el suelo se pueden encontrar 3 formas principales de fosforo (P): fosforo
inorganico, el cual representa del 35-70% del fosforo total; fosforo organico, que
corresponde del 30-65% del P total del suelo segin Shen, et al. (2011) y del 20-80% segun
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Raghothama, (1999); vy el fosforo soluble, el cual es el que se encuentra disponible para las
plantas, es decir, aquel fésforo que las plantas pueden absorber para realizar sus funciones
metabdlicas (Patifio, 2010).

En el suelo, el fosforo disponible puede encontrarse en las distintas formas de acido
ortofosforico (HsPOs, H2PO4, HPO42) y como el ion fosfato (PO43), siendo su forma
dominante en la solucién del suelo, altamente dependiente del pH (Fallas, 2013; Abou
Nohra, et al. 2007), ya que en un pH entre 2 y 7 predomina el HoPO4", mientras que en un
pH entre 7 y 12 predomina la forma HPO4? (Bertsch, 1995).

La fijacion del fosforo (P) en el suelo esta relacionada con las caracteristicas fisico-
quimicas que el suelo presente, como la cantidad de 6xidos de hierro (Fe) y aluminio (Al),
contenido de materia organica, de arcillas y de calcio (Ca) (Patifio, 2010), ya que este
elemento se torna rapidamente en no disponible para las plantas, al formar complejos
insolubles con estos cationes (Fe y Al en suelos &cidos; Ca en suelos alcalinos) (Abdd,
2006; Vance et al. 2003).

La retencion del P en el suelo se da por medio de dos vias: adsorcién de este
elemento en la superficie de las arcillas y la precipitacion del P con cationes de la solucion
del suelo (Bernal, 2010; Fallas, 2013; Fassbender, 1966).

La adsorcion se presenta sobre las particulas coloidales del suelo, como la materia
organica, las arcillas (Fassbender, 1966) y los 6xidos e hidroxidos de hierro (Fe) y aluminio
(Al) ya sea por atraccion electrostatica o por la sustitucion de grupos hidroxilo (OH") por el
ion ortofosfato (H2PO4") (Bernal, 2010. Novais et al. 2007) generalmente en suelos acidos
(Shen, et al. 2011).

La precipitacion se da cuando el P reacciona con el Fe, Al y Ca presentes en el suelo
(Bernal, 2010) y forma fosfatos de baja solubilidad del tipo de las apatitas (Cas (PO4)OH),
estrengita (FePO4.2H20), variscita (AIPO4.2H20) y otros fosfatos complejos cristalizados o
en su forma amorfa (Alvarado, et al. 2009).

Il. P ensuelos Andisoles.
A pesar de que el P total en los Andisoles del pais se encuentra en cantidades muy

elevadas (entre 800-5500 mg/L), las cantidades de P disponible para la planta son bastante
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bajas (aproximadamente 6-161 mg/L) (Alvarado, et al. 2001). Este P disponible varia en
cada uno de los subdrdenes debido a la retencion asociada a la mineralogia de las arcillas
dominantes de cada uno (Canessa, et al. 1986).

Como consecuencia a lo anterior, es que este elemento representa la mayor limitante
de los Andisoles, debido a que su alta fijacion supera por lo general el 70% vy llega
facilmente a valores de 95% (Bertsch, 1995). Ademas representa un problema en cuanto a
las aplicaciones de fertilizante a los cultivos, ya que alrededor del 80% del P aplicado como
fertilizante fosfatado, es fijado en el suelo (Cabalceta. 1993).

Alvarado, et al (2009), estudiaron el efecto residual de la aplicacion de P como
fertilizante en el cultivo de papa en un suelo Andisol de la zona de Cartago, aplicando dosis
crecientes de fertilizantes por 1 y 2 afios consecutivos. Los autores encontraron que la
retencion de P por parte del suelo fue de 93% y 91% durante el primero y segundo cultivo
respectivamente.

Los suelos volcéanicos de Costa Rica presentan una marcada acidez a diferencia de
los demas Andisoles de Centroameérica, la cual se debe al régimen pluviométrico y el
contenido de materia organica de los mismos (Fallas, 2013). En este tipo de suelos, el
contenido de materia organica es generalmente alto, por lo que esta posee una gran
importancia en el ciclaje del P, correspondiendo, el P organico a un 40% del P total
(Henriquez, et al. 1992).

Martini (1976) y Alvarado, et al (2009) mencionan ademaés, que conforme
disminuye la cantidad de material amorfo en estos suelos existe una menor cantidad de P
que puede ser fijado. Lo anterior sucede cuando aumenta el grado de meteorizacién y
aquellos materiales amorfos comienzan a ser mas cristalinos.

A pesar de que estos suelos presentan esta alta fijacion de P, Alvarado, et al (2009)
menciona que la retencion de este nutriente es reversible, ya que la cantidad de P desorbido
correlaciona con las formas de P 1abil en los Andisoles, encontrando valores de desorcion
de 76-433mg/L en un periodo de 70 dias (Soto, 1998), y de 20-40 mg/L en un periodo de 8
dias (Henriquez, 2005).

Estos procesos de desorcion para este elemento confirman la existencia de un
continuo entre las formas de P disponibles y las formas de P sorbidas (no disponibles en la

fase sélida del suelo), lo cual hace que sea arbitrario poder distinguir de manera permanente
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las fracciones de P disponibles y no disponibles en un suelo, debido a la naturaleza tan
dinamica que existe para este elemento (Frossard, et al. 2000).

El estudio de Henriquez (2005) sugiere por lo tanto, que existe una capacidad de
restitucion del P desorbido, el cual supera en mucho al valor de P disponible, que es
cuantificado en el analisis de rutina. Lo anterior implica que, aunque los niveles de P en el
suelo sean bajos (debido a la alta sorcién del elemento en el suelo), el proceso de desorcion

podria mantener un suplemento significativo de P.

I11. Papel de los microorganismos en la disponibilidad del P para las

plantas.

Los organismos del suelo estan intimamente involucrados en el ciclaje del P del
suelo, ya que participan en la solubilizacion del P inorganico y en la mineralizacion del P
organico, ademas de inmovilizar también aquel fésforo disponible (Paul y Clark, 1996.
Valenciano, 2014).

Paul y Clark (1996) indican que, aunque la biomasa de los microorganismos es
menor que la de las plantas, la cantidad en porcentaje de P en los microorganismos es 10
veces mayor que el de las plantas. Se sabe también que los microorganismos son
responsables de la inmovilizacion del P. Esta inmovilizacion es de corta duracion y resulta
beneficiosa para las plantas, ya que evita que este elemento sea fijado por mucho mas
tiempo en los minerales del suelo (Paul y Clark, 1996).

Los microorganismos tienen la capacidad de revertir el proceso de fijacion de P y
aumentar la mineralizacion del P orgéanico, contribuyendo significativamente a la
disponibilidad de este elemento para las plantas en el suelo (Richardson, et al. 2009).

Este proceso de mineralizacién lo logran por medio de la sintesis y liberacion de
acidos organicos (Bar-Yosef, et al. 1999), compuestos fendlicos, protones y sideréforos
(Awasthi, et al.2011;).

Otros mecanismos para la solubilizacion de compuestos inorganicos de P son, la
excrecion de protones debido a la asimilacion de amonio (NH4") por los microorganismos
(Kucey, 1983; Roos y Luckner, 1984; Abda-Alla, 1994; Ilimer, et al. 1995; Asea, et al.

1988; Whitelaw, 2000) y la desorcion de iones fosfato de los sitios de adsorcién por
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aniones organicos producidos por estos organismos 0 ya sea porque logran metabolizar
rdpidamente aquellos aniones producidos por la rizosfera y usarlos para la liberacion de P a
la solucion del suelo (Richardson, et al. 2009).

Por otro lado, tienen la capacidad de quelatar aquellos elementos responsables de la
insolubilidad de los fosfatos, como son el Fe, Al y el Ca, y que generan que el P inorganico
precipite; ademas, pueden asimilar directamente los fosfatos insolubles, acumulandolos en
sus células y liberandolos posteriormente (Bobadilla y Rincon. 2008).

Se sabe que los aniones organicos liberados por las raices de las plantas como el
citrato, oxalato, malato, malonato acetato, lactato, etc., logran movilizar el P por medio de
complejos humicos-metalicos (Gerke. 1993), y se ha demostrado que los mismos aumentan
la disponibilidad del P orgéanico (Hayes, et al. 2000).

Ademas, la fraccion de P organico del suelo debe ser desfosforilada por enzimas
como la fosfatasa para que la planta pueda absorber este nutriente. Estas enzimas pueden
ser producidas tanto por las raices de las plantas (Hayes et al. 1999; Hiibel, 1996; Li, et al.
1997; Tadano, et al. 1993) asi como por los microorganismos del suelo (Richardson y
Hadobas, 1997). No obstante, las contribuciones relativas de las fosfatasas a la hidrélisis
del P organico son hasta el momento poco entendidas (Hayes, et al. 2000).

Sin embargo, el mecanismo mas eficiente para la solubilizacion de P por parte de
los microorganismos es el de produccién de acidos organicos, los cuales son producto del
metabolismo microbiano por respiracion oxidativa o por fermentacion de sustratos
carbonados. Los acidos gluconico, oxalico, citrico, lactico, tartarico y aspartico son los mas
comunmente asociados a este proceso (Bernal, 2010; Richardson, et al. 2009); de estos, el
acido citrico y oxalico son los que suelen ser mas efectivos (Richardson, et al. 2009).

Un ejemplo de lo anterior, es el estudio realizado por Cordero et al. (2008) con
Pantoea sp. en el cual indica que la produccién de acidos organicos provoca la disminucion
del pH del suelo, y éste puede ser el método de solubilizacion de P que utiliza la bacteria.
En este estudio, el pH del medio descendio de 7 a 4,65, lo cual provoco que la cantidad de
P solubilizado en el medio pasara de 0 a 1128ug P/mL.

Paul y Clark (1996) aseguran que la liberacion de &cidos organicos puede jugar un
papel importante en la solubilizacién de P, no obstante en un experimento realizado in

vitro, se compar0 el uso de los microorganismos con la adicion de HCI al medio,
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encontrandose una baja correlacion entre los cambios de pH y la cantidad de P solubilizado.
Lo anterior sugiere que el mecanismo de solubilizacion de fosforo puede no ser
directamente la acidificacion del medio o el suelo, sino la quelatacion del Fe, Al y/o Ca por
medio de los &cidos organicos, reduciendo el numero de cationes disponibles para
reaccionar con el P inorganico (Paul y Clark, 1996).

Patifio (2010) menciona que la versatilidad que presenten los microorganismos para
utilizar las diferentes fuentes de carbono (C), hacen de estos potenciales candidatos para ser
utilizados como biofertilizantes en la agricultura.

Respecto a lo anterior, Patel et al. (2008) encontraron que aislamientos de
Citrobacter sp. fueron capaces de crecer en medios de cultivo con sacarosa y fructosa como
fuentes de carbono, generando en ambos casos acido acético y ademas acido piravico en el
caso del crecimiento en fructosa. Por otro lado, utilizando la glucosa o maltosa como fuente
de carbono, se reveld la produccion de acido glucénico por parte de la bacteria en estudio.
El poder utilizar todas estas fuentes de carbono en la produccién de acidos organicos le
confiere a esta bacteria gran versatilidad y mayor eficiencia en la solubilizacion de P del
suelo.

En otro estudio, realizado en el cultivo de uchuva (Physalis peruviana) se logré
aislar a Candida famata, una levadura capaz de solubilizar fosforo en el suelo y que en este
caso crece Y utiliza fuentes simples de carbono como la glucosa, para este fin. Esta levadura
no habia sido reportada como solubilizadora de fésforo, pero se habia reportado como

biocontroladora de Penicillum digitatum (Becerra, et al. 2011).

IV. Funcion del P en las plantas.

El fésforo es uno de los nutrientes vegetales mas importantes ya que forma parte de
los &cidos nucleicos, fosfolipidos y ATP, regula procesos metabolicos, transfiere energia,
forma parte de algunas enzimas y de procesos importantes como fotosintesis, glicélisis,
respiracion, reacciones redox (Vance, et al. 2003), aporta energia durante la sintesis y
transporte de carbohidratos en la planta, interviene en la division celular lo cual se refleja
en un acelerado desarrollo de las raices y estimulacion en la formacion de semillas
(Echeverria, 2012).
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Paul y Clark (1996) mencionan que las plantas deben utilizar parte de su energia en
poder movilizar el P de la solucion del suelo hasta el citoplasma, ya que la concentracion en
sus células es de 50-100 veces mayor que en el suelo.

Las deficiencias de este elemento dentro de la planta se pueden manifestar por bajas
concentraciones en la solucién del suelo, bajas tasas de difusion y baja capacidad de
reposicion de los niveles de fosfato en la solucion (Richardson, et al. 2005). Una baja
disponibilidad de este elemento, tiende a producir una mayor cantidad de antocianinas y
activar un sistema de alta afinidad para transportar el elemento (Fallas, 2013; Schachtman,
et al. 1998; Smith, et al. 2003; Plaxton y Tran, 2011).

Ademas, Ticoni y Abel (2004), mencionan que en el caso de plantas de Arabidopsis,
estas son capaces de activar una serie de hidrolasas para reciclar el P de las estructuras

organicas y propiciar el crecimiento de la planta.

V. Absorcion de P por parte de las plantas

Como se menciono anteriormente, el P en la solucion del suelo, se encuentra en las
formas de acido ortofosforico (HsPOs, H2PO4”, HPO42) y como el ion fosfato (PO42). No
obstante, las plantas pueden absorber este elemento solamente en sus formas inorgéanicas,
como ion ortofosfato primario (H2PO4 principalmente) y como ion fosfato secundario
(HPO4) de la solucion del suelo (Richardson, et al. 2009; Patifio, 2010.).

Ambas formas presentan su mayor disponibilidad para las plantas a pH entre 5-6,
son de lenta difusién y ademas presentan alta fijacion al suelo, por lo que tienen una baja
disponibilidad; lo que representa un factor limitante para el crecimiento vegetal y por lo
tanto, también para el rendimiento de los cultivos (Shen, et al. 2011).

Por otro lado se sabe también que la absorcion de este elemento por parte de la
planta no depende Unicamente del pH y factores fisicos del suelo, sino también de aspectos
fisioldgicos que afectan la absorcion de aniones, debido al co-transporte proton-anién del
apoplasma al citoplasma (Marschner. 1995).

El P es un elemento que se puede movilizar dentro de la planta, y para ser absorbido
por esta, el 90,9% de su movilizacion se da por medio de difusion, en respuesta a la

gradiente de concentracién del nutrimento en el suelo, donde las particulas se mueven de
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zonas de mayor concentracion a zonas de menor concentracion (zona cercana a la raiz
donde se ha producido un déficit debido al consumo del elemento por parte de la planta).
Seguido apenas con un 6,3% debido a flujo de masas, que consiste en el arrastre de los
elementos con el agua que se mueve hacia la raiz por efecto de transpiracion de la planta y
un 2,8% por interceptacion radical (Bertsch, 1995).

Segun Shen, et al (2011) la concentracién de P inorganico en el suelo, rara vez
excede los 10uM; Richardson, et al (2009) reporta concentraciones de 1-5 uM de
ortofosfato. Sin embargo, la concentracion de P en los tejidos vegetales va de 5000-
20,000uM (Shen, et al. 2011).

En algunos casos, el P presente en el suelo puede ser superior al requerido por las
plantas, no obstante, su baja movilidad hace que éste no esté disponible para ellas (Shen, et
al. 2011).

A pesar de lo anterior, las plantas han tenido que adaptarse a tomar el P a pesar de
sus bajas concentraciones en el suelo; razon por la cual el crecimiento y la arquitectura de
las raices se ve influenciada por el contenido y disponibilidad de este elemento (Jungk,
2001). EI 80% del P que las plantas toman del suelo, lo hacen por medio de los pelos
radicales, razon por la cual, bajo condiciones deficientes, éstos adquieren tanta relevancia
(FOhse, et al. 1991).

La biodisponibilidad de este elemento depende de la especie de la planta, estado
nutricional del suelo y las condiciones ambientales (Khan, et al. 2007). Sobre todo se ve
influenciado por cambios en el pH del suelo y la cantidad o tipos de exudados de la raiz
(Richardson, 1994). La solubilidad del P depende de la disociacion del HzPO4 y la forma
que tenga en solucion va a ser dependiente del pH. Un pH entre 5 y 6 favorece la absorcion
de este elemento por parte de la planta en su forma H2PO4 (Schachtman, et al.1998).

Por otro lado, se incrementa la disponibilidad del elemento con el aumento en la
actividad microbiana del suelo, por lo que se puede afirmar que los microorganismos
juegan un importante papel en la solubilizacién y dindmica del fésforo (P) dentro del suelo
(Patifio, 2010.). Lo anterior se debe a que el P ligado a la materia organica debe pasar por
un proceso de mineralizacion para ser absorbido y asimilado por las plantas, y este proceso

lo llevan a cabo los microorganismos (Fallas, 2013).
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De acuerdo a lo anterior se sabe también que la obtencidn de este elemento por parte
de las plantas, se da en su mayoria proveniente del P organico, el cual es mineralizado por
estos microorganismos por medio de enzimas como la fosfatasa (Paul y Clark, 1996; Fallas,
2013).

Bajo condiciones deficientes de este elemento en el suelo, la eficiencia de los
microorganismos aumenta, por lo que la absorcién de P por parte de las plantas es mayor,
sobretodo, si tales organismos se encuentran presentes en mayores cantidades en la
rizosfera (Khan, et al. 2007).

Richardson, et al (2009), menciona gque se han visto mejorias en el crecimiento de
las plantas y en su nutricion con P, atribuibles a los microorganismos solubilizadores de P,
sin embargo, las respuestas en campo han sido mas inconsistentes y dificiles de demostrar
con respecto a la parte in vitro.

En un estudio realizado por Cordero, et al. (2008) con la bacteria Pantoea sp., la
cual tiene la capacidad de solubilizar fosfatos y ademas, tiene caracteristicas nitrificadoras;
se mostré que al ser inoculada en plantas de rdbano incrementd la presencia de P en las
hojas.

Cordero, et al. (2008) también hace mencion de un estudio realizado por EI-Komy
(2005), en el cual se inocularon plantas de trigo con Pseudomonas striata y Bacillus
polymyxa, en el cual se dio un aumento de P en los tejidos de trigo en comparacion con
aquellas plantas que no fueron inoculadas con estos microorganismos.

Whitelaw, et al (1997) mencionan el caso de Penicillium radicum, el cual solubiliz6
P en medio de cultivo y promovio el crecimiento de trigo. No obstante la evidencia de que
las plantas mejoraron su absorcion de este elemento en respuesta a las inoculaciones,
especialmente con la aplicacion de fertilizantes fosfatados, fue posible solamente en
invernadero. Sin embargo, la promocion del crecimiento de las plantas podria no estar
necesariamente asociado a la solubilizacion de P por parte de los microorganismos, sino
mas bien a la produccion de fitohormonas (Wakelin, et al. 2006).

También Paul y Clark (1996) menciona que el hongo Penicillium bilaji fue probado
bajo condiciones de campo, en semillas de trigo, adicionandoles roca fosférica. En este
caso se demostro la solubilizacion de P y absorcion del mismo por parte de las plantas,

incrementando el crecimiento de las mismas.
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A pesar de que Khan, et al (2007), menciona los microorganismos rizosfericos
como organismos més eficientes para la absorcién de P por parte de las plantas, Tejera, et
al (2013) indica que bacterias endofitas con capacidad solubilizadora de P, pueden tener
una mayor ventaja con respecto a los microorganismos rizosféricos, debido a que los
primeros presentarian un reconocimiento molecular méas especifico con la planta, ademas
de que tendrian mayor disponibilidad de nutrimentos dentro de la planta y estan menos

expuestos a las condiciones adversas del medio ambiente.

V1. Microorganismos solubilizadores de P

Dentro de los microorganismos involucrados en este proceso (solubilizacion de P)
se encuentran las bacterias, hongos, protozoos, nematodos y chromista, de los cuales, los
hongos representan los mayores aportes en solubilizacion de este elemento, seguido de las
bacterias (Patifio, 2010).

De los hongos que actualmente se conocen con esta propiedad, los géneros
Aspergillus, Penicillium, Trichoderma y Fusarium, son los que presentan mayor capacidad
de solubilizacién de P (Patifio, 2010; Gyaneshwar et al. 2002; Kucey, et al. 1989;
Rodriguez y Frago, 1999; Subba- Rao, 1982; Whitelaw, 2000).

Estos géneros, segun algunos autores, resultan mas efectivos en la solubilizacion de
fosfatos de hierro y aluminio, en comparacion con los fosfatos de calcio (Kucey, 1983;
Ilimer y Schinner, 1995; Nahas, 2007; Whitelaw, et al. 1999).

Vera, et al (2002) lograron aislar también los géneros Paecilomyces, Gliocladium y
Gongronella, e identificarlos como solubilizadores de P. De estos géneros, se encontré que
la cantidad de colonias solubilizadoras de fosfatos de calcio fue mayor a la cantidad de
colonias solubilizadoras de fosfatos de hierro, en contradiccion a lo mencionado en el
parrafo anterior. Los autores atribuyeron las diferencias, a las constantes de solubilizacion
de cada uno de los fosfatos; donde el fosfato de calcio presenta una constante de 2,18x107,
mientras los fosfatos de hierro tienen una constante de 1,35x10728 (Vera, et al. 2002).

En el caso de las bacterias, se conocen mas géneros con capacidad solubilizadora de
P, dentro de ellas Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter,

Pantoea, Rhodobacter, Arthrobacter, Agrobacterium, Microccocus, Aereobacter,
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Flavobacterium, Enterobacter, Klebsiella, Serratia y Erwinia (Patifio, 2010.), siendo los
tres primeros, los géneros con mayor potencial de solubilizacion de fosfato y de estos,
Pseudomonas es, segun varias fuentes e investigaciones, el género con mayor capacidad
solubilizadora de fosfato ya que produce gran variedad de &cidos organicos y presenta altos
niveles de enzima fosfatasa (Vargas, 2012).

Ademas de los anteriores, se sabe que los actinomicetes también presentan esta
propiedad. Gémez, et al (2011) realizaron un estudio para determinar la capacidad de estos
organismos para mineralizar fdésforo organico y su interaccion rizosférica con micorrizas
en Trifolium repens L. (trébol blanco). Del estudio se obtuvo que la inoculacion de sélo
actinomicetes present6 valores mayores de fésforo inorganico en el suelo, mientras que la
concentracion de fésforo a nivel foliar fue mayor cuando habia co-inoculacion del
actinomicete con las micorrizas.

Es importante recalcar, que la cantidad de fosforo solubilizado va a ser altamente
dependiente de la fuente de P que se tenga y del tipo de microorganismo que se encargue
del proceso, sea hongo, bacteria o actinomicete (Richardson, et al. 2009).

Por otro lado, al estar tratando con organismos vivos se deben de tomar en cuenta
ciertas consideraciones ya sea en laboratorio, invernadero o campo para que los mismos
puedan sobrevivir y cumplir con las funciones para las cuales se realizan las inoculaciones.
Por ejemplo, al momento de realizar las inoculaciones en campo, se sabe que la densidad de
poblacién de estos organismos solubilizadores de P declina, pero su supervivencia va a
depender de la composicion del suelo, pH, temperatura y factores bidticos tales como la
competencia con otros microorganismos, predacion y el crecimiento de las raices; estos
afectaran directamente la capacidad de multiplicacién de estos organismos y por lo tanto su
eficacia (Khan, et al. 2007).

Asimismo, estos organismos se ven desfavorecidos al actuar bajo condiciones
alcalinas (pH mayores a 7) y la capacidad tampén (capacidad de mantener el pH estable
con la adicion de pequefas cantidades de bases o acidos fuertes) que ostente el suelo
también influird en su eficiencia. Lo anterior junto con el tipo de cepa que se utilice y el
genotipo de las plantas a las que se apliquen estos microorganismos, haran que se obtenga

ya sea una respuesta favorable o desfavorable para estas aplicaciones (Khan, et al. 2007).
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Si bien es cierto que la solubilizacion de P mediada por los microorganismos y la
mineralizacion del P organico son procesos importantes mediante el cual los
microorganismos son capaces de adquirir P del suelo; algunos autores sostienen que es
poco probable que los microorganismos logren solubilizar suficiente P para cumplir las
demandas de la planta, ya que éstas estan por encima de las propias necesidades de los

microorganismos (Tinker, 1980).

VII. Enzimas involucradas en el proceso de solubilizacion de P

De los compuestos organicos que se encuentran en el suelo, se da la liberacion de P
organico por medio de tres grupos de enzimas: a) las fosfatasas, b) las fitasas y c¢) las
fosfonatasas y liasas C-P, de las cuales, las dos primeras presentan mayor actividad. En el
caso del P inorganico, el efecto de los &cidos organicos es fundamental; en este caso, el
acido organico producido por el microorganismo va a depender de la fuente de carbono
disponible en el suelo (Patifio, 2010.).

La actividad enzimatica es especifica de cada suelo, ya que esta depende de la
cantidad de materia organica, biomasa microbiana, caracteristicas fisicoquimicas y
practicas de manejo que se dé en cada uno (Valenciano, 2014).

La gran mayoria de enzimas son producidas por los microorganismos que habitan el
suelo, no obstante, algunas de ellas se generan también por medio de secreciones de la
rizosfera y lisis celular (Cerén y Megarejo, 2005).

Los microorganismos producen estas enzimas con el fin de obtener los nutrientes
gue necesitan para su desarrollo, ya que con ellas pueden degradar y solubilizar sustratos
organicos del suelo, ademas de jugar un papel fundamental en la descomposicion de
materia organica y en la mineralizacion de nutrientes (Harris, 1992).

En el caso de la mineralizacion del P en el suelo, las fosfatasas son las enzimas que
presentan mayor actividad. Estas hidrolizan enlaces de pirofosfatos, metafosfatos y
polifosfatos inorganicos (Malcolm, 1983). Se clasifican en cinco grupos: hidrolasas de
monoésteres fosforicos, hidrolasas de diésteres fosforicos, hidrolasas de monoésteres
trifosforicos, enzimas que actdan sobre anhidridos que contienen fosforo y enzimas que

actian sobre enlaces P-N (Valenciano, 2014). Las fosfatasas se pueden encontrar en su
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forma tanto acida como alcalina; esto depende del rango de pH en el cual las mismas estan
activas (pH 4-6 se encuentra activa la fosfatasa &cida; pH 9-11 se encuentra activa la
fosfatasa alcalina), razon por la cual, son especialmente sensibles a los cambios de pH en el
suelo (Eivazi y Tabatabai, 1977).

En los suelos cuyo uso principal es la agricultura, se presenta una relacion fuerte
entre la dinamica microbiana y la actividad de las enzimas, ya que estas mejoran la
disponibilidad de nutrientes para satisfacer las necesidades metabolicas de los
microorganismos (Sinsabaugh, et al. 2008).

Estas enzimas son las encargadas de producir un equilibrio entre las cantidades
disponibles en la solucidn del suelo y las cantidades totales de fésforo en el suelo; ejemplo
de lo anterior son los fosfatos de inositol, los cuales son la principal forma de P orgénico en
el suelo y cuya solubilizacion depende de la actividad de las enzimas como la fitasa (Fallas,
2013; Paul y Clark, 1996).

VIIl. Asociaciones entre microorganismos solubilizadores de P vy

fijadores de N

Los microorganismos solubilizadores de fosforo se han estudiado de manera
individual pero también se han estudiado las asociaciones entre estos microorganismos con
microorganismos fijadores de nitrégeno.

Khan, et al (2007) indican que estos microorganismos no son antagénicos entre si y
por el contrario, la inoculacion de ambos genera resultados méas favorables que la
inoculacién de cada uno de estos organismos por separado; ya que aquellos con potencial
de solubilizacion de P, pueden aumentar la eficiencia de la fijacion bioldgica de nitrogeno y
de elementos traza como hierro, zinc, etc., incrementando, por lo tanto, el crecimiento de la
planta.

Esta idea la refuerza Alarcon y Ferrera (2000), ya que mencionan que los
microorganismos fijadores de N requieren de grandes cantidades de energia que se suple
por medio de la fotosintesis, que es un proceso dependiente del suministro de P a la planta,
razon por la cual se esperaria que ambos tipos de microorganismos funcionen mejor en

conjunto. No obstante, los microorganismos fijadores de nitrogeno presentan la limitante de
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tener una alta especificidad, lo cual define el éxito del establecimiento y funcionalidad del
microorganismo en el campo (Alarcon y Ferrera, 2000).

Tanto los microorganismos solubilizadores de P como los fijadores de N pueden
inducir cambios fisioldgicos en las plantas, como la sintesis de reguladores de crecimiento,
que estimulan la tasa de crecimiento de las plantas (Alarcén y Ferrera, 2000)

Ldpez, et al. (2008) evaluaron el efecto de Bacillus megaterium var. phosphaticum
(bacteria solubilizadora de fosforo) y Azotobacter sp. (bacteria fijadora de nitrdgeno) en un
suelo de alta fertilidad y un suelo de baja fertilidad, utilizando fertilizacion inorganica y
fertilizacion bioldgica por medio de estas bacterias. En este estudio se obtuvo, entre otras
cosas, que la bacteria solubilizadora de P tuvo un efecto mas marcado en el suelo de baja
fertilidad que en el de alta fertilidad y que la cepa fijadora de nitrégeno, logré un mejor
comportamiento en los suelos con mayor disponibilidad de P, lo cual concuerda con lo
mencionado por Khan, et al (2007).

Sin embargo, esta respuesta de la bacteria bajo condiciones deficientes de P en el
suelo, no es una condicion que se presente en todos los casos, ya que Tejera, et al (2013)
menciona que algunos los microorganismos solubilizadores de P exhiben represion de la

actividad solubilizadora en presencia de P soluble en el suelo, mientras que otros no.

IX. Uso de microorganismos solubilizadores de P en otros paises

Existe evidencia del uso exitoso de estos microorganismos como alternativas
eficientes para la fertilizacion de los cultivos. En el caso de Colombia se ha utilizado
Penicillium janthinellum en el cultivo de arroz, Pseudomonas fluorecens en Cuba para el
cultivo de tomate, Penicillium bilaiae en Canada para el cultivo de trigo y Penicillium
bilaiae ademés de Penicillium radicum en el caso de Australia (Patifio, 2010).

Por otro lado, en Rusia se han venido utilizando desde hace varios afios, bacterias y
hongos solubilizadores de fésforo como una préctica agricola comdn que ha dado buenos
resultados y se ha demostrado que la combinacion de distintas cepas de rizobacterias
promotoras de crecimiento produce un efecto benéfico en arroz y en cebada (INIFAP,
2012).
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No obstante a lo anterior, otros autores como Nustez y Acevedo (2005) mencionan
que no obtuvieron una respuesta positiva con la inoculacion de microorganismos en el
cultivo de papa. En este ensayo, los autores realizaron evaluaciones de fertilizacion con
fosforo junto con el biofertilizante Fosfosol®, el cual tiene como ingrediente activo a
Penicillium janthinellum Biourge. En el mismo no se mostraron diferencias en las
concentraciones de P en tejido foliar y rendimiento del tubérculo.

El proceso de solubilizacion del fosfato por parte de los microorganismos, no
solamente compensa los altos costos de fabricacion de fertilizantes, sino que también
moviliza el fosforo adicionado al suelo por medio de los fertilizantes sintéticos (Bobadilla y
Rincdn, 2008). Este punto es de gran importancia debido a que para elevar el contenido de
P en la solucion del suelo 1mg/Kg, se requiere aplicar de 60 a 200mg/Kg de este elemento
(Lépez, et al. 2008).

Debido a esta razon, en varios paises se ha venido impulsando el uso cada vez
mayor de biofertilizantes en complemento o en sustitucion de los fertilizantes sintéticos.
Colombia, por ejemplo, tiene registrados en el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA),
110 productos de este tipo, que a su vez 93 empresas fabrican, exportan y comercializan
(Campo, 2010).
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METODOLOGIA

Localizacion.

El suelo necesario para el estudio fue tomado en la localidad de Rancho Redondo
(Lat. 9,574112°; Log -83,57022°), en un suelo Andisol con alta fijacion de P (Fallas, 2013;
Mata, et al. 2013). En esta localidad se tomaron muestras de mantillo de una zona boscosa
con el fin de conformar una muestra compuesta para aislar los microorganismos y se
recolect6 suelo de pastizal para utilizar en el ensayo en invernadero.

El trabajo de investigacion se llevo a cabo en el Centro de Investigaciones
Agronomicas (CIA), en el Laboratorio de Microbiologia Agricola de la Universidad de
Costa Rica (UCR), donde se realizaron los aislamientos de aquellos microorganismos que
se lograron identificar como solubilizadores de fosforo.

Por ultimo, se realizO un ensayo en el invernadero del Laboratorio de
Microbiologia Agricola del Centro de Investigaciones Agrondmicas (CIA), utilizando la
bacteria, el hongo y la levadura que resultaron mas eficaces en la solubilizacién de fosforo
(P) en las pruebas in vitro. Estos microorganismos se evaluaron en plantas de arroz, junto

con una cepa de Azospirillum oryzae utilizada como posible fuente de Nitrégeno.

Aislamiento de microorganismos.

Para conformar una muestra compuesta se recolectaron 10 muestras de manera
aleatoria en un area total de 1000 m? de la zona boscosa elegida, para ello se eliminé la
hojarasca superficial y se recolectaron los primeros cinco centimetros de mantillo. La
muestra se llevé al laboratorio de Microbiologia Agricola de la Universidad de Costa Rica
para proceder al aislamiento de los microorganismos solubilizadores de fosforo.

Para ello se incubaron 500 mL del mantillo de bosque con 250 mL de semolina y 50
mL de melaza con el objetivo de incrementar las poblaciones de microorganismos
solubilizadores de fésforo (Castro, 2015). Esta mezcla se uniformd, manteniendo un nivel

de humedad adecuado y se dividié en 2 botellas de 1 L de capacidad cada una. Ambos
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frascos se cerraron herméticamente pero manteniendo una salida para el gas producido por
los microorganismos (Figura 1). Estas botellas se dejaron reposando en oscuridad por un
periodo de un mes.

Figura 1. Incubacion del mantillo de bosque. San Pedro, San José. 2015.

Después del periodo de incubacién, 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 para promover la multiplicacion de los microorganismos.

Luego de lo anterior, se procedié al aislamiento de los microorganismos con
capacidad solubilizadora de fosforo utilizando el medio de cultivo de Osorio y Habte
(2001) (Anexo 1) al cual se le adiciono roca fosférica con un tamarfio de particula entre 90 y
500um, vy utilizando la metodologia de diluciones seriadas. Para las diluciones se midieron
10mL de la mezcla preparada anteriormente, los cuales se colocaron en botellas con 90 mL
de agua previamente auto clavada y se pusieron en agitacion durante 30 min. Seguidamente
se tomo de cada una de las botellas 1 mL y se coloco en tubos de ensayo con 9 mL de agua
estéril (dilucion 1072). De este tubo, se tom6 1 mL y se paso a otro tubo con 9 mL (dilucion
107%). Lo anterior se repitié hasta alcanzar la diluciéon 10 (Figura 2).
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Figura 2. Dilucion seriada para el aislamiento de microorganismos. San Pedro, San José.
2015.

A partir del tubo correspondiente a la dilucion 10 = y hasta 10 -7 se tomaron 100 pL
y se colocaron en platos con el medio de cultivo de solubilizadores de fésforo. El caldo
microbiano se esparcio en el plato con un asa Digralsky y los platos se dejaron incubando a
25°C. A partir del dia dos, se procedi6 a re aislar todas aquellas colonias que mostraran
habilidad para solubilizar P (Figura 3). Lo anterior se logré por medio de la produccién de
un halo amarillo en el caso de los microorganismos capaces de solubilizar este elemento y

los cuales generan disminucion en el pH del medio que se ve reflejado con la transicion de

color azul a color amarillo del medio (Figura 3B).

Figura 3. A) Material utilizado para realizar las diluciones. B) Seleccion de los
microorganismos obtenidos con las diluciones seriadas, que presentaron

capacidad de solubilizar fésforo. San Pedro, San José. 2015.

Seguidamente se realizaron los aislamientos necesarios para obtener colonias de
microorganismos puros y al mismo tiempo monitorear que conservaran su habilidad

solubilizadora. Esto por medio del pasaje continio de los microorganismos al medio de
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Osorio y Habte (2001) con el fin de observar si producian cambio de color en el medio, lo

cual significaba que adn tenian capacidad de solubilizar el nutrimento.

Pruebas de solubilizacion de fosforo in vitro.

Para realizar estas pruebas, se utilizaron platos con medio de solubilizadores de
fosforo, en el caso de los hongos. Estos se dividieron en 4 partes iguales (Figura 4) y en el
centro se retird una porcién circular de medio con una pipeta Pasteur, usada como
sacabocados, para colocar ahi una porcion circular de igual tamafio, del medio con el hongo
de interés. Para cada hongo se midi6 durante una semana, la formacién de halo y el viraje a

color amarillo del medio.

Figura 4. Platos utilizados en las pruebas in vitro para medir la capacidad solubilizadora de
P de los hongos. San Pedro, San José. 2015.

Se realizaron 4 repeticiones (4 platos) por microorganismo y una vez colocado el
hongo, los platos se dejaron en la incubadora a 25°C. A los 3 y 5 dias después de haber
colocado el in6culo en el plato (Figura 5), se realizaron mediciones del halo de
solubilizacion en los puntos: A, B, C 'y D de cada plato (Figura 4).
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Figura 5. Evaluaciones in vitro de solubilizacién de fosforo de los hongos aislados del suelo
andisol. San Pedro, San José. 2015.

En el caso de las bacterias y levaduras se utiliz6 el medio de Osorio y Habte (2001)
modificada a medio liquido. Se utilizaron tubos de ensayo con 9mL de este medio y se
realizaron 3 repeticiones por cada bacteria o levadura.

A cada tubo se le inocularon 100uL del caldo bacteriano correspondiente, y
paralelamente se realizaron diluciones seriadas hasta 107 para saber la cantidad de unidades
formadoras de colonias (UFC) que se inocularon al medio (Cuadro 1).

Para la preparacion del caldo bacteriano que seria inoculado a los tubos con medio,
se utilizd una solucion salina al 0,85%, en la cual se diluyeron las colonias previamente
purificadas y crecidas de cada microorganismo, hasta alcanzar un nivel de turbidez de 10
que se compard con el estandar de turbidez McFarland.

Una vez alcanzado este nivel de turbidez, se tomaron 100uL para realizar las
diluciones seriadas (utilizadas para conocer la concentracion del indculo), y 100uL para
inocular cada una de las repeticiones.

En el caso de bacterias y levaduras se evalu6 el pH del medio y cantidad de fosforo
en solucién, razén por la cual, en este caso se utilizd un testigo como referencia, al cual no

se le realizd la inoculacion de ningin microorganismo (Figura 6).
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Cuadro 1. Concentracion de los caldos microbianos con los cuales se inocularon las pruebas
in vitro de bacterias y levaduras. San Pedro, San José 2015.

ID Micoorganismo Recuento

LRR-8 6,0x10°”
LRR-9 9,5x10°®
LRR-22 1,4x10”7
LRR-11 1,2x10”
LRR-51 1,6x10°8
LRR-21 9,5x107
BRR-18 2,3x10°
BRR-19 2,2x10°
BRR-52 1,1x10°
BRR-55 2,5x10°
BRR-50 2,5x107

Figura 6. A) Caldo bacteriano a la izquierda comparado con un estdndar McFarland a la
derecha. B) Materiales para las inoculaciones y diluciones seriadas de bacterias y
levaduras. San Pedro, San José 2015.
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Una vez inoculados, los tubos se incubaron a 27°C y a 200rpm. Cumplida la
semana, los caldos se filtraron utilizando papel filtro Fisherbrand P8 con retencion de
particulas mayores a los 20 um (Figura 7). A cada una de las repeticiones se les midio el
pH y posteriormente se llevaron al Laboratorio de Suelos y Foliares del CIA para que se les
midiera la cantidad de P en solucion por medio de Espectroscopia de Emision Optica de
Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-OES).

Los datos obtenidos de las pruebas in vitro, tanto para bacterias y levaduras como
para hongos, se analizaron por medio de un ANDEVA y como separador de medias se
utilizo la prueba de Tukey al 5%.

Todas las cepas microbianas se almacenaron en refrigeracion (-70°C) y se eligieron
los microorganismos HRR-20 (hongo), LRR-9 (levadura) y BRR-19 (bacteria), para ser
utilizados en el ensayo en invernadero. Estos microorganismos se enviaron al Laboratorio
de Técnicas Moleculares del Centro de Investigaciones en Proteccion de Cultivos
(CIPROC) para su identificacion molecular.

Ademas de estos, se escogio la cepa de Azospirillum oryzae PC J1 CIA-UCR para
ser utilizada en los ensayos de invernadero con el fin de evaluar la sinergia que se podria

dar entre los microorganismos seleccionados y esta bacteria fijadora de nitrogeno.

Figura 7. Caldos bacterianos y de levaduras filtrados luego de 7 dias de haber sido

inoculados. San Pedro, San José. 2015.
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Ensayo en invernadero.

Para el ensayo en invernadero se realiz6 un almacigo de arroz Palmar 18, en bandeja
de 200 celdas con una mezcla de 75% del suelo Andisol de Rancho Redondo (Anexo 2, 3y
4) y 25% de peatmoss, con el fin de escoger plantas lo mas homogeneas posibles. En el
Cuadro 2 se presentan algunas caracteristicas de este suelo en cuanto a las cantidades de P

presentes.

Cuadro 2. Andlisis quimico del suelo de Rancho Redondo utilizado para el ensayo en
invernadero. San Pedro, San José. 2015.

ANALISIS QUIMICO DE SUELOS

pH P disponible | P total % Relacion
ID USUARIO ID LAB H,0 mg/L ppm C N CIN
SUELO RANCHO REDONDO ~ S-14-07247 53 6 900 3,00 031 97

**Fdsforo disponible determinado mediante Olsen modificado y valorado por Colorimetria con el Analizador
de Inyeccion de Flujo (FIA); Fésforo total determinado mediante digestion himeda con HNO; y
determinacion por Espectrometria de Emision Atdmica con Plasma (ICP); el % C y N totales se determinaron

con el Autoanalizador de C/N por combustion seca.

En la bandeja de 200 celdas se colocaron 2 semillas por celda, y a los 13 dias
después de la siembra las plantas fueron trasplantadas a nuevas celdas de alméacigo de
200cc de capacidad, las cuales contenian el suelo recolectado de Rancho Redondo (Cuadro
2). En estas celdas, se trasplantaron las dos plantas de arroz que contenia cada celda de la
bandeja de 200 celdas, para luego ser raleadas a una planta por celda (de 200cc) (Figura 8).

El disefio experimental de este ensayo estuvo conformado con 9 tratamientos y 4
repeticiones por tratamiento. Cada repeticion de los tratamientos conté con 12 plantas,
divididas en dos recipientes con 6 plantas cada una como se observa en la Figura 8, B). Los
dos recipientes por repeticion conformaron la unidad experimental, y cada una de estas se
utilizo para contener el agua de riego, con el fin de que el suelo se mantuviera a capacidad

de campo en todo momento.
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Figura 8. A) Siembra de alméacigo de arroz Palmar 18 y B) su posterior trasplante a celdas

de 200cc para conformar las repeticiones. San Pedro, San José. 2015.

En total se utilizaron 72 recipientes con 6 plantas cada una, que representaban las 36
repeticiones de los 9 tratamientos. A continuacidn se presentan los tratamientos que fueron
evaluados:

-Testigo absoluto (T).

-Hongo solubilizador de fosforo (Aspergillus flavus), HRR-20 (H)

- Bacteria solubilizadora de fosforo (Pseudomonas fragi), BRR-19 (B)

- Levadura solubilizadora de fosforo (Pichia anomala), LRR-9 (L)

- Testigo Azospirillum oryzae, J1 (T-A)

- Hongo solubilizador de fésforo, HRR-20 + Azospirillium oryzae, J1 (H+A)

-Bacteria solubilizadora de fésforo, BRR-19 + Azospirillium oryzae, J1
(B+A)

-Levadura solubilizadora de fésforo, LRR-9 + Azospirillium oryzae, J1
(L+A)

-Hongo solubilizador de fésforo, HRR-20 + Bacteria solubilizadora de
fosforo, BRR-19 + Levadura solubilizadora de fdsforo, LRR-9 +
Azospirillium oryzae, J1 (H+B+L+A).
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Para el ordenamiento de los tratamientos se utilizo un disefio experimental
irrestricto al azar, con previa aleatorizacion de los tratamientos. Estos se colocaron en 2

mesas del invernadero con dos hileras en cada mesa (Figura 9).

Testigo

Bacteria

Hongo

Levadura
T.Azospirillum
Hongo+Azos
Bacteria+Azos
Levadura+Azos
Bac+Hon+Lev+Azos

0

AW AR

Figura 9. A) Disefio irrestricto al azar utilizado en el ensayo B) Ordenamiento de las
unidades experimentales segin los tratamientos utilizados en el ensayo en
invernadero. San Pedro, San José. 2015.
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Se realizaron las inoculaciones de los microorganismos un dia después del
trasplante (14 dias después de la siembra), a los 22 (36dds) y 44 dias (57dds) después del
trasplante. Para la primera inoculacion, se aplicaron 2mL del caldo de microorganismos
(segun el tratamiento) por planta, y para la segunda y tercera inoculacion se aplicaron 5mL
por cada planta.

Los microorganismos escogidos se cultivaron en medio de Agar nutritivo y Agar
papa dextrosa una semana antes de que se realizara la inoculacion, y el dia de la aplicacion
se realiz6 una dilucion seriada de cada uno de ellos para conocer la concentracion en que
fueron aplicados.

Para lo anterior se agregaron aproximadamente 4mL de agua estéril, la cual se
agregd a los platos donde crecian los microorganismos y con un aplicador se suspendio
todo el crecimiento de los mismos. El caldo resultante se pasoé a botellas plasticas las cuales
contenian agua esteéril. De estas botellas se tomaron los volumenes necesarios para hacer las
mezclas de los microorganismos segun los tratamientos. De cada suspensién se realizaron
diluciones seriadas para conocer la concentracién en que cada microorganismo fue aplicado

en las tres ocasiones a las plantas de arroz (Cuadro 3).

Cuadro 3. Concentracion de las suspensiones microbianas aplicadas a las plantas de arroz

en las diferentes inoculaciones realizadas. San Pedro, San José. 2015.

Microorganismo 1" inoculacion 2% inoculacion  3°™ inoculacion

2ml 5ml 5mi
" 1,2x10° 1,7x10° 5,5x10°
(Azospirillum oryzae) : ’ ,
BRR-19 o . .
(Pseudomonas fragi) 4,2x10 2,5x10 1,1x10
LRR-9 , , )
(Wikerhamomyces anomalus ) 9x10 9x10 1x10
HRR-20 , . .
5x10 2x10 1x10

(Aspergillus flavus)
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Toma de datos.

A los 102 dias después de la siembra se realizé la cosecha de la plantas, y se
realizaron las evaluaciones correspondientes. En primer lugar se realizé la cosecha de la
parte aérea, cortando las plantas con tijeras a ras del suelo (Figura 10). Cada planta se peso
inmediatamente después de ser cortada y seguidamente fue medida utilizando una cinta

métrica (Figura 11), luego se colocaron individualmente en bolsas de papel y se pusieron a

secar durante 1 dia a una temperatura de 80°C.

Figura 10. Parte aérea de plantas de arroz correspondientes a los diferentes tratamientos del ensayo:
A) Testigo, B) Bacteria, C) Hongo, D) Levadura, E) Testigo de Azospirillum oryzae, F)
Bacteria+Hongo+Levadura+Azospirillum oryzae, G) Levadura+Azospirillum oryzae, H)
Bacteria+Azospirillum oryzae, 1) Hongo+Azospirillum oryzae San Pedro, San José.
2015.

42



‘l& AAAR
OO0

Iy Q
v {T%'v"‘v‘ﬁ.s',?.," \
LXXXXY

Figura 11. Medicion y pesaje de parte aérea de plantas de arroz correspondientes a los

diferentes tratamientos del ensayo. San Pedro, San José. 2015.

Al dia siguiente, se cosecharon las raices, las cuales fueron lavadas cuidadosamente
para evitar la pérdida de material y de igual manera, pesar una vez que estuvieran secas
(Figura 12). Luego, cada raiz se midié utilizando la raiz principal como referencia.
Posterior a esto, se guardaron individualmente en bolsas de papel para ser secadas al igual
que la parte foliar.

A  Testigo 1 Testigo 2 E

£
Figura 12. A) Raices de plantas de arroz una vez cosechada la parte aérea. B) Raices de
plantas de arroz correspondientes al tratamiento testigo una vez lavadas y

secas. San Pedro, San José. 2015.
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Luego de tener parte aérea y raices secas, éstas se pesaron de nuevo de manera
individual. Finalmente se unieron las 12 plantas por repeticion para enviar las muestras al
Laboratorio de Suelos y Foliares del CIA y realizarles un anélisis quimico foliar por cada

repeticion.

Sobrevivencia de Microorganismos y determinacion del P soluble en el Suelo.

Para la determinacion de P en solucion y sobrevivencia de microorganismos
después del ensayo; se tomd una muestra del suelo de cada una de las repeticiones de los
tratamientos correspondientes al Testigo (T), Aspergillus flavus HRR-20 (H), Pseudomonas
fragi BRR-19 (B), Pichia anomala LRR-9 (L) y Testigo Azospirillum oryzae, PC J1 CIA-
UCR (T.A), 3 meses después de la cosecha.

Estas muestras se llevaron al Laboratorio de Suelos y Foliares del CIA para
determinar la cantidad de P en solucién por medio de Espectroscopia de Emision Optica de
Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-OES), al mismo tiempo que se llevaron al
Laboratorio de Microbiologia Agricola del CIA, para realizar las diluciones seriadas con el
fin de obtener la poblacion de los microorganismos solubilizadores de P correspondientes
en cada suelo, utilizando el método del nimero mas probable.

Para las diluciones se pesaron 10g de suelo de cada repeticion y se colocaron en
botellas con 90mL de agua previamente autoclavada y se pusieron en agitacion durante
30min.

Seguidamente se tomé de cada una de las botellas 1mL y se colocd en tubos de
ensayo con 9mL de agua estéril (dilucion 102), de la misma manera que se realizo para el
aislamiento de microorganismos para las pruebas in vitro; lo anterior se repitié hasta
alcanzar la dilucion 107,

Se utilizaron platos con medio de solubilizadores de P (Osorio y Habte. 2001),
divididos en tres partes y a partir del tubo correspondiente a la dilucién 102 y hasta 10 se
colocaron 10 pL en cada uno de los 3 puntos en cada plato (correspondientes en este caso a

los platos de las diluciones de 102 y hasta 10°9).
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Los platos se dejaron incubando a 25°C y se realizaron observaciones a los 4 y 6
dias de incubacién (Figura 13). Al sexto dia, se utilizé una Tabla del nimero méas probable
para determinar la cantidad de microorganismos viables, capaces de solubilizar fosforo.

Una vez realizada la toma de datos de todas las variables evaluadas, se procedio a
realizar el andlisis estadistico de los datos por medio del analisis ANDEVA de Infostat.
Para la separacion de medias, se utilizd una prueba de Tukey al 5% en el caso de las
variables para parte aérea y raiz, UFC y P en solucion. Para la separacion de medias del

analisis quimico foliar, se utilizé la misma prueba de Tukey al 10%.

Figura 13. Platos con medio de solubilizadores de P, correspondientes a la determinacion
del Numero mas probable (NMP) en los tratamientos Testigo (T), Bacteria
(B), Levadura (L), Testigo de Azospirillum sp. J1 (T.A) y Hongo (H)
utilizados en el ensayo en invernadero. San Pedro, San José. 2015.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de microorganismos.

Del suelo elegido, se lograron seleccionar 54 microorganismos con capacidad de
solubilizar fosforo (P) en condiciones in vitro. Esta capacidad se evidencié mediante el
cambio de color del medio, de azul a amarillo, como consecuencia de un cambio en el pH
(Figura 14). El medio utilizado (Osorio y Habte, 2001), contiene verde de bromocresol
como indicador de pH; es color azul a pH mayor a 5,4 y empieza a cambiar a amarillo por
debajo de este valor.

Los microorganismos solubilizadores de fosforo ponen a disposicion el P que se
tenia como no disponible, por medio de la produccion de &cidos orgénicos, como
consecuencia de su metabolismo para el consumo de glucosa (Hwangbo, et al. 2003); la
produccion de compuestos fenolicos, protones liberados durante la respiracion o la
asimilacion de NH4* y sidero6foros; factores que provocan la disminucién en el pH del
medio, y la consecuente liberacion del elemento (Awasthi, et al. 2011; Rashid, et al. 2004).
Estos &cidos orgéanicos pueden formar complejos solubles con iones metéalicos asociados al
P insoluble (Ca, Fe y Al) (Kepert, et al. 1979; Omar, 1998; Rashid, et al. 2004).

Figura 14. Microorganismos aislados del suelo Andisol elegido. A) Seleccién de

microorganismos por medio de la aparicion de halo color amarillo. B) Re
aislamiento y purificacion de los microorganismos con esta capacidad. San
Pedro, San José, 2015.
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Bernal (2010), utilizd el mismo medio de Osorio y Habte para la seleccion de
microorganismos solubilizadores de P en raices de plantas de vainilla. Al final de un
periodo de incubacién, el autor propone que aquellas colonias que exhibian un cambio de
color a su alrededor (paso de color azul a color amarillo), lo hacian debido a la capacidad
de estos organismos de solubilizar la roca fosforica por medio de la produccion de acidez.

De los 54 microorganismos identificados inicialmente, la cantidad se redujo
posteriormente a 29 organismos (Cuadro 4). Lo anterior debido a que algunos de ellos
perdian su capacidad de solubilizar P con los pasajes sucesivos y el almacenamiento en
condiciones de refrigeracion (Figura 14B).

Sperber (1958) encontrd que, al igual que en el caso de este ensayo, muchas de las
bacterias solubilizadoras de fosfatos, perdian esta capacidad con el subcultivo en serie; no
obstante, Kucey (1983) menciona que los hongos solubilizadores de P preservan mejor su

actividad después del subcultivo y ésta actividad se puede mantener durante algunos afios.

Pruebas de solubilizacion de P in vitro.

En el cuadro 4 se observan los microorganismos aislados del suelo de Rancho
Redondo con capacidad de solubilizar fosfatos. Fueron utilizados 15 hongos, 9 levaduras y
5 bacterias para las pruebas in vitro y de estos, fueron seleccionados tres microorganismos
(HRR-20, BRR-19 y LRR-9) para realizar el ensayo en invernadero.

En el caso de los hongos, se dio un crecimiento paulatino del halo de solubilizacion
entre la primera y segunda evaluacion en casi la totalidad de los microorganismos
evaluados, no obstante el hongo HRR-29 por ejemplo, presentd en dos repeticiones un
crecimiento acelerado del halo, ya que en la primera evaluacion no generé un cambio en el
color del medio y para la segunda evaluacion el crecimiento del halo igual6 las otras dos
repeticiones para este organismo. Este hongo fue el que presenté mayores diferencias entre
la primera y segunda evaluacion del halo de solubilizacion debido al tipo de crecimiento
que presento.

Por el contrario, el hongo HRR-14 presento la menor diferencia entre la primera 'y la

segunda evaluacion del halo y en el caso del hongo HRR-52, no se dio viraje en el color del
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medio en ninguna de las evaluaciones, a pesar de que se dio el crecimiento normal del

mismo.

Cuadro 4. Microorganismos aislados de un suelo Andisol con capacidad solubilizadora de

fosforo (P). San Pedro, San José. 2015.

Lista de Microorganismos Seleccionados

ID Hongos

ID Levaduras

ID Bacterias

HRR-13
HRR-14
HRR-18
HRR-19
HRR-20
HRR-21
HRR-22
HRR-24
HRR-25
HRR-26
HRR-27
HRR-29
HRR-31
HRR-51
HRR-52

*

*

*

**

LRR-8

LRR-9
LRR-11
LRR-17
LRR-21
LRR-22
LRR-51
LRR-53
LRR-54

*

**

*

BRR-18 *
BRR-19 **
BRR-50 *
BRR-52 *
BRR-55 *

*Seleccionados para pruebas in vitro.
** Seleccionados para pruebas in vitro y para ser utilizados

posteriormente en ensayo de invernadero.

En la Figura 15 se muestra el halo de solubilizacion del hongo HRR-20 a los 3 dias

(Figura 15, A) y a los 5 dias (Figura 15, B) después de las inoculaciones. Este presentd el

mayor halo de solubilizacion con 32,44mm de radio para el halo de solubilizacién, seguido

del HRR-29 con 32,08mm de radio. Este viraje en el medio se atribuye a la acidificacion

del medio (Bernal, 2010) como se menciond anteriormente.

En el caso de los hongos, el acido citrico, oxalico, malico y glucoénico, son algunos

de los acidos producidos mas frecuentemente para la solubilizacion de aquellos complejos
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insolubles con el fésforo (Alam, et al. 2002; Chun-Chao, et al. 2007; Dighton, 2007;
Gomez-Guifan y Zabala, 2001; Praham y Sukla, 2005).

Figura 15. Pruebas de solubilizacién de P en hongos, a los 3 y 5 dias después de la

inoculacion. A) HRR-20, repeticion 1 y 2 a los 3 dias de la inoculacién, B)
HRR-20, repeticion 1y 2 a los 5 dias de la inoculacién. San Pedro, San José.
2015.

De acuerdo a lo anterior, Kim et al., (1997) encontraron que la produccion de acidez
fue el principal mecanismo en la solubilizacion de la roca fosférica (hidroxiapatita) por
Enterobacter agglomerans bajo condiciones in vitro.

Cordero, et al. (2008) registra crecimientos en el halo de solubilizacién en el caso
de Pantoea sp. de 6mm en medio s6lido NBRI-P, en 7 dias a 30°C, utilizando como fuente
insoluble de P en el medio, el fosfato tricalcico. Ademas, Nautiyal (1999) también reporta
crecimiento en el halo de solubilizacién para cepas de Bacillus y Pseudomonas de 2 a 8 mm
en el medio de cultivo durante 14 dias.

Hernandez et al. (2011), realiz6 pruebas de solubilizacion in vitro con Paecilomyces
lilacinus utilizando fuentes de fosfato de calcio y fosfatos de hierro en medio Pikovskaya-
agar modificado. En estas encontré que no se dieron diferencias significativas entre estas
dos fuentes de fosforo; y en medio s6lido, el mayor halo de solubilizacion se present6 a los
10 dias después de la inoculacion en el medio con fosfatos de calcio, donde el radio de

solubilizacién alcanz6 los 29,5mm.
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Nahas (2007), menciona que la produccion de las sustancias implicadas en la
solubilizacion de P, requieren la absorcion de nutrientes por parte de los microorganismos,
sobre todo de carbono. Razon por la cual, la fuente de C, N y P que se utilicen en el medio
de cultivo influyen notablemente sobre la solubilizacion y el crecimiento de los hongos.

En el presente ensayo los valores maximos en el radio de solubilizacion,
sobrepasaron a los anteriormente mencionados y reportados en literatura, ya que alcanzan
valores de 32,44mm para el radio de halo de solubilizacion correspondiente al hongo HRR-
20, lo cual, segun lo reportado por otros autores representa un halo bastante amplio. Por
otro lado, en el caso del hongo HRR-52, no se produjo radio de solubilizacion debido a que
no se dio viraje en el color del medio (radio de solubilizacion de Omm) a pesar de que el
microorganismo crecié normalmente (Cuadro 5). Se podria asumir que para el hongo
HRR-52, no se dio viraje en el medio de cultivo debido a que el organismo no produjo
acidos organicos con capacidad para solubilizar el P presente en el medio (Cordero, et al.
2008), contrario al hongo HRR-20, el cual tuvo el mayor crecimiento del halo de
solubilizacion, de todos los hongos probados in vitro.

Cuadro 5. Crecimiento de halo de solubilizacion de hongos en prueba in vitro. San Pedro,
San José. 2015.

1° evaluacion 2° evaluacion Diferencia
ID Hongo 3er dia 5to dia (5to dia - 3er dia)

Radio (mm) Radio (mm) (mm)
HRR-29 9,63 32,08 20,00
HRR-31 15,69 31,81 16,13
HRR-14 14,56 21,25 6,69
HRR-51 18,50 29,88 11,38
HRR-27 8,38 30,13 21,75
HRR-18 8,44 28,81 20,38
HRR-19 9,56 26,19 16,63
HRR-52 0,00 0,00 0,00
HRR-20 16,19 32,44 16,25

Gupta, et al. (1994), Nautiyal (1999), Jones, et al (1991) y Whitelaw (1999)

mencionan que existen contradicciones entre la deteccion de un halo de solubilizacion en el
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medio sélido y la solubilizacion de los fosfatos en medio liquido, debido a que muchos de
los aislamientos no producen halo de solubilizacion en medio solido, lo cual no
necesariamente indica que el organismo carezca de capacidad solubilizadora, sino que es
posible que este tipo de medios sea insensible a la deteccion de la actividad del
microorganismo, siendo capaces de solubilizar varias fuentes de fosfatos en medio liquido.

Ademas, los hongos tienen la capacidad de almacenar el P como sustancia de
reserva, en forma de polifosfatos dentro de las vacuolas celulares (Carlile et al., 2001), sin
que esto requiera necesariamente la solubilizacion del mineral.

Por otro lado Kucey (1983) menciona que los hongos solubilizadores de P muestran
una mayor actividad en medio sélido y liquido en comparacion a las bacterias segun
estudios realizados por Sperber (1958), Kucey (1983), Venkateswarlu et al. (1984), y
Darmwal et al. (1989).

Para el presente estudio se evaluaron los hongos en medio liquidos y los mismos no
produjeron cambio de color ni de pH, por lo que se optd por la utilizacién de medios
solidos y la evaluacion del halo de solubilizacion a los 5 dias, como medida de la capacidad
solubilizadora de fosforo. En la figura 16 se puede observar, el radio de crecimiento del
halo de solubilizacion de los diferentes hongos probados in vitro. Como se menciond
anteriormente el hongo HRR-20 present6 el mayor crecimiento, sin embargo, las
diferencias con respecto a los demés hongos incluidos en el anélisis estadistico no son
significativas. Se incluye en la figura 16 el hongo HRR-52 que logrd crecer normalmente

pero no produjo viraje de color por lo que no se incluyo en el analisis.
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Figura 16. Crecimiento de halo de solubilizacion de hongos en prueba in vitro. San Pedro,
San José. 2015. Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05) en

cada columna.

En cuanto a las pruebas in vitro realizadas a bacterias y levaduras en medio de Osorio
y Habte (2001) modificado, se puede observar en la figura 17, los cambios en la coloracién
del medio a los 7 dias de las inoculaciones, correspondientes a la levadura LRR-9 (Figura
17, A) y la bacteria BRR-19 (Figura 17, B), asi como la permanencia en el color azul del
medio cuando se trata del testigo (Figura 17, C), al no tener inoculacién de ningln

microorganismo.
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Figura 17. Pruebas de solubilizacion de P para bacterias y levaduras, a los 7 dias después
de la inoculacion en condiciones de 27°C de temperatura y 200rpm de
agitacion. A) Levadura LRR-9, B) Bacteria BRR-19 y C) Testigo. San Pedro,
San José. 2015.

En el caso del pH, se observé una marcada diferencia entre los microorganismos con
respecto al testigo (Figura 18 y 19), sobretodo en el caso de las levaduras, donde se
presentd una mayor disminucion del pH con respecto al control (Figura 19).

Lo anterior refuerza la idea mencionada anteriormente en el caso de los hongos, que
la disminucion de pH se debe principalmente a la produccion de &cidos organicos por parte
de los microorganismos, como la via principal para la solubilizacién de los fosfatos
(Cordero, et al. 2008; GOmez-Guifian y Zabala, 2001; Pradham y Sukla, 2005).

Goldstein (1995) menciona que en el caso de algunas bacterias Gram negativas
(como es el caso de las utilizadas en estos ensayos), la base metabolica de produccion de
acidos organicos se da por medio de la oxidacion periplasmica directa de la glucosa a acido
gluconico o a acido 2-cetogluconico.
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Figura 18. pH del medio en las pruebas de solubilizacion de las bacterias evaluadas in
vitro, a los 7 dias después de la inoculacion. San Pedro, San José. 2015. Letras

distintas indican diferencias significativas (p< 0,05) en cada columna.

Cordero, et al. (2008), menciona que en el caso de las pruebas con Pantoea sp. en
medio liquido, se obtuvo una disminucion del pH del medio de 7,0 a 4,65; y en la cantidad
de P en solucién se obtuvo 1128ug P.mL™2, lo cual superd las cantidades reportadas por
otros autores con otros microorganismos, como es el caso de Enterobacter absuriae, la cual
solubilizd entre 38 y 510ug P.mL™* en medio liquido (Gyaneshwar, et al. 1999) o el caso de
Paecilomyces lilacinus el cual solubilizd 71,28 mg.L ™ de fosforo en el medio con fosfato
de calcio a los 12 dias de crecimiento (Hernandez, et al. 2011).

En otro estudio realizado por Kim, et al (1997) se utilizo para la inoculacion de
plantas de tomate, a Glomus etunicatum como hongo y a Enterobacter agglomerans como
bacteria, ambos microorganismos capaces de solubilizar fosfatos insolubles, los autores
encontraron que la produccion de acidez fue el principal mecanismo para la solubilizacién
de roca fosforica bajo condiciones in vitro.

En la presente investigacion, el pH del medio paso de un 7,24 del testigo, a 4,12 en el

caso de la BRR-19, la cual resultd ser la medida mas baja de todas las bacterias inoculadas
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(Figura 18). En el caso de las levaduras, el microorganismo que logré reducir mas el pH del
medio fue la LRR-51 con 3,84 (Figura 19).
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Figura 19. pH del medio en las pruebas de solubilizacion de las levaduras evaluadas in
vitro, a los 7 dias después de la inoculacién. San Pedro, San José. 2015. Letras

distintas indican diferencias significativas (p< 0,05) en cada columna.

Para el parametro de fosforo en solucion, se observa en la Figura 20, que la bacteria
BRR-19 es la que presenta los valores mas altos con 3,81mg P.L%, lo cual concuerda con
los valores méas bajos que se obtuvieron para el parametro de pH, con respecto a todas las
bacterias analizadas.

Por otro lado, las levaduras presentan una solubilizacion de P mas alta comparada
con las bacterias, ya que para estos microorganismos, la cantidad de P solubilizado mayor
fue la de LRR-9 con 17,40 mgP.L* (Figura 21).

En este caso no se da una relacién tan directa entre el pH y el contenido de P en

solucion como en el caso de los medios inoculados con las bacterias, ya que la levadura
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LRR-51 que presentd el pH mas bajo de todos los organismos probados, no presento la
mayor solubilizacion de P (figuras 19 y 21).

Si se comparan ambos resultados con un 1,63 mg P.L que se registré para el
testigo, se concluye que, las levaduras a nivel in vitro, presentan una solubilizacién de P

mas eficiente con respecto a las bacterias.
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Figura 20. Concentracién de fosforo en solucion para las pruebas de solubilizacién de
bacterias evaluadas in vitro, a los 7 dias después de la inoculacion. San
Pedro, San José. 2015. Letras distintas indican diferencias significativas (p<

0,05) en cada columna.

La cantidad de fosforo solubilizado por los microorganismos aislados esta por debajo
de los niveles reportados por Cordero, et al. (2008) para Pantoea sp. (1128 mgP.L™?), sin
embargo estos se acercan mas al rango presentado por Gyaneshwar, et al. (1999) (3,8-
51mgP.L1) para Enterobacter absuriae y Hernandez, et al. (2011) para Paecilomyces
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lilacinus (71,28 mg.L1). Esto sugiere que las cantidades de P solubilizado varian con los
métodos utilizados para su evaluacion y entre microorganismos y su habilidad para la
solubilizacion de este nutriente.

La acidez del medio y la solubilizacién de fosfatos dependen de varios factores, como
la capacidad solubilizadora del organismo, los acidos organicos producidos, el tipo de
compuesto fosfatado, asi como la fuente de C y N que se utilicen para el medio (Barroso y

Nahas, 2005; Pradham y Sukla, 2005; Souchie et al., 2006).
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Figura 21. Concentracién de fosforo en solucion para las pruebas de solubilizacién de
levaduras evaluadas in vitro, a los 7 dias después de la inoculacién. San
Pedro, San José. 2015. Letras distintas indican diferencias significativas (p<

0,05) en cada columna.
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Evaluacion de microorganismos solubilizadores de fosforo a nivel de invernadero.

Se eligieron de los microorganismos evaluados in vitro, en el caso de las bacterias y
levaduras, aquellos que presentaron una mayor solubilizacién de P y una mayor reduccién
del pH; y en el caso de los hongos se eligio el que produjo un mayor halo de solubilizacion.
Fueron escogidos el hongo HRR-20, la bacteria BRR-19 y la levadura LRR-9.

Estos microorganismos fueron identificados en el Laboratorio de Teécnicas
Moleculares del Centro de Investigaciones en Proteccion de Cultivos (CIPROC), utilizando
el Gen Bank-NCBI (BLAST) como referencia. En el caso de la levadura LRR-9, se obtuvo
un 99% de correspondencia con Wickerhamomyces anomalus también conocida como
Pichia anomala o Hansenula anémala (Figura 22, B). En el caso de BRR-19 se obtuvo de
igual manera un 99% de correspondencia con Pseudomonas fragi (Figura 22, A) y en el
caso del hongo HRR-20, se obtuvo 100% de similitud con Aspergillus flavus (Figura 22,
C). Ademas se utiliz6 también la cepa de Azospirillum oryzae PC J1-CIA-UCR como parte
de los tratamientos.

De los microorganismos aislados y probados en este ensayo, se tiene poca
informacidn de sus funciones como solubilizadores de P. No obstante Rashid, et al (2004),
realizaron un ensayo para determinar la capacidad de produccién de &cidos organicos y la
consecuente solubilizacion de fosfatos en condiciones in vitro de diez cepas bacterianas y
tres cepas de hongos (Aspergillus flavus (1RF), Penicillium canescens (4RF) y Aspergillus
niger (8RF)). En este ensayo se obtuvo que todos los microorganismos produjeron acidos
gluconico, fumarico, succinico, acético y otros acidos en cantidades pequefias, mientras que
en cantidades mayores, produjeron acido oxalico y citrico, y especificamente Aspergillus

flavus produjo cantidades mayores de acidos en comparacion a las otras cepas de hongos.
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Figura 22. Tincion de Gram y observacion microscdpica realizada a los microorganismos
seleccionados para el ensayo en invernadero. A) BRR-19 (bacteria Gram
negativa) y B) LRR-9 (levadura); C) conidioforo y cabeza aspergilar de HRR-
20 (hongo). Todas las observaciones realizadas por medio de microscopio con
aumento de 100x. San Pedro, San José. 2015.

Por otro lado, Selvakumar, et al (2009) reportan la solubilizacién de P y la
promocion en el crecimiento de plantas de trigo por medio de Pseudomonas fragi
CS11RHL1. Esta bacteria fue aislada de la rizosfera de plantas de ajo, crece y solubiliza P a
temperaturas entre los 4° y 30°C y tiene la capacidad de producir acido indolacético (IAA)
y cianuro de hidrogeno (HCN). Esta bacteria normalmente se relaciona con el deterioro de
productos lacteos almacenados a temperaturas bajas, y el Unico informe encontrado,
ademas de Selvakumar, et al (2009), que reporta la solubilizacion de P por parte de esta
bacteria fue hecho por Martin, et al (2003) en plantas de fresa, las cuales presentaron
mayores porcentajes de P que las plantas no inoculadas con dicha bacteria.

En cuanto a la levadura, Wickerhamomyces anomalus (Pichia anomala o Hansenula

anomala), no se tienen reportes de capacidad de solubilizacion de fosfatos para este
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organismo, no obstante, Nakamura, et al (2000), hace mencion de esta levadura, como un
organismo capaz de secretar fitasas.

Ademas el Joint Genome Institute (2016) de los Estados Unidos, reporta que
Wickerhamomyces anomalus contribuye al aroma del vino a través de la produccion de
compuestos volatiles, ademas de estar asociada frecuentemente con el deterioro o la
transformacion de los alimentos y productos de granos. En los Gltimos afios se ha utilizado
como un agente de biocontrol contra otros hongos debido a su capacidad de producir

toxinas (mycocin).

Variables evaluadas en ensayo de invernadero.

De acuerdo a las variables evaluadas en el presente ensayo, el peso fresco aéreo,
altura de planta y peso seco aéreo, no mostraron diferencias estadisticamente significativas
para ninguno de los tratamientos, aunque los mayores pesos (en fresco y en seco) se
obtuvieron para los tratamientos T, H y B+A (Cuadro 6). Por otro lado aquellas variables
que incluyeron la parte radical de las plantas si mostraron diferencias significativas entre
tratamientos (Figuras 23, 24, 25y 26).

Otros autores han encontrado un mayor crecimiento de las plantas inoculadas con
microorganismos solubilizadores de P en comparacién a las no inoculadas. Lépez, et al
(2008) encontro diferencias significativas en la altura de planta, largo y ancho de hoja de
las plantas de maiz (Zea mays) inoculadas con Bacillus megatherium var. Phosphaticum
(solubilizador de P) y Azotobacter sp. (fijador de N), en comparacion al testigo.

También Echeverria (2012), reporté un aumento en el crecimiento aéreo y radical,
ademas de una mayor absorcion de fésforo y nitrégeno, en plantas de tomate de arbol

(Solanum betaceum) inoculadas con Pseudomonas fluorescens.
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Cuadro 6. Pesos frescos, pesos secos y altura de parte aérea de plantas de arroz a los 102
dias después de su siembra, bajo diferentes tratamientos probados en
invernadero. San Pedro, San José. 2015.

Tratamiento Peso Fresco Aéreo Altura Peso Seco Aéreo

(9) (cm) (9)
Testigo 3,46 49,65 0,92
T. Azospirillium 3,34 48,51 0,82
Hongo 3,38 49,19 0,89
Hongo+Azospirillium 3,28 48,64 0,87
Levadura 3,29 48,63 0,82
Levadura+Azospirillium 3,22 48,36 0,83
Bacteria 3,27 48,27 0,82
Bacteria+Azospirillium 3,39 48,50 0,89
Hongo+Bacteria+Levadura+Azospirillium 3,33 49,09 0,88

Peso fresco y seco radical.

En la figura 23 se muestra la variable de peso seco y peso fresco radical de las
plantas de arroz para los diferentes tratamientos, siendo el valor méas alto para el peso
fresco radical el tratamiento testigo con 1,64g. Todos los demas tratamientos obtuvieron
pesos estadisticamente menores al testigo, obteniendo el valor mas bajo el tratamiento de
bacteria con 0,61g.

La variable peso seco radical muestra un comportamiento diferente, ya que el
testigo y la levadura muestran los valores mas bajos, mientras que los tratamientos TA, H'y

H+A presentaron los mayores valores.
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Figura 23. Peso fresco y seco radical de plantas de arroz de 102 dias después de su
siembra, bajo diferentes tratamientos. San Pedro, San José. 2015. Letras

distintas indican diferencias significativas (p< 0,05) en cada columna.

Lépez, et al (2008) y Martinez-Viera, et al (2007) mencionan que para el caso de
bacterias fijadoras de N de forma asociativa, como es el caso de Azospirillum oryzae, es
conocido que estas actlen como rizobacterias promotoras del crecimiento (PGPR), ya que
sintetizan altas cantidades de sustancias activas reguladoras del crecimiento.

Este tipo de bacterias (PGPR) puede estimular el crecimiento radical
considerablemente, mejorando la disponibilidad de nutrientes, produciendo fitohormonas o
mediante la inhibicion de patogenos (Lugtenberg et al. 1991; Dutta y Podile, 2010;
Ramirez, et al. 2014). En el caso de Azospirillum, que es una bacteria diazotrofica, se da el
mejoramiento en la obtencion de N (Rodrigues et al., 2008), ademas estimula el
crecimiento radical y la formacion de raices laterales y pelos radicales, lo cual mejora la
adquisicion de nutrientes, lo anterior tiene un efecto especialmente importante en el caso

del P (Lynch et al. 2012).
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Segun Glick (1995), este efecto actla directamente sobre el desarrollo de las plantas
y el conjunto de sustancias que son asimiladas a través de las raices, que permite que cada
una de estos reguladores del crecimiento actle en el momento en que la planta lo requiera.
Lo anterior lo reafirma también Echeverria (2012), el cual menciona que las rizobacterias
pueden sintetizar fitohormonas como las auxinas, que ayudan al desarrollo de las plantas.

Ademas, segiin Okon y Kapulnik (1986) citados por Zaady y Perevolotsky (1995),
la inoculacion con Azospirillum incrementa la produccién de materia seca, sin embargo este
efecto puede ser benéfico en algunos casos o no significativo en otros (Saito y Graciolli,
1981).

Para el presente estudio la inoculacion con Azospirillum oryzae (T.A), Aspergillus
flavus (H) y la co-inoculacion de ambos organismos (H+A) a las plantas de arroz,
generaron los mayores valores para la variable peso seco radical (0,609 para T.A; 0,599
para H+A; y 0,58¢g para H), indicando una mayor acumulacion de materia seca en las raices
de las plantas inoculadas con estos microorganismos (Figura 23).

Se ha probado, en otros casos, como la inoculacion con Azospirillum ha promovido
el crecimiento de plantas de importancia agrondmica en un 10-20 % (Okon, 1985; Summer,
1990; citados por Zaady y Perevolotsky, 1995). Segun Motsara et al. (1995) en cultivos
como arroz, maiz, trigo y cafia de azucar, Azospirillum puede incrementar el rendimiento
entre el 15 y el 30 %. En Cuba se han utilizado biofertilizantes a base de esta bacteria que
permiten la sustitucion del 25% del fertilizante nitrogenado en arroz e incrementan el
rendimiento entre el 5y el 15% (The Latin American Alliance, 1997).

Ademas, la inoculacion con Aspergillus flavus (H) genero igualmente, respuesta de
parte de las plantas al evaluar el peso seco radical, este género es uno de los mas
importantes en cuanto a la solubilizacion de P en el suelo (Motsara, et al. 1995)

(Tratamiento H, Figura 23).
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Longitud de la raiz principal.

En la figura 24 se muestra las diferentes longitudes de la raiz principal en las plantas
de arroz de acuerdo a los tratamientos. Se puede observar que para esta variable, el
tratamiento que presentd una mayor longitud de la raiz principal, es de nuevo el testigo con
24,36¢cm; mientras que la menor longitud radical corresponde al tratamiento de Aspergillus
flavus junto con Azospirillum oryzae (H+A), con 19,43cm (Anexo 7).

A pesar de que se presentan diferencias significativas entre algunos de los
tratamientos por ejemplo T y H+A, algunos de ellos comparten la asignacion de una misma

letra, por lo que no se dan diferencias significativas entre los mismos.
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Figura 24. Longitud de raiz principal de plantas de arroz de 102 dias después de su
siembra, bajo diferentes tratamientos evaluados en invernadero. San Pedro,
San José. 2015. Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05) en

cada columna.
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En el caso de la variable de longitud de la raiz principal se podria deducir que el
hecho de que el testigo presente una mayor longitud se debe a la necesidad de la planta de
explorar una mayor superficie de suelo en busca de nutrientes.

Foehse y Jungk (1983) y Gahoonia, et al (2001), mencionan que bajo condiciones
de deficiencia de P en el suelo, las plantas aumentan el crecimiento de las raices, de los
pelos radicales y/o la densidad radical, ademas de disminuir también el diametro de las
raices con el fin de conseguir cubrir una mayor area superficial de suelo explorado por las
raices en busca de este elemento.

Ademas, segun lo que se puede observar en el cuadro 6, no se presentan diferencias
significativas entre tratamientos para las variables de peso fresco y seco de parte aérea, y
altura de plantas. Lo cual muestra que en el caso de las plantas del tratamiento Testigo, fue
necesario un mayor crecimiento de raiz comparado a las plantas del tratamiento de
Aspergillus flavus junto con Azospirillum oryzae (H+A), para alcanzar alturas y pesos de

follaje estadisticamente iguales.

Densidad longitudinal radical.

La variable densidad longitudinal radical, calculada mediante la formula: longitud
de la raiz principal (cm)/ volumen de suelo (cc), presenta el valor mas alto en el tratamiento
testigo (T) con un valor de 0,12 cm/cc, mientras que los valores mas bajos se obtuvieron
para del tratamiento de Aspergillus flavus junto con Azospirillum oryzae (H+A), con
valores de 0,10 cm/cc; valores concordantes con la variable de longitud de la raiz principal,
anteriormente expuestos (Figura 25).

Segun los autores Foehse y Jungk (1983) y Gahoonia, et al (2001), se podria
relacionar la inoculacion de microorganismos realizada a las plantas de arroz con el
crecimiento y comportamiento de las raices. En el caso del testigo, al no realizar
inoculaciones de los microorganismos en estudio, se presenta una mayor dificultad en
cuanto al crecimiento normal de la planta, y como consecuencia se aumenta la densidad y

longitud de las raices.
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Esta situacion es contraria en el caso del tratamiento de Aspergillus flavus junto con
Azospirillum oryzae (H+A), en el cual se presentan las menores densidades y longitudes de
raiz como consecuencia a la inoculacion de dichos microorganismos que facilitan el

crecimiento de la planta.
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Figura 25. Densidad longitudinal radical (cm/cc) de plantas de arroz de 102 dias, bajo
diferentes tratamientos evaluados en invernadero. San Pedro, San José. 2015.

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

indice raiz/tallo.

En la figura 26 y 27 se muestra la relacion de los pesos frescos y secos de raiz con
respecto a la parte aérea, y el correspondiente indice raiz/tallo, determinado con la formula:
indice = peso de raiz/peso foliar.

Este indice depende principalmente de la concentracion de nutrientes en el suelo o

en la solucion del suelo y las condiciones fisicas, quimicas y microbiolédgicas del sustrato,
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que puede afectar la formacion de raices y su actividad (Lynch, et al. 2012); ademas este
indice varia entre especies, Yy es fuertemente modificado por factores externos, no obstante
un importante mecanismo que regula este indice, es el control hormonal de las plantas

debido a que se habla de un “equilibrio funcional” el cual ellas deben mantener (Lynch, et
al. 2012).
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Figura 26. Relacion de pesos frescos de raiz sobre pesos frescos de parte aérea (indice
raiz/tallo en fresco) de plantas de arroz de 102 dias después de su siembra, bajo
diferentes tratamientos evaluados en invernadero. San Pedro, San José. 2015.

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

Para esta variable, todos los tratamientos presentaron un peso de raiz menor al peso
correspondiente a la parte aérea. Estas diferencias fueron mas marcadas en los pesos frescos
gue en los pesos secos, donde la relacion se acerca mas a 1.

En estos casos, Pellny et al (2008), mencionan que valores mayores a 1, significan
un alto status de N en las plantas, lo cual para los resultados de este ensayo significa valores

deficientes de este elemento (Figura 26 y 27). Este indice estd correlacionado con la
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relacion aminos/nitratos en la raiz, la cual interactia con la sefializacion del acido
giberélico y las vias respiratorias para regular el reparto de biomasa entre la parte aérea y
las raices.

Los tratamientos donde se asemejan un poco mas las dos relaciones (indice
raiz/tallo en fresco y seco) son en el testigo, seguido por la levadura con 0,05 y 0,09 de
diferencia entre los indices respectivamente. Estos dos tratamientos, Testigo y Levadura
son al mismo tiempo, aquellos con los valores mas bajos para el indice en seco, lo cual
sugiere que las raices en estos casos tenian mayor contenido de agua, comparado a los otros
tratamientos.

En este mismo sentido, el testigo presentd el mayor largo de la raiz principal y la
mayor densidad longitudinal radical; esto posiblemente debido a una mayor dificultad por
parte de las plantas de este tratamiento de obtener nutrientes. Lo anterior, por la falta de
inoculacion de los microorganismos especificos en estudio que pueden facilitar la
obtencion de los mismos y los mecanismos utilizados por parte de las plantas para obtener
los nutrientes del suelo, los cuales incluyen aumentar el largo de raices y la densidad radical
(Foehse y Jungk,1983; Gahoonia, et al 2001).

Lynch et al (2012) mencionan que aquellos suelos con deficiencias nutricionales se
correlacionan con un aumento en el crecimiento de raices, y especificamente con
deficiencias de P, las plantas incrementan la longitud de raices y producen raices mas finas,
con el fin de aumentar el area superficial radical y asi mejorar la adquision de P del suelo.

Lo anterior lo refuerzan Cakmak et al (2000) y Nigussie et al (2003), los cuales
mencionan que bajo deficiencia de nutrientes, se da la inhibicion del crecimiento de parte
aérea, acompafiado con la continuacién o incluso la mejora en el crecimiento de las raices,
lo cual refleja una alteracién en cuanto a la distribucién de los fotoasimilados (Liu, et al.
2005).

Por otro lado, donde se encontraron los mayores valores de indice raiz/tallo en seco,
fue en los tratamientos Azospirillum oryzae, Aspergillus flavus y Aspergillus flavus junto
con Azospirillum oryzae (TA, H y H+A). Se puede pensar que en estos tratamientos, las
plantas tuvieron un mayor acceso a los nutrientes del suelo, especificamente P y N, debido

a la accién especifica de los microorganismos inoculados para la obtencion de estos
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nutrientes, lo que se ve reflejado en un peso mas equilibrado de las raices con respecto a la
parte aérea.

Estos tratamientos (TA, H y H+A), a pesar de presentar menor crecimiento y
densidad de raices, propiciaron una mayor eficiencia en la utilizacion de recursos ya que
con una longitud menor de raiz pero de mayor peso se obtuvieron plantas con el mismo
desarrollo aéreo comparado a los demas tratamientos; que requirieron mayor desarrollo

radical para lograr el mismo desarrollo foliar.
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Figura 27. Relacion de pesos secos de raiz sobre pesos secos de parte aérea (Indice
raiz/tallo en seco) de plantas de arroz de 102 dias después de su siembra, bajo
diferentes tratamientos evaluados en invernadero. San Pedro, San José. 2015.

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

Esto ultimo concuerda con el “equilibrio funcional” al cual Lynch et al (2012)
hacen referencia, donde las plantas de los tratamientos TA, H y H+A, requieren un menor
desarrollo radical para mantener el mismo desarrollo foliar del resto de los tratamientos; y
esta diferencia es generada por los microorganismos inocualdos en dichos tratamientos

(Aspergillus flavus y Azospirillum oryzae).
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Los resultados anteriores constituyen un indicador de que los microorganismos
pueden afectar el crecimiento y la produccion de materia seca por medio del mejoramiento
en la absorcion de nutrientes del suelo, concordando asi, con lo reportado por Echeverria
(2012), Lépez, et al. (2008), Martinez-Viera, et al. (2007) y Zaady y Perevolotsky (1995).

En este caso los tratamientos: Azospirillum oryzae (T.A), Aspergillus flavus (H) y
Aspergillus flavus junto con Azospirillum oryzae (H+A) produjeron raices con menor peso
fresco pero mayor materia seca y menor longitud de la raiz principal comparados al testigo.
Estas diferencias sin embargo no ocasionaron cambios en el peso fresco y seco aéreo de las
plantas (Cuadro 6), posiblemente debido a que las limitaciones para el crecimiento normal

de la planta se mantuvieron.

Fosforo foliar.

Los analisis foliares no mostraron diferencias significativas entre los tratamientos
evaluados (Cuadro 7). Especificamente para P y ademas N, los contenidos fueron muy
bajos comparados a los niveles criticos adecuados en los andlisis foliares para el arroz, 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 segln lo
reportado por Rodriguez (1999).

Cuadro 7. Analisis foliar de plantas de arroz a los 102 dias después de la siembra, bajo diferentes
tratamientos probados en invernadero. San Pedro, San José. 2015.

%
Tratamiento N P Ca Mg K S
Testigo 1,06 0,14 0,34 0,20 2,23 0,17
T.Azospirillum 1,10 0,15 0,31 0,19 2,34 0,17
Hongo 1,12 0,15 0,30 0,20 2,31 0,17
Hongo+Azospirillum 1,07 0,14 0,31 0,19 2,30 0,17
Levadura 1,06 0,15 0,30 0,20 2,32 0,16
Levadura+Azospirillum 1,15 0,14 0,33 0,19 2,32 0,16
Bacteria 1,12 0,16 0,34 0,21 2,39 0,18
Bacteria+Azospirillum 1,10 0,14 0,31 0,19 2,17 0,17
Hongo+Bacteria+Levadura+Azospirillum| 1,09 0,15 0,30 0,19 2,34 0,17

70



Este resultado difiere de muchos autores que han realizado este tipo de ensayos. Por
ejemplo, Salih, et al (1989) mencionan que dos cepas de Aspergillus foetidus y una cepa de
Penicillium sp. incrementaron el peso de las plantas y la adquisicién de P en sorgo. Gaur et
al (1980) encontrd 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
aplicacion de roca fosférica. Kucey (1987, 1988) y Asea et al (1988), mencionan el
incremento en el peso de plantas de trigo y los contenidos de P en las plantas con la
inoculacion de Penicillium bilaii tanto en experimentos de invernadero como en campo.

Lopez et al (2008) realizaron un experimento en invernadero, donde se evaluo el
efecto de Azotobacter sp. (cepa fijadora de N) y Bacillus megatherium var. Phosphaticum
(cepa solubilizadora de fésforo) sobre el crecimiento de maiz en un suelo de alta fertilidad
(Vertisol) y en uno de baja fertilidad (Ultisol), evaluando 8 tratamientos con dosis variables
de fertilizante y en un caso sin fertilizar. En este ensayo se obtuvo, por ejemplo, que el
tratamiento que no recibio6 fertilizante fosférico, pero fue inoculado con el solubilizador de
P, las plantas de maiz alcanzaron un desarrollo estadisticamente semejante al del
tratamiento que recibié 100% de la dosis recomendada de fertilizante fosforico, sin el
microorganismo, indicando el papel efectivo que cumplieron las bacterias solubilizadoras
en el suelo con baja fertilidad. Es importante mencionar, que en el ensayo de Lopez et al
(2008), no se obtuvieron diferencias significativas de parte de los solubilizadores de P en el
Vertisol (alta fertilidad), solamente en el Ultisol.

También, en un estudio realizado por Cordero, et al (2008), en un suelo ferralitico
rojo (Cambisol Ferrélico, Rodico) (Inceptisol) se probd en plantas de rabano, la bacteria
Pantoea sp., la cual tiene la capacidad de solubilizar fosfatos y ademas, tiene caracteristicas
nitrificadoras. Esta bacteria se inocul6 a los 18 dias después de la siembra de las plantas, las
cuales fueron fertilizadas con sulfato de amonio en razon equivalente a 100Kg N.hat y
cloruro de potasio a razon de 100kg K.O.ha, ademas de fosfato tricalcico equivalente a
100Kg P,Os.hal, solamente en la mitad de los tratamientos. En este experimento se mostrd
que en las plantas inoculadas, se incremento la presencia de P en las hojas, en un 60% con
respecto a las plantas no inoculadas con la bacteria y en un 62% con respecto a las plantas

que no fueron inoculadas y tampoco fueron fertilizadas.
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Cordero, et al (2008) también hace mencion de un estudio realizado por EI-Komy
(2005), en el cual se inocularon plantas de trigo con B. megaterium y A. lipoferum, ademés
de realizar fertilizaciones con fosfatos de calcio y de potasio; en el cual el aumento de P en
los tejidos de trigo fue de un 37% a un 53% en comparacion con aquellas plantas que no
fueron inoculadas

No obstante, hay algunos resultados reportados donde los microorganismos no
produjeron un aumento en la absorcién de P por parte de las plantas. Por ejemplo, en un
estudio realizado por Nustez y Acevedo (2005), donde se probd Penicillium janthinellum
Biourge aplicado en papa. En este ensayo se realizaron evaluaciones de diferentes niveles
de fertilizacion con fésforo en conjunto con el biofertilizante Fosfosol®, cuyo ingrediente
activo es el hongo mencionado anteriormente. Los resultados mostraron que no hubo
respuesta a la aplicacion del biofertilizante para las variables de concentracion de P en
tejido foliar en prefloracion (el cual varié entre 0,14% y 0,34% sin diferencia entre
tratamientos), materia seca de hojas, tallos y tubérculos en floracion, gravedad especifica y
rendimiento del tubérculo (el cual estuvo entre 29,7 y 35,7 ton/ha).

Contrario a las investigaciones con resultados positivos citados anteriormente y de
acuerdo a los objetivos de este estudio, de ensayar una metodologia de evaluacion de
microorganismos con potencial de solubilizacion de P en Andisoles, no se utilizaron
fertilizaciones fosforicas; debido a ello los microorganismos utilizados no fueron capaces,
bajo las condiciones evaluadas de promover un aumento en la concentracion de P en el
tejido foliar. Esto podria deberse a las caracteristicas propias del suelo en estudio, como
mencionan Osorio y Habte (2013), la adsorcion de P inorganico en suelos volcanicos es
muy alta y representa un factor limitante en la eficiencia de fertilizacion y en la
productividad de las plantas. Los autores mencionan que en suelos Andisoles, los
materiales como la alofana, la ferrihedrita y la goetita son los responsables de la alta
adsorcion de P.

Con el fin de probar la efectividad de un hongo en la desorcion del elemento en el
suelo, Osorio y Habte (2013) realizaron un estudio con Mortierella sp., organismo
conocido como solubilizador de P, en cuatro tipos de suelo que diferian en su mineralogia y
por lo tanto en su capacidad de adsorcion de P inorganico. Obtuvieron, que este

microorganismo fue efectivo para la desorcion en todos los minerales probados excepto
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para la alofana, y que esta desorcion dependio de la produccion de acido oxalico por parte
del organismo. La cantidad de P en solucion segun el tipo de material, que se obtuvo luego
de la inoculacion de Mortierella sp. fue ordenada de la siguiente manera, montmorillonita >
caolinita > goetita > alofana.

En el caso de las alofanas, la desorcion del elemento en el ensayo con Mortierella
sp. fue extremadamente baja (0,001-0,005%), comparada con la desorcion presentada en
los otros minerales (caolinita = 3,73-5,45%, montmorillonita = 1,86-2,33% Yy goetita =
0,23-0,8%); lo cual es consistente con la fuerte adsorcion de P en este mineral (Osorio y
Habte, 2013).

Segun lo expuesto por Osorio y Habte (2013) para Mortierella sp., las cantidades
liberadas de P inorganico 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 solucion aumentd con el incremento en la cantidad de P inorganico absorbido. En este
mismo sentido Do Carmo Harta y Torrent (2007) mencionan que el incremento en la
concentracion de P inorgéanico en la solucién, depende de la fuerza con que el elemento es
adsorbido en la superficie del mineral. Esta fuerza decrece conforme incrementa la
saturacion del elemento en los sitios de adsorcion en la superficie del mineral.

La efectividad de los microorganismos para desorber P inorgénico, por tanto
depende de la capacidad de adsorcién del mineral. En el caso de las alofanas, la alta
capacidad de adsorcion del mineral fue aparentemente la responsable de la inefectividad del
hongo (Mortierella sp.) para desorber el P inorganico, lo que probablemente provoque que
en suelos donde esta mineralogia sea dominante (Andisoles), esta desorcion no sea efectiva
(Osorio y Habte 2013). También, He, et al (2002) encontraron que, una bacteria
identificada como Moraxella sp. fue capaz de desorber P inorganico de la superficie de la
goetita, montmorillonita y la caolinita, no asi en la alofana.

En el presente ensayo, se utilizo un Andisol entre los 1400 y los 2000 msnm, lo cual
lo ubica, en el piso altitudinal medio, donde se da la mayor retencion de P. Esto debido a
que se forma una considerable cantidad de arcilla no cristalina acompafnada de materia
organica (Alvarado, 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™.

73



Debido a lo anterior, se podria deducir que este suelo presenta un alto potencial de
adsorber P, ya que solo present6 un contenido de P total de 900 mg.L™ (Cuadro 2). Esto
pudo afectar la eficiencia de los microorganismos evaluados, haciéndolos poco eficientes
en hacer disponible este elemento para las plantas, por lo que los tratamientos en los cuales
se realizaron inoculaciones, no afectaron las concentraciones foliares de este elemento
(Cuadro 7).

Sin embargo al realizar el recuento de los microorganismos solubilizadores de P
presentes en el suelo 3 meses despues de la cosecha, se determind que la poblacién fue casi
100 veces mayor en el tratamiento con Aspergillus flavus (H) en comparacion al control (T)
(Figura 28) atribuido a la sobrevivencia y reproduccion del microorganismo en el suelo. Por
otro lado, la cantidad de P soluble en el suelo fue 2,67 mg.L1.6 meses? mayor en este

mismo tratamiento con respecto al Testigo (Figura 29).
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Figura 28. Poblacion de microorganismos presentes en el suelo 3 meses después de la
cosecha de las plantas de arroz. San Pedro, San José. 2015. Letras distintas

indican diferencias significativas (p< 0,05) en cada columna.
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Este aumento de 2,67 mg.L™ en 6 meses para la concentracion del P disponible en
el suelo con Aspergillus flavus (H) comparado al testigo, es poco, sin embargo, Alvarado, et
al (2009), indican que es necesaria la aplicacion de al menos 450 Kg.ha' de P.Os para
conseguir un aumento de 2-3 mg.L.afio de P en la solucion del suelo, lo cual hace pensar
que la aplicacién de estos microorganismos podria ser efectiva para la solubilizacion de P
en estos suelos, sobre todo si se da un uso constante de los mismos en suelos agricolas.

Lo anterior se refuerza con los datos aportados por Marin (2015), en un estudio
realizado en papa en un Andisol de la zona de Zarcero con manejo convencional (esto es,
con altas fertilizaciones quimicas y un contenido de P en solucién de 376mg.L™ ) y manejo
organico (con fertilizaciones organicas y un contenido de P en solucion de 50mg.L™),
donde se obtuvo un efecto mayor en el rendimiento de la papa con la adicion de
microorganismos solubilizadores de P, cuando estos se aplicaron al suelo con manejo

convencional, con altas aplicaciones de P.

25,00
23,00 l
521,00 I
2 J
(@)]
g I 1
19,00
a B
A A AB
A
17,00
15,00 : . . . .
T H L B TA
Tratamientos

Figura 29. Fdsforo en solucion presente en los suelos 3 meses después de la cosecha de las
plantas de arroz, segun el microorganismo presente. San Pedro, San José. 2015.

Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05) en cada columna.
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Marin (2015), ademas menciona que las diferencias significativas por el uso de
solubilizadores en el suelo con manejo convencional se reflejan en rendimiento de peso
fresco de tubérculos, y en el caso del suelo con manejo orgénico el efecto no se refleja en el
rendimiento, sino que se expreso a nivel de la densidad de raices.

Se concluye que la metodologia utilizada para la evaluacion de las cepas a nivel de
invernadero, es apropiada para la identificacion de microorganismos potenciales
solubilizadores de P en Andisoles bajo las condiciones mas extremas (suelo Andisol
proveniente del piso altitudinal medio y nula aplicacion de fertilizantes o roca fosforica).
Los microorganismos asi seleccionados podran ser evaluados posteriormente en estos
suelos ya sea para mejorar el aprovechamiento de la aplicacion de fertilizantes fosféricos o
del fosforo presente en suelos con mayores cantidades de fosforo adsorbido (altas
fertilizaciones fosféricas previas) donde las fuerzas de retencion del elemento en el mineral
sean menores y por lo tanto la liberacion del elemento se facilite, abriendo la posibilidad de

utilizar estos microorganismos para hacer disponible el fésforo fijado.
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CONCLUSIONES

Por medio de la metodologia propuesta se lograron identificar de la zona elegida 29 cepas

de microorganismos con capacidad para solubilizar P bajo condiciones in vitro.

La inoculacion al suelo del hongo, bacteria y levadura elegidos en las pruebas in vitro,
generaron diferencias significativas en el crecimiento y desarrollo de las raices en las

plantas de arroz, no asi en el follaje.

Los microorganismos Aspergillus flavus y Azospirillum oryzae, fueron los que generaron
una mejor respuesta en el desarrollo radical de las plantas de arroz (mayores pesos secos y
mayores indices raiz/tallo, menores longitudes de raiz principal y menores densidades

radicales).

No se generaron diferencias significativas en los contenidos de P foliar entre tratamientos.
Esto pudo ser debido a que la solubilizacion de P por parte de los microorganismos en este
suelo no fue suficiente para un eficiente intercambio cationico en la raiz y la consecuente

absorcion del mineral por parte de la planta.

Aspergillus flavus presenté una mejor sobrevivencia en el suelo después de la cosecha.
Ademaés este hongo y Azospirillum oryzae presentaron la mayor solubilizacion de P en el

suelo después de la cosecha.
En suelos agricolas donde la fraccion de P adsorbido o no disponible para la planta es muy

alta, como es el caso de los Andisoles, la inoculacion de microorganismos solubilizadores

de P podria favorecer la desorcion de este elemento, haciéndolo disponible para la planta.
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RECOMENDACIONES

Luego de una primera seleccion de manera in vitro, es recomendable evaluar los
microorganismos en condiciones de suelo de diferente mineralogia, mayores contenidos de
P total o aplicacion de fertilizacion fosfdrica, con el objetivo de evaluar la efectividad de

los mismos en aumentar la eficiencia de la absorcién de P por parte de las plantas.

Para los siguientes ensayos a realizar en invernadero, se recomienda la aplicacion de algun
tipo de fertilizacién nitrogenada, ya que al parecer Azospirillum oryzae no generé un
cambi6 en los contenidos de nitrogeno de las plantas inoculadas y queda la duda de si al
aplicar nitrégeno se podria forzar la solubilizacion o la absorcion de P por parte de la
planta, al no presentarse el N como nutriente limitante en el desarrollo normal de las

plantas.

También podria probarse la inoculaciéon de los microorganismos antes de la siembra y
durante el ciclo de cultivo, con el objetivo de probar si se presenta la solubilizacion de

fosforo en cantidades mas altas y la planta logra absorber en mayor cantidad este elemento.
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ANEXOS

Anexo 1. Medio utilizado en el laboratorio para el aislamiento de los

microorganismos Solubilizadores de Fosforo (Osorio y Habte, 2001).

Para un litro de medio de solubilizadores de fosforo, se necesita:
-1g de NaCl

-0,2g de CaCl,.2H.0

-0,4g de MgSQO4.7H20

-1g de NH4NO3

-10g de Dextrosa

-15¢g de Agar

-3,5g de Roca fosférica con un tamafio de particula entre 90-500um

-30mg de Verde de bromocresol
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Anexo 2. Analisis quimico del suelo utilizado de la zona de Rancho Redondo para el
ensayo en invernadero (antes de aplicar los tratamientos).

LABORATORIO DE SUELOS Y FOLIARES
REPORTE DE ENSAYO
SC12-LSF-101-R01 (v7)

r
Ne DE REPORTE: 51148
USUARIO: PROYECTO SOLUBILIZADORES DE FOSFORO (LEIDA CASTRO)

RESPONSABLE: LEIDA CASTRO

CORREO leida.castro@ucr.ac.cr
TELEFONO: 2511-2081

ANALISIS: QC
PROVINCIA: SAN JOSE FECHA RECEPCION:  21/07/2014
CANTON: GOICOECHEA EMISION DE REPORTE: 04/08/2014
LOCALIDAD RANCHO REDONDO N° DE MUESTRAS TOTAL: 1
CULTIVO: SIN CULTIVO PAGINA: 1/1

ANALISIS QUIMICO DE SUELOS

Solucion Extractora: pH cmol(+)/L % mg/L
KCI-Olsen Modificado HO|ACDEZ Ca Mg K CICE| SA| P zn cu Fe WMn
ID USUARIO ID LAB 55| 05 4 1 "o2 5 10 3 1 10 5
SUELO RANCHO REDONDO S-14-07247 | 5,3 ] 0,41 4,06 1,25 0,33 6,05 7 6 88 15 315 14

Los valores debajo de cada elemento corresponden con los Niveles Criticos generales para la solucién ex tractora usada
CICE=Capacidad de intercambio de Cationes Efectiva=Acidez+Ca+Mg+K SA=Porcentaje de Saturacion de Acidez=(Acidez/CICE)*100

\

Q

Ing.Agr. Floria Bertsch )
COORDINADORA, LABORATORIO DE SUELOS Y FOLIARES

1. Las unidades estan expresadas en base seca, en m/v. 2. Procedimiento: pH en agua 10:25; Acidez, Al, Ca'y Mgcon KCI 1M 1:10; P,K,Zn,Fe,Mny Cucon Olsen
Modificado pH 8,5 (NaHCO3 0,5 N, EDTA 0.01M, Superfloc 127) 1:10; S con Ca(H2PO4)2-H,0 0,008M 10:25. Acidez determinada por v aloracién con NaOH y Alcon
HCI; P y S por Colorimetria con el Analizador de Iny eccién de Flujo (FIA) y el resto de los elementos por Espectrof otometria de Absorcién Atémica. Cy N totales por
combustién seca en Autoanalizador y Conductividad Eléctrica (CE) en agua en relacion 1:1. 3. El muestreo es responsabilidad del usuario. 4. Los resultados se
refieren Unicamente alas muestras ensay adas. 5. El tiempo de custodia de las muestras es de 45 dias a partir del ingreso de la muestra. 6. El Reporte de Ensay o
vlido es el original firmadoy sellado que se imprime a solicitud expresa del usuario; cuando el usuario solicita el envio del reporte por correo electrénico o fax libera
al Laboratorio de resguardar la integridad y confidencialidad de sus resultados.

94



Anexo 3. Analisis quimico del suelo de Rancho Redondo para determinar la cantidad

del P total en el mismo (antes de aplicar los tratamientos).

LABORATORIO DE SUELOS Y FOLIARES

N° DE REPORTE: 51149

REPORTE DE ENSAYO
SC12-LSF-101-R01 (v7)

USUARIO: PROYECTO SOLUBILIZADORES DE FOSFORO (LEIDA CASTRO)

RESPONSABLE: LEIDA CASTRO

CORREO leida.castro@ucr.ac.cr
TELEFONO: 2511-2081
PROVINCIA: SAN JOSE

CANTON: GOICOECHEA
LOCALIDAD RANCHO REDONDO
CULTIVO: SIN CULTIVO

ANALISIS QUIMICO DE ABONOS ORGANICOS

%
ID USUARIO IDLAB P
SOL: SUELO RANCHO REDONDO AO-14-00232( 0,09
3
Q
Ing.Agr. Floria Bertsch )

ANALISIS: P

FECHA RECEPCION:  21/07/2014
EMISION DE REPORTE: 06/08/2014
N° DE MUESTRAS TOTAL: 1

PAGINA: 1/1

900 ppm

COORDINADORA, LABORATORIO DE SUELOS Y FOLIARES

1. Las unidades estén expresadas en base seca, en m/m. 2. Procedimiento: en sélidos, N por combustién seca en Autoanalizador de acuerdo al SC09-LSF-01-
PO06; y en liquidos por digestion himeda; P, Ca, Mg, K, S, Na, Fe, Cu, Zn, Mn, B y Al por digestién himeda con HNO3 y determinacién por Espectrometria de
Emision Atémica con Plasma (ICP) de acuerdo al SC09-LSF-01-P10. 3. El muestreo es responsabilidad del usuario. 4. Los resultados se refieren inicamente a
las muestras ensay adas. 5. Eltiempo de custodia de las muestras es de 45 dias a partir del ingreso de la muestra. 6. El Reporte de Ensay o vlido es el original
firmadoy sellado que se imprime a solicitud expresa del usuario; cuando el usuario solicita el envio del reporte por correo electrénico o fax libera al Laboratorio de

resguardar la integridad y confidencialidad de sus resultados.
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Anexo 4. Analisis quimico del suelo de Rancho Redondo para determinar la relacion
Carbono/Nitrogeno en el mismo (antes de aplicar los tratamientos).

Centro de Investigaciones Agronmicas

Facutad de Ciencias Agroalimentarias
Universidad de Costa Rica

CENTRO DE INVESTIGACIONES AGRONOMICAS
LABORATORIO DE SUELOS Y FOLIARES
REPORTE DE ENSAYO
SC12-LSF-101-RO1 (v9)

N° DE REPORTE: 55349

USUARIO: PROYECTO SOLUBILIZADORES DE FOSFORO (LEIDA CASTRO)
RESPONSABLE: LEIDA CASTRO
CORREO leida.castro@ucr.ac.cr / paov_78@yahoo.es
TELEFONO: 2511-2081

ANALISIS: CT,NT,CIN
PROVINCIA: SAN JOSE FECHA RECEPCION: 03/09/2015
CANTON: GOICOECHEA EMISION DE REPORTE: 11/09/2015
LOCALIDAD LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA N° DE MUESTRAS TOTAL: 1
CULTIVO: SIN CULTIVO PAGINA: 1/1

ANALISIS QUIMICO DE SUELOS

% Relacién
C N CIN

ID USUARIO ID LAB
SUELO RANCHO REDONDO [S-15-09047| 3,00 0,31 9,7

OBSERVACION: EI % C y N totales se determinaron con el Autoanalizador de C/N por combustion seca. Los valores de % C total correlacionan muy bien (R220,95) con
el % de MO. Si quiere estimar el valor del % MO a partir del dato de % C total determinado con esta metodologia, multiplique el % C total por 1,43.

\ -
@(%“u a{@&MQ
Horia Bertsch H. ' Marianefa Blanco M.

COORDINADORA N.I. 2468

1. El muestreo es responsabilidad del usuario. 2. Los resultados se refieren inicamente a las muestras ensay adas. 3. El tiem po de custodia de las muestras es de 45 dias a
partir del ingreso de la muestra. 4. El Reporte de Ensay o v lido es el original firmadoy sellado que se imprime a solicitud expresa del usuario; cuando el usuario solicita el
envio del reporte por correo electrénico o fax libera al Laboratorio de resguardar la integridad y confidencialidad de sus resultados.
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Anexo 5. Resultados de laboratorio para solubilizacion de P por medio de bacterias y
levaduras en medio in vitro.

N° DE REPORTE:

LABORATORIO DE SUELOS Y FOLIARES
REPORTE DE ENSAYO

52612

ANALISIS:

FECHA RECEPCION:
EMISION DE REPORTE:
N° DE MUESTRAS TOTAL:
PAGINA:

USUARIO: PROYECTO SOLUBILIZADORES DE FOSFORO(LEIDA CASTRO)
RESPONSABLE: LEIDA CASTRO
CORREO: leida.castro@ucr.ac.cr
TELEFONO: 2511-2081
PROV!NCIA: SAN JOSE
CANTON: GOICOECHEA )
LOCALIDAD: LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA
CULTIVO: AGUAS
ANALISIS QUIMICO DE AGUAS
mg/L
ID USUARIO IDLAB P
8-1 A-14-322 11,2
82 A-14-323 18,9
83 A-14-324 13,5
91 A-14-325 14,9
92 A-14-326 233
93 A-14-327 14,0
221 A-14-328 7,6
222 A-14-329 6,3
22-3 A-14-330 89
11 A-14-331 93
11-2 A-14-332 9,9
11-3 A-14-333 13,3
T1 A-14-334 1,3
T2 A-14-335 1,4
T3 A-14-336 0,4
Q

Ing.Agr. Floria Bertsch 5
COORDINADORA, LABORATORIO DE SUELOS Y FOLIARES

P
03/12/2014
08/12/2014
15

11
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N° DE REPORTE:

USUARIO:

RESPONSABLE:
CORREO:
TELEFONO:

PROVINCIA:
CANTON:
LOCALIDAD:
CULTIVO:

LABORATORIO DE SUELOS Y FOLIARES
REPORTE DE ENSAYO

52715

PROYECTO SOLUBILIZADORES DE FOSFORO(LEIDA CASTRO)

PAOLA VARGAS
leida.castro@ucr.ac.cr
2511-2081

SAN JOSE
GOICOECHEA

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

AGUAS

ANALISIS QUIMICO DE AGUAS

mg/L
ID USUARIO IDLAB P
50-1 A-14-352 3,6
50-2 A-14-353 37
50-3 A-14-354 41
51-1 A-14-355 10,3
51-2 A-14-356 8,3
51-3 A-14-357 84
211 A-14-358 9,1
21-2 A-14-359 54
21-3 A-14-360 6,4
TESTIGO 1 A-14-361 1,5
TESTIGO 2 A-14-362 1,5
TESTIGO 3 A-14-363 1,0

ANALISIS: P

FECHA RECEPCION: 10/12/2014
EMISION DE REPORTE:  15/12/2014
N° DE MUESTRAS TOTAL: 12

PAGINA: 1/1
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Ing.Agr. Floria Bertsch
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N° DE REPORTE:

USUARIO:

RESPONSABLE:
CORREO:
TELEFONO:

PROVINCIA:
CANTON:
LOCALIDAD:
CULTIVO:

LABORATORIO DE SUELOS Y FOLIARES
REPORTE DE ENSAYO

52954

PROYECTO SOLUBILIZADORES DE FOSFORO(LEIDA CASTRO)

PAOLA VARGAS
leida.castro@ucr.ac.cr
2511-2081

SAN JOSE

GOICOECHEA

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA
AGUA

ANALISIS QUIMICO DE AGUAS

mg/L
ID USUARIO IDLAB =)
T A-15-012 3,5
T2 A-15-013 18
T3 A-15-014 2,2
18-1 A-15-015 2,6
18-2 A-15-016 19
18-3 A-15-017 2,1
19-1 A-15-018 3,2
19-2 A-15-019 4,5
19-3 A-15-020 3,8
52-1 A-15-021 2,3
52-2 A-15-022 2,2
52-3 A-15-023 2,7
55-1 A-15-024 2,8
55-2 A-15-025 2,9
55-3 A-15-026 2,3

SfpriafGutiod(:

Ing.Agr. Floria Bertsch

ANALISIS: P

FECHA RECEPCION: 22/01/2015
EMISION DE REPORTE:  26/01/2015
N° DE MUESTRAS TOTAL: 15

PAGINA: 1/1
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Anexo 6. Analisis quimico foliar de plantas de arroz var. Palmar 18, utilizadas como
cultivo indicador en el ensayo en invernadero para probar microorganismos
solubilizadores de P.

N° DE REPORTE:

LABORATORIO DE SUELOS Y FOLIARES

REPORTE DE ENSAYO
SC12-L SF-101-R01 (v8)

54741

Centro de Investigaciones Agrondmicas

Facultad de Clncias Agroalimentarias
Universidad ge Costa Rica

USUARIO: PROYECTO SOLUBILIZADORES DE FOSFORO (LEIDA CASTRO)
SUBCLIENTE TESIS PAOLA VARGAS
RESPONSABLE: PAOLA VARGAS
CORREO leida.castro@ucr.ac.cr / paov_78@yahoo.es
TELEFONO 2511-2081
ANALISIS: QC,B,S
PROVINCIA: SAN JOSE FECHA RECEPCION: 10/07/2015
CANTON: MONTES DE OCA EMISION DE REPORTE 17/07/2015
LOCALIDAD INVERNADERO N° DE MUESTRAS TOTAL 30
CULTIVO: ARROZ PAGINA: 1/2
ANALISIS QUIMICO FOLIAR
o/1
/o mg/kg
ID USUARIO ID LAB N P Ca Mg K S |Fe Cu Zn Mn B
TESTIGO 1 P-15-05743( 0,99 0,15 0,28 0,17 2,16 0,15| 57 4 45 580 7
TESTIGO 2 P-15-05744| 1,12 0,15 0,31 0,19 2,25 0,17 | 55 5 52 567 8
TESTIGO 3 P-15-05745( 1,20 0,12 0,40 0,23 2,29 0,17 | 88 5 62 601 9
TESTIGO 4 P-15-05746| 1,04 0,14 0,35 0,19 2,21 0,19 68 5 53 758 8
LEVADURA + AZO 1 P-15-05747( 1,20 0,15 0,29 0,20 2,37 0,15| 55 5 54 547 8
LEVADURA + AZO 2 P-15-05748| 1,11 0,14 0,30 0,17 2,28 0,14 | 50 5 44 611 8
LEVADURA + AZO 3 P-15-05749| 1,20 0,13 0,43 0,21 2,52 0,18 | 65 5 56 514 11
LEVADURA + AZO 4 |P-15-05750| 1,09 0,13 0,28 0,17 2,09 0,15| 47 5 57 599 7
HONGO 1 P-15-05751| 1,02 0,15 0,30 0,18 2,19 0,15| 61 5 40 737 7
HONGO 2 P-15-05752| 1,22 0,14 0,29 0,20 2,28 0,16 | 68 5 50 471 6
HONGO 3 P-15-05753| 1,02 0,14 0,30 0,19 2,20 0,15( 54 5 52 663 7
HONGO 4 P-15-05754| 1,21 0,16 0,31 0,21 2,58 0,20 | 67 6 56 490 6
HONGO + AZO 1 P-15-05755| 1,03 0,13 0,29 0,21 2,29 0,17 | 49 4 59 514 8
HONGO + AZO 2 P-15-05756| 1,03 0,13 0,29 0,18 2,20 0,15| 56 4 54 505 9
HONGO + AZO 3 P-15-05757| 1,11 0,15 0,29 0,19 2,46 0,17 | 50 5 60 414 7

OBSERVACION: MUESTRAS SECAS.

Gria

Horia Bertsch H.
COORDINADORA

MarianZa Blanco M.

N.I. 2468

1. Las unidades estan expresadas en base seca, en m/m. 2. Procedimiento: N por combustion seca en Autoanalizador de acuerdo al SC09-LSF-01-P06; P, Ca, Mg, K, S,
Na, Fe, Cu, Zn, Mn, By Al por digestién himeda con HNO3y determinacién por Espectrometria de Emisiéon Atémica con Plasma (ICP) de acuerdo al SC09-LSF-01-P10.
3. El muestreo es responsabilidad del usuario. 4. Los resultados se refieren inicamente a las muestras ensay adas. 5. Eltiem po de custodia de las muestras es de 45 dias
a partir del ingreso de la muestra. 6. El Reporte de Ensay o vlido es el original firmado y sellado que se imprime a solicitud expresa del usuario; cuando el usuario solicita

el envio del reporte por correo electrénico o fax libera al Laboratorio de resguardar la integridad y confidencialidad de sus resultados.
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LABORATORIO DE SUELOS Y FOLIARES

N° DE REPORTE: 54742

REPORTE DE ENSAYO

SC12-LSF-101-R01 (v8)

Cid

Centro de Investigaciones Agrondmicas
Facultad de Chanclas Agroalimentarias
Universidag de Costa Rica

Akance disponible &n www.eCa.oror

Laboratorio de ensayo
Alcance de Acreditacion IN®. LE-033
Acreditads & partic de: 1206006

USUARIO: PROYECTO SOLUBILIZADORES DE FOSFORO (LEIDA CASTRO)
SUBCLIENTE TESIS PAOLA VARGAS
RESPONSABLE: PAOLA VARGAS
CORREO leida.castro@ucr.ac.cr / paov_78@yahoo.es
TELEFONO 2511-2081
ANALISIS: QC,B,S
PROVINCIA: SAN JOSE FECHA RECEPCION: 10/07/2015
CANTON: GOICOECHEA EMISION DE REPORTE 17/07/2015
LOCALIDAD INVERNADERO N° DE MUESTRAS TOTAL 6
CULTIVO: ARROZ PAGINA: 1/1
ANALISIS QUIMICO FOLIAR

%' mg/kg
ID USUARIO ID LAB N P Ca Mg K S |Fe Cu zZn Mn B
TESTIGO AZO 3 P-15-05773| 1,02 0,14 0,32 0,19 2,30 0,16 | 61 5 51 726 9
TESTIGO AZO 4 P-15-05774| 1,24 0,17 0,32 0,20 2,44 0,18 55 6 64 655 8
LEVADURA 1 P-15-05775( 0,99 0,15 0,26 0,17 2,13 0,14 ]| 41 5 47 524 7
LEVADURA 2 P-15-05776| 1,09 0,14 0,32 0,21 2,37 0,16 | 67 5 55 565 8
LEVADURA 3 p-15-05777| 1,08 0,16 0,30 0,23 2,44 0,17 88 6 58 694 8
LEVADURA 4 P-15-05778{ 1,06 0,16 0,30 0,18 2,34 0,17 | 57 5 51 713 8

Gpria

Horia Bertsch H.

COORDINADORA

Marianza Blanco M.

N.I. 2468

1. Las unidades estan expresadas en base seca, en m/m. 2. Procedimiento: N por combustién seca en Autoanalizador de acuerdo al SC09-LSF-01-P06; P, Ca, Mg, K, S,
Na, Fe, Cu, Zn, Mn, By Al por digestiéon himeda con HNO3y determinacién por Espectrometria de Emision Atémica con Plasma (ICP) de acuerdo al SC09-LSF-01-P10.

3. El muestreo es responsabilidad del usuario. 4. Los resultados se refieren Gnicamente a las muestras ensay adas. 5. Eltiem po de custodia de las muestras es de 45

dias a partir del ingreso de la muestra. 6. El Reporte de Ensay o v lido es el original firmado y sellado que se imprime a solicitud expresa del usuario; cuando el usuario

solicita el envio del reporte por correo electrénico o fax libera al Laboratorio de resguardar la integridad y confidencialidad de sus resultados.
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Anexo 7. Resultados de variables evaluados en plantas de arroz a los 102 dias después
de la siembra en el ensayo de invernadero.

Tratamiento PF Aéreo Altura PS Aéreo
@ (cm) C);

Testigo 346 A 49,65 A 092 A
T. Azospirillium 334 A 4851 A 082 A
Hongo 338 A 49,19 A 0,89 A
Hongo+Azospirillium 3,28 A 48,64 A 0,87 A
Levadura 329 A 48,63 A 082 A
Levadura+Azospirillium 322 A 48,36 A 0,83 A
Bacteria 327 A 48,27 A 082 A
Bacteria+tAzospirillium 339 A 4850 A 089 A
Hongo+Bacteria+LevaduratAzospirillium 333A 49,09 A 088 A

Tratamiento PF Raiz Long. Raiz PS Raiz

@ (cm) @

Testigo 164 E 24,36 D 047 B
T. Azospirillium 0,77 B 22,74 CD 0,60 D
Hongo 1,12 C 2348 CD 0,58 D
Hongo+Azospirillium 0,78 B 1943 A 059 D
Levadura 137D 22,25 BCD 041 A
Levadurat+Azospirillium 0,68 AB 22,86 CD 0,50 BC
Bacteria 061 A 20,25 AB 0,46 AB
Bacteria+tAzospirillium 0,63 A 21,70 ABC 047 AB
Hongo+Bacteria+Levadura+Azospirillium 119C 21,12 ABC 0,56 CD

Tratamiento Den.lon.rad | Indice Raiz/Tallo | indice Raiz/Tallo

(cm/cc) Fresco (g) seco (g)

Testigo 012 D 048 E 052 A
T. Azospirillium 0,11 BCD 024 B 0,76 D
Hongo 012 CD 034 C 0,67 BCD
Hongo+Azospirillium 010 A 024 B 0,69 CD
Levadura 0,11 BCD 042 D 051 A
Levadura+Azospirillium 0,11 CD 021 AB 0,66 BCD
Bacteria 0,10 AB 0,19 A 0,57 AB
Bacteria+tAzospirillium 0,11 ABC 019 A 053 A
Hongo+Bacteria+Levadura+Azospirillium 0,11 ABC 036 C 0,64 BC
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