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RESUMEN

Se realizaron una serie de experimentos para ewelledecto de la inoculacién combinada del hongmmizal
Glomus fasciculatum (HM) y el hongo solubilizador de Mortierella sp. (MSP) sobre la absorcién de P y el
crecimiento deleucaena leucocephala en un Oxisol fertilizado con roca fosférica (RFg; capacidad de
Mortierella sp. para desorber P previamente adsorbido en igolDgl efecto de niveles crecientes de RP sobre
la capacidad d&ortierella sp. para disolverla bajo condicioniesvitro y el efecto de niveles crecientes de
glucosa sobre la capacidadMertierella sp. para disolver RP bajo condiciomesitro.

Los resultados indican que la capacidad del hoxigotierella sp. para disolver RP fue controlada por la
concentracion de glucosa en el medio de cultivacdrcentracionde de glucosa de 7.5'gpkodujo disminucion
del pH del medio y, en consecuencia, una mayoitutigim de la RP. Niveles de glucosa por encimastie iivel

no aumentaron significativamente la disolucion @ Rsi mismo, en otro experimento se detecto gaaedm se
adicion6 RP a razén de 2.0 ¢'Ise presenté una mayor reduccién del pH del medioryello una mayor
disolucién de RP. Contenidos de RP en el medioudter@ por encima o por debajo de éste nivel preduj
concentraciones de P soluble en solucion més bajos.

No se detect6 que el honjtortierella sp. fuera capaz de desorber P previamente soebigéb suelo empleado,
contrario a lo ocurrido en otros estudios.

En un estudio bajo invernadero se detecté que Hedmoculacion corMortierella sp. y G. fasciculatum
incrementd significativamente la absorcion de Pl grecimiento del. leucocephala muy por encima de lo
detectado con la sola inoculacién con el hongo miizal, independiente del nivel de RP. El hongabiizador
de P no fue capaz por si s6lo de mejorar la alisod® P y el crecimiento de leucaena con respéctngrol no
inoculado, ambos tratamientos permitieron que lastas desarrollaran sintomas visulaes de deficiede P y
gue exhibieran un probre desarrollo.

PALABRAS CLAVES

Glosmus fasciculatum, Mortierella sp., Leucaena leucocephala, disponibilidad de P, Roca fosférica, suelos
fuertemente meteorizados.
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ABSTRACT

A series of experiments were carried out to evalube effect of the dual inoculation with the mybdral
fungus Glomus fasciculatum and the phosphorus solubilizing funghbortierella sp. on plant P uptake and
growth ofLeucaena leucocephala grown in an Oxisol fertilized with graded amouafsock phosphate (RP); the
capacity ofMortierella sp. to desorb P previously sorbed on the Oxib@l;dffect of increasing levels of RP on
the capacity oMortierella sp. to solubilize RP undén vitro conditions and, the effect of increasing levels of
glucose on the capacity bfortierella sp. to solubilize RP undén vitro conditions.

Results indicate that the capacity of the funiiertierella sp. to dissolve RP was controlled by the level of
glucose in the medium growth. The glucose conctatraf 7.5 g I* produced a reduction in the pH of the
medium growth and, consequently, a higher solutilim of RP. Levels of glucose above this concéiotmadid

not increase significantly the RP dissolution. $my, in another experiment it was detected thaewRP was
added to the growth medium at 2.0 ¢ there was a higher reduction on the pH of the gnawedium, which
produced a higher dissolution of RP Myrtierella sp. Levels of RP above or below that level proddegels of
soluble P lower.

There was not evidence to support thartierella sp. can desorb P from sorbing sites in the soail.

In the study under greenhouse conditions it wasatietl that the dual inoculation wilortierella sp. andG.
fasciculatum significantly increased the plant P uptake andvginoof L. leucocephala above those obtained with
the sole mycorrhizal inoculation, regardless thel®f| added (even in the absence of RP). The #b#iaing

fungus did not increase the plant P uptake and thir@wer the uninoculated control, both treatmemtsipced
plants with poor growth and exhibited visual symmpsoof P deficiency.

KEY WORDS

Glosmus fasciculatum, Mortierella sp., Leucaena leucocephala, availability of P, phosphorus rock, highly
weathered soils
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1 INTRODUCCION

1.1 Planteamiento del problema

Los suelos fuertemente meteorizados de los tropicstropicos (Guppyet al. 2005), ubicados en la zona
de vida de bosque humedo tropical (Lynch & Brow®&0 se caracterizan por la baja disponibilidad de
nutrientes y condiciones de acidez (pH < 6.0) (IT®®2; Jaramillcet al. 1994). La limitada productividad
agricola de estos suelos en buena parte se dabeagldisponibilidad de fosforo (P) en la soludié@hsuelo
(Lynch & Brown 2008; Guppyet al.2005; Boul & Eswaran 2000; Sdnchez & Salinas 1983)

Estos suelos se destacan por la alta capacidadfigar® (Lynch & Brown 2008) en la superficie desl
minerales secundarios que lo conforman (caolimflsita, ferrihidrita, goetita, hematita, pirolwsity
anastasa) (Boul & Eswaran 2000; Fontes & Weed 18p@rks 1995; Dixon & Weed 1989; Lins & Cox
1989), ademas de la precipitacién del P con iomeEa{OH)®™* y AlI(OH),* " libres en la solucién del
suelo, hacen que éste forme complejos muy insduplestables a pH bajos (Lynch & Brown 2008; Sparks
1995; Dixon & Weed 1989). La fuerte fijacion debplicado limita la disponibilidad de P para laangés,
resultando en una disminucién de la productividadppy et al.2005).

Se pretende aplicar fertilizantes fosforicos pdcarzar y mantener concentraciones adecuadas del® e
solucién del suelo. Esto, puede ser logrado ataphltas dosis de fertilizantes solubles (Sanéh&alinas
1983). En los Oxisoles se presentan problemas caltag, tasas de aplicacion de fertilizantes fosfdi son
necesarias para poder llegar a tener niveles deiesudfia del elemento en la solucion del suelo Kbyr &
Johnston 2008); es el insumo individual mas costesoerido para las sabanas de pasturas mejoradas e
Ultisoles y Oxisoles (CIAT 1979); baja eficienciitenida con la fertilizacién fosférica (Osorio &fez
2000); se corren riesgos ambientales de acumwéorden los cuerpos de aguas (Stewart & HowelB200

lo anterior debido a la alta tasa de fertilizafRegue requieren los Oxisoles (Sanchez & Salina8)198

Muchos estudios muestran una disminucién en la&ome P, incrementando la concentracion de P en la
solucién de suelo, después de pequefias adicioneedesuelos fuertemente meteorizados, cuanddlisa ap
materia organica (Guppgt al.2005). Un factor muy importante que se debe danar en la determinacion
de la conveniencia de aplicar las fuentes de P residual (CIAT 1982). A diferencia de lostrientes
moviles en el suelo, el P permanece en la vecideéhditio de aplicacion por largos periodos de iem se
mantiene disponible para proporcionar una porciénod requerimientos de cultivo durante una seeie d
periodos de cultivo (Sanchez 2007; CIAT 1982).



1.2 Justificacion

Thies & Grossman (2006), hablan acerca del interésiente por los microorganismos de la rizosfpeaia
aumentar o manipular poblaciones que se encueathian Estos autores, reconocen la importanciaade |
microflora del suelo en el mantenimiento de lailfdetd del suelo, también recomiendan tener prastigue
ayuden a mejorar la sobrevivencia y funciéon deMagoorganismos benéficos del suelo.

El manejo de la rizosfera puede ser integrado cema estrategia, que favorece la movilizacion y
adquisicién de nutrientes para un mejor crecimigptgetal (RGmheld & Neumann 2006).

La limitada disponibilidad de P en los suelos dépico fuertemente meteorizados (Oberstral. 2006),
sugiere practicas de manejo como el empleo defoxdarica (RP) en estos suelos (Sanchez 2007)gsor |
caracteristicas quimicas de la RP (Rahal1996) y el empleo de hongos micorrizales (HM) é2aet al.
2008; Habte 2006). Los HM son una alternativa lgjici® para mejorar la absorciéon de P por las plantas
Estos mejoran la absorcion de P, ademas de CaCMdZn (Whitehead 2008; Deacom 2006; Gregory 2006;
Soedarjo & Habte 1995; Habte & Soedarjo 1996), e gstimula el crecimiento y la nutricién en planta
inoculadas como café&Cpffea arabicavariedades Colombia y Caturra) (Jaramillo 2006huva Physalis
peruvianal.) y tomate de arbolQyphomandra betacedendt) (Gonzalez 2006), aguac®er&ea americana
Mill.) (Montoya 2008), leucaend_éucaenadeucocephalglLam.] de Wit.) (Soedarjo & Habte 1995; Osorio
2003), entre muchas otras.

Estos hongos impactan positivamente el crecimigih#onutricion de las plantas ya que el micelio lumhgo

se convierte en una extension de las raices (Barah 2008), ayudando a explorar un volumen de suelo
mayor que el que puede explorar la raiz (VosatkAll&echtova 2009), de otro lado, el micelio alcanza
micrositios donde los pelos de las raices no lofemar; absorben concentraciones de P y otrosentis
(agua, entre otros) mucho mas bajas, que las qeatesmn las raices de las plantas; la movilidadPdek
mucho mayor dentro del micelio del hongo que esuelo (Bowen & Rovira 1999; Hinsinger 1998; Barber
1995; Bolan 1991).

Los microorganismos solubilizadores de P (MSP) ragjda disponibilidad de P en la solucién del syglo
por ende, favorecen la absorcién de P en las glgwthitelaw 2000; Osorio & Pérez 2000; Kucey & Letg
1989).

Osorio (2008) en una serie de experimentos demestefecto sinergistico de inocular conjuntament@&PM
(Mortierella sp.) y HM Glomus aggegatujren plantas de leucaena en diferentes suelosgué imanera,
Zaidi & Khan (2006) con una triple inoculacion c@8nadyrhizobiumsp. (fijador de nitrégenoBacillus
subtilis (MSP), Aspergillus awamor{MSP) yGlomus fasciculatuniHM), encotraron efectos positivos en el
crecimiento devigna radiatal.. Wilczek, cuando crece en un suelo deficient® grfertilizado con RP.

La asociacion de los HM con los MSP puede sercatitespecialmente en suelos que contienen muy bajas
concentraciones de P en la solucién del suelo @¢H2006). La inoculacion dual de HM y MSP muestra se
efectiva en aumentar la absorcion de P (Osorio ;2088rio & Pérez 2000). Esta interaccion en suelos
altamente meteorizados puede mejorar la dispothéailide P en la solucién del suelo, la absorcioR geel
crecimiento experimental de plantas, cuando seiaadio al suelo formas de baja solubilidad en suelos
fuertemente fijadores.

Reducir los costos de la fertilizacién de P consel de RP, puede ser una practica agronémica neésadh
en los suelos acidos (Sanchez 2007; Lépez & Ni@988, Sanchez & Salinas 1983). La RP se caraateri
por tener baja reactividad, baja disolucion y ldittaracion de P (Rajaet al. 1996; Hammongabt al. 1986;
Khasawnetlet al. 1979;). Esta situacién se mejora cuando se tieneruenta los microorganismos del suelo
capaces de disolver RP (Ramirez 2005; Whitelaw 2@¥brio & Pérez 2000). Adicionalmente, esto
disminuye los riesgos ambientales que se pueden ¢gnla contaminacion de los cuerpos de agua iS8nit
Moore 2005; Stewart & Howell 2003).



Los fertilizantes fosféricos son un recurso limidag costoso, muchos agricultores no pueden acaear
(Steen 1997). Es imperativo, que las personasti@@jan con vegetales exploren e identifiquen los
mecanismos que mejoran el uso eficiente del P,¢iaediar estrategias de aprovechamiento que aumiente
adquisicion y eficiencia del P en ambientes de tigponibilidad (Vance 2008). Los esfuerzos paegonar

la disponibilidad del P para las plantas son ugaenhte necesitados para mantener e incrementadreman

y ambientalmente los cultivos agricolas sosteniplesce 2008).

La adicion de fertilizantes fosforicos es una pcactomuin en paises en desarrollo, pues, es coast@la
sostenibilidad econdmica de esta actividad (AbeE@®0). En muchos paises en desarrollo, especitgme
en Africa, el uso de fertilizantes es insignifieaVorld Bank 2004). Lynch (2007), sugiere qudesarrollo

de sistemas de cultivos con gran productividad wlos de baja disponibilidad de P puede mejorar la
sostenibilidad y seguridad alimentaria global.

La respuesta de los ecosistemas terrestres al catiimiatico global dependera de las interaccioresad

variables que cambian el clima, sobre las limitaegoedaficas para la produccidn vegetal, incluyesid®

(Lynch & St. Clair 2004). La adaptacion de lasnpdas a la baja disponibilidad de P, es por lo tatgo
considerable interés en las Ciencias Agrarias (hy8a@&rown 2008).

Se ha estimado que la poblacion humana crecerdillhBes para el 2020 y el doble para el afio 2050
(Maarten & David 2003; Keeney 1997). Se esperalqudemanda de nutrientes y granos sea el triple
(Keeney 1997). Shaviv (2001) sostiene que la calganutrientes por unidad de area se incrementa
firmemente. Todo esto implica que la producciéraliteentos debe ser mucho mas intensiva y eficignée
antes (Maarten & David 2003).



13 HIPOTESIS DE TRABAJO

1.3.1 Experimento 1

Mortierella sp. tiene la capacidad de desorber fésforo preanden adsorbido y con ello aumentar la
concentracion de fosforo en la solucidn del sudioha capacidad esta condicionada por la cantigad d
fésforo adsorbido por el suelo.

1.3.2 Experimento 2

La capacidad d&lortierella sp. para disolver roca fosférica y aumentar laceatracién de fosforo en el
medio de cultivo dependen de la disminucion dekeptel medio, las variables estan en funcion desisdle
roca fosférica adicionada a este.

1.3.3 Experimento 3

La capacidad dlortierella sp. para disolver la roca fosférica mediante Buceién del pH del medio
cambia en funcién de la concentracion de glucosa.

1.3.4 Experimento 4

La doble inoculacién fungica del suelo c@fomus fasciculatuny Mortierella sp. favorece la absorcion de
fésforo, y el crecimiento de. leucocephalaen un Oxisol fertilizado con roca fosférica.



1.4 Objetivos

1.4.1  Objetivo general

Evaluar el efecto de la inoculacién combinadaGitemusfasciculatum(HM) y Mortierrella sp. (MSP) sobre
la disponibilidad de P en la solucion del suelaligorcién de P y crecimiento Heucaena leucocephaken
un Oxisol fertilizado con roca fosférica.

1.4.2  Objetivos especificos

1.4.2.1 Evaluar la capacidad de solubilizacion geeRiamente adsorbido en un Oxisol

1.4.2.2 Evaluar el efecto de niveles crecientesoda fosférica sobre la capacidad Mertierella sp. para
disolverla bajo condicionés vitro

1.4.2.3 Evaluar el efecto de niveles crecientegldeosa sobre la capacidad Mertierella sp. para disolver
RP bajo condicionés vitro.

1.4.2.4 Evaluar el efecto de la doble inoculaciéhsdielo corGlomusfasciculatumy Mortierella sp. sobre
la disponibilidad del P en el suelo, la absoraérP y el crecimiento deeucaendeucocephalaen
un Oxisol fertilizado con niveles crecientes dearfimsférica.



2 REVISION DE LITERATURA

2.1 Suelos altamente meteorizados

La distribucién geografica de suelos fuertementeteorezados (Oxisoles y Ultisoles) se relaciona
principalmente con materiales geoldgicos y supedicgeomorfolégicas estables en las regiones
intertropicales (Boul & Eswaran 2000). Las propigels quimicas estan dictadas por la baja cargasde |
arcillas (Yu 1997). Los suelos acidos presentarpldn< 6,5 (Zapata 2004). La fraccion arena y limo
contienen pocos minerales meteorizables (Jarawetill. 1994). Los Oxisoles tienen valores relativamente
bajos de intercambio de cationes (Dixon & Weed }98fichos tienen baja saturacion de bases (Jaoaenill
al. 1994). Los escenarios pedogenéticos son variadm®, elacionados con la pérdida de silicatos y
concentracion de éxidos de Fe y Al (Jaranmelial. 1994).

Los suelos fuertemente meteorizados y/o sueloogcidecuentemente presentan minerales en la dracci
arcillosa (< 2um), de Oxidos u 6xidos-hidratados de Fe, Al y @Bix¢n & Weed 1989). Los minerales
arcillosos asociados con los silicatos son la naali[SEAl,O19(OH)], generalmente desordenada y
recubierta con altos contenidos de Fe (Sparks 1996% minerales comunes asociados con los 6xidos d
hierro (Fe) son: Ferrihidrita (F:59H,0), goetita ¢-FeOOH), hematitaofFe,0s) y magnetita (F,)
(Herbillon 1988; Sparks 1995). Los minerales dgéheralmente son la gibsitaAl(OH)3) (Eswararet al.
1977). Los o6xidos de manganeso son la pirolugfidVinO,). En la fraccién arena se encuentra en gran
cantidad el cuarzo y 6xidos de titanio (anastas#tefio (TiO,)) (Sparks 1995), que son muy resistentes a la
meteorizacion (Herbillon 1988). Otros minerales ge han reportado en la superficie de los Oxisaada
clorita o minerales hidréxidos interlaminares (B&uEswaran 2000). Eswaraet al. (1977), encontraron
diferentes minerales de Fe y Al cristalinos presgen la fraccion fina del limo.

Para Boul & Eswaran (2000) la mineralogia de los@gs, particularmente de aquellos con altas dadés
de sesquioxidos, especificamente 6xidos y oxiddsatados de Fe en la fraccién fina del suelo, itepar
algunas propiedades Unicas a estos suelos.

Moraghan & Mascagni (1991), mencionan que se puedperar deficiencias de Zn, Cu, Mn, B y Mo, ya que
la disponibilidad de estos nutrientes depende gevddores de pH. La disponibilidad de nutrienteslak
Oxisoles es baja (Melgat al. 1992; Moraghan & Mascagni 1991), lo anterior rgniica que sean infértiles
para un cultivo individual pero mas bien su inhdbaill para sostener continuamente la produccién sin
fertilizaciébn. Cuando las limitaciones naturalesatidez y bajo contenido de nutrientes son superpdr
adicion de cal y fertilizantes, se presentaran mambes producciones en los Oxisoles (Boul & Eswar
2000).

Las arcillas de los Oxisoles tienen carga varigbley & Le Roux 1976) y gran superficie especifica,
propiedades muy relacionadas con su capacidadijarB (Bighamet al. 1978; Fontes 1988). La superficie
especifica de la caolinita en los Oxisoles es aledde 60 g™ (Boul & Eswaran 2000).

Con frecuencia los suelos tropicales son deficgeateP (Winch 2006). Los Oxisoles presentan unabaja
disponibilidad de P o fésforo inorganico (Pi) erstducién del suelo (Dazt al 2006; Trakoonyingcharoen
et al 2005), destacandose por su alta tasa para djtiliZante fosférico en la superficie de los males
secundarios (Boul & Eswaran 2000; CIAT 1983; SamcfeSalinas 1983). Cuando tienen substanciales
contenidos de 6xidos de Fe en el horizonte supar{iBoul & Eswaran 2000; Smyth & Cravo 1992). Los
altos contenidos de iones de Fe(§H)" y Al(OH), ™" libres en la solucién del suelo reaccionan copi g
hacen que este se precipite para formar P-Fe y PeAiplejos muy estables a pH < 5,5. El rangoHiem el
cual el P es mas disponible para las plantas 850 6,5. (Winch 2006).



2.2 Hongos micorrizales

Los hongos micorrizales (HM) tienen asociacionesbgiticas con las raices de muchas plantas parer pod
completar su ciclo de vida (Deacom 2006), son roiganismos obligados (Deacom 2006; Gregory 2006).
Pertenecen al Phylum Glomeromycota, Orden Glomealesyal consiste de cinco familias y siete géneros
reconocidos por las caracteristicas de sus esfidmton 2009; Dugan 2006). Los HM son uno de lieses
tipos de micoriza que se conocen, éstos se asooiarl 80% de las especies de plantas conocidteer$Be

et al.2004).

De acuerdo coalpéet al. (2005)y Petersoret al. (2004), el ciclo de vida se puede generalizariete s
pasos que consisten en la emergencia o germindeida espora, crecimiento y ramificacion de lahif
contacto con la raiz hospedante y formacion dedsapio, penetracion de la epidermis y la parediael
ramificacién de la hifa intraradical y la penetdacie las células corticales, formacién de losisgblos y el
crecimiento de la hifa extra radical y la formacd®esporas.

Habte (2006) menciona el papel de los HM en laicigtr de las plantas, propiedades fisicas del syédto
proteccion de las plantas frente a factores lsticabibticos, los efectos de la aplicacion de ydMgunos
efectos nocivos de los HM. Rivera & Fernandez @Qfresentan una completa informacién acerca de la
inoculacion y manejo de HM dentro de los ecosistetrapicales. Bowen & Rovoira (1999) hablan a aerc
de la densidad de la poblacién y la colonizaciéfosrin6culos microbiales, refiriéndose a los HM.

Es amplia la literatura referente al benéfico de HM para mejorar la absorcién de P, estimulando el
crecimiento y la nutriciéon en plantas cultivadawme$tales y pasturas, entre otras. Estos hongoactan
positivamente el crecimiento y la nutricion de i@getales con los que tienen la simbiosis pueseoe
micelio del hongo se convierte en una extensidadeaices, ayudando a explorar un volumen de suelo
mayor que el que puede explorar la raiz; de otto,lal micelio alcanza micrositios donde los peledas
raices no logran llegar; las células de las hiksoden concentraciones de P y otros nutrientesa(amtre
otros) mucho mas bajas que las que absorben srdé las plantas; la movilidad del P es muchoomay
dentro del micelio del hongo que en el suelo (Bated 2008; Webster & Weber 2007; Petersbral. 2004;
Bolan 2001; Kendrick 2000).

2.3 Solubilizaciéon microbial de P

Beauchamp & Hume (1997) y Bowen & Rovira (1999),engionan la existencia de microorganismos
capaces de solubilizar fésforo a formas disponiplasa las plantas. Muchas bacterias (Rodrigueal
2006), hongos (Whitelaw 2000), levaduras y espedéesctinomicetes (Atlas & Bartha 1998; Beauchamp &
Hume 1997), que han sido aislados del suelo yzlasfiéra, en cultivos puros, son capaces de sdabiji
captar el P soluble (Kucey & Leggett 1989). Rami{2005) aisl6 cepas dgacillus sp. de la rizésfera de
banano y platano de la regiéon de Uraba (Colomlkappces de solubilizar RP como Unica fuente de & baj
condicionesin vitro. Se ha observado, una alta proporcion de micemisgios solubilizadores de P
concentrados en la rizésfera de las plantas (WHppgnch 1986; Bowen & Rovira 1999).

Muchos microorganismos del suelo pueden solubikoanpuestos de Pi del suelo (Bowen & Rovira 1999;
Zabhir et al. 2003), reversando asi los procesos de fijacida (Rao 1992). Bacterias del suelo de los géneros
PseudomonasEnterobacter y Bacillus son particularmente activas como solubilizadoresPd(Kim et al.
1998ab). Los hongos del suelo, especialmente laguadé los géneroBenicillium, Aspergillus(Whitelaw
2000) yMortierella (Whitelaw 2000; Osorio 2003) han demostrado sectefos MSP. Aunque las bacterias
han recibido gran atencion, Kucey (1983) indico lpsehongos son mas efectivos solubilizando Pi.

Whitelaw (2000) revisé ampliamente los hongos cabilldad para solubilizar P, y muestra una gran
diversidad con esta capacidadenicilliumy Aspergillusspp son los hongos de la rizésfera o del suelo que
solubilizan P més frecuentemente encontrados (Whit@000; Kucey 1983, Mollat al. 1984;). Osorio
(2010 sin publicar) muestra hifas dspergillus spen medio liquido atacando particulas de RP.



Osorio (2003), aislé varios MSP de la rizésferaléeicaena leucocephalgue se encontraban creciendo
naturalmente en tres suelos de Hawaii (Andisols@xy Vertisol), encontré gran cantidad de MSPmébk
efectivo fue un hongo identificado conMortierella sp. el cual incremento la absorciéon de P en leucaena.
Este autor, sugiere un efecto sinergisticos condeulacién combinada ddortierella sp. (MSP) y un HM
(Glomus aggregatujm

Debido al facil aislamiento de microorganismos @parente alta capacidad para solubilizar P, muchos
estudios se han conducido en investigar el efeeta thoculacién con solubilizadores de P en aiorento

de plantas y absorcién de P (Marschner 2008). Blude ellos con resultados favorables (Zefdil. 2009).
Marschner (2008), advierte sobre la precaucionsgudeben tener en la evaluacion de los microongesis

en las pruebam vitro. Esta misma autora, sostiene que los P-Ca soeldisyor la liberacién de protones,
pero la liberacidn de protones no es efectiva parailizacién de P-Al o P-Fe o P adsorbido a oxides-e

y/lo Al. Los acidos organicos son efectivos en apaeliones de Fe y/o Al con lo cual se liberaria Pi
(Marschner 2008; Guppy 2005). En algunos casa@hgmlemente, respuestas negativas a las inocugscion
se pueden deber al pobre crecimiento y sobrevigedeilos MSP, causada por la falta de nutrientes y/
competencia con la microflora nativa (Marschner800

Combinaciones de microorganismos con diferentesctenisticas, como solubilizacion de P combinada co
fijacibn de N y con HM, presentan mejores respuestas que laisotalacion con solubilizadores de P
(Marschner 2008).

2.4 Mecanismos de solubilizacién microbial de P

Varios mecanismos se proponen para explicar lebsialacion microbial de compuestos inorgénicos de P
estos consisten en la produccion de &cidos in@ggry organicos durante la descomposicion de fenaa
organica (lyamuremyet al. 1996; Marschner 2008; Bar-Yosstfal. 1999); excrecion de protones debido a la
asimilacion de N por los microorganismos (Kucey 1983; Roos & Lumkri984; Abd-Alla 1994;
Whitelaw 2000); desorcién de iones P de los sd®sdsorcion (He & Zhu 1997 y 1998); quelataciorbg

Fe (lyamuremyet al. 1996; Marschner 2008; Bar-Yosatfal. 1999) y competencia de los aniones organicos
producidos por los MSP con los iones fosfato perditios de adsorcién en las superficies de losraias
arcillosos del suelo (Bolagt al1994)

Lynch & Whipps (1990), encontraron que las plamtasden liberar a la rizésfera hasta un 40% delécarb
total fijado por fotosintesis. La descomposici@las exudados radiculares y mudas de la epidgrmagden
incrementar la disponibilidad de P en la rizésfawala produccion de acidos organicos como resuilltila
descomposicidn microbial de la materia organicar§iglaner 2008).

En muchas bacterias la capacidad para disolver rieradi esta relacionada con la produccién de &cido
organico (Rodriguez & Fraga 1999). Goldstein (198@)puso la directa oxidacion de la glucosa a acido
glucénico como el mayor mecanismo para la solwmlin de P en bacterias Gram negativas. Rodriguez
al. (2006), referencian diferentes trabajos de cldmade genes como mps, gabY, pKG3791 y pK1M10
involucrados en la solubilizaciéon de P minerallaaies deErwinia herbicola, Pseudomonas cepacia, Serratia
marcescens, Rahnella aquatjli@spectivamente. Goldstein & Liu (1987) clonaebgen mps de la bacteria
Gram negativéErwinia herbicolaenE. coli, logrando su expresién en la produccion de acldodgico y
confiriendole &. coliHB101 la habilidad para solubilizar hidroxiapatita

Halderket al (1990), evaluaron la habilidad de 23 cepafkbizobiumy Bradyrhizobiumpara disolver RP.
Estos autores, mediante analisis cromatograficosrgraron que el acido 2-ketoglucénico fue prodogadr
Rhizobium leguminosarutysiovarviceaeBICC635 el mas efectivo solubilizador de RP; adgneécontraron
gue no todas las cepas produjeron el mismo acgémaso.

Algunos de los acidos organicos asociados comurarent la solubilizacion microbial de P son: glucéni
(Rodriguezet al. 2006; Bar-Yosekt al. 1999), oxalico, citrico (Kinet al. 1997; Kucey & Leggett 1989;
Osorio 2008), lactico, tartarico y aspéartico (Vetelsavarduet al 1984). Estos &cidos son productos del



metabolismo microbial, en algunos casos por resipinaoxidativa o por fermentacién de sustratos
carbonéaceos (p.e. glucosa) (Atlas & Barta 1998s¢attet al. 2004; Mathewst al. 2002). Se acepta que las
reacciones de solubilizacién de P ocurren en lsfiza donde los compuestos carbonaceos son ldszeyad
donde el P solubilizado puede ser tomado por logor el sistema micorrizal. Osorio & Habte (200
recientemente revisaron el tema de los hongos ndat#s y microorganismos solubilizadores de Papar
mejorar el crecimiento vegetal y absorion de Puethos tropicales.

2.5 Relaciones en la rizésfera

Para las plantas absorber agua y nutrientes astid&éus raices, ellas deben fijar,@&D sus hojas para
soportar el metabolismo necesario para mantenaragsborcion (Primavesi 2006). Para este estudio,se
consideran la capacidad de solubilizacién y aumentia absorcidon de nutrientes como efectos bergéfior
microorganismos asociados con la raiz, como Ipgaren Thies & Grossman (2006).

Las plantas depositan entre 1y 25% de su produdoidsintética neta, la cual incluye raices musentauda

de células epidermales de la raiz, y compuestaslesl (Uren 2007). Una gran produccién de exudados
radicales como azucares, &cidos orgénicos, anionaminoacidos son facilmente degradados por los
microorganismos en la rizésfera, resultando en altea densidad microbial y actividad en la rizésfera
(Neumann & Rémheld 2007) La rizésfera es un habiba gran cantidad de fuentes de carbono facienent
disponibles, esta es un sitio de intensa competemtie microorganismos (Whipps & Lynch 1986).

Los microorganismos pueden aumentar o disminuitidponibilidad de P para las plantas por solulsiiza

de P, la absorcion de P en las plantas puedeisaindida por la competencia con la biomasa miaipbi
causando una inmovilizaciéon neta hasta que estosoanganismos no liberen el P organico (Marschner
2008) y disminuya la poblacién microbial.

Marschner (2008), refiriéndose al tema de los noigganismos rizosféricos en relacion a la absordigiP
por las plantas, anota que, bajo condiciones despaatrientes y altas tasas de crecimiento mickolsia
solubilizacién de P se reduce fuertemente. Cudmdadsfera no es rica en nutrientes, los micranigmos
aislados por su capacidad para solubilizar ¥tro pueden no ser efectivos en la rizésfera debidofalta de
carbono. Adicionalmente, la solubilizacion de g ser transitoria por la formacion de compuestoP
poco solubles (Delvastet al 2006) y la inmovilizacion de P por los microoriganos (Hoberget al. 2005).

2.6 Funcién del P en los vegetales

El P es un nutriente requerido en muchos compuestdas células y organelos. Estos compuestos esta
asociados con numerosos componentes del metabotismo azlcares fosfato, acidos nucleicos (material
genético), nucleédtidos, coenzimas, fosfolipidos pfmante en la estructura de las membranas),
trifosfonucleétidos (asociados con la transferedei@nergia) (Rychter & Rao 2005), los fosfatogigps e
inorganicos también sirven como tampdn en el mamiento del pH celular (Sanchez 2007). Los enlaces
éster covalentes son de alta energia, cuando swiizhdos, almacenan energia y, cuando son laddus
participan en reacciones alternativas como la édidie P a otras moléculas, liberando la energimalada
(Rychter & Rao 2005).

La restriccion en el suministro de Pi resulta emerpsas perturbaciones en el crecimiento y de&arrol
vegetal ademéas de afectar fuertemente la producci@eficiencias de P por largos periodos afectan lo
procesos celulares y subcelulares en todos lo$ aéverganizacion de los érganos (Rychter & Racs5208l
crecimiento de muchas plantas se reduce por deficie de P, el area foliar, nimero de hojas, pridnae
materia seca por planta son variables muy sensildesiciencias de P (Rychter & Rao 2005).

El P es utilizado en forma hidratada u oxidada canin ortofosfato. Las plantas absorbef?®- o
HPO~ (Whitehead 2008). A pH 6,0 cerca del 94% del fa es forma de #POs y el resto (6%) como
HPO, pero a pH 7,0 aproximadamente el 60% esta coaROH y el 40% como HPE- (Lindsay et



al.1989). Bajo ciertas condiciones las plantas puea®sorber P orgénico, incluyendo &cidos nucleicos.
Cuando el Pi entra en las células de las raiz edioado con moléculas organicas y transportadalial t
(Sanchez 2007). El acido fitico, el éster de tosfafosfato danycinositol, son la reserva de P mas comun
en las semillas (Sanchez 2007). El P total endjidos de las plantas tiene un rango entre  91S8anchez
2007).
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion

Esta investigacion se desarrollé en el LaboratdeidMicrobiologia de Suelos de la Universidad Naaiate
Colombia, Sede Medellin (6° 15" N y 75° 34" W, cbt60 m de altitud). La muestra del suelo utilizado
corresponde al horizonte A (0 a 20 cm) de un Oxsola estacion experimental del CIAT en Santadder
Quilichao (Cauca), cedido amablemente por el Dgaedmezquita.

3.2 Analisis de suelos

El suelo fue secado al aire, tamizado entre 2 yriyby se luego se le determing: Textura medianteébdo

del hidrémetro de Bouyoucos: A: 48%, L: 18% y A498, clase textural FArA. pH en agua (masa: volumen
1:2): 4,3. Conductividad eléctrica en la pastarsata: 0,30 ds th Al intercambiable en KCINI: 5,5 cma}
kg'. Ca, Mgy K extraidos con acetato de amor¥b 1,2, 0,6 y 0,41 cmglkg®, respectivamente. CIC-
efectiva mediante la suma de cationes de cambiocriipl kg*. Fe, Mn, Cu y Zn extraidos con la solucién
de Olsen (NaHC§O0,5M)- EDTA: 277, 29, 2 y 2 mg Kl respectivamente. B extraido con agua calienge: 0
mg kg*. NO; extraido con sulfato de aluminio 0,086 2 mg kg'. SQ extraido con fosfato monocalcico
0,008 F: 23 mg k§ NH, extraido con KCI M: 14 mg kg'. P extraido con la solucién de Bray II: 11 mg
kg’. P soluble a través del método de Brown (G2ELO 0,01M): 0,033 mg P *. Contenido de materia
organica mediante el método de Walkley & Black: 11%os analisis se realizaron en el Laboratorio de
Suelos de la Universidad Nacional de Colombia, Séeellin.

3.3 Experimento 1. Desorcién microbial de P

El hongoMortierella sp. fue obtenido de la coleccion del Laboratogdvicrobiologia del Suelo, el cual se
multiplicé en cajas de Petri que contenian un medieultivo compuesto por KRGO, 0,5 g; MgSQ.7H,0O
0,2 g; NaCl 0,1 g; manitol 10 g; agar 15 g poolitEl pH del medio se ajustd a 6,0. El hongo creciB°C
durante 10 dias, luego se removi6 asépticamergeneh (micelio) y se suspendié en Gazi,O 0,0IM en
frascos de vidrio. El hongo permanecié en nevel@Capara ser usado en los diferentes experimentos.

Se determing la capacidad de sorcion de P del Oxigavés de una isoterma de adsorcion (Fox & Kathp
1970). Este método consiste en tomar tres g deo belse seca) en tubos plasticos de centrifuga con
capacidad para 50 mL, luego cada tubo recibe 3@enluna solucién de Cal2H,0 0,01M que contiene
cantidades crecientes de WD, (Tabla 1). En este experimento se emplearon d&las de P aplicado (0,
50, 83, 100, 183 250, 383, 500, 633, 833, 900, 186kgd"), con 10 repeticiones por nivel, el total de las
unidades experimentales (ue) fue 120. Se utilizdisefio completamente al azar.

Los tubos de centrifuga y sus contenidos fueroeriigados en autoclave durante 20 minutos a 13022

kg cm? para eliminar la actividad microbial sobre las sitss. Los tubos, en disposicién horizontal, se
agitaron reciprocamente a razén de 100 revolucipaesinuto (rpm) durante 30 minutos cada 12 hpms
siete dias de incubacion, para permitir alcanzageillibrio. Luego los tubos se centrifugaron p@minutos

a 5000 rpm, el sobrenadante se paso a través @¢ fijap con un tamafio de poro de 2 um. En alguno
casos fue necesario diluir (1:10) las muestrassi@iveles 633 a 1000 mg P kdrinalmente, se determiné la
concentracién de P en 10 mL de solucion, parasesampleo el método de azul-molibdato (Murphy &Ril
1962).

Una vez se removié el sobrenadante, las muestrasale en los tubos de centrifuga se enjuagardnesn

ocasiones sucesivas con 30 mL de G&ELO 0,0IM. En cada enjuaguéos tubos se dispusieron
horizontalmente en un agitador reciproco duranteritos, luego se centrifugaron por cinco minut&@0
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rpm y se eliminé el sobrenadante. Al final de Ingiagues las muestras se secaron en los tubosttiguzg.
El P que permanecid en la matriz del suelo se der&ifuertemente adsorbido.

Los datos se sometieron al modelo linearizado dgmiuér (Bohnet al. 1985) con el fin de determinar la
méxima capacidad de fijacion de P y la fuerza de@ibn del suelo (Anexo 2).

Para evaluar la desorcién biolégica de P, las maesie sometieron al método desarrollado por Osorio
(2008). Para este propésito se adicionaron a cama29 mL de una solucién que contenia 1,0 g dd;NeZ

g de CaGl.2H,0; 0,4 g de MgS©7H,0; 1,0 g de NENO; y 10 g de glucosa't Los tubos y sus contenidos
se esterilizaron en autoclave a 120°C y 1,2 kg por 20 minutos. Posteriormente, los tubos se iiaoon

con 1 mL de una suspension que contenia LHGO 0,0IM y los propagulos del hongdortierella sp.
7x10° UFC por mL (Capuchino & Sherman 1998), conocido saocapacidad para solubilizar P. Los tubos
no inoculados, solamente recibieron 1 mL de sofugi@ CaCl.2H,O 0,0IM. Los tubos se agitaron
permanentemente a 100 rpm a temperatura ambiebtB8fZ) durante siete dias. Luego del periodo de
incubacion las muestras se centrifugaron (5000 ppm10 minutos), filtraron doblemente a través dpgb
filtro y membranas de nitrocelulosa (tamafio de boyd0,45 um, respectivamente). En los filtradossio

la concentracion de P como se describi6 antericienen

Con un medelo de regresion lineBI{ 0,05) se estudio la capacidalMertierella sp. para desorber P previa
adsorbido. Las variables independientes fuerorossd12 niveles, Tabla 1) y el MSP [presencia (MSP
ausencia (MSP-)], la variable dependiente fue Pselcion (mg [Y). Cada tratamiento tuvo cinco
repeticiones. Se hizo una separacién de mediadacprueba de la minima diferencia significative[L
sigla en ingles) para cada regresion (MSP+ y MSBg) .variable dependiente fue transformada con )N (
para verificar el cumplimiento de los supuestosndetielo de regresion (Tabla 2). La normalidBd>(0,05)

se evaludé con la prueba de Shapiro-Wilk (ShapiroVék 1965) sobre los residuales estudentizados y
homocedasticidad?(> 0,05) con la prueba de Brown & Forsythe's (TabléP2ra los andlisis estadisticos se
uso el software SAS version 9.1.3.

3.4 Experimento 2. Efecto de niveles crecientes &P sobre la capacidad déMortierella sp. para
disolver RP bajo condicionesn vitro.

En este ensayo, se evalud el efecto de nivelesentes de RP sobre la capacidadMiartierella sp. para
disolver RP bajo condicionds vitro. Para tal fin, se prepar6 un medio de cultivo cprenia glucosa: 10 g;
NH4CI: 1,34 g; KCI: 1,87g; CaGRH,0: 0,2 g; MgSQ.7H,0: 0,4 g; Fe, Cu, Mn-EDTA: 28 mg; Zn-EDTA:
14 mg para preparar un litro (Osorio, 2008). 75aelLeste medio se transfirieron a elermeyer’'s den2b.

En este experimento (29 de agosto - 05 de septeeddr2009), se adicionaron niveles crecientes da RP
razé6n de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 y 3,5 Esta RP no-acidulada tiene una concentraciéredd de P y
su composicién quimica es &a\Nag >MJo od(POs)5.14(COs)0 562 34 SEgUNChien & Hammond (1978). El pH
del medio al inicio fue de 7,3. El medio de cultsmesterilizé en autoclave como se describi6 ianteente.

Los medios se inocularon con 1,0 mL de la susperagd/ortierella sp. la cual contenia 7x1QWFC por mL
(Capuchino & Sherman 1998) mencionada antes. Lesreeyer's se incubaron y agitaron a 100 rpm a
temperatura ambiente durante siete dias. Luegstdeperiodo de incubacion se determiné el pH delione
con un potenciémetro; la concentracién de P (rity én el medio (previamente filtrado en papel filsro
membrana de nitrocelulosa, ya mencionadas) a tdelésétodo del azul-molibdato (Murphy & Riley 1962

y la biomasa seca (g) del hongo previa separa@da &P en el papel filtro y secado en estufa € @@t 24

h.

Los datos se sometieron a un analisis de regréBiérD,05), para lo cual las variables independientesoh

las variables medidas en funcién del nivel de RR. separacion de las medias se hizo con la prueba d
rangos multiples de Duncan. La normalid&d> 0,05) se evalué con la prueba de Kolmogorov-Smirno
(Drezneret al. 2010) sobre los residuales estudentizados y hamastieidad P > 0,05) con la prueba de
Brown & Forsythe's (Tabla 3). Para los analisiadisticos se uso el software SAS version 9.1.3.
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3.5 Experimento 3. Efecto de niveles crecientes dgucosa sobre la capacidad d&lortierela sp.
para disolver RP bajo condicionesn vitro.

Para tal fin se preparé un medio de cultivo quetesia NHCI: 1,34 g; KCI: 1,87g; CaGRH,O: 0,2 g;
MgSQ,.7H,0: 0,4 g; Fe, Cu, Mn-EDTA: 28 mg; Zn-EDTA: 14 mgagreparar un litro (Osorio, 2008). 75
mL de este medio se transfirieron a elermeyergsemL. En este ensayo (13-19 de septiembre d&) 2@0
adicionaron niveles crecientes de glucosa (Meralgzan de 2,5; 5,0; 7,5; 10; 12,5; 15; 20 y 25y ICon
base en los resultados del primer experimento (Ad&xse adiciond RP a razén de 24 El pH del medio
al inicio fue de 7,4. El medio contenido en losreleyr's se esteriliz6 en autoclave como se deécrib
anteriormente.

Los medios se inocularon con 1,0 mL de la suspardad/ortierella sp. antes mencionada. Los erlenmeyer’s
se incubaron y agitaron a 100 rpm a temperaturaemtebdurante siete dias. Luego de este periodo de
incubacion, se determind P en el medio de cultmo € método de azul-molibdato, pH y la biomasasec
producida por el hongo.

El experimento tuvo un disefio completamente al eaarcinco repeticiones por dosis de glucosa. latesd

se sometieron a un analisis de regres®sr 0,05), para lo cual, las variables dependienteB da solucion
(mg LY, y biomasa seca del hongo (g) fueron las vamabtedidas en funcién del nivel de glucosa
adicionada. La separacion de las medias se himolaxgrueba de rangos multiples de Duncan. La
normalidad P > 0,05), se evalud con la prueba de Kolmogorov-Sonir(Drezneret al2010) sobre los
residuales estudentizados y homocedasticidad coruéba de Brown & Forsythe's (Tabla 4). La vaggii

del medio cultivo al final del ensayo se analizé toprueba de Kruscal-Wallis, la separacion dedoagos
medios se hizo utilizando la prueba descrita panD{1967) (Sheskin 2000). Para los analisis estiad$ se
uso el software SAS version 9.1.3.

3.6 Experimento 4. Efecto de la doble inoculaciénoa un hongo micorrizal y un hongo
solubilizador de P sobre la absorcién de P y el argniento de leucaena en casa de malla.

Una muestra del horizonte A (0 a 20 cm) de un Oxdsola estacion experimental del CIAT, Santander d
Quilichao (Cauca) se tamiz6 a 4 mm y posteriormeetencalo con CaO para llevar el suelo a pH de 5,3
Para tal fin, la muestra de suelo se incubé caralalurante 30 dias y se mantuvo entre el 50 y 86%u
maxima capacidad de retencion de humedad. Luegouéstra de suelo se esterilizé en autoclave (€280 °©
1,2 kg cni en dos ciclos de una hora) y se dej6 secar atlai@nte siete dias. Posteriormente, la muestra del
suelo se transfirid a vasos plasticos a razén Gegdile suelo (base seca). Los vasos se perforartanbase
para permitir el riego.

El suelo de los potes recibié P a razén de 0, 36, 300 y 600 mg k§ como fuente de P se utilizé6 RP no
acidulada (12,2% P) la cual fue previamente tanaza®00 um. Asi mismo, se adicion6 inoculé micafriz
crudo de Glomus fasciculatura razén de 20 g/vaso. El inéculo contenia 25 espgt micelio extraradical y
fragmentos de raices con un 90% de colonizaciélomizal; a través del protocolo desarrollado port&ro
(1979) se detecto que el inéculo tenia 40 propagalectivos d. En ambos casos la RP y el inéculo se
mezclaron uniformemente con el suelo de cada \asovasos sin inoculo micorrizal recibieron la mésm
cantidad del in6culo previamente esterilizado é¢odave (1 h).

Semillas deLeucaena leucocephalmeron escarificadas en,80, concentrado durante 30 minutos, luego
enjuagadas con abundante agua (Habte & Manjun&®®) 39dispuestas por 48 h en cajas de Petri coal pap
toalla humedo estéril para su germinacion. Cuatruillas germinadas se sembraron (Marzo 21, 2009) en
cada vaso, cuatro dias después de la siembransaasion tres plantulas y se dejo una sola por viasaese
momento el suelo se inoculd, alrededor de la planoon 10 mL de la suspensién Mertierella sp. (7x16
UFC mL?%) descrita anteriormente. Los vasos no-inoculadmsbieron la misma cantidad del in6culo
previamente esterilizado en autoclave (0,5 h).
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Los vasos se mantuvieron durante 75 dias después slembra en la casa de malla del Laboratorio de
Microbiologia del Suelo de la Universidad NaciodelColombia, Sede Medellin, bajo luz natural. Elase
humedecié regularmente con agua corriente paraemamd entre 50 y 60 % de su maxima capacidad de
retenciéon de humedad. Semanalmente los vasoseaemib20 mL de la solucidn nutritiva de Hoaglanddib
de P (Habte & Osorio 2001).

El contenido de P se monitoreo en el cuarto pidalta hoja méas joven completamente desarrolladbtéda

al. 1987; Habte & Osorio 2001) a los 17, 30, 45, 6® yias después de la siembra. Los pinulos madsse
fueron secados a 60°C por 24 horas y se determintasa seca. Luego se transfirieron a tubos dg@gsse
llevaron a una mufla para obtener sus cenizas a°60@urante 6 horas. Posteriormente, estas fueron
suspendidas en 1 mL de HCMLy se adicionaron 9 mL de agua destilada (Osor@@R0.a concentracion de

P se hizo por el método de azul-molibdato (MurphRigy 1962).

En Junio 3 de 2009, las plantulas se cosecharendgt®rminé la biomasa seca aérea (36 horas a.@rC)
contenido de P total absorbido (ug/planta) se estirtravés de la biomasa aérea seca (g) al mordenito
cosecha y el nivel de P foliar, tal como lo sugidebteet al (1987). El pH del suelo rizosférico (suelo que
quedd adherido a las raices luego de su remoc@®n)idié con un potenciémetro, para esto se empi@o u
proporcién masa: volumen 1:2, en agua. Asi misraajeterminé la concentracion de P soluble en dbsue
mediante el método de Brown (Ca€H,O 0,01M).

Se verifico la colonizacion micorrizal en raicesai tomadas aleatoriamente. Para esto las raieetasaron

con KOH al 10% (Phillips & Hayman 1970) durante lfts¥as a temperatura ambiente, se enjuagaron con
abundante agua y se acidificaron con HCI al 10%mter5 minutos. Posteriormente, las raices seotifigon
fuschina acida al 0,15% (Brundrett al. 1996) durante 48 horas; el exceso de colorantersevié con una
solucién de lacto-glicerol (63 mL de glicerina, 88 de agua y 874 mL de acido lactico) durante 2éa$o
Las raices fueron almacenadas en glicerina acdifichasta su evaluacién al estereomicroscopio. La
colonizacién micorrizal se determind a través détado de interseccion de la cuadricula (Giovanfeti
Mosse 1990).

La presencia dd/ortierella sp. se determiné en las raices de cada planta,|Ipasaal, se tomaron 20
fragmentos aleatoriamente de raices frescas fimdsain de longitud sin lavar . Estas raices safir@ron a
cajas de Petri que contenian medio YMA @R, 0,5 g; MgSQ.7H,0O 0,2 g; NaCl 0,1 g; manitol 10 g;
extracto de levadura 1 g; agar 15 §; lajustado a pH 6) con sulfato de estreptomicir@0 (Bg mL),
ciclohexamida (100 ug mf) y benomil (75 pg mt). Los antibiéticos se prepararon en agua destiéatéil,

se esterilizaron por microfiltracion (membrana dionelulosa con poro de 0,22 um) y se adicionaron
separadamente sobre la superficie del medio erajas de Petri. Las muestras fueron incubadas@ |3@

36 horas (Osorio 2008).

Se empleo un disefio completamente al azar conl@afeegorial de tratamientos (5 x 2 x 2). Los tratantos
consistieron en la combinacién de los cinco nivele P (0, 75, 150, 300, 600 mg P'kde suelo)
empleando como fuente RP, dos niveles de inoculamd el hongo micorrizals. fasciculatun{inoculado:
HM+, no-inoculado HM-) y dos niveles de inoculacigon Mortierella sp. (inoculado: MSP+, no-inoculado
MSP-). Cada tratamiento tuvo cuatro repeticiones.

El contenido de P foliar en el cuatro pinulo s@sfarmo con Exp (x) para el dia 17, en los diay B se
transformo con Ln (x), con el objeto de cumplir damormalidad P > 0,05) y la homocedasticidaé ¢
0,05), evaluadas con las pruebas de Kolmogoroviemity Brown & Forsythe's respectivamente. El
contenido de P foliar en el dia 30 no fue necedeaitformarlo, ya que cumplio con los supuestosigbal
manera, las variables P total absorbido (pg/plafti@mmasa aérea (g) y pH del suelo rizosférico dner
transformados con Ln (x), la evaluacion de los ssms se hizo con las mismas pruebas (Tabla 5).

Los datos se sometieron a un analisis de varigroalja F) (Tabla 6) y a separacion de medias cprukba

LSD. En todos los casos se utilizé un nivel de ificancia P) < 0,05. El contenido de P en el dia 75 se
analiz6 con la prueba no parametrica de Kruskali8yauesto que esta variable no cumplio con elissip
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de normalidad. La separacién de los rangos mesidsizo utilizando la prueba descrita por Dunn 7196
(Sheskin 2000). Para los andlisis estadisticossel software SAS version 9.1.3.
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4 RESULTADOS

4.1 Experimento 1. Sorcion y desorcion microbial d@

La capacidad de fijacién de P (en mg'ken el suelo esta en funcién de la concentracéR @n la solucién
del suelo (en mg ). A medida que se aumenta la concentracién denFa solucién del suelo, este es
adsorbido describiendo una curva logaritmica (RigurAnexo 1). De acuerdo con el modelo lineanzael
Lagnmuir, este suelo presenta una maxima capadediacion (k) de 1081 mg P Rgy una constante de
afinidad (b) de 0,7 (Anexo 2).

Al realizar la desorcién de P, se encontr6 que risten diferencias significativas (P8,05) en la
concentracion de P en solucién (producto de lard&sg al inocular (MSP+) o no (MSP-) con el hongo
solubilizador de MMortierella sp. (Figura 2, Anexo 3).

4.2 Experimento 2. Efecto de niveles crecientes &P sobre la capacidad deMortierella sp. para
disolver RP bajo condicionesn vitro.

4.2.1 Concentracion P en solucién (mg1

Al aumentar la cantidad de RP en el medio de aultieculado comMortierella sp. se observé un aumento en
la concentracién del P en el medio. La concerdrade P soluble aumenté desde 3,0 nidnivel mas bajo
de RP: 0,5 g &) hasta 62,0 mgt maximo valor detectado con 2 g RP. [Cantidades de RP iguales o por
encima de 2,5 gt no aumentaron significativamente la concentradiér® soluble obtenida a 2,0 g RP, L
estos valores fluctuaron entre 46,0-54,8 mg'RHigura 3, Anexo 4).

4.2.2 pH final del medio

El pH inicial del medio de cultivo fue 7,3, despuié$ periodo de incubacién el pH disminuyd notoeate a
un rango entre 2,2-3,1. Con las dosis de RP adid® de 0,5 y 1,0 g™, el pH final fue significativamente
mas bajo con valores de 2,2 y 2,5, respectivamedta la adicion de RP entre 1,5 y 3,579l pH final del
medio no fue significativamente diferente, éstetfié 2,9 a 3,1 (Figura 4, Anexo 5).

4.2.3  Produccién de biomasa fungica (g)

Se encontrd que la produccion de biomasa fungicadig en funcién de la dosis de RP adicionadaedion
de cultivo. Esta variable describe una tipica cud®acrecimiento sigmoidal, de tal manera que sectht
condiciones limitantes y suficientes de RP en ellim€Figura 5). La mayor produccién de biomasa se
obtuvo con las dosis de 3,0 y 35 g RP (0,36 y 0,37 g, respectivamente), las cuales fuero
significativamente superiores a las obtenidas esrotras dosis de RP; las dosis de RP de 0,5 g 25
produjeron entre 0,20 a 0,29 g de biomasa fundinaXo 6).

4.3 Experimento 3. Efecto de niveles crecientes dgucosa sobre la capacidad d&lortierella sp.
para disolver RP bajo condicionesn vitro.

4.3.1 Concentracion P en solucién (mg1

Se presentd un incremento significativo en la cotieeién de P en solucion conforme la dosis deaglac

aument6é desde 2,5, 5,0 a 7,5 @, Llos valores de P en solucién fueron 17,1, 42,3048 mg L,

respectivamente. La concentracion media de P sredio no aumentd significativamente de lo obtermidlo
el nivel de glucosa de 7,5 g'Llos valores fluctuaron desde 50,8 a 52,3 mg Hé fFigura 6, Anexo 7)
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4.3.2 pH final del medio

El pH inicial del medio fue de 7,4, luego de ladnkacién e incubacion se detecté una disminuciéy mu
fuerte de pH que fluctué entre 2,7 y 5,9 (FiguraAl)aumentar la dosis de glucosa el pH fue disygmao
significativamente en las dosis mas baja de glu¢adsaxo 8). Niveles de glucosa por encima de 10'g L
(12,5 a 25 g %) no disminuyeron significativamente el pH por debde lo ya obtenido con la dosis de
glucosa de 10 gt, cuando se evaluan los rangos medios en cadaeitas dratamientos con la prueba de
Dunn.

4.3.3  Produccién de biomasa fungica (g)

Se encontré que la produccion de biomasklertierella (g) esta en funcion lineal con la dosis de gluasa
el medio de cultivo dentro del rango estudiado fad8). La mayor produccién de biomasa se obtuwol@o
dosis de 25 g £ (0,48 g) y la minima con la dosis de 2,54(0,12 g). El modelo de regresién [Biomasa
(g)= 0,10093 + 0,01605 x (glucosa @)l indica que al aumentar en una unidad el nivelglEosa se
aumenta la biomasa en 0,016 g la biomasa secadgbNortierella sp. (Anexo 9).

4.4 Experimento 4. Efecto de la doble inoculaciénoa un hongo micorrizal y un hongo
solubilizador de P sobre la absorcién de P y el arteniento de leucaena en casa de malla.

Los analisis de varianza realizados arrojaron elifs niveles de significancia que son resumidda &abla
6.

4.41 Contenido de P foliar

Los resultados indican que el contenido de P fastuvo afectado por los tratamientos y su efeg f
variable a través del tiempo (Tabla 6, Figura 9)gEneral, las plantas que crecieron en el suelocmulado
(control) presentaron contenidos de P foliar msshp a través del tiempo el valor disminuyé hadtanzar
en el dia de la cosecha un valor de 0,63 pug Phpinuds plantas exhibieron tipicos sintomas decigftia

de P como caida prematura de hojas, reduccion amefio de los pinulos, enanismo y pobre desarello
sistema de raices, sin importar la adicion de PRPFa Las plantas que crecieron en el suelo inooulad
solamente coMortierella sp. (MSP) exhibieron una tendencia similar al despara el control. De hecho,
no se presentaron diferencias significativas eestes tratamientos en todos los tiempos de muesiteo
momento de la cosecha, el contenido de P folidagiplantas que crecieron en el suelo inoculadcaaménte
con el MSP fue 0,60 pg P/pinulo. Estas plantas imlexhibieron sintomas de deficiencia de P
independiente del nivel de P aplicado con la RP.

En contraste, el contenido de P foliar de las pkwgue crecieron en el suelo inoculado Goriasciculatum

fue significativamente mayor que el control en ®dos dias de muestreo; esto fue detectado muy
tempranamente (dia 30) (Figura 9; Anexo 11). Aipate éste dia el contenido de P foliar creci6
progresivamente hasta alcanzar un pico de 5,45pigu en el dia 45 (Anexo 12), para luego distinigu
alcanzar un valor de 3,90 ug P/pinulo. Las plantadesarrollaron sintomas de deficiencia de P stramn

un buen crecimiento.

Con la doble inoculacion (HM & MSP), el contenide B foliar sigui6 la misma tendencia que la obtnid
con la inoculacién con el HM (Figura 9); sin emhmargl pico del maximo contenido de P foliar fuesjé3
pg P/pinulo y se alcanz6 en el dia 60. Al momeettacdtosecha, el contenido de P foliar de las ataqtie
crecieron en el suelo con ambos inéculos exhibiarovalor de 5,08 pg P/pinulo.

Los analisis estadisticos indican que hubo unaadot&dn significativa entre los factores HMxMSP lea
dias 30 y 60 (Tabla 6, Anexos 11 y 13). El nivelimbculacion en donde estubo presente el HM faiwie
incremento en el contenido de P en el dia 30,lasiplantas del suelo inoculado solamente con el HM
presentaron un contenido de 2,63 pug P/pinulo stgifamente mayor que la doble inoculacion (HM &
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MSP) con 1,96 pg P/pinulo, estos dos niveles deulacion difiren del control y del inoculado unicambe
con el MSP, que presentaron 1,53 pg P/pinulo,iféneticias significativas entre estos dos (Figrd)ll En

el dia 60, la doble inoculaciéon favorecio el aurnesh el contenido de P foliar (5,7 pg P/pinulo)
significativamente por encima de los demés nivdksnoculacion [control, MSP y HM (4,6 pg P/pinilo)
Las plantas del tratamiento control y el inoculasm el MSP exhibieron una respuesta similar, sus
contenidos de P fueron 0,89 y 0,84 ug P/pinulgeetsvamente (Figura 10c). N6tese que en ambos @so
contenido de P foliar no cambio significativameseausencia dé. fasciculatum

La interaccion HMxRP tambien resulto significatien el dia 30, el incremento en el contenido delirfo
con la inoculacién dé&. fasciculatundependid del nivel de P aplicado via RP. Estepsausencia de RP
(suelo no fertilizado) la inoculacién no incremertonivel de P foliar pero si cuando se aplicé RiR;
embargo, el efecto fue mayor con la adicién de m§OP kg' y menor con el nivel méas alto de aplicacion
(600 mg kg') (Figura 10a).

4.4.2 P total absorbido

Los resultados indican que el P total absorbidagrarte aérea de las plantas.déeucocephalal momento

de la cosecha (dia 75) no presentd interacciogeffisativas (Tabla 6, Anexo 19), el P total absdobestubo

en funcion de los efectos principales (figura 18), encontro respuesta positiva de forma globalsa la
inoculaciones, la dosis de RP que optimiza ek# &bsorbido es 150 mg P kg

4.4.3 Biomasa aérea seca

Los resultados indican que la biomasa seca dddasap de leucaena al momento de la cosecha dépaadi

la interaccion entre HMXMSP (Tabla 6, Anexo 15)s l@antas control (no-inoculadas) exhibieron unreob
crecimiento y acumularon una biomasa muy baja (0)3al dia 75. Las plantas inoculadas solamente con
Mortierella sp. también exhibieron un pobre crecimiento (@B¥ su biomasa no fue diferente de aquellas
del tratamiento control (Figura 11). Por el contralas plantas que crecieron en el suelo inocutadamente
con G. fasciculaturrexhibieron un buen desarrollo y su biomasa (1)%bg significativamente superior que
aquellas no-inoculadas. La doble inoculaci@n fasciculatumt+ Mortierella sp.) favorecié significativamente

la acumulacion de biomasa aérea por encima delacuitenida con sélo la inoculacion micorrizal (HM)
obteniéndose un valor de 2,56 g (Figura 11).

4.4.4  pH del suelo al final del ensayo

El pH final del suelo rizosférico fue afectado diigativamente por la interaccidon entre la inocidac
micorrizal (HM) y la inoculaciéon con el MSP (Tal®aAnexo 16). Independiente del nivel de P aplicado
control (no-inoculado) presenté un pH final de 5af;inocular conMortierella sp. el pH final fue
significativamente mayor que aquel del control yotwn valor de 5,9 (Figura 12a). La inoculacién €n
fasciculatum sola o acompafiada tortierella sp. provocé una reduccion del pH final con respacaquel
del control, los valores obtenidos fueron 5,4 y Be8pectivamente, los cuales no difieren sigrifiaanente
(Figura 12a).

Asi mismo, el pH final fue afectado significativambe por la interaccion HMxRP (Tabla 6, Anexo 1d)pH
final del suelo rizosférico con la inoculacién midzal (HM+) estuvo por debajo del pH obtenido esencia
de la inoculaciéon (HM-) en todos los niveles deagficado como RP (Figura 12b) (incluyendo el suwo
fertilizado con RP, 0 mg KJ. La diferencia en el valor de pH entre la cordticinicorrizal y no-micorrizal
disminuy6 conforme el nivel de RP aument6 (Figugh)1

445 Colonizacién deMortierella sp.

La colonizacion déortierella sp.en las raices de leucaena sdlo se detectd edapkintas que crecieron
en suelo inoculado. La colonizacién de este honfdgizador de P en promedio fue de 81% (Anexa 18)
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4.4.6  ColonizacionG. fasciculatum
No se detectd colonizaciéon micorrizal de las plaugtae crecieron en el suelo no inoculado. Al inacsblo

G. fasciculatumel valor medio de la colonizacién fue del 43%, mhi@s que al inocular conjuntamerte
fasciculatumy Mortierella sp. se encontré un valor de colonizacién micokdesb5,5%, (Anexo 17).
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5 DISCUSION

Los resultados en esta investigacion muestran gugoble inoculacion del suelo cd fasciculatumy
Mortierella sp. permitieron una mayor absorciéon de P y cremitoi deL. leucocephalandependiente del
nivel de P aplicado (Figuras 9 y 11). El hongo mrieal por si s6lo fue capaz de mejorar el conterid P
foliar y la biomasa aérea de leucaena. En confrakt®ngo solubilizador por si sélo fue incapazrdgorar
el desempefio de leucaena en estas dos variables.

La concentracién de P en la solucién de suelo fja 0,033 mg P Ly 11 mg kg por los métodos de
CaCbh.2H,0 0,01M vy Bray Il respectivamente) y las raices de lenaa& parecer no fueron capaces de
absorberlo. La sola inoculacion ctortierella sp. no incrementd la concentracion de P disporeblel
suelo. Esta incapacidad de este hongo para inctamanP de la solucion del suelo pudo deberseeadagi
plantas del tratamiento MSP exhibieron sintomadedieiencia de P, pobre crecimiento, limitada fattesis

y, por ende, no suministraron suficiente carbora fizodeposicién) requerida para la producciéracdos
organicos. El experimento 3 muestra claramentelgumpacidad para disolver RP esta en funcién de la
cantidad de carbono suministrad®artierella sp. para producir una disminucion significativaetmpH del
medio. Otro factor que limita la efectividad deeésbngo para aumentar la concentracion de P disigosin

el suelo es la capacidad del suelo para fijareRpérimento 1). En un Mollisol, la inoculacién d&os
Mortierella sp. al suelo fue capaz de mejorar la absorcioR da leucaena libre de micorriza, en este caso,
esto fue debido a la baja capacidad de fijacioRid®sorio 2008). En el caso de que la inoculacidm sélo
Mortierella sp. haya disuelto RP, estos iones Pi pudierors@éidos en las superficies minerales del suelo o
ser precipitados con iones de’Ay F€* (Guppyet al. 2005; Mathewst al. 1998). En realidad no se tienen
evidencias de que haya ocurrido tal disolucién, esitbargo, el hecho de que el pH final del sueleahay
incrementado de 5,3 a 5,9 sugiere que hubo consleni® en el suelo rizosférico, lo cual es compatible con
la liberacién de Cg"y PO por la RP. En este caso a pesar de una posilleicisn de RP no hubo efecto
sobre el desempefio de la planta.

Por otro lado, la inoculacién cdd. fasciculatummejoré el desempefio de la planta significativamebs
bien sabido que leucaena es altamente dependierteasociacion micorrizal, particularmente cuaat®
disponible del suelo no es capaz de satisfacerelpserimientos de la planta (Habte & Manjunath }981
desarrollo de la asociacién micorrizal permite teure sistema de absorcién de Pi més eficiente dedilh
presencia de hifas del hongo micorrizal (Bageal 2008). Estas son capaces de explorar un mayomeol

de suelo (Gracet al.2009; Ferrol & Pérez-Tienda 2009) y absorber & &na concentracion méas baja que lo
que puede tomar la raiz de leucaena (Barber 1998nB991).

En este estudio se ha detectado que en la riza@#dmucaena micorrizada el pH es significativamenénor
(0,5-0,6 unidades de pH) que en leucaena no-miemai (Figura 12) (Whitehead 2008). Tales efectbseso
el pH del suelo inducido por la hifas micorrizales reporta Petersaat al. (2004). Quiza esta disminucién en
el pH inducida por la asociacién micorrizal contth a disolver RP o fosfato de Ca nativo insoluplesn
consecuencia, mejorar la absorciéon de P y el cienbm vegetal (Figuras 9, 10c, 11). Este resultesio
bastante interesante porque sugiere que al disnehpH de la rizésfera se puede fomentar la digéiude
compuestos fosfatados insolubles, algo que haretlmzado (Bolan 1991).

Al observar la interaccion HMxRP se puede considgree G. fasciculatumpudo disolver RP, esto puede
afirmarse ya que el pH de la riz6sfera fue menotasrplantas micorrizadas (Figura 12), concomitaete
observo un mayor contenido de P foliar (Figurayl8jas biomasa (Figura 11). El efecto del pH es megn

el incremento de la dosis de RP (y por encima ddkrtilizado) (Figura 12b), a pesar de su bajalsbtad
(Shaviv 2001; Khasawneh & Doll 1979), lo cual llexgpensar que la micorriza ayudo activamente en el
proceso de disolucién (Bolan 1991).

La doble inoculaciéon (HM & MSP) aumento la absonciie P y el crecimiento de leucaena. Es muy posibl
que las raices micorrizadas hayan favorecido eleatonde la rizodeposicién de carbén en la rizésfera
micorrizosfera) (Sharma & Johri 2002). En consecigrse pudo haber estimulado una mayor produasgén
acidez (Figura 12a), tal como lo sugieren los tadokin vitro del experimento 3. Tuneat al. (2006)
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mencionan que numerosos microorganismos del sweldem adquirir P eficientemente independiente de la
disponibilidad de otros nutrientes solubilizandmenales primarios de fosfato en suelos tropicaissos
investigadores también mencionan que en sueldsdpéto existen bacterias con la habilidad paratsbtar

P de oOxidos de Fe. Una mayor cantidad de compuestdmonaceos (proveniente de la rizodeposicidon
micorrizal) paraMortierella sp. permite una mayor disolucion de RP y fosf&dcd nativo. La disolucién de

P inducida por el MSP pudo en este caso ser efeptiva mejorar el desempefio de la planta gradasea

hifal que es muy eficiente en la toma de P. De &staa, la efectividad de MSP en este suelo sélo se
manifiesta en raices micorrizadas y no en auseletiiM. Este efecto sinergistico de ambos hongbsesel
desempefio de leucaena ha sido reportado por (2068) en un Mollisol y en dos Oxisoles comparables
suelo del presente estudio.

Los resultados indican que al inocular con el M8Redraso el pico de maximo contenido foliar deSe.
advierte que el pico para las plantas solo inoadanhnG. fasciculatunocurrié en el dia 45, mientras que al
inocular con ambos hongos el pico ocurrié en el6igFigura 9). Los beneficios de la doble inocidlac
sobre el contenido foliar de P son evidentes arphet dia 53 (aproximadamente). Especulando wo pes
posible que esto se deba a que existe una comjzetartore ambos hongos para establecerse en |ayjtedz;
Mortierella sp. colonizé primero la raiz qu& fasciculatumWebster & Weber (2007) y Alexopoules al.
(1996) reportan que hongos del génilartierella son activos saprofitos en el suelo. Reddy & Re@®p%)

los califican como hongos celuloliticos. En obseiwaes de laboratorio complementarias a esta ilpazsén
sugieren que estos hongos pueden usar un ampljo e fuentes de carbono (glucosa, manitol, dextro
almidén, exudados de la raiz, celulosa) ya quechecido satisfactoriamente en diversos medios te@si
(YMA, PDA, extracto de malta, medio V8 agarizadbambién se ha detectado que bajo condiciamgdro

es muy invasivo y altamente competitivo, ademaseraol antibiéticos (ciclohexamida, benomyl,
estreptomicina). Estos puntos hacen pensarMostierella sp. tiene una alta habilidad competitiva para
establecerse en la rizésfera (rizoplano) de lewcaeasi competir co. fasciculatum Al considerar la
Figura 10, en el dia 30 los efectos@lefasciculaturrsobre el contenido de P foliar, si bien son sigafivos,

son de una magnitud pequefa. En contraste, 3@ldépaiés (dia 60) los efectos de éste hongo miabson
sobresalientes. Es logico pensar que en el primsp,cel hongo micorrizal no se habia establecido
completamente (debido quizad a la competencia Mortierella sp.), pero en el segundo caso, cuando la
asociacion micorrizal ya esta formada, si se puethservar los beneficios en la captacion y trarsidn de

P hacia la planta hospedera. Esta segunda feegh6@@toincide con el momento en el cual se alcahpaco

de méxima contenido foliar de P en los pinulos elecdena (5,73 pg P/pinulo), el cual fue superior al
obtenido sélo con el hongo micorrizal (5,45 pg Rdfd) (Figura 9). La competencia enMertierella sp. y

G. fistulosunse ha reportado por Osorio (2008). Asi mismeakdr de colonizacién micorrizal disminuye al
inocular el suelo coMortierella sp. en presencia de las dosis de 75 y 150 iig$ig embargo, esta aparente
competencia no afecté el desempefio de las plantas gfectos de ambos con la co-inoculacion fueron
sinergisticos, como se menciond anteriormente. ididmente, los granulos de RP se dispersaron en el
volumen del suelo, esto hace que sea necesaricaespetiempo dado, para qiortierella sp. entre en
contacto con ellos, los disuelva y permita @Qudasciculatumabsorba los iones Pi y los transfiera a la planta.
Investigaciones del CIAT (1982) en este mismo sirgan que la efectividad agronémica relativdad®P
aplicada al voleo e incorporada (dispersa) es najg. iPor otro lado, no se debe descartar la pkibilde
gue G. fasciculatumsea capaz de disolver la RP y fosfato de calctovajaya que con su presencia se
disminuyo el pH de la rizosfera. Sin embargo, tainihucién del pH debe atribuirse a la combinadénaiz

y HM. Si este hongo micorrizal disuelve directaneeRP, es algo que deberia ser estudiado con nalkedet

En el dia 30 con la interaccion HMXRP detectadalen foliar, sugiere que no se requiere aplicarsdosly
altas de RP ya que estas dosis reducen la magtetiefecto benéfico. Se sospecha que esto se dpbzal
disolver la RP se genera un buffer en el pH y $anétiucion en el pH se amortigua. La reduccion grHeés
clave en el proceso de disolucidn. Al disolversBPa(Ca sdNay 22MJo.0d POs)s.14(CO3)0 86 2.3 S€QUrChien &
Hammond 1978) se liberan GOy PQ?*, al rango de pH de suelo observado (5,3-5,9) anenisnes
consumiran Hde la solucion de suelo (Rajanhal 1996), lo cual contrarresta el efecto acidificqatdi® ambos
hongos como puede detectarse en la Figura 12a ypartigularmente en la Figura 12b con el incremeiato

la RP. De igual forma, los resultados del expertmenvitro No. 2 indican que en la medida que aumento el
nivel de RP en el medio de cultivo la reducciénmélno fue tan grande. Se aprecio que el pH infaalde
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7,3, luego de incubar el medio chiortierella sp. el pH final con 0,5 g de RP*fue de 2,2, mientras que con
la dosis mas alta de RP (3,5 g)Lel pH final fue de 3,1. Osorio (2008) encontré das dosis altas de RP
redujeron los efectos benéficos de la coinoculac@dmun HM yMortierella sp., al parecer por disminuir la
disponibilidad de Cu y Zn para las plantas.

En el experimento No. 1 no se encontré evidencia jpaobar la hip6tesis qudortierella sp. tiene la
capacidad de desorber fésforo previamente adsorpidon ello aumentar la concentracion de P en la
solucién del suelo. Este resultado contrasta comrrefwrtado por Osorio (2008) quien encontré que
Mortierella sp. desorbié Pi de varios suelos a través deoldugcion de acido oxalico. Es bien sabido que los
acidos carboxilicos de bajo peso molecular puegiadaa a la desorcion de Pi en el suelo (Shane &deamn
2005). En este estudio, éste acido disminuyé ey plisolvid la RP en los ensayosvitro, pero al parecer no
fue suficiente para desorber Pi.

Es claro que en este estudio se esta evaluandeatd e la aplicacion directa de un MSP al suelo el
objetivo de que disuelva RP o P nativo del suelqug de esta manera aumente la concentracion de P e
solucién para su posterior absorcién por la rgdprola micorriza. Sin embargo, los resultados de estudio

y otros complementarios, sugieren duertierella sp. podria emplearse para pretratar RP (bioaddyla
para obtener otros fertilizantes fosférico méassielsl (tipo superfosfato, CafPiOy), 6 CaHPQ)), tal como lo

ha estudiado Bar-Yoset al. (1999) con bacterias solubilizadoras de P. Pamessnecesario optimizar las
condiciones del medio de cultivo. En primer lugardebe considerar la fuente y dosis de carbono, los
resultados del experimento No. 3 indican que céng7de glucosa por L es suficiente para obtenarivel
dado de P en solucién, niveles por encima de éstgumentan el P soluble (Figura 6). En cuantosa la
fuentes de carbono, ya se mencion6 que este homedeputilizar glucosa, manitol, dextrosa, almidén,
celulosa y exudados de la raiz. Asi mismo, pardmiazar la efectividad de éste hongo para soludili2P

se encontré que es suficiente con adicionar 2,8 Bl por L de medio. Dosis por encima de estadierad
contrarrestar la disminucién en el pH del medio pas razones mencionadas anteriormente y, en
consecuencia, los niveles de P en solucién sorbajas (Figura 3). En otros experimentos (Osorio82G@

ha detectado que es preferible usar como fuenke @eNH," que el NQ; asi mismo, la inclusion de arcillas
(p.e., caolinita, estimulan la disolucién de RP).

Es claro que la capacidad de disolver biolégicamentmineral primario (apatita) en tan corto tienigete
dias) abre la posibilidad de la bio-acidulaciérrateas para hacer mas disponible los nutriented smeéo y
mejorar el crecimiento de las plantas. En este kasapacidad del MSP dependié de la cantidadRie R
de medio, sugiriendo que dos gramos son suficigraies aumentar la concentracion de P bajo condision
vitro; al respecto, Haldeat al. (1990), trabajaron con dos gramos por litro cuaenkduaron la capacidad de
bacterias fijadoras de nitrégeno para disolverreiftes tipos de RP. De otro lado, la fertilizaciosférica
con RP mostré que en los dias 30 y 60 las mejovsis dle P fueron 150 mg kgFigura 10a). Estos
resultados se asemejan a los encontrados en giragpto No. 2 y apoyan en parte la hipétesis qaatph
que la capacidad ddortierella sp. para disolver RP y aumentar la concentraaididsforo es una funcién de
la dosis de RP adicionada (Figura 3, 10b).
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Tabla 1. Concentracién de las soluciones de trabajo ymehes requeridos para realizar la isoterma de
adsorcién de P en el Oxisol en el experimento No. 1

Nivel de P Concentracion de mL de solucion mL
aplicado soluciéon KHPO, volumen final
(mg kgY) (mg P LY KH.PO, CaC}.2H,0 0.01M
0 0,0 0,0 30,0 30
50 0,1 1,5 28,5 30
83 0,1 2,5 27,5 30
100 0,1 3,0 27,0 30
183 0,1 5,5 24,5 30
250 0,1 7.5 22,5 30
383 0,1 11,5 18,5 30
500 0,1 15,0 15,0 30
633 1,0 1,9 28,1 30
833 1,0 2,5 27,5 30
900 1,0 2,7 27,3 30
1000 1,0 3,0 27,0 30

Tabla 2. Valores de significancid@} correspondientes a la evaluacion de los supudstosrmalidad con la
prueba de Shapiro-Wilk sobre los residuales estimdelos y homocedasticidad con la prueba de Brawah a
Forsythe's en el experimento No.1, desorcién miatale P.

Ensayo Variable Normalidad Homocedasticidad
Adsorcion P solucion 0,0179 e
Desorcion bioldgica Ln (P solucion) 0,0609 0,2559

Tabla 3. Valores de significancid@} correspondientes a la evaluacion de los supudstosrmalidad con la
prueba de Kolmogorov-Smirnov sobre los residualtadentizados y homocedasticidad con la prueba de
Brown and Forsythe's en el experimento No. 2,

Ensayo Variable Normalidad Homocedasticidad
Disolucion P solucion >0,150 0,2570
de niveles pH medio cultivo 0,050 0,7734
crecientes RP Biomasa flngica (g) >0,150 0,9138

Tabla 4. Valores de significancid@} correspondientes a la evaluacion de los supudstos®rmalidad con la
prueba de Kolmogorov-Smirnov sobre los residuattadentizados y homocedasticidad con la prueba de
Brown and Forsythe's en el experimento No. 3

Ensayo Variable Normalidad Homocedasticidad
Disolucion de RP en P solucién >0,150 0,5349
presencia de niveles pH medio cultivo *
crecientes de glucosa Biomasa flngica (g) 0,085 0,5039

* Analizado con la prueba no paramétrica de Krudkallis
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Tabla 5. Valores de significancid] correspondientes a la evaluacién de los supudsto®rmalidad con la
prueba de Kolmogorov-Smirnov sobre los residuaktadentizados y homocedasticidad con la prueba de
Brown and Forsythe's en el experimento No. 4,

Ensayo Variable Normalidad Homocedasticidad
Exp (Pug/pinulo dia 17) >0,150 0,5604
Efecto de la doble P pg/pinulo dia 30 0.079 0.6891
inoculacién conun  Ln (P ug/pinulo dia 45) >0,150 0,0549
HM y un MSP sobre  Ln (P pg/pinulo dia 60) >0,150 0,4605
la absorcionde P Ppug/pinulodia75 * e
y el crecimiento Ln (biomasa aérea g) 0,119 0,4010
de leucaena Ln (pH suelo rizosférico) 0,065 0,1146
Ln (P total absorbidag/planta) >0,150 0,1360

* Analizado con la prueba no paramétrica de Krusiallis

Tabla 6. Valores de significanci@P] correspondientes a las fuentes de variacionlpareariables de estudio
del experimento No. 4.

Factor _ Contenido de P foliar a travé; de P tota_ll Biomasa pH
tiempo (dias) después de la siembra absorbido seca Suelo
17 30 45 60 rizosférico

HM NS <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
MSP NS 0,0024 0,0151 NS 0,0347 0,0008 NS
RP NS NS NS 0,0481 0,0006 0,0271 0,0106

HMxMSP NS 0,0020 NS 0,0154 NS 0,0057 0,0003

HMxRP NS 0,0149 NS NS NS NS 0,0035

RPXMSP NS NS NS NS NS NS NS

RPxMSPxHM NS NS NS NS NS NS NS

NS: No significativo
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Figura 1. Isoterma de adsorciéon de P en un Oxis@ahtander de Quilichao (Cauca).
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Figura 2. Desorcién de P de un Oxisol de Santaddeuilichao (Cauca) con presencia (MSP+) y
ausencia (MSP-) del hongo solubilizador deléttierella sp.
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Figura 3. Concentracion de P en el medio de culémofuncion de la cantidad de RP aplicada,
inoculado con el hongo solubilizador dé@rtierella sp. e incubado por 7 dias
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Figura 4. pH final del medio de cultivo en funcide la cantidad de RP aplicada, inoculado con el
hongo solubilizador de Rlortierella sp. e incubado por 7 dias.
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Figura 5. Biomasa del hongo solubilizador deéviBrtierella sp. en funcién de la cantidad de RP
aplicada, incubado por 7 dias.
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Figura 6. Concentracion de P en el medio de culiazulado con el hongo solubilizador de P
Mortierella sp. en funcidn de la cantidad de glucosa adiciar@mno fuente de carbono, incubado

por 7 dias.
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Figura 7. pH del medio de cultivo en funcion daltsis de glucosa adicionada al medio de cultivo
inoculado con el hongo solubilizador dé/Brtierella sp. e incubado por 7 dias.
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Figura 8. Biomasa del hongo solubilizador déBrtierella sp. en funciéon de la dosis de glucosa
adicionada al medio de cultivo, incubado por 7 .dias
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Figura 9. Contenido de P foliar (ug/pinulo)ldmicaena leucocephatatravés del tiempo después del
transplante (17, 30, 45, 60, 75 dias) en funciétadaoculaciéon corGlomus fasciculatunHM) y
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Figura 11. Biomasa aérea secd.dacaena leucocephakn funcién de la interaccién entre el hongo migatr
y el hongo solubilizador de P (HMxXMSP).
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Figura 12. pH del suelo rizosférico en funciénlaénteracciéon entre el hongo micorrizal y el hongo
solubilizador de P (HMxMSP, izquierda) y la intez@n entre el hongo micorrizal y la aplicacion de P
via RP (HMxRP) al momento de la cosecha.
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6 CONCLUSIONES

No se encontré evidencia experimental que demueapieeMortierrella sp. desorbié fosfato previamente
adsorbido en éste suelo, bajo las condiciones imxpetales establecidas. Los efectos que se denivaabre la
solubilizacién de P en este trabajo son atribuibl&sdisolucion de compuestos fosfatados y nodesarcion de
P adsorbido en los coloides minerales del sudloptao se ha reportado en otros trabajos.

La capacidad del hongdortierella sp. para disolver RP dependié del nivel de RPlaneglio in-vitro. Se
encontré que una cantidad de 2,0 § és suficiente para optimizar el nivel de P en @6l producto de la
disolucién microbial de este material. Niveles d@ por encima de 2,0 g'Lamortiguaron la reduccién del pH
del medio y este estuvo alrededor de 3,0-3,1. ePoontrario, niveles de RP menores de 2,0'gkrmitieron
una mayor disminucion en el pH y se alcanzaronrgalde pH tan bajos como 2,2. Estos resultaddslzen a
la capacidad buffer generada por la presenciamsioarbonatos y fosfatos que resultan al dis@verfkP. El
aumento en la dosis de RP en el medio tambiéndaféghificativamente la biomasa flngica, esta fueyan
cuando los niveles de RP aumentaron.

La efectividad del hongWlortierella sp. para disolver RP bajo condiciomewitro dependié del nivel de glucosa
en el medio. Con el nivel méas bajo de glucosa eneglio (2,5 g [}) el pH del medio sélo disminuyo a 4,7 y el
nivel de P soluble fue significativamente méas b&i@ mg L), bajo tales condiciones el mecanismo de
disolucién de RP fue limitado por la escasez detrato carbonaceo. Conforme el nivel de glucosaeatin
hasta 7,5 g £, la disolucién de RP fue mas efectiva. Pero nivsleeriores de glucosa no generaron aumento en
la disolucion de la RP. Por lo anterior, se recowmiéeel uso de glucosa a razén de 7,5'g L

El hongoMortierella sp. por si s6lo fue incapaz de mejorar la absord® P y el crecimiento de leucaena, en
cambio el HM fue efectivo en esto. La doble inocida del suelo corG. fasciculatumy Mortierrella sp.
aumento la absorcién de P y la masa sedzedeaena leucocephakn este Oxisol. El efecto fue independiente
de la aplicacién de RP, es decir, se presentd targodo se aplicaron los diferentes niveles de ¢dfoccuando
no se aplicé este material. Lo anterior sugierehgum tanto disolucion de RP como de fosfatos oatdel suelo
con la doble inoculacién. Al inocular solamente ebhongo solubilizador de P, el pH de la rizosfeede 5,9,
mientras que con la sola inoculacion é@nfasciculatunse detect6é un pH significativamente inferior (5)4¢on
ambos hongos el pH rizosferico fue de 5,3. No exmt diferencias significativas entre estos daisndls. Esto
indica que el hongo micorrizal tuvo en efecto dmdnte en la rizosfera (micorrizosfera) que podséa
responsable, al menos en parte, de disolver Rmoftento de la cosecha fue posible detectar lameizsde los
hongos que fueron inoculados, lo cual permite aitrilos efectos detectados a las inoculacioneentis@s.
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7. RECOMENDACIONES

En observaciones adicionales en esta investigasidgieren que en el aislamiento de MSP del suela o
rizésfera se incluya verde bromocresol como indicate pH (3,6-5,2, amarillo-azul). Cuando se prapalr
medio de cultivo con RP el pH inicial en las cajasPetri es de alrededor 7,3 y asi el medio tieneolor azul
oscuro. Luego de una incubacion de tres dias gbysdie descender por debajo de 3,5 (amarillo) yeslionse
torna amarillo. Colonias de microorganismos capdeesealizar esta disminucion del pH desarrollamalo de
color amarillo, y de esta manera es muy facil datkxs. Tres dias pueden ser suficientes parazaeatista
deteccion. Mas all4 de cuatro dias el medio seveude nuevo de color azul, ya que los acidos ocgani
producidos pueden ser consumidos o ser neutraizado CQ% y PQ? liberados en la disolucién. Se estima
gue, es mas conveniente emplear el verde bromdaasw indicador de pH que azul de bromotimol (@deg
pH 6,0-7,6, amarillo-azul). La razén es que elmde pH se acerca mas a los valores de acidificaa los
cuales la disolucién es efectiva por los MSP emedio de cultivo que el azul de bromotimol, coredgtimo se
podrian obtener falsos positivos y erréneamengeesignar potenciales MSP.
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Anexo 1. Experimento 1, regresién lineal para la isoterma de adsorcién de Pi en el Oxisol de

Santander de Quilichao (Cauca).

Procedimiento REG
Modelo: MODEL1
Variable dependiente: P_sorbido P sorbido

Humber of Obserwvations Head 110
Humber of Observations Used 110

fAnalisis de la varianza

Suma de Cuadrado
Fuente DF cuadrados de la media
Modelo 1 10986623 10986623
Error 108 360471 3337.69785
Total corregido 109 11347094
Raiz MSE 57.77281 R-cuadrado
Media dependiente 436.51202 R=-Cuad Adj
Var Coeff 13.23510
Estimadores del parametro
Estimador del Error
Variable Etiqueta DF parametro estandar Valor t
Intercept Intercept 1 637 .40587 6.52713 97.65
P_=ln_log 1 192.24762 3.35083 57.37

F-Valor
3291.68

0.9682
0.9679

Pr > it}

<.0001
<.0001

Pr > F
<.0001

Est imador
estandar izado

0
0.98399

Anexo 2. Experimento 1, modelo linearizado de Lagnuir

Méxima capacidad de sorciony K

La maxima capacidad del Oxisol para sorber Pi sailgacon la ecuacion (1), b es la pendiente dedta de
regresion lineal que se obtiene al graficar el B (M) solucién en la abscisa contra [P solucién (mfy LP

sorbido (mg kd)]. El P sorbido (mg k{) se obtiene con (2).
Maxima sorcién: 1/b

P sorbido mg kg'=
[dosis mg P kg*0.003 kg — P sln mg P1*0.03L] / 0.003 kg

Reemplazando en (2) se tiene (3):

P sorbido mg kg'=

[50 mg P kg*0.003 kg — 0.0517731 mg P*0.03L] / 0.003 kg =
49.482269 mg P Ky

Cp / P sorbido = [P solucién (mg')./ P sorbido (mg k§]

Reemplazando en (4) se tiene (5):

Cp / P sorbido = [0.0517731 mg P L49.482269 mg P kg = 0.00104629

(1)

(2

3
4

(5)

De la figura 2 se extrae la ecuacion de regresigrdy0092474*P sin + 0.00061543, para extraeeladente y
hallar la méxima sorcién aplicando la formula (egmplazando se tiene:

Méaxima porcién (k): 1/0.00092474 = 1081.38 mg P kg

Para obtener el valor K (6) se divide el intercqpio la razén de cambio o pendiente, de la ecuatkda figura

2,asi:
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K =0.00061543/ 0.00092474= 0.665%9.7

(6)

Anexo 3. Experimento 1, analisis estadistico de ¢tesorcion con MSP+ y MSP-

t Tests (LSD) para Desorcion MSP- log(Psln)

NOTA: Este test controla el

fAlfa
Error de
Error de

Valor cri
Diferencia menos significativa

Medias con la misma

t Agrupamiento

indice de error comparisonwise de tipo 1, no el

exper inentwise.

grados de 1ibertad
cuadrado nedio
tico de t

indice de error

0.05

48
0.012937
2.01063
0.1446

letra no son significativamente diferentes.

Namero de

t Tests (LSD) para Desorcion MSP- log(Psln)

NOTA: Este test controla el

Media observaciones P_mg_kg_1
A =-0.13851 5 1000
B -0.45239 5 833.3
B
B =-0.47545 5 900
C =-1.14151 5 633.3
D -1.46926 5 500
E -1.75836 5 383.3
F -2.20731 5 250
G -2.41859 5 183.3
H -2.76940 5 83.3
H
H -2.79350 5 100
1 -2.96181 5 ]
1
-2.97789 5 50
indice de error comparisonwise de tipo |1, no el indice de error
exper imentwise.
Alfa 0.05
Error de grados de 1ibertad 48
Error de cuadrado medio 0.019054
Valor critico de t 2.01063
Diferencia menos significativa 0.1755

Medias con la misma letra no =on significativamente diferentes.

t Agrupamiento

TIIII o M m 9 0 @mw 2

Nimero de
Media observaciones

.06924
-40849
-44963
. 34657
.55886
.97115
.56183
- 96445
15921
.24088
.25799

LT BT O B T T T T I |

-37293

P_mg_kg_1
1000
300
833.3
633.3
500
383.3
250
183.3
50
83.3
100
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Anexo 4. Experimento 2, analisis estadisticos vabiée P (mg L") en solucién

Ceve ey ey s e
Procedimiento REG
Modelo: MODEL1
Variable dependiente: P_mo_L_1 P mg L-1
Number of Observations Read 21
Number of Observations Used 21
fAnalisis de la varianza
Suma de Cuadrado
Fuente DF cuadrados de la media F-Valor Pr > F
Modelo 2 7049 _58264 3524.79132 147.18 <.0001
Error 18 431.07181 23.94843
Total corregido 20 7480.65446
Raiz MSE 4.89371 R-cuadrado 0.9424
Hedia dependiente 43.07514 R-Cuad Adj 0.9360
Var Coeff 11.36088
E=stimadores del parametro
Estimador del Error
Var iable Etiqueta DF parametro estandar Valor t Pr > {t! Tvpe | 55
Intercept Intercept 1 -28.44028 4 .40305 =-6.46 . 0001 38965
RP_og_ L _1 AP g L-1 1 74.67396 5.04668 14.80 <.0001 3233.10640
BP o L 1.2 2nd power of RP._G_L_1 1 -15.56650 1.23310 -12.62 ¢.0001 3B16.47624
Procedimiento ANOVA
Prueba del rango miltiple de Duncan para P_mg_L_1
NOTA: Este test controla el indice error comparisonwise de tipo |, no el indice de error
exper imentwise.
Alfa 0.05
Error de grados de |ibertad 14
Error de cuadrado medio 9.153801
Nimero de medias 2 3 4 5 6 7
Rango critico 5.298 5.552 5.708 5.814 5.889 5.943

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Nimero de

Duncan figrupamiento Media observaciones RP_o_L_1

61.708 3 2

B 54.846 3 2.5

g 53.497 3 1.5

g 52.090 3 3

C 45.991 3 3.5

D 30.391 3 1

E 3.003 3 0.5

Anexo 5. Experimento 2, analisis estadisticos. vatle pH del medio de cultivo de Osorio (2008) para
solubilizadores de roca fosférica.
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Procedimiento REG
Modelo: MODEL1
Variable dependiente: pH_final pH final

Number of Observations Read 21
Number of Observations Used 21

fAndlisis de la varianza

Suma de Cuadrado
Fuente DF cuadrados de la media F-Valor Pr > F
Modelo 3 1.89348 0.63116 41.28 <.0001
Error 17 0.25993 0.01529
Total corregido 20 2.15341
Raiz MSE 0.12365 R-cuadrado 0.8793
Media dependiente 2.85252 R-Cuad Adj 0.8580
Var Coeff 4.33489
Estimadores del parametro
Est imador del Error
Variable Etiqueta DF parametro estandar Valor t Pr > [t} Type | 55
Intercept Intercept 1 1.43914 0.20726 6.94 <.0001 170.87473
RP_o_L_1 RP o L-1 1 1.84994 0.41824 4.42 0.0004 1.41207
RP_ o L_1_2 2nd power of RP_G_L_1 1 -0.71925 0.23524 -3.06 0.0071 0.39279
RP_o L_1_3 3rd power of RP_G_L_1 1 0.09356 0.03886 2.4 0.0277 0.08862

Procedimiento ANOVA
Prueba del rango miltiple de Duncan para pH_final

NOTA: Este test controla el indice error comparisonwise de tipo |, no el indice de error
exper imentwise.

Alfa 0.05

Error de grados de 1ibertad 14

Error de cuadrado medio 0.015206
Nimero de medias 2 3 4 5 B 7
Rango critico .2159 .2263 L2327 L2370 . 2400 . 2422

Medias con la misma letra no =on significativamente diferentes.

Nimero de

Duncan fAgrupamiento Media observaciones RP_o_L_1
A 3.1420 3 3.5
2 3.0570 3 2.5
2 3.0327 3 2
2 2.9733 3 3
2 2.9527 3 1.5
B 2.5833 3 1
C 2.2267 3 0.5

Anexo 6. Experimento 2, Andlisis estadisticos vaii¢e biomasa flngica (g) en el medio de cultivo dema
solubilizadores de roca fosférica.
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Procedimiento REG
Modelo: MODEL1
Var iable dependiente: biomasa_ g_ biomasa (g)

Number of Observations Read 21
Number of Observations Used 21

fAndlisis de la varianza

Suma de Cuadrado
Fuente DF cuadrados de la media F-Valor Pr > F
Modelo 2 0.07317 0.03659 265.26 <.0001
Error 18 0.00248 0.00013793
Total corregido 20 0.07566
Raiz MSE 0.01174 R-cuadrado 0.9672
Media dependiente 0.27885 R-Cuad Adj 0.9635
Var Coeff 4.21170
Estimadores del parametro
E=st imador del Error E=st imador
Variable Etiqueta DF parametro estandar Valor t Pr » jt! estandar izado
Intercept Intercept 1 0.20574 0. 00464 44 .31 <. 0001 0
RP3 0.01329 0.00149 8.90 <.0001 3.25848
RP4 1 -0.00271 0.00042532 -6.36 <.0001 -2.32917
Procedimiento ANOVA
Prueba del rango miltiple de Duncan para biomasa_ o_
NOTA: Este test controla el indice error comparisonwise de tipo |, no el indice de error

exper imentwise.

flfa 0.05

Error de grados de 1ibertad 14

Error de cuadrado medio 0.000093
Nimero de medias 2 3 4 5 6 7
Rango critico 01690 L0177 .01821 .01855 .01879 .01896

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Nimero de

Duncan fAigrupamiento Media observaciones RP_g_L_1

f 0.366067 3 3.5
2 0.357767 3 3
B 0.294133 3 2.5
C 0.272100 3 2
D 0.236067 3 1.5

E g 0.221300 3 1

E 0.204500 3 0.5

Anexo 7. Experimento 3, andlisis estadisticos vabi&e P (mg L") en solucién.
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Procedimiento REG
Modelo: MODEL1
Variable dependiente: P_sln

Number of Obserwvations Read
Number of Obserwvations Used

Fuente

Modelo
Error
Total corregido

Raiz MSE
Media depend
Var Coeff
E:
Variable Etiqueta DF
Intercept Intercept 1
GLUCOSAZ 1
glucosa_ glucosa 1
GLUCOSA3 1
GLUCOSA4 1
Prueba

NOTA: Este test controla el

Nimero de medias 2
Rango critico £.099

Medias con la

Duncan fAgrupamiento

a =@ PP

findlisis de la varianz

Suma de
DF cuadrados de
4 5042.32345 12
35 514.16064
39 5556.48409
3.83279 R-c
iente 45, 88457 R-C
8.35312

Estimadores del paramet

st imador del Error
parametro estandar
-29.90189 6.00736
-2.63173 0.39469
24.83286 2.78301
0.11517 0.02150
-0.00178 0.00039351

_ P =ln
40
40
a

Cuadrado

la media F-Valor Pr > F

60.58086 85.81 <.000
14.69030

uadrado 0.9075
uvad Adj 0.8969

ro

Est imador

Valor t Pr > iti estandar izado
-4.98 <.0001 ]
-6.67 <.0001 =44 . 79660
8.92 <.0001 14.99997
5.36 <.0001 49. 84400
-4.51 <.0001 -19.22423

Procedimiento ANOVA

del rango miltiple de Duncan para P_sln_

indice error comparizonuwise de tipo |, no el indice de error

exper imentwise.

fAlfa 0.05
Error de grados de libertad 32
Error de cuadrado medio 15.66865
3 4 5 6 7
5.360 5.529 5.650 5.741 5.813

misma
Homero de

Media observaciones

52.344
52.210
51.008
50.874
50.574
50.273
42.657

[ o T B L B B |

17.136

letra no =on significativamente diferentes.

glucosa_
25

10

20

7.5

12.5

15

2.5

5.871

Anexo 8. Experimento 3, analisis estadisticos vahie pH del medio de cultivo
Procedimeinto NPARIWAYT

Puntuaciones de Hilcoxon (Sumas de rango) para la variable pH_final
Clasificado por la variable glucosa_

Nimero de Suma de Esperado Std Dev Puntuacion

glucosa_ observac iones puntuaciones debajo de HO debajo de HO de 1a media
2.5 5 178.00 102.50 24.450041 35.60
5 5 152.00 102.50 24.450041 30.40
7.5 5 159.00 102.50 24.450041 31.80
1 5 112.50 102.50 24.450041 22.50
12.5 5 97.50 102.50 24.450041 19.50
15 5 60.00 102.50 24.450041 12.00
20 5 27.00 102.50 24.450041 5.40
25 5 34.00 102.50 24.450041 6.80
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Se utilizaron las puntuaciones de la media para

Test de Kruskal-Hallis

Chi-cuadrado 34 .6404
DF 7
Pr » Chi-cuadrado <.0001

Resultado de la prueba de comparacién de Dunn (1964) para

igualdad de rango.

los rangos medios

Glucosa g L' 20 25 15 12,5 10 5 7,5 2,5
Suma de rangos 27 34 60 98 112 152 159 178
Rango medio 5,4 6,8 12 19,6 22,4 30,4 31,8 35,6
Valor critico 21,6
i
&
et
£
i +
.
5o
& g 2 4
2 i T T T T T T T T
2.5 5 Figh] 10 .5 15 20 29
gluoozm

Anexo 9. Experimento 3, analisis estadisticos vatite biomasa flngica (g)
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Procedimiento REG
Modelo: MODEL1
Variable dependiente: Biomasa_ Biomasa

Number of Observations Read 40
Number of Observations Used 40

fAndlisis de la varianza

Suma de Cuadrado

Fuente DF cuadrados de la media F-Valor Pr > F
Modelo 1 0.52244 0.52244 240.71 €.0001
Error 38 0.08248 0.00217
Total corregido 39 0.60492

Raiz MSE 0.04659 R-cuadrado 0.8637

Media dependiente 0. 29657 R-Cuad nAdj 0.8601

Var Coeff 15.70876

E=stimadores del parametro

Estimador del Error Est imador
Variable Etiqueta DF parametro estandar Valor t Pr > iti estandar izado
Intercept Intercept 1 0.10093 0.01460 6.91 <. 0001 0
glucosa_ glucosa 1 0.01605 0.00103 15.51 <.0001 0.92933

Procedimiento ANOVA
Prueba del rango miltiple de Duncan para Biomasa_

NOTfi: Este test controla el indice error comparisonwise de tipo |, no el indice de error
exper imentwize.

filfa 0.05

Error de grados de libertad 32

Error de cuadrado medio 0.002264
Nimero de medias 2 3 4 5 6 7 8
Rango critico .06130 .06443 . 06646 L0671 . 06301 .06988 .07058

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Nimero de

Duncan fAgrupamiento Media obserwvaciones glucosa_

A 0.48180 5 25
2 0.42610 5 20
B 0.35760 5 15

C g 0.30642 5 12.5

E 0.27192 5 10

E 0.24360 5 7.5
D 0.16182 5 5
g 0.12333 5 2.5

Anexo 10. Experimento 4, analisis estadisticos vable P (ug pinulo) foliar dia 17
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Procedimiento GLM

Informacién de nivel de clase

Clase Hiveles Valores
HH 2 01
MSP 2 01
RP 5 0 75 150 300 60O
Nimero de observaciones leidas 80
Nimero de observaciones usadas 80 ; 3
Procedimiento GLM
Variable dependiente: dia_17_exp
Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 19 5781.59047 304.29424 0.77 0.7324
Error 60 23747.13168 395.78553
Total correcto 79 29528.72215
R=cuadrado Coef Var Raiz MSE dia_17_exp Media
0.1395735 55.48092 19.89436 35.85802
Cuadrado de
Fuente DF Tipo 111 85 la media F-Valor Pr > F
HH 1 67.502106 67.502106 0.17 0.6811
M5SP 1 114.542210 114.542210 0.29 0.5926
RP 4 1780. 070502 445.017625 1.12 0.3536
HM*MSP 1 469, 953794 469.953794 1.19 0.2802
HM*RAP 4 2573.030131 643.257533 1.63 0.1796
MSP*RP 4 510.417096 127.604274 0.32 0.8619
HM*MSP*RP 4 266. 074627 66.518657 0.17 0.9538

17.rA Mo_Jd_ .. M_.. 0 aala

Anexo 11. Experimento 4, andlisis estadisticos vahle P (ug pinulo) foliar dia 30

Procedimiento GLM

Informacién de nivel de clase

Clase Niveles Valores

HH 2 01

M5P 2 01

RP 5 0 75 150 300 600
Nimero de observaciones leidas 80
Nimero de observaciones usadas a0
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Procedimiento GLM

F-Valor

5.71

dia_30 Media

1.914605

Variable dependiente: dia_30 dia 30
Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media
Mode lo 19 24.10801133 1.26884270
Error 60 13.33850548 0.22230842
Total correcto 79 37.44651681
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE
0.643798 24.62628 0.471496
Cuadrado de
Fuente DF Tipo 111 558 la media
HH 1 11.49714160 11.49714160
MSP 1 2.22440231 2.22440231
RP 4 3.18319894 0.79579974
HM*MSP 1 2.31805324 2.31805324
HH*RP 4 2.99633838 0.74908460
MSP*RP 4 0.68094610 0.17023653
HHM*MSF *RP 4 1.20793075 0.30198269
Procedimiento GLM
Medias de cuadrados minimos

dia_30 Nimero

HH MSP LSHEAN LSHEAN

0 0 1.53203400 1

0 1 1.53898200 2

1 0 2.63067210 3

1 1 1.95673050 4

NOTA: Para asegurar un nivel de proteccién completo, s6lo se deben usar probabilidades asociadas con

Medias de cuadrados minimos para el efecto HM*MSP
Pr » It} para HO: MedialS(i)=MedialSn(j)

i’

D0 P -

Variable dependiente:

0.9630
<.0001
0.0060

comparaciones preplanificadas

i/

(-3 T-N-- - N L L

=
=

—_,———— O O OO S

RP

0
5
150
300
600
o
5
150
300
600

2
0.9630

<.0001
0.0068

dia_30

<.
<.

<.

Procedimiento GLM
Medias de cuadrados minimos

dia_30
LSMEAN

1.45473750
1.42216875
1.46559375
1.66317750
1.67186250
1.66563900
2.35501875
2.817093225
2.45713950
2.17361700

3

0001
0001

0001

Nimero
LSHMEAN

[—RT-N--E - R L LY

F-Valor

51.72
10.01

4

0.0060
0.0068
<.0001

Pr > F

<.0001

17:50 Monday, May 3, 2010

Medias de cuadrados minimos para el efecto HM*RP
Pr » It} para HO: MedialS(i)=MedialSn(j)

1 2
0.8906

0.8306
0.9634 0.8545
0.3801 0.3107
0.3607 0.2938
0.3746 0.3059
0.0003 0.0002
<.0001 <.0001
<.0001 <.0001
0.0034 0.0023

(- N -~ -] oo

Variable dependiente: dia_30

4 5
0.3801 0.3607
0.3107 0.2938
0.4053 0.3851

0.9707
0.9707
0.9917 0.9790
0.0047 0.0052
<.0001 <.0001
0.0013 0.0015
0.0344 0.0374
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Anexo 12. Experimento 4, andlisis estadisticos vable P foliar (ug pinulo) dia 45

Procedimiento GLM

Informacién de nivel de clase

Clase Niveles Valores

HH 2 o1

MSP 2 01

RP 5 0 75 150 300 600
Nimero de observaciones leidas 80
Nimero de observaciones usadas a0

Variable dependiente: dia_45_log

Fuente
Modelo
Error

Total correcto

R=cuadrado

0.890218

Fuente

HM

MSP

RP
HM*MSP
HM*RP
MSP*RP
HM*MSP *RP

Procedimiento GLH

Suma de Cuadrado de
DF cuadrados la media F-Valor
19 33.34985201 1.75525537 25.61
60 4.11272959 0.06854549
79 37.46258159
Coef Var Raiz MSE dia_45%_log Media
28.70590 0.261812 0.912049
Cuadrado de
DF Tipo 111 55 1a media F=Valor
1 31.68741807 31.68741807 462.28
1 0.42892327 0.42892327 6.26
4 0.35079502 0.08769875 1.28
1 0.21079721 0.21079721 3.08
4 0.19726626 0.04931657 0.72
4 0.29237305 0.07309326 1.07
4 0.18227913 0.04556978 0.66

Pr > F

<

L0001

Anexo 13. Experimento 4, analisis estadisticos vable P (ug pinulo) foliar dia 60

Procedimiento GLM

Informacién de nivel de clase

Nimero de observaciones usadas

Clase Niveles Valores

HH 2 01

MSP 2 01

RP L 0 75 150 300 6OO
Nimero de observaciones leidas 80

80
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Procedimiento GLH

Variable dependiente: dia_bB0_log

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 19 64.95216745 3.418535123 56.10 <.0001
Error 1] 3.65634888 0.06093915
Total correcto 79 68.60851633
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE dia_b0_log Media
0.946707 34.27020 0.246859 0.720330

Cuadrado de

Fuente DF Tipo 111 55 la media F-Valor Pr > F
HM 1 63.35243265 63.35243265 1039.60 <.0001
MSP 1 0. 17771792 0. 17771792 2.92 0.0929
RP 4 0.62202346 0.15550586 2.55 0.0481
HM*MSP 1 0.37937378 0.37937378 6.23 0.0154
HM*RP 4 0.21194337 0.05298584 0.87 0.4876
MSP*RP 4 0.10951743 0.02737936 0.45 0.7725
HM*MSP*RP 4 0.09915884 0.02478971 0.41 0.8030
Procedimiento GLM
Medias de cuadrados minimos
dia_G0_log Nimero
HHM MSP LSHMEAN LSHMEAN
0 0 -0.14782969 1
0 1 -0.19129153 2
1 0 1.49422479 3
1 1 1.72621668 4
Medias de cuadrados minimos para el efecto HM*MSP
Pr » It} para HO: MedialS(i)=MedialSn(j)
Variable dependiente: dia_60_log
i 1 2 3 4
1 0.5798 <.0001 <.0001
2 0.5798 <.0001 <.0001
3 <.0001 <.0001 0.0043
4 <.0001 <.0001 0.0043

Anexo 14. Experimento 4, analisis estadisticos vable P (ug pinulo) foliar dia 75
The NPARIWAY Procedure

Wilcoxon Scores (Rank Sums) for Variable dia_75
Classified by Variable TTOS

Sum of Expected S5td Dev Hean
TTOS N Scores Under HO Under Ho Score
Control 20 435.50 810.0 89.975735 21.7750
MSP 20 384 .50 810.0 89.975735 19.2250
HH 20 1081.00 810.0 89.975735 54.0500
HHM & MSP 20 1339.00 810.0 89.975735 66.9500

fiverage scores were used for ties.

Kruskal-Hallis Test
Chi=-Square 62.4950
DF 3
Pr > Chi-Square <.0001
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Resultado de la prueba de comparacién de Dunn (1964) para los rangos medios

Nivel de inoculacién | Control MSP HM HM & MSP
Suma de rangos 435.5 384.5 1081 1339
Rango medio 22 19 54 67
Valor critico 19.4

&

-

da &
i
N

Contrd Hhd Hi & MSP MSP
TTCS

Anexo 15. Experimento 4, andlisis estadisticos vable biomasa seca aérea (g) de leucaena

The GLM Procedure

Class Level Information

Class Levels Values

HM 2 01

MSP 2 01

RP 5 9 75 150 300 600
Mumber of observations 80
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The GLM Procedure

Dependent Variable: biomasa_aerea_ g_ log

Sum of
Source DF Squares Hean Square F Value Pr > F
Model 19 77.89813496 4.09990184 108.73 <.0001
Error 60 2.2625%0990 0.03770850
Corrected Total [ 80.16064486
R-Square Coeff Var Root MSE biomasa_aerea_ g_ log Mean
0.971775 -102.0574 0.194187 -0.190272
Source DF Type 111 55 Hean Square F Value Pr > F
HM 1 76.17852354 76.17852354 2020.20 €.0001
MSP 1 0.468230820 0.46830820 12.42 0.0008
RP 4 0.44515797 0.11128949 2.95 0.0271
HM*MSP 1 0.31069814 0.31069814 8.24 0.0057
HM*RP 4 0.32439041 0.08109760 2.15 0.0855
MSP*RP 4 0.08220482 0.02055121 0.55 0.7033
HM*MSP *RP 4 0.08885188 0.02221297 0.59 0.6718
The GLM Procedure
Least Squares MHeans
biomasa_
aerea_ qg__ LSHEAN

HM MSP log LSHMEAN Humber

0 0 -1.18028646 1

1] 1 =1.15190462 2

1 0 0.64672147 3

1 1 0.92438153 4

Lea=st Squares Means for effect HM*MSP
Pr > It! for HO: LSHean(i)=LSHMean(j)

Dependent VYariable: biomasza_aerea_ g_ log

ifj 1 2 3 4
1 0.6456 <.0001 <.0001
2 0.6456 <.0001 <.0001
3 <.0001 <.0001 <.0001
4 <.0001 <.0001 <.0001

NOTE: To ensure overall protection level, only probabilities associated with pre-planned comparisons
should be used.
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Anexo 16. Experimento 4, andlisis estadisticos vable pH del suelo rizosferico al final del ensayo
The GLM Procedure

Class Level Information

Class Levels Values

HM 2 01

MSP 2 01

RP 5 0 75 150 300 GOO
Number of observations a0

The GLM Procedure

Dependent Variable: pH_final_log

Sum of
Source DF Squares Mean Square F VYalue Pr >F
Hode 1 19 0.14370761 0.00756356 16.75 <.0001
Error 60 0.02708788 0.00045146
Corrected Total 73 0.17079549
R-Square Coeff Var Root HMSE pH_final_log Hean
0.841402 1.237327 0.021248 1.717226
Source DF Twpe 111 55 Mean Square F VYalue Pr >F
HH 1 0.11657296 0.11657296 258.21 <0001
MSP 1 0.00082146 0.00082146 1.82 0.1824
RP 4 0.00651160 0.00162790 3.61 0.0106
HH*MSP 1 0.00680997 0.00680997 15.08 0.0003
HM*RP 4 0.00732370 0.00198032 4.39 0.0035
MSP*RP 4 0.00120395 0.00030099 0.67 0.6176
HM*MSF *RP 4 0.00386398 0.00096600 2.14 0.0869
The GLM Procedure
Least Squares Means
pH_final_log LSHEAN

HH MSP LSHEAN Humber

0 0 1.74296825 1

Q 1 1.76782967 2

1 0 1.68507526 3

1 1 1.67303149 4

Least Squares Means for effect HM*MSP
Pr > It} for HO: LSMean(i)=LSMean(j)

Dependent Variable: pH_final_log

ifj 1 2 3 4
1 0.0005 <.0001 <.0001
2 0.0005 <.0001 <.0001
3 <.0001 <.0001 0.0781
4 <.0001 <.0001 0.0781

HOTE: To enswre overall protection level, only probabilities associated with pre-planned compar isons
should be used.

58



i/] 1
1 0
2 0.5392
3 0.3149 0
4 0.2239 0
5 0.5324 0
6 <.0001 <
7 <.0001 <
8  ¢.0001 ¢
9 <.0001 <
10 <.0001 <

e Ratatel X R-X-]

=
=

—_— e OSSO

The GLM Procedure
Least Squares Means

RP

o
s
150
300
600
0
5
150
300
600

pH_final_log
LSMEAN

. 75320997
L7RI7T167
. 76397721
. 74015403
.75988192
.66986358
.B5571095
67666822
.6B627033
. 70675381

LSMEAN
Number

[-T-N--R TN L R R

Least Squares Means for effect HM*RP
Pr > it} for HO: LSMean(i)=LSHean(j)

3

L3149
. 6936

. 0286
L7012
L0001
L0001
L0001
L0001
L0001

Dependent Variable: pH_final_log

4

L2239
. 0697
. 0286

. 0682
L0001
L0001
L0001
L0001
. 0026

SAAAAND DO

5 6
0.5324 <.0001
0.9918 <.0001
0.7012 <.0001
0.0682 <.0001

<.0001
<.0001
<.0001 0.1878
<.0001 0.5243
<.0001 0.1278
<.0001 0.0010

~o o L= e

oo L= N R )

= oo AN AN

SOoOADADA AN
=
o
o
pry

HOTE: To ensure overall protection level, only probabilities associated with pre-planned compariszons

should be wvsed.

Anexo 17. Experimento 4, andlisis estadisticos vable colonizacién micorrizal (%)

The MEANS Procedure
finalysis Variable : Colonizacion_HM
N
tto Obs Mean Std Dew N M ir i mum Maz i mum
MOPO-0 4 0 0 4 0 0
MOPO-150 4 0 Q 4 Q Q
MOPO-300 4 0 0 4 0 0
MOPO-600 4 0 Q 4 Q Q
MOPO=-75 4 0 ] 4 ] ]
MOP1-0 4 0 Q 4 Q Q
MOP1=-150 4 0 ] 4 ] ]
MOP1-300 4 0 Q 4 Q Q
MOP1=600 4 0 ] 4 ] ]
MOP1-75 4 0 0 4 0 0
Mi1PO-0 4 40.0000000 14. 6742405 4 21.0000000 56.0000000
M1P0O-150 4 47.5000000 8.3466560 4 39.0000000 58.0000000
M1PO=-300 4 34.5000000 7.5498344 4 25.0000000 43. 0000000
MI1PO-600 4 36.0000000 10. 3601802 4 26.0000000 50.0000000
M1PO-75 4 56.5000000 13.3790882 4 43. 0000000 F2.0000000
M1P1=0 4 BE.7500000 7.4105780 4 GO. 0000000 77.0000000
MIP1-150 4 40.7500000 4.1129876 4 36.0000000 46. 0000000
M1P1=300 4 58.2500000 17.1148084 4 39.0000000 80.0000000
MI1P1-600 4 60.5000000 8.4261498 4 55.0000000 73.0000000
M1P1=-75 4 51.2500000 16. 6808273 4 36.0000000 75.0000000
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Coloniznaizn HM (%)
&
1

""H'i H

T I T T I T I I T I
M PO=10 MPO=150 MPO=200 MPO=c00  MIPO=73 MFP+=0 MP=H0 MPH=300 MPEE0 MPI1=70

o

Anexo 18. Experimento 4, andlisis estadisticos variable colonizacién Mortierella sp. (%)

The MEANS Procedure

finaly=zis Variable ! colonizacion_MSP

tto Dbz Hean Std Dew N Minimum Max i mum
MOPO-0 4 ] ] 4 ] ]
MOPO-150 4 ] ] 4 ] ]
MOP0-300 4 ] ] 4 ] ]
MOPO-600 4 ] ] 4 ] ]
MOPO-75 4 ] ] 4 ] ]
MOP1-0 4 81.2500000 4.7871355 4 75.0000000 85.0000000
MOP1-150 4 86.2500000 10.3077641 4 75.0000000 100. 0000000
MOP1-300 4 81.2500000 15.4784797 4 60.0000000 95. 0000000
MOP1-600 4 83.7500000 13.1497782 4 70.0000000 95. 0000000
MOP1-75 4 76.2500000 11.0867789 4 65.0000000 90. 0000000
M1P0-0 4 0 ] 4 ] ]
MIP0O-150 4 0 ] 4 ] ]
M1P0-300 4 0 ] 4 ] ]
MIP0O-600 4 0 ] 4 ] ]
MIP0O-75 4 0 ] 4 ] ]
MIP1-0 4 82.5000000 8.6602540 4 70.0000000 90.0000000
MIP1-150 4 81.2500000 7.5000000 4 75.0000000 90.0000000
MIP1-300 4 78.7500000 14.3614066 4 70.0000000 100. 0000000
MIP1-600 4 86.2500000 10.3077641 4 75.0000000 100. 0000000
MIP1-75 4 71.2500000 6.2915287 4 65.0000000 80.0000000
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Anexo 19. Experimento 4, andlisis
cosecha

estadisticos vable P total absorbido (ug/planta) al momento de la

The GLM Procedure

Class Level Information

Class Levels Values

HM 2 o1

MSP 2 o1

RP 5 0 75 150 300 60O
Number of observations a0

The GLM Procedure

Dependent Variable: P_total_ug_planta_log

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 19 175.6921073 9.2469530 90.52 <. 0001
Error 60 6.1290026 0.1021500
Corrected Total 79 181.8211099

R-Square Coeff Var Root MSE P_total_wg_planta_log Mean

0.966291 =-108.2360 0.319609 =0.295126
Source DF Type 111 58 Mean Square F Value Pr > F
HH 1 171.3384808 171.3384808 1677.32 <.0001
MSP 1 0.4771701 0.4771701 4.67 0.0347
RP 4 2.3474511 0.5868628 5.75 0.0006
HH*HMSP 1 0.2936929 0.2936929 2.488 0.0951
HHM*RP 4 0.5656571 0.1414143 1.38 0.2502
MSP*RP 4 0.3936457 0.0984114 0.96 0.4343
HM*MSP *RP 4 0.2760036 0.0690024 0.68 0.6116

The GLM Procedure
t Tests (LSD) for P_total_uwg_planta_log

HOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

filpha 0.05
Error Degrees of Freedom 60O
Error Mean Square 0.10215
Critical Value of t 2.00030
Least Significant Difference 0.143

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping
A
B

Hean
1.16834
-1.75859

N HM
40 1
40 0
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The GLM Procedure
t Tests (LSD) for P_total_ug_planta_log

MOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 1]
Error Mean Square 010215
Critical Value of t 2.00030
Least Significant Difference 0.143

Mean=s with the =zame letter are not significantly different.

t Grouping Hean | MSP
A =-0.21789 40 1
B -0.37236 40 1]

The GLM Procedure
t Tests (LSD) for P_total_ug_planta_log

HOTE: This test controls the Tvpe | compariszonwize error rate, not the exper imentwize error rate.

fAlpha 0.05
Error Degrees of Freedom 60O
Error Mean Sguare 0.10215
Critical Value of t 2.00030
Least Significant Difference 0.226

Means with the zame letter are not significantly different.

t Grouping Hean H RP

A -0.0515 16 150
A

B A -0.2086 16 300

B A

B A -0.2677 16 600

B

B C -0.3865 16 75
C
C -0.5612 16 0
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