





Tabla 9. PSM aislados en los tres diferentes medios de cultivo (10° x UFC g suelo ).
Comparaciones horizontales. Promedios seguidos con la misma letra minuscula no son
significativamente diferentes, Prueba de Duncan, P <0.05. (C.V.= coeficientes de variacion).

;Suelof ) ) Medio1 ~ Medio2 Medio3
Wahiawa 28 a 1b 2b
Tantalus 207 a 5b 1b
Kaena 310 a 8b 49 b
c.v. (%) 3.2 4.6 2.2

Tabla 10. Numero de unidades formadores de colonias de PSM por gramo de suelo rizosférico
(S) o raices (R) aisladas en el medio 1. (C.V.= coeficientes de variacion).

Suelo Bacterias Actinomicetos Hongos V. (%)
Wahiawa S 8000 20000 0 3.0
R 5000 0 800 35
Tantalus S 195000 10000 2000 2.9
R 300 0 900 3.6
Kaena S 297000 10000 3000 3.6

R 700 100 200 29
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Figura 6. Plato de Petni conteniendo el medio de cultivo 1 inoculado con una dilucién (10°) de
suelo nzosférico de la serie Tantalus. Nétese el crecimiento de algunas colonias microbiales (B:
bactena, F: hongo).
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Figura 7. Platos de Petni conteniendo el medio de cultivo 1 inoculado con raices finas de
Leucaena leucocephala tomadas de los suelos Kaena (a) y Tantalus (b). Notese el crecimiento
de algunos PSM (A:actinomiceto, B: bactena, F: hongo) alrededor de las raices.



3.2. PRUEBA IN VITRO

Treinta y dos aislados se seleccionaron y su actividad solubilizadora de roca fosforica se evaluo
in vitro. Como se observa en la figura 8, hubo una relacion inversa entre el pH del medio de
crecimiento y la concentracion de P determinada a los siete dias después de la inoculacion. Los
resultados muestran que la habilidad de los aislados para solubilizar roca fosforica vario
ampliamente (Tabla 11). Los aislamientos 6-B y 27-F sobresalieron en la prueba in vitro por

generar una mayor acidez y una mayor concentracion de P en el medio de cultivo liquido.

Debida a que el aislamiento fungoso 27-F exhibié una alta actividad solubilizadora de P y una
alta tasa de crecimiento en el medio de cultivo, éste se selecciond para el experimento de
invernadero. Este hongo posteriormente se identifico como Mortierella sp. por J. Uchida (Ph.D.,
Universidad de Hawaii). Kucey (1983) y Whitelaw (2000) afirman que las bacterias
solubilizadoras de P pueden perder su actividad después de que se cultivan repetidamente en
medios n utritivos, mientras q ue los hongos mantienen tal actividad a pesar de los continuos
cultivos. Por tal razdn se prefirio usar el aislamiento 27-F que el aislamiento 6-B, que también

exhibid una alta actividad solubilizadora de P.
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Figura 8. Relacion entre el pH y la concentracion de P en el medio liquido inoculado o no con
microorganismos solubilizadores de P.
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Tabla 11. Cambios en el pH y la concentracion de P en el medio liquido inoculado con selectos
PSM (promedios seguidos con la misma letra minuscula no son significativamente diferentes,
Prueba de Duncan, P <0.05).

Aislado pH de la solucion ~ Concentracion de P en solucion
(mg L™)

Control 7022  006d

1B 457Db 10.53 €

4B 449b 1547 b

6B 3.93d 25.97 a

10 B 4.45 be 17.85b

16 B 4.44 bc 16.83 b

18 A 6.91 a 0.15d

25F 3.87d 16.73 b

27 F 3.45e 29.68 a

28 F 3.84d 1544 b

29F ©.86 a 0.098 d

32 F 427 ¢ 15.26 b

A = actinomiceto, B = bacteria, F?HongT

Los aislamientos que exhibieron mayor actividad solubilizadora de roca fosférica se mantienen

en el laboratorio de microbiologia de suelos de la Universidad de Hawai para futuros estudios.

3.3. EXPERIMENTO DE INVERNADERO

La inoculacion con G. aggregatum afect¢ significativamente el nivel de colonizacion micorrizal
de las raices (Tabla 12). Plantas inoculadas presentaron una colonizacion micorrizal del 45 %,
mientras que plantas no inoculadas no exhibieron estructuras micorrizales en sus raices (Tabla
13). La aplicacion de P vy la inoculacién con Mortierella sp. (Tabla 12) no afectaron

significativamente la colonizacion micorrizal.

Por otro lado, la aplicacion de P incrementd s ignificativamente |a concentracion de P en la
solucion del suelo, pero la inoculacion con los microorganismos no afectd esta variable (Tabla
12). Los suelos no fertilizado y fertilizado con roca fosférica tuvieron una concentracion de P en
la soluciéon del suelo de 0.02 mg L™, un valor similar a la concentracion inicial de P del suelo
(Figura 4). En contraste, la concentracion de P en la solucidon del suelo fertilizado con KH,PO,

fue de 0.03 mg L™, un valor ligeramente menor que el valor inicialmente establecido con la
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Tabla 12. Nivel de significancia (P) asociado con la masa seca aérea, el contenido de P en la
parte aérea, la concentracion de P en la solucion del suelo y la colonizacion micorrizal al tiempo
de la cosecha (NS. no significativo).

Factor Masa seca aérea  Contenido de Pen  Concentracion de P en  Colonizacion
(g planta™) la parte aérea la solucion del suelo micorrizal

(mg planta™) (mg L™ (%)

P 0.0139 NS 0.0050 NS

AMF 0.0001 0.0001 NS 0.0001

PSM 0.0001 0.0125 NS NS

PxAMF NS NS NS NS

PxPSM NS NS NS NS

AMFxPSM 0.0186 0.0360 NS NS

PxAMFxPSM NS 0.0463 NS NS

C.V. (%) 18.3 28.3 71.3 19.8

Tabla 13. Efectos de roca fosforica (RP), KH.PO, (KP) y la inoculacion con G. aggregatum

(AMF) v Mortierella sp. (PSM) sobre el contenido de P en la parte aérea y la colonizacion

micorrizal de raices de L. leucocephala (promedios seguidos con la misma letra minuscula no

son significativamente diferentes, Prueba de Duncan para cada fuente de fosforo, P < 0.05).
Fuente de P Inoculacion ® Contenido de P Colonizacién micorrizal

AMF PSM  en la parte aérea (%)
(mg planta™)
‘No 2 - 0.11a ) Ob
- + 0.12a Ob
+ - 1.68b 46 a
+ + 1.91c 46 a
RP - - 0.14a Ob
- + 0.16a Ob
+ - 1.27b 46 a
+ * 2.20c 39 a
KP - - 0.21a Ob
- + 0.29a Ob
* - 1.83b 44 a
+ + 1.82b 49 a

? _ noinoculado, + inoculado



aplicacion de esta fuente de P (0.04 mg L) al momento de la siembra.

Los tratamientos tuvieron un efecto significativo sobre el contenido de P de los pinnulos (Tabla
14). En plantas no inoculadas (-AMF, -PSM), el contenido de P de los pinnulos decrecio
drasticamente y sintomas tipicos de deficiencia de P tales como clorosis y defoliacion (Habte y
Manjunath, 1991; Smith et al., 1992) se detectaron 25 dias después de la siembra. P lantas
inoculadas solamente con Mortierella sp. (+PSM) exhibieron sintomas similares, aunque el
contenido de P en los pinnulos fue significativamente mas alto que aquel de las plantas control
no inoculadas (-AMF, -PSM) (Figura 9).

En contraste, el contenido de P en los pinnulos de plantas inoculadas solamente con G.
aggregatum (+AMF) al inicio declind rapidamente, pero luego del dia 20 ernpezd a incrementar
alcanzando un pico de concentracion el dia 35 (Figura 9). Plantas inoculadas con ambos
microorganismos (+AMF, +PSM) exhibieron un comportamiento similar al descrito
anteriormente, pero esas plantas tuvieron un mayor contenido de P significativamente mayor en

algunos dias de muestreo (Figura 9, Tabla 14).

Al momento de la cosecha, la interaccion de ambos microorganismos tuvo efectos significativos
sobre la masa seca aérea (MSA) (Tabla 12). Plantas no inoculadas tuvieron una MSA muy
baja. Cuando las plantas se inocularon solamente con Mortierella sp. (+PSM) hubo un
incremento significativo en la MSA, aunque t al incremento fue menor que aquel observado

cuando las plantas se inocularon con G. aggregatum (+AMF) (Figura 10).

Ademas, plantas inoculadas con ambos microorganismos (+AMF, +PSM) tuvieron una MSA
significativamente mayor que aquella obtenida con la inoculaciéon con G. aggregatum (+AMF)
(Figura 10). La MSA de plantas que crecieron en el suelo fertilizado con KH,PO. fue
significativamente mayor a la MSA de las plantas del suelo no fertilizado; sin embargo, la MSA
de estas plantas no fue significativamente diferente de las plantas del suelo fertilizado con roca

fosforica.

El contenido de P de la parte aérea determinado a la cosecha, fue significativamente afectado
por la interaccion de G. aggregatum con Mortierella sp. y por la interaccion de triple orden entre
la aplicacion de P y las inoculaciones con ambos microorganismos (Tabla 12). Las plantas que
crecieron en el suelo no fertilizado tuvieron un contenido bajo de P en la parte aérea, pero la
inoculacion con G. aggregatum incremento el contenido de P significativamente. Aungue en el

suelo no fertilizado la inoculacion individual con Mortierella sp. no incremento el contenido de P
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Figura 9. Contenido de P en pinnulos ( ug pinnulo”) de L. leucocephala monitoreado en funcion
del tiempo y la inoculacion (+) o no (-) con G. aggregatum (AMF) y Mortierella sp. (PSM).

Tabla 14. Niveles de significancia ( P) de las diferentes fuentes de variacion c on respecto al
contenido de P de los pinnulos de L. leucocephala a diferentes dias después de la siembra
(NS: no significativo).

Factor Tiempo después de la siembra (dias)

10 15 20 25 30 35 40 45
P 0.0039 NS 0.0001 NS NS 0.0069 NS NS
AMF NS 0.0001 0.0012 0.0001  0.0001 0.0001  0.0001 0.0001
PSM NS NS NS 0.0399 0.0023 NS 0.0391 NS
PxAMF NS NS NS NS NS NS NS 0.0032
PxPSM 0.0027 NS NS NS NS 0.059 NS NS
AMFxPSM NS NS 0.0138 0.0109 0.0215 NS NS NS
PxAMFxPSM NS NS NS NS NS NS NS NS

C.V. (%) 12.4 14.5 18.1 28.9 29.5 27.4 23.1 225
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Figura 10. Efectos de la inoculacion con G. aggregatum (AMF) y Mortierella sp. (PSM) sobre la

masa seca aérea (MSA) de Leucanea leucocephala.

en la parte aérea, la inoculacion dual si lo incrementd significativamente mas alla del nivel

observado con la sola inoculacion de G. aggregatum (Tabla 13).

De manera similar, en el suelo fertilizado con roca fosfoérica, el efecto benéfico de la inoculacion
micorrizal sobre el contenido de P de la parte aérea se mejord significativamente cuando
Mortierella sp. fue co-inoculado, observandose asi un efecto sinergistico entre ambos

microorganismos (Tabla 13).

El contenido de P de la parte aérea de plantas crecidas e n el suelo fertilizado con KH,PO,
incrementd significativamente en respuesta a la inoculacion con G. aggregatum, pero no con la
inoculacion de Mortierella sp. A diferencia del suelo no fertilizado y fertilizado con roca fosfdrica,
el efecto de la inoculacion micorrizal no se mejord con la co-inoculacion de Mortierella sp.

(Tabla 13).
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4. DISCUSION

Los métodos usados para aislar y evaluar la actividad solubilizadora de P por microorganismos
del suelo permitieron obtener una variedad de microorganismos de la rizosfera capaces de
solubilizar roca fosférica. Estos métodos son muy simples, directos, y los equipos y materiales
usados estan usualmente disponibles en un laboratorio de suelos y de microbiologia de suelos.
El método in vitro empleado para evaluar la actividad solubilizadora de P fue muy sensible y
permitid separar microorganismos con base en su capacidad para solubilizar roca fosférica. La
exclusion del extracto de levadura del medio de cultivo permite garantizar que la presencia de P
soluble en el medio es exclusivamente debida a la actividad microbial de los PSM. Se sugiere
que esta precaucion sea adoptada en la preparacion de otros medios de cultivo, por ejemplo el
medio de Pirovskaya (Rao, 1992), uno de los mas usados, para que asi sean mas efectivos en
el aislamiento de PSM. La estrecha relacion entre la reduccion del pH del medio de crecimiento
y el incremento en la concentracion de P e n el mismo después de la incubacion, sugiere que la
produccion de acidez fue un mecanismo i mportante e n la solubilizacion microbial de la roca
fosforica. En un método in vitro similar, Omar (1998) también observo un decrecimiento en el pH
del medio de crecimiento. De la misma manera, Bar-Yosef et al. (1999) notaron una relaciéon
inversa entre la reduccion del pH y la actividad solubilizadora de Pseudomonas cepacia y
proponen la adopcion de esta tecnologia de solubilizacion de roca fosférica en la industria de

fertilizantes.

Whitelaw (2000) reviso la literatura sobre el tema de la solubilizacion microbial de P y notd una
amplia variacion en la capacidad de los microorganismos para reducir el pH de los medios
usados en las pruebas. El mecanismo mas ampliamente aceptado por el cual los PSM reducen
el pH del medio de crecimiento es la produccion de acidos organicos (Kim et al., 1997; Di
Simine et al., 1998; Singh y Kapoor, 1999) y la liberacién de iones H™ en respuesta a la
asimilacion de amonio (Kucey, 1983; Asea et al., 1988; Roos y Luckner, 1984). Algunos de los
acidos comunmente asociados con la solubilizacion in vitro de P por PSM son acido gluconico
(Di Simine et al., 1998), acido oxalico, acido citrico y acido 2-keto-D-gluconico (Kim et al.,
1997). Kim et al. (1997) reportaron similares valores de pH con un medio comparable al usado
" en este trabajo, excepto que en el medio de cultivo 1 no se incluyd extracto de levadura por

razones ya explicadas. En este trabajo se encontrd que fue posible cuantificar el P solubilizado
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sin la necesidad de usar la solucion extractante de Bray y Kurtz (1945) empleada por Kim et al.
(1997), por lo que se recomienda no emplearla en tales determinaciones. Ademas de ser
innecesario el empleo de esta solucion extractora, su uso en un medio de cultivo con fosfatos

insolubles podria sobreestimar la capacidad solubilizadora de los microorganismos evaluados.

En el experimento de invernadero, la contribucién relativa del PSM y el AMF a la nutricion
fosférica de la planta indicadora, fue claramente delineada en términos del contenido de P en el
pinnulo monitoreado en funcion del tiempo (Habte et al., 1987). Los datos del contenido de P en
los pinnulos indican que la interaccion sinergistica entre Mortierella sp. y G. aggregatum se
detecto inicialmente a partir del dia 20 y hasta el dia 35 después de la siembra (Figura 9). Mas
alla de este dia el efecto sinergistico no fue evidente por la técnica del pinnulo, probablemente
porque el P absorbido por la planta empezé a ser distribuido desde las hojas hasta los sitios de
crecimiento mas activos (Habte et al., 1987). Esta rapida deteccion del sinergismo entre estos
dos microorganismos permite que la técnica del pinnulo puede ahorrar una gran cantidad de
tiempo en la investigacion de diferentes combinaciones AMF/PSM. Kim et al. (1998a) cultivaron
tomate en la presencia del AMF G. e tunicatum y luego inocularon con el PSM Enterobacter
agglomerans 15 dias mas tarde. Ellos observaron un efecto sinergistico maximo a los 50 dias

después de la siembra, el efecto disminuyd después de ese momento.

Al parecer la red de hifas micorrizales fue efectiva para remover el P solubilizado por Mortierella
sp. tan tempranamente como a los 20 dias después de la siembra (y de las inoculaciones). Es
probable que las raices micorrizadas estuvieron liberando exudados (Rambelli, 1973,
Linderman, 1988) requeridos por los PSM para producir los acidos organicos (Bolan, 1991), los
cuales son responsables, al menos en parte, de la solubilizacién de roca fosforica. Las bases
conjugadas de tales acidos organicos también pudieron desorber fosfato de los sitios de sorcion
en los coloides minerales del suelo (He y Zhu, 1997). Asi mismo, las bases conjugadas pueden

crear complejos con los iones fijadores de P tales como Fe y Al (Hue, 1991).

La inoculacion individual con Mortierella sp. incrementé significativamente el contenido de P en
los pinnulos (P< 0.05) (Figura 9, Tabla 14), independiente de la aplicacion de P. Es decir, que
aun en el suelo no fertilizado hubo efectos favorables con la inoculaciéon con el PSM. Sin
embargo, este incremento no fue suficiente para satisfacer los requerimientos de P por
leucaena y, consecuentemente, las plantas desarrollaron sintomas de deficiencia de P y su
crecimiento fue restringido. Esto pudo ser debido a la re-inmovilizacién de una gran porcion del

P solubilizado por Mortierella sp. sobre los sitios de adsorcion de P del suelo (Bolan, 1991).



La mayoria de los estudios sobre PSM se realizatron en suelos poco meteorizados,
particularmente Mollisoles, los cuales usualmente exhiben una baja fijacion de P (Asea et al.,
1988; Kucey, 1987, 1988; Kucey y Legget, 1989; Singhy Singh, 1993). En estos suelos, la
inoculacion individual con PSM incrementd la absorcion de P por la planta hasta en un 25 a
73% en la ausencia de la fertilizacion fosforica. En otras palabras, en estos suelos el P nativo
puede ser solubilizado por los PSM, este es luego poco re-fijado por el suelo v,
consecuentemente, eéste efectivamente pasa a la solucion del suelo de donde es absorbido por
las raices. En contraste, la inoculacion individual con Mortierella sp. de este suelo altamente
meteorizado (Oxisol), no incrementd la absorcion de P de la planta indicadora. Esto sugiere que
la efectividad de los PSM para incrementar la absorcion de P puede ser restringida en suelos
altamente meteorizados y/o altamente fijadores de P debido a la re-inmovilizacion del P
liberado. Estas limitaciones pueden ser superadas, al menos en parte, sila inoculacion con
PSM se acompafa con la presencia de hongos micorrizales en el sistema de raices. De esta
manera, se espera que haya una mayor eficiencia en la absorcion de P y se reduzca la cantidad

re-fijada.

La aplicacion de roca fosférica mejor¢ la efectividad de los PSM, asi como la interaccion
sinergistica entre G. aggregatum y Mortierella sp. para incrementar el contenido de P en la parte
aérea de la planta. Usando un suelo poco meteorizado, Omar (1998) encontrd que la aplicacion
de roca fosforica incremento el efecto positivo de dos PSM sobre el crecimiento de plantas trigo
y su absorcion de P. Por otro lado, Singh y Kapoor (1999) notaron que la roca fosférica no tuvo
influencia sobre la efectividad de dos PSM a menos que el suelo se co-inoculara con Glomus
sp. En este experimento, el efecto positivo de la aplicacion de roca fosforica parece ser debido a
que se incrementa la cantidad de fosfatos de calcio en el suelo, las cuales son las formas de P
que pueden ser solubilizadas microbialmente a través de la acidez (ver numeral 1.6.1., pagina
12). Ademas, la roca fosforica de Carolina del Norte es un poco mas reactiva que otras rocas
fosforicas (Chien y Hammond, 1978) debido a su alta superficie especifica (Hammond y Leon,

1992) que facilitaria su disolucion.

La aplicacion de P soluble mejoro el efecto de Mortierella sp., pero este efecto no fue evidente
cuando se co-inocularon G. aggregatum y Mortierella sp. Los iones fosfato de la fuente soluble
pudieron ser rapidamente convertidos a formas de P inmoviles. Los iones fosfato recien
precipitados son quizas mas facilmente solubilizados por PSM, a causa de su mayor superficie
especifica y su mayor solubilidad (Brady y Weil, 1999). Es de esperar que estos fosfatos
recientemente precipitados fueron subsecuentemente solubilizados por la actividad de

Mortierella sp. Sin embargo, este efecto pudo ser enmascarado por la rapida remocion de P de



