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RESUMEN

El foésforo es un elemento esencial para el crecimiento y desarrollo de las
plantas. A pesar de ser abundante en los suelos, su disponibilidad para las plantas es
muy limitada debido a la baja solubilidad de los compuestos fosfatados que se presentan
en el suelo. Muchos microorganismos tienen potencial para disolver minerales
fosfatados e incrementar la disponibilidad de este elemento. El presente trabajo de
investigacion fue realizado en el Invernadero de Fertilidad de Suelos, de la Universidad
Nacional Agraria La Molina (UNALM), con el objetivo de evaluar el efecto de la
inoculacién con microorganismos solubilizadores de fosfato (MSF) Pseudomonas sp.,
Bacillus sp., Clostridium sp. y Penicillium sp., sobre la extraccion de P aplicado en
forma de roca fosférica de Bayovar y produccidon de biomasa por los cultivos de frijol
ccastilla, maiz, trigo y haba cultivados en un suelo calcareo. Los parametros evaluados
fueron: altura, biomasa fresca y seca, extracion de P y peso de granos en trigo. Los MSF
aislados a nivel /n vitro fueron inoculados al momento de la siembra, los resultados
- encontrados fueron analizados para cada cultivo a través del disefio completo al azar con
arreglo factorial de 2 niveles de P (0 y 200 mg kg') y cuatro cepas, los promedios
fueron sometidos al analisis de variancia y comparados mediante la prueba de

comparacion de medias HSD Tukey.

Los resultadas encontrados para la altura de planta (cm) en los cultivos de maiz,
haba y trigo fueron favorables ya que se encontré diferencia estadistica, para la biomasa
fresa y seca (g maceta™) se encontr¢ diferencia estadistica solo para los cultivos de maiz
y trigo, mientras que para la extraccion de P (g maceta™) no se encontro diferencia
estadistica en los cultivos evaluados, para el peso de granos en el cultivo de trigo st
presento diferencia estadistica siendo la mejor cepa Bacillus sp., con respecto a las

demads cepas.

De los resultados encontrados y bajo las condiciones donde se realizo el ensayo
se puede concluir que la inoculacién de las tres cepas bacterianas y una cepa fingica no
afect6 la extraccion de P en los cultivos ensayados, pero si incremento la produccion de
biomasa aérea en los cultivos de maiz y trigo. Ninguno del los MSF ensayados tiene

potencial para solubilizar el P aplicado en forma de roca fosforica de Bayovar.



Trabajos a futuro con MSF deben estar enfocados en determinar el nivel de
poblacion a inocular para solubilizar fosfatos de calcio, ademas se recomienda hacer
aplicaciones de materia organica o fuentes de azicares al suelo para la alimentacion de
microorganismos, y también se debe usar acidificantes en el suelo para ayudar a los
microorganismos a solubiliar fosfatos de calcio que tienen una constante de producto de

solubilidad alta (Kps), como la roca fosforica.

Palabras clave: MSF, roca fosforica de Bayoévar, suelo calcareo, kps y fosforo.



I. INTRODUCCION

El fésforo es un elemento esencial para el crecimiento y desarrollo de las
plantas, al formar fosfatos organicos que desempefian un papel esencial en los procesos
de transferencia de energia y el metabolismo (Salazar, 2005). El fosforo es comiunmente
un nutriente limitante tanto para los ecosistemas terrestres como acudticos (Cramer,
2010). Una insuficiencia de fosforo en el suelo puede influir en el retraso de la madurez

y desarrollo de la planta, retrasando la cosecha y disminuyendo los rendimientos.

El contenido medio de fosforo en los suelos es de aproximadamente 0.05% en
peso (Illmer y Schinner, 1995), pero solo una fraccién que oscila entre 0.03 a 0.3 mg/L
se encuentra en solucion, por lo cual este nutriente debe ser reemplazado varias veces

desde las fracciones labiles del suelo para asegurar la 6ptima nutricion de los vegetales.

Los microorganismos solubilizadores de fosfatos desarrollan un papel
importante en incrementar la movilizacion y disponibilidad de P hacia las raices de las
plantas; ademas presentan ventajas frente a fertilizantes quimicos pues colaboran con la
preservacion del medio ambiente, ya que no implican sustancias toxicas que afecten el
sistema, generando de esta manera una agricultura sostenible (Chen et al., 2005) y

ademas hacen parte de la flora nativa en los suelos y materia organica.

El presente trabajo busca determinar el efecto de la inoculacién con
microorganismos que solubilizan fosforo en un suelo en donde predomina el Ca3(POa)2,
ya que en el pais se cuenta con una superficie extensa de suelos que son calcareos, para

que de esta forma el fosforo esté disponible para la planta.

La mayoria de los suelos agricolas contienen grandes reservas de fosforo (P),
una parte considerable es consecuencia de aplicaciones regulares de fertilizantes de P,
sin embargo la mayor parte se encuentra en forma de fosfatos insolubles. El fosforo es
frecuentemente provisto mediante fertilizantes solubles, sin embargo, el precio de estos
se ha incrementado debido a que las reservas de fosforo se estan agotando por la falta de
reposicion natural, y porque el fosforo se extrae a una tasa muy superior a su capacidad

de recuperacion. Marruecos, China, Sudafrica y EE.UU acumulan el 83% del fosfato



mineral explotable, el ritmo de extraccidn actual de las reservas es mayor por ello es

probable que se agote dentro de 125 afios (Vaccari, 2009).

Dado que las reservas de fosforo son limitadas, es necesario desarrollar nuevas
técnicas para el uso mas eficiente del fosforo nativo del suelo o del aplicado mediante la
fertilizacion. En la actualidad hay abundante investigacion sobre el potencial de
microorganismos solubilizadores de fosfato (MSF), tanto en suelos acidos como
alcalinos. Los MSF son importantes para incrementar la disponibilidad de P nativo del
suelo y del P aplicado en forma de fuentes poco solubles como la roca fosforica de
Bayodvar, En nuestro pais sin embargo, la informacion es aun escasa, especialmente en

sistemas productivos de bajos insumos.

De acuerdo a las experiencias mencionadas, se propone que la inoculacién con
cepas de bacterias y hongos solubilizadores de fosfato en suelos calcareos, puede
incrementar la produccion de biomasa (crecimiento) y la extraccion de P por las plantas.
Es por ¢llo que se plantea el presente trabajo de investigacion a nivel de invernadero,

con los siguientes objetivos:

Objetivo general

e Evaluar la factibilidad del uso de microorganismos con potencial de

solubilizacién de fosfato en la provision de fosforo para cultivos anuales.

Objetivos especificos

e Determinar el efecto de la inoculacion con microorganismos solubilizadores de
fosfato Pseudomonas sp., Bacillus sp., Clostridium sp. y Penicillium sp. sobre la
produccion de biomasa por los cultivos de frijol castilla, maiz, trigo y haba

cultivados en un suelo calcareo.

e FEvaluar el efecto de la inoculacion anterior sobre la extraccion de P de los

cultivos mencionados.

e Determinar el potencial de los microorganismos mencionados para solubilizar el

P aplicado en forma de roca fosférica de Bay6var.



II. REVISION DE LITERATURA

El fésforo es uno de los principales nutrientes, después del nitrogeno (N), es el
segundo nutriente inorganico necesario para todas las formas de vida. Una mayor parte
del fosforo en el suelo, aproximadamente 95 - 99 % esta presente en forma de fosfatos
insolubles y no puede ser utilizada por las plantas (Vassileva et al, 1998). Para
aumentar la disponibilidad de fosforo en el suelo se tiene que aplicar grandes cantidades
de fertilizante, pero una gran proporcion del fosforo aplicado en los fertilizantes es
rapidamente transformado a la forma insoluble (Omar, 1998); Por lo tanto el fosforo
aplicado en forma de fertilizante esta disponible en baja proporcion para las plantas
(Abd Alla, 1994).

Las deficiencias de fosforo estan muy extendidas en suelos de todo el mundo y
esto representa que los fertilizantes de fosforo tengan un costo importante para la
produccion agricola, esto se va agravando con el tiempo ya que las reservas de fosforo
se van agotando por intensificacion agricola y por el mal uso que se le da a los
fertilizantes fosfatados, las consecuencias de la posible escasez de fésforo afectan
directamente a la seguridad alimentaria es por este motivo que el fosforo debe aplicarse
en la agricultura de forma mas eficiente. Al mismo tiempo, se debe recuperar y
reutilizar gran parte del fosforo que contienen los residuos de cultivos, alimentos,‘
abonos y de otras fuentes. Si no se hace nada, la produccion de alimentos corre el riesgo
de decrecer dramaticamente en el futuro, generando de paso sustanciales incrementos en
el precio de los fertilizantes, el aumento de los impactos ambientales de la
contaminacion, la energia y el consumo de recursos, menores rendimientos de las
cosechas, mayores riesgos para la subsistencia de los agricultores y, como corolario, la
reduccion de la seguridad alimentaria. El fosforo sera un recurso cada vez mas escaso y

en un futuro proximo probablemente ya no habra fertilizante de fosforo barato.



2.1. FORMAS DE FOSFORO EN EL SUELO
2.1.1. Fosforo organico

El f(’)sforo organico esta compuesto por varias fracciones, desde las mas labiles
hasta las mas resistentes a la mineralizacion. No obstante, el componente organico
central del ciclo del fosforo es la biomasa microbiana, la cual es la fraccidn labil
controlada por factores ambientales y por aquellos relacionados con el manejo de los
suelos. Estudios relacionados por Piconne ef al., (2001) en una pastura mixta fertilizada
con distintas dosis de P, indicaron el contenido de la biomasa microbiana de 29 mg kg!

de P en los primeros 15 cm de suelo y representa el 5% del P organico total.

El fosforo organico proviene de restos vegetales y animales que al ser
degradados por los microorganismos del suelo liberan compuestos fosfatados,
constituye del 29 al 65% del fosforo presente en la superficie del suelo, la mayoria en
compuestos de bajo peso molecular (Arzuaga et al., 2005). Este tipo de fésforo tiende a
ser adsorbido sobre las arcillas, por lo cual se podria esperar contenidos superiores de

fosforo organico en suelos arcillosos que en arenosos o francos.

Las principales formas de fosfatos organicos son el fosfato de inositol y los
acidos nucleicos los cuales tienen origen principalmente microbiano. El nivel de fosforo

organico en los suelos puede variar entre un 3 y un 85% del fosforo total.

2.1.2. Fésforo inorganico

El fosforo se encuentra formando parte de minerales, los mas importantes son las
apatitas, la estrengita y la variscita (Cuadro 1), que pueden liberar fosforo muy

lentamente por meteorizacion.

El fosforo del suelo se presenta casi exclusivamente como ortofosfatos derivados
del 4cido fosforico, H3PQ4, Ca y Al. Los compﬁestos formados pueden encontrarse en
forma de sales en solucidn, sales cristalinas o sales absorbidas por los coloides del
suelo. El i6n fosfato puede, ademas, ser directamente absorbido por los coloides del
suelo o puede formar enlaces de gran estabilidad con los hidréxidos de Fe, Al o Mn que

forma parte de coloides del suelo.



Cuadro 1: Principales formas de fosfato inorganico en los suelos

Mineral Denominacién Composicion Caracteristicas
Fosfatos de calcio  Hidroxiapatita 3Ca3(PO4).Ca(OH),  Mayor abundancia
Oxiapatita 3Ca3(PO4)2.Ca0
Fluorapatita 3Ca3(POy)2.Cal2 Mayor abundancia
Carbonatoapatita 3Ca3(P04)2.CaCOs
Fosfato tricalcico 3Ca3(POs)2
Fosfato bicalcico CaHPO, Mayor solubilidad
Fosfato monocilcico  Ca(H.POx)2 Mayor solubilidad
Fosfatos de hierro ~ Vivianita Fe3(POa4)2 8HO
Estrengita FePO4 2HO
Fosfato de aluminio Variscita AlPO; 2H0

Fuente: Tsai y Rosetto, 1992

2.2. CARACTERISTICAS DE LOS SUELOS PARA UN EFECTIVO PROCESO
DE SOLUBILIZACION

Los microorganismos solubilizadores de fosfato se caracterizan por ser acrobios,
pero cabe resaltar que también existen algunos microorganismos mesofilos, heterotrofos

y facultativos con esta capacidad de solubilizacion de fosfato.

En condiciones de campo, la efectividad de los inoculantes depende de la
capacidad de los aislados para colonizar la rizésfera y mantener alta actividad. Las
caracteristicas que se han identificado como importantes para la competencia de los
aislados inoculadas en la rizosfera incluyen: motilidad, alta tasa de crecimiento,
habilidad para sintetizar aminoacidos y vitamina B, habilidad para utilizar 4cidos
organicos y ciertas proteinas de superficie celular, asi como una rapida adaptacion a las
condiciones cambiantes del ambiente edafico (Marschner, 2007). Con relacion a las
condiciones del suelo, la estabilidad y el adecuado desempefio de las bacterias
solubilizadoras de fosfato, éstas se ven altamente influenciadas pbr factores tales como
pH, salinidad y temperatura, entre otros, especialmente bajo condiciones de estrés

(Sharan et al., 2008; Trivedi y Sa, 2008; Cuadro 2).



Cuadro 2: Principales microorganismos solubilizadores de fosfato segiin las condiciones fisicoquimicas del suelo

Cultivo pH Tipo de suelo Temperatura Concentraciébn Microorganismos solubilizadores de fosfato
¢C) de P (ppm)
Trigo 55-7.0 Arcilloso 11-18 35-50 Pseudomonas fluorescens, P. aeruginosa, Bacillus polymyxa,
Bradyrhizobium sp., Mesorhizobium mediterraneum.
Maiz 6.6 - 7.4 Arcilloso 25-30 35-50 fdem
(rico en MO)
Remolacha 5.5-6.5 Arcilla arenosa 13 -16 35-50 fdem
Tomate 58-638 Arcilloso 15-29 35-50 Idem
' (rico en MO)
Algodén . 62-7.2 Arcilloso 27-30 35-50 fdem
Alfalfa >6.5 Arcilloso 28 — 30 35-50
Manzana 45-90 Arenoso 15- 25 20-30 Rhizobacter, Flavobacterium, Micrococcus, P. fluorescens,
Bacillus, Rhizobium.
Naranja 55-70 Arenoso 13-30 20 -30 Rhizobacter, Flavobacterium, Micrococcus, P. fluorescens,

P. putida, Bacillus, Rhizobium.

Fuente: Dakora y Phillips, (2002); Fernandez ez al., (2005)



2.3. MECANISMOS PARA LA SOLUBILIZACION DE FOSFORO
2.3.1. Mineralizacién de fosforo orginico por fosfatasas

La mineralizacion es la conversion microbiana de P organico a HoPOs™ 0 HPO4?
(ortofosfato), que son formas de fosforo disponibles para las plantas. El P organico
puede ser mineralizado como subproducto de la mineralizacion de la materia organica
del suelo o mediante la accion de enzimas especificas que son reguladas por la demanda
de este nutriente (Piconne y Zamuner, 2002). Este proceso esta mediado por las enzimas
fosfatasas que pueden ser sintetizadas por las raices de las plantas, las cuales producen
fosfatasas 4cidas (Ridge y Rovira, 1971), como por los hongos y bacterias capaces de
producir fosfatasas acidas y alcalinas. Entre los compuestos organicos del fésforo que
comunmente pueden estar presentes en el suelo se encuentran la lecitina, los acidos
nucleicos y las fitinas los cuales en presencia de fuentes de carbono y nitrégeno de facil
asimilacién para los microorganismos pueden ser degradados por accion de estas

enzimas liberando fosforo en forma de fosfatos (Alexander, 1987).

CesH24027 +60, _ 6H3PO4 + 6CO; + 3H,O
Fitina Fosfato disponible

La accion hidrolitica de las enzimas extracelulares en la matriz del suelo,
permite la reduccion de las macromoléculas a moléculas mas pequefias (oligomeros,
monémeros, iones pequefios), que son mas solubles y pueden difundir en la red de poros
del suelo, las cuales son reconocidas por el sistema de permeasas y tomadas por la biota

del suelo (Quiquampoix y Mousain, 2005).

El P organico del suelo puede ser liberado de los compuestos organicos en el
suelo a través de tres grupos de enzimas: a) fosfatasas no especificas
(fosfomonoesterasas), las cuales efectfian la defosforilacién de los enlaces fosfoéster o
fosfoanhidros presentes en la materia organica; b) fitasas, las cuales liberan el P del
4cido fitico y ¢) fosfonatasas y liasas C-P, enzimas que llevan a cabo el clivaje del
enlace C-P presente en fosfonatos orgdnicos. La principal actividad corresponde
aparentemente al trabajo de las fosfatasas acidas y a las fitasas, debido a la presencia
predominante en el suelo de los sustratos sobre los que actian (Quiquampoix y

Mousain, 2005; Rodriguez ef al., 2006).



El fitato, es la fuente primaria de inositol, la principal forma de almacenamiento
del P y representa alrededor del 80% del {total de P en cereales y leguminosas (Xiong et
al., 2004). A pesar de que el acido fﬂico es el mayor componente de las formas -
organicas del P en el suelo, la habilidad de las pléntas para obtener el P directamente a

partir del fitato es muy limitada.

Generalmente, las fitasas producidas por los hongos son extracelulares, mientras
que en las bacterias comtiinmente son endoenzimas. Las inicas bacterias en las cuales se
ha registrz«:ldo actividad fitasa extracelular pertenecen a los géneros Bacillus y
Enterobacter. En el caso de Escherichia coli, la actividad fitasa se ha detectado en el
periplasma (Konietzny y Greiner, 2004). La mayoria de las fitasas tienen un pH optimo
en el rango de (4.5 - 6.0), pero las fitasas de Bacillus sp., tienen pH éptimos neutrales o

alcalinos (Lei y Porres, 2003).

2.3.2. Solubilizacion de fésforo inorganico por acidos

Los fosfatos insolubles que no pueden ser asimilados por las plantas, pueden ser
llevados a formas solubles por la accion de muchos microorganismos. La via principal
de solubilizacion es mediante la produccion de dcidos tales como el acido nitrico y
sulftirico.

Caz(POu4)2 +  2HNO3 ————— > 2CaHPO4 + Ca(NOs),

Fosfato tricalcico Acido nitrico Fosfato dicalcico  Nitrato de calcio

La solubilizacion puede prbducirse por dos mecanismos diferentes: Por la accion
de 4cidos organicos producidos por microorganismos que asimilan directamente los
fosfatos insolubles acumulandolos en sus células y liberandolas posteriormente. El
mecanismo de solubilizacién en los suelos se favorece cuando estos presentan pH bajos,
con un bajo contenido de calcio y alto contenido de materia organica (Guerrero, 1996)

ademas depende también del contenido de fosforo presente en la solucion suelo.

Los posibles mecanismos para explicar la actividad de los MSF son la
acidificacion por la produccién de acidos organicos (Cunningham y Kuiack, 1992) o la
produccion de protones asociada con la asimilacion de amonio (Roos et al., 1984). Los

MSF pueden ser muy efectivos en la solubilizacion de fosfato de calcio (Ca) con la



produccién de acidos organicos (Cunningham y Kuiack, 1992; Vassilev, 1996) o sin
estos (Illmer y Schinner, 1995). La actividad de los MSF usualmente se ha evaluado con
diferentes fuentes de carbono como glucosa (Asea ef al., 1988; Kucey, 1983; Vassilev,
1996) o sacarosa (Wenzel er al., 1994; Cunningham y Kuiack, 1992). Ademas, en la
mayoria de estudios se encontré que el amonio fue la mejor fuente de N (Asea et al.,
1988; Wenzel et al., 1994). Estas observaciones indican que la solubilizacién de P es un
fenémeno complejo que depende de muchos factores, tales como los nutricionales,

fisiologicos, y condiciones de crecimiento de los cultivos (Cunningham y Kuiack,
1992).

Existen diferentes criterios sobre los mecanismos de solubilizacion de P
inorganico (Illmer y Schinner, 1995). Los principales mecanismos de la solubilizacion
de fosfatos son la excrecion o produccion de acidos organicos, principalmente acido
gluconico (Whitelaw, 1997); esto conduce a la acidificacion del medio y la formacién
de complejos con el catién, dependiendo de la estructura del acido organico. En fosfatos
de Ca, Al y Fe (III) la solubilidad se incrementa por debajo de pH 5 (Stumm y Morgan,
1995).

La participacion del acido gluconico en la solubilizacion de fosfato de Ca se ha
reportado para Penicillium sp. (llmer y Schinner, 1992) y Aspergillus niger (Illmer y
Schinner, 1995). También ha sido relacionado con la solubilizacion de roca fosférica
por Penicillium variabile (Vassilev et al,, 1996), y liberacién de Fe**, Ca?* y AP de
rocas por Penicillium frequentans (De La Torre et al., 1993). En Penicillium radicum se
encontré que la concentracién de gluconato fue mas alta en el medio de cultivo que

contenia fosfato de calcio.

La produccion de acidos organicos por los microorganismos es considerada el
mecanismo fundamental de la solubilizacion del fosfato mineral. La Qxidaci(’)n
periplasmica directa de glucosa a acido glucoénico, y a menudo acido 2-cetogluconico,
conforma la base metabblica de este proceso en algunas bacterias Gram negativas
(Goldstein, 1995). El incremento en la concentracion de P soluble en medio liquido
previamente inoculado con Penicillium sp. Fue relacionado con la secrecién de 4cidos
organicos, los cuales pueden correlacionarse con la acidez titulable y el pH del medio
(Illmer y Schinner, 1992; Narsian ef al., 1993; Illmer et al., 1995). Se ha encontrado que

la bacteria Klebsiella oxytoca es productora de dcido malico durante la solubilizacion de



la roca fosforica, cuyos valores incrementan y disminuyen con el tiempo segin las
evaluaciones realizadas periodicamente (Illmer et al., 1995). Se ha reportado que el
acido gluconico participa en la solubilizacion de fosfato de calcio por Erwinia herbicola
(Liu et al., 1992).

Los mecanismos de solubilizaciéon dependen de la produccién de la biomasa
microbiana que esta en funcién de la asimilacion de NH;" (Jurinak ef al., 1986). Al
analizar los resultados de biomasa de Penicillium aurantiogriseum y Pseudomonas sp.,
Halvorson et al., (1990) proponen que la mayor efectividad en la absorcion de P por los
sistemas de microorganismos, es posible por la asimilacion del P de la solucion, lo cual
hace que se altere el equilibrio entre las sales de P y el P en solucion, de esta forma los
fosfatos de Ca se disolverian indirectamente, mediante la continua remocién del P

presente en la solucion.

Illmer y Schinner (1995), sefialan al acido glucénico como el unico acido
organico liberado por Penicillium aurantiogriseum y Pseudomonas sp. El
comportamiento del acido glucdénico fue evaluado de forma abidtica en diferentes
valores de pH y segin los mismos autores, las diferentes concentraciones de écido
gluconico no tienen efecto en la solubilidad de fosfatos de calcio. El tnico factor
determinante para solubilizacion de fosfato es la concentracion de H originada del HCI.
Con este simple experimento se podria demostrar que la formacion de complejos con el
acido gluconico no tiene ninguna responsabilidad en la solubilizacién de la apatita y
brushita, aunque éste es el unico acido producido por los dos microorganismos
solubilizadores de fosfatos. En la literatura se piensa que, citrato (Cunningham y
Kuiack, 1992) oxalato (Lapeyrie ef al., 1991), a-ketogluconato (Kucey, 1988), lactato y
succinato (Kucey, 1983), gluconato (Eckhardt, 1979) y otros acidos (Berthelin et al.,
1991; Yadav y Singh, 1991) son responsables de la solubilizacién de fosforo.

La hipétesis de que los MSF tienen la capacidad de producir 4cidos organicos
especificos y/o polisacaridos extracelulares (Kim et al., 1998; Halvorson et al., 1990) ha
sido corroborada por clonacion de la pirroloquinona sintasa PQQ (Goldstain y Liu,
1987; Rodriguez ef al., 2000) y genes gabY implicados en la produccién de éacido
gluconico. El acido gluconico fue el principal acido organico producido debido a la
oxidacion directa de glucosa por Pseudomonas, y esta implicado en la solubilizacién de

fosfatos (Goldstein er al., 1993).
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Se ha encontrado que los 4cidos organicos forman complejos solubles con iones
metalicos como el Ca®*, APy Fe** que estan asociados al fosforo insoluble, reduciendo

su adsorcion y haciendo que éste quede en forma disponible (Rashid et al., 2004).

En los tltimos afios se ha avanzado en forma considerable en la comprension de
los procesos moleculares y bioquimicos involucrados en la solubilizacion de P
inorganico mediada por acidos organicos (Cuadro 3). En las bacterias, la reaccion de
oxidacion de la glucosa a acido gluconico ocurre por accion de la enzima extracelular
glucosa deshidrogenasa (GDH, E.C. 1.1.99.17), la cual requiere invariablemente la PQQ
(pirroloquinolina quinina) como coenzima. El &cido glucénico resultante puede a su vez
ser oxidado hasta 2-cetogluconato por la actividad catalitica de la acido glucénico
deshidrogenasa (GADH). El paso final de oxidacién a acido 2,5-dicetogluconico es
mediado por la 2-cetogluconato deshidrogenasa (KGDH). Todas las tres enzimas estan
localizadas en la membrana celular y son inducidas por concentraciones de glucosa
sueriores a 15 mM (Ramachandran et al., 2006).
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Cuadro 3: Acidos organicos y sus rutas biosintéticas en las bacterias solubilizadoras de fosfato (BSF)

Acido Formula Ruta biosintetica Bacteria que lo produce Referencia

Acético CH3;CO:H Oxidacién incompleta de Acetobacter aceti, Gluconobacter Singh y Amberger
azucares (fermentacion oxydans y Pseudomonas fluorencens (1998)
acética)

Lactico CH3;CHOHCO:H Fermentacion lactica Bacillus licheniformis y B. Bano y Musarrat (2003)
(Glicolisis) amyloliquefaciens

Oxélico HO,CCOH Acidos tricarboxilicos Pseudomonas fluorescens Amberger (1998)

Citrico HO,CCH;COHCO;HCHO,CO,H  Acidos tricarboxilicos Erwinia herbicola'y Yarrowia lipolytica  Goldstein (1995)

Vassileva et al. (2000)

Butirico CH3(CHz),COH Oxidacion anaerobica del Bacillus licheniformis y B. Wan y Wong (2004)
piruvato amyloliquefaciens

.Succinico HO,CCH3;CH2COH Ciclo del glioxilato y 4cidos Pseudomonas fluorescens, P. putida Liu et al. (1992)
tricarboxilicos

Malico HO,CCHOHCH2CO-H Acidos tricarboxilicos Bacillus megaterium Singh y Amberger

(1998)

Gluconico HO.C(CHOH);CH,OH Oxidacion directa de la Erwinia herbicola y Burkholderia Goldstein y Liu (1987)
glucosa cepacia

Fumaérico HO,CCOCH2CO:H Acidos tricarboxilicos Pseudomonas aeruginosa Harrison et al. (1972)

2 - Cetoglutarico HO,CO(CHOH);CH.OH Oxidacion directa de la Rhizobium leguminosarum, R. melilotiy ~ Anderson et al. (1985)
glucosa Bacillus firmus

Fuente: Toro et al., 1997



2.4. MICROORGANISMOS SOLUBILIZADORES DE FOSFORO
2.4.1. Bacterias solubilizadoras de fosfatos inorganicos

Diversas especies bacterianas tienen capacidad para solubilizar compuestos
inorganicos de P insolubles como el fosfato tricdlcico, dicalcico, hidroxiapatita y en
cierta medida rocas fosféricas (Goldstein, 1986). Entre los géneros con esta capacidad
destacan: Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter,

Agrobacterium, Micrococcus, Aereobacter, Flavobacterium y Erwinia (Cuadro 4).

Entre las bacterias solubilizadoras de fésforo (BSP), los Pseudomonadales
Sfluorescentes que colonizan agresivamente las raices de las plantas, son consideradas
como un importante grupo de bacterias debido a sus propiedades (biofertilizante y
biocontrol). Aunque algunas bacterias que pertenecen a los géneros Mesorhizobium,
Rhizobium, Klebsiella, Acinetobacter, Enterobacter, Erwinia, Achrobacter y Bacillus se
han reportado como solubilizadores de fosfato, las cepas que pertenecen a Pseudomonas

se consideran como solubilizadoras eficientes de fosfato (Villegas y Fortin, 2001).

2.4.2. Hongos solubilizadores de fosfatos

El grupo en hongos con capacidad de solubilizar fosfato inorgdnico son:
solubilizadores de fosfato de calcio Aspergillus, Trichoderma, Trichoderma atroviride y
para el fosfato de hierro Aspergillus oryzae, Paecilomyces. Cepas especificas de los
géneros Aspergillus (Banik y Dey, 1982; Nunes et al.,, 2002), y Penicillium (Nunes et
al., 2002; Whitelaw et al., 1999), son consideradas como las mas eficientes en la
solubilizacion de formas inorganicas de fosforo, ya que se ha determinado que tienen

mayor potencial solubilizador que otros hongos aislados del suelo.
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Cuadro 4: Bacterias y hongos con capacidad de solubilizar fésforo

Bacterias

Fuente

Hongos

Fuente

Pseudomonas sp.
Klebsiella oxytoca
Erwinia herbicola
Streptomyces griseus
Bacillus licheniformis
B. atrophaeus

B. amyloliquefaciens
Paenibacillus macerans
Vibrio parahaemolyticus
Xanthobacter agilis
Enterobacter aerogenes
E. taylorae

E. ashuriae

Kluyvera cryocrescens
Pseudomonas stutzeri
P. cepacia

P. gladioli
Xanthomonas spp.

X. maltophilia
Chromobacterium sp.
Enterobacter agglomerans

Hlmer y Schinner (1995)
Ilmer et al. (1995)
Whitelaw ef al. (1999)
Moura et al. (2001)
Vasquez et al. (2000)
Idem

fdem

fdem

fdem

fdem

fdem

fdem

fdem

fdem

fdem

Useche et al. (2004)
fdem

Idem

fdem

fdem

fdem

Aspe?gillus aculeatus
Penicillium radicum

P. aurantiogriseum

P. simplicissimum

P. rugulosum
Aspergillus niger
Trichoderma atroviride
Aspergillus oryzae
Gongronella butleri
Penicillium implicatum
P. citreo-viride
Paecilomyces spp.
Aspergillus niger

A. fumigatus
Scopulariopsis sp.
Moniliella sp.
Mortierella sp.

Narsian y Patel (2000)
Illmer et al. (1995)
fdem

fdem

Reyes et al.(1999)
Mlmer y Schinner (1995)
Vera et al. (2002)
fdem

Idem

Useche et al. (2004)
fdem '
fdem

Idem

Idem

fdem

fdem

fdem




2.5. EFECTOS PRODUCIDOS EN DIFERENTES CULTIVOS POR LA
APLICACION DE MICROORGANISMOS SOLUBILIZADORES DE
FOSFORO

Varios estudios han demostrado que la inoculaciéon con hongos y bacterias
solubilizadoras de P pueden incrementar el rendimiento o el crecimiento de las plantas,
tanto en condiciones de invernadero como en condiciones de campo (Chuang ef al.,
2007; Vassilev et al., 2007; Valverde et al., 2007, Wasule et al., 2007; Widada et al.,
2007). Numerosos resultados demuestran con frecuencia, la combinacion de
microorganismos con diferentes caracteristicas, tales como solubilizadores de P (MSF)
combinados con diazétrofos o con hongos micorrizicos arbusculares, arrojan efectos
superiores a la inoculacion con unicamente el MSF (Valverde et al.,, 2007, Babana y
Antoun, 2007).

Valverde et al., (2007) efectuaron varios experimentos en invernadero y campo
para evaluar el efecto de la inoculacidon con Pseudomonas jessenii PS06, bacteria
solubilizadora de P, y Mesorhizobium ciceri C-2/2, solos 0 en combinacion, sobre el
crecimiento de garbanzo. En invernadero, la inoculacién con sé6lo C-2/2 produjo la més
alta masa seca en la planta (24% mayor al testigo sin inocular) y la inoculacién con
PS06 resulté en una masa seca 14% mayor que el testigo no inoculado, aunque no se
detecto correlacion con el contenido de P en los tallos. La co-inoculacion con las dos
cepas produjo a su vez reduccién en la masa seca del garbanzo en relacién con la
inoculacion con tnicamente C-2/2. Bajo condiciones de campo, las plantas inoculadas
con C-2/2 solo o en combinacion, produjeron una mayor masa fresca de los nddulos,
mayor nimero de nédulos y mas alto contenido de N. Aunque la inoculacion con PS06
no tuvo efecto significativo sobre el crecimiento de las plantas, la co-inoculacion
produjo mayor rendimiento en semillas (54% mayor al testigo sin inocular) y mayor
masa fresca de los nddulos. Los resultados contrastantes de la co-inoculacion en
invernadero y campo pudo deberse, segiin los autores, a diferencias en el sustrato

(perlita vs. suelo) de siembra y/o a las condiciones climaticas.

Estudios registrados por Babana y Antoun (2007), demostraron que el uso
simultineo de hongos vesiculo arbusculares (VAM) y diferentes MSF como

inoculantes, produjo respuestas positivas en varios parametros agronémicos evaluados
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sobre plantas de trigo fertilizadas con roca fosforica. A los 45 dias de efectuada la
siembra, la inoculacién simultanea con hongos VAM y una cepa de Pseudomonas sp.,
promovié la mayor tasa de colonizacion por los hongos micorrizicos en relaciéon con el
testigo (62% vs. 5.5%). Cuando la inoculacién incluyé VAM vy los solubilizadores de P
Pseudomonas sp. y Aspergillus awamori C1, se produjeron los mayores rendimientos de

grano junto con una mayor concentracion de P en los tejidos vegetales.

El rendimiento de trigo aumenté hasta un 30% con la inoculacién de
Azotobacter y hasta 43% con inoculacion de Bacillus (Kloepper, 1989), y un aumento
en el rendimiento del 10 - 20% en el mismo cultivo se informo en campo utilizando una
combinacion de Bacillus megaterium y Azotobacter chroococcum (Brown, 1974).
Whitelaw et al., (1997) observaron un aumento del 16% en el rendimiento en materia de
planta de trigo y un aumento del 14% en el consumo total de la planta debido a la

inoculacion de Penicillium bilaji en un experimento de invernadero.

La aplicacion de Bacillus megaterium var. phosphaticum junto con roca
fosforica produjo incrementos en varios parametros de crecimiento y rendimiento, en
cultivos de aji y pepino, en condiciones de invernadero y campo (Supanjani ef al., 2006,

Han et al., 2006).

Plantas de rabano (Raphanus sativus, L. var. Scarlet Globe) fueron cultivadas en
un suelo ferralitico e inoculadas con Pantoea sp. (Cepa 9C). El resultado fue la
concentracién foliar de P en la biomasa aérea de 3252 mg P kg que constituye un
incremento de 60% con respecto a las plantas no inoculadas, lo cual supera lo
informado por El-Komy (2005), quien detect6 un incremento de 53% en plantas de trigo
inoculadas con Pseudomonas striata y Bacillus polymyxa, y a lo reportado por Reyes et
al., (2002) en plantas de maiz inoculadas con Penicilium rugulosum quien detecto un

incremento en el contenido de P de 38%.

Las cepas de Pseudomonas fluorescens aisladas de la rizosfera de arroz y
banano, han demostrado tener efecto positivo en la solubilizacion de Ca3(POas).. El
efecto de la aplicacion de formulaciones inoculantes de los dos strains de Pseudomonas
fluorescens solubilizadoras de P, fue evaluado en Vigna mungo a través de un ensayo de
campo. La vermiculita fue utilizada como base inorginica para desarrollar las

formulaciones. La bioinoculacién combinada de estos dos organismos mediante una
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formulacién, aument6 el rendimiento de vainas en un 300% en comparacién con el
control. También incremento significativamente el peso seco de la raiz y del follaje, la

longitud del tallo y nimero de ramas por planta (Sarma ef al., 2009).

La inoculacion de trigo con Azospirillum _brasilense incrementd
significativamente el peso seco de la planta, el niimero de tallos por planta, mejor6 la
fertilidad y rendimiento de grano (Bashan, 1986). La coinoculacion de Azospirillum y
Azorhizobium caulinodans en trigo, incrementé significativamente el peso seco y el
contenido de nitrogeno, en comparacion con las plantas no inoculadas (Sabry et al.,
1997). Incluso en condiciones de estrés, la inoculacion de Azospirillum en trigo tuvo
resultados positivos en el rendimiento de grano y mejoré la nutricién mineral. La
disminucion del rendimiento de grano en condiciones de sequia fue de 26.5% en las
plantas no inoculadas, mientras que en plantas inoculadas con Azospirillum fue de
14.1%. Los granos cosechados de plantas inoculadas con Azospirillum tuvieron un
contenido mas alto de Mg, K y Ca que las plantas no inoculadas (Creus et al., 2004).
Por lo tanto, la inoculacidon puede incrementar el rendimiento de grano y también la
acumulacién de N total en planta (Boddey y Dobereiner, 1988; Steenhoudt y
Vanderleyden, 2000).

La inoculacion combinada de Rhizobium sp. y bacterias solubilizadoras de
fosfato increment6é la nodulacion, crecimiento y los pardmetros de rendimiento en
garbanzo (Alagawadi y Gaur, 1988; Gupta y Namdeo, 1997, Jain ef al., 1999; Khurana
y Sharma, 2000). El efecto de la inoculaciéon combinada de Rhizobium sp. y las
bacterias solubilizadoras de P Pseudomonas striata o Bacillus polymyxa con y sin
adicion de fertilizante quimico en el rendimiento y contenido de nutrientes de garbanzo
fue estudiada bajo condiciones de invernadero. Mientras que la inoculacidén por
separado de Rhizobium incrementé la nodulacion y la actividad nitrogenasa, las
solubilizadoras de fosfato aumentaron el contenido de P disponible del suelo. La
inoculacion combinada de Rhizobium sp. y P. striata o B. polymyxa no solo incremento
los parametros anteriores sino también el contenido de materia seca, €l rendimiento de
grano y la absorcion de N y P, en relacion al control sin inocular. Los efectos de la
inoculacion fueron mas evidentes en presencia de fertilizantes. Las posibilidades de

ahorro de la mitad de la dosis de N, la sustitucién del superfosfato con roca fosférica y
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la inoculacion con fosfato solubilizadores merecen especial atencion (Alagawadi y
Gaur, 1988).

El efecto de la inoculacién combinada de la bacteria fijadora de nitrégeno
Rhizobium, la bacteria solubilizadora de fosfato Bacillus megaterium ssp. phospaticum
cepa-PB y el hongo controlador bioldgico Trichoderma spp. en el crecimiento, la
absorcion de nutrientes y el rendimiento de Cicer aritenium (garbanzo), fue estudiado
bajo condiciones de invernadero y de campo. La inoculacion combinada de estos tres
organismos en garbanzo origind mayor germinacion, absorcion de nutrientes, altura de
planta, nimero de ramas, nodulacion, biomasa total y rendimiento, en comparacion con
cualquiera de las inoculaciones individuales o un control sin inocular. El incremento del
crecimiento y los pardmetros de rendimiento fueron mas evidentes cuando Trichoderma
harzianum PDBCTHI10 fue inoculado con la bacteria solubilizadora de fosfatos y

Rhizobium (Rudresh et al., 2005).

El uso potencial de los MSF como alternativa a la fertilizacion tradicional ya ha
tenido éxito comercial en varios casos. En Australia, Penicillium bilaiae y Penicillium
radicum se han liberado exitosamente como inoculantes comerciales (Wakelin et al.,
2004) y en Canada, Penicillium bilaiae, se comercializé bajo la marca JumpStart®. El
producto comercial se registré para uso en trigo en 1990, afio en el cual sélo se utilizo
en unas pocas hectareas. Para el 2002, aproximadamente un millén de hectireas
sembradas con los principales cultivos de Canada utilizaban el biofertilizante (Leggett
et al., 2007). En Cuba, Fosforina® es un bioinoculante a base de Pseudomonas
Sfluorescens aplicado principalmente en tomate. En Colombia, actualmente se
comercializa Fosfosol®, cuyo ingrediente activo es Penicillium janthinellum. Esta
dirigido especialmente al cultivo del arroz, produciendo incrementos del rendimiento
entre el 5 y el 38% con respecto a cultivos no inoculados (Rojas y Moreno, 2008;

Moreno et al., 2007).
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2.6. METODOS UTILIZADOS PARA LA INOCULACION DE
' MICROORGANISMOS SOLUBILIZADORES DE FOSFORO
INORGANICO EN CONDICIONES DE CAMPO E INVERNADERO.

En la inoculacién de Burkholderia lata cepa 383, las semillas de aji fueron
introducidas al medio de cultivo y mantenidas en agitacion constante a 120 rpm por 12
horas, con el objetivo de lograr la formacién de una biopelicula sobre la superficie de Ia
semilla, con suficiente cantidad de in6culo para garantizar un nivel adecuado de
colonizacion y alta densidad poblacional. Pasadas 12 horas de agitacion, las semillas
fueron sembradas directamente sobre el sustrato correspondiente. Durante la siembra
fue afiadido de manera individual por semilla 0.5 mL del cultivo liquido, con el fin de
asegurar alta cantidad de inoculo bacteriano en los tratamientos correspondientes
(Patifio, 2010).

Las esporas de P. oxalicum fueron mezclados con vermiculita estéril, cuya
concentracion fue de 4.8 - 5.4 x 10 7 esporas por gramo de vermiculita (Cuadro 5). Los
tratamientos fueron: solo suelo; suelo + RF; suelo + P. oxalicum y suelo + RF + P.
oxalicum, estos contienen 35 g de FR (20 mg de P2Os kg! de suelo). En la siembra de
trigo (variedad HD2733) fue incorporado 100 g de vermiculita. Dos meses después de
la cosecha de trigo y sin alterar el disefio experimental fue sembrado maiz (cultivar
Kanchan) y al mismo tiempo fue incorporado 25 g del inoculo microbiano con una

concentracion de 8.2 - 9.0 x 10° esporas (Himani y Sudhakara, 2010).

Trichoderma spp., Rhizobium sp. y B. megaterium fueron usados en un ensayo
de invernadero y campo. Rhizobium sp. y B. megaterium fueron formulados con 10 g de
carboximetilcelulosa por kg de material portador como adhesivo. Cuatro kilos de tierra
no estéril tamizado, fueron mezclados con estiércol de corral, a razoén de 10 toneladas
ha'!, urea a razon de 25 kg de N ha’!, roca fosforica (20% P20s) a razén de 50 kg de
P,Os hal, cloruro potasico a razén de 50 kg de K»O ha'. Las semillas fueron
esterilizadas con hipoclorito de sodio (1%) luego tratadas con la formulaciéon de
" Trichoderma spp. a los 3 g kgl semillas (6 x 10’ UFC g''); B megaterium en 5 g kg’
semillas (8 x 10° UFC g") y Rhizobium en 5 g kg'! semillas (5 x 10° UFCg™); seis
semillas de garbanzo (Cicer aritenium L.) fueron sembradas en cada maceta (Rudresh,

2005).
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Cuadro 5: Principales métodos de aplicacion de microorganismo solubilizadores de fosforo

114

Cultivo Poblacién del inoculo Método de inoculacién Microorganismo (MSF) Referencia
Triticum vulgarey 4.8 - 5.4 x 10 7 conidios/mL Bioinoculante mezclado con vermiculitamas  Penicillum oxalicum Himani y Sudhakara (2010)
Zea mays semillas, |
Capsicum annun 4x 107 UFC g'! Formacion de biopelicula en semillas por 12 Burkholderia lata cepa Torres (2010)
horas 383
Cicer arietinum 8 x 10° UFC g! Semillas tratadas con el bioinoculante que Bacillus megaterium Rudresh ez al. (2004)

contiene un adherente (Carboximetilcelulosa)
Phaseolus mungo 1 x 108 UFC g Semillas sumergidas con 10 % de goma Bacillus y Pseudomonas Kannapiran y Ramkumar (2011)
arabiga A aeruginosa

Cicer arietinum 25x10°y4.5x10° UFC g! Semillas embebidas con el bioinoculante por  Pseudomonas striata 'y Alagawadi y Gaur (19987)

2 horas Bacillus polymyxa
Hordeum vulgare  5x10 8 UFC g Semillas embebidas con €l bioinoculante mas  Pseudomonas putida Mehrvarz y Chaichi (2008)
| 10 % de goma arabiga
Lycopersicon 1x108-1x10°UFC g! Raices de plantulas sumergidas con el Pseudomonas sp. Tantawy y Mohamed (2009)
esculentum bioinoculante con soja triptona por 5 minﬁtos
Rhapanus sativus 1 x 108 UFC g! Semillas embebidas con el bioinoculante Burkholderia cepacia Laraetal. (2011)

durante 1hora
Solanum 1x 107 conidios/mL. | Bioinoculante es aplicado en la siembra Penicillium janthinellum ~ Nustez y Acevedo (2005)

tuberosum 2L/ha




IMII. MATERIALES Y METODOS

3.1. UBICACION

El presente trabajo de investigacion fue realizado en el Invernadero de Fertilidad
del Suelo, de la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM), la cual se
encuentra a 12°4°58” Latitud Sur, 76°57° Longitud Oeste y una altitud de 244 m.s.n.m.

El promedio de temperaturas maximas y minimas anuales es 24 y 16°C

respectivamente. La precipitacion acumulada anual es 23 mm aproximadamente.

3.2. CULTIVOS INDICADORES

Los cultivos indicadores empleados fueron los siguientes:

Maiz PM 213 (Zea mays). Variedad de buenas caracteristicas agrondmicas,
periodo vegetativo corto, recomendada para su siembra de enero a marzo y con buen

comportamiento frente a factores abidticos y bidticos.

Frijol Castilla La molina (Vigna unguiculata). Especie de crecimiento rapido,
alta produccion de biomasa, adaptada a diversos tipos de suelo franco (arenoso,
arcilloso o limoso). Es poco resistente a la de salinidad. Se desarrolla bien a

temperaturas de 20 — 28 °C.

Trigo cultivar centenario (7riticum vulgare): Es una planta vigorosa que puede
llegar a medir hasta 95 cm de altura; la espiga es aristada con densidad intermedia con
16 a 18 espiguillas/espiga y entre 3 a 4 granos bien formados por espiguilla. Se adapta
desde los 0 hasta los 3200 msnm. Posee un potencial de rendimiento de 5.500 kg/ha en

condiciones experimentales, es resistente a roya amarilla y morena.

Haba (Vicia faba): Es una planta con habito de crecimiento indeterminado, con
una altura intermedia que puede variar entre 75 — 90 cm, con una capacidad de

produccion de 2 a 3 tallos laterales.
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3.3. MICROORGANISMOS EXPERIMENTALES

Los microorganismos solubilizadores de foésforo empleados en el ensayo fueron
aislados y seleccionados de una coleccion de 50 muestras de suelos calcareos del Valle
del Mantaro y una muestra del campo “Libres” del Fundo Experimental de la UNALM
de los cuales ocho suelos fueron seleccionados por su alto contenido de carbonato de
calcio y bajo fosforo disponible (Anexo 20), Las muestras fueron obtenidas de los
primeros 30 cm de campos agricolas. Para el aislamiento de microorganismos
solubilizadores de fosforo fue empleado el medio de Pikovskaya (PVK). (Anexo 18). El
medio fue preparado en liquido o solidificado mediante la adicion de 15 g L de agar.
El medio sdlido fue empleado para el aislamiento, seleccion y caracterizacion de los
microorganismos con capacidad solubilizadora de fosfatos. El medio liquido para
evaluar la capacidad solubilizadora in vitro de los microorganismos caracterizados

como solubilizadores de fosfatos (Alvarez, 2012).

Las bacterias y hongos fucron aislados a partir de ocho suelos, mediante la
técnica de dilucién en placas. El medio PKV fue suplementado con 45 mg L de
fluconazol para el cultivo de bacterias y con 50 mg L™ de estreptomicina para el cultivo
de hongos para evitar contaminacion. Se trabajé con las diluciones 10, 105, 107 para
bacterias y con 10, 10, 10" para hongos; a partir de las cuales se realiz6 el conteo de
colonias totales y colonias que solubilizan fosforo, y en base a esto se determino la

poblacién (Alvarez, 2012).

Para la deteccion selectiva de los MSF fue empleado el medio s6lido de PKV
complementado con 5.0 g L de fosfato tricalcico grado reactivo 6 7.63 g L™ de roca
fosférica de Bay6var, para aportar 1000 mg L' de P inorganico. Después de 5 dias de
incubacion a 24 °C, fue evaluado si los microorganismos desarrollaron zonas
transparentes alrededor de las colonias (halozonas). Las cepas que presentaron estas
caracteristicas fueron repicadas por un procedimiento de picado con punta de aguja y a

los 4 dias fue determinado el indice de solubilizacién (Alvarez, 2012).

Las mejores cepas por la mayor area de halo de solubilizacion y el alto indice de
solubilizacién fueron; CBactl, CBact3 y CBact2 presentan los mejores resultados en
ambas mediciones y por lo tanto constituyen las cepas mas promisorias. La CFung2, fue

la cepa que presento la mayor area de solubilizacion. Por las razones mencionadas, se
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consideré como bacterias solubilizadoras de fosfatos promisorias a las cepas CBactl,
CBact2 y CBact3 aisladas de los suelos Chacrampa-3, Sincos-3 y Chacrampa-1
respectivamente 'y como cepa fingica promisoria la CFungl aislada del suelo

Chacrampa-1 (Alvarez, 2012).

Las tres cepas bacterianas y una cepa fingica seleccionadas, fueron las cepas
microbianas mas promisorias de acuerdo a la evaluacion realizada en medio sélido.
Estas fueron mantenidas en medio PVK para su caracterizacion e identificacion
taxonomica. Las cepas bacterianas fueron identificadas a nivel de género a través de
pruebas bioquimicas y fisioldgicas, las cuales incluyen tinciéon Gram, crecimiento
anaerdbico, pigmentos fluorescentes en medio KB, pigmentos no fluorescentes
difusibles en KB, crecimiento a 40 °C, formacion de esporas y tamafio; segan los
procedimientos descritos por Schaad er al., (2001). Las bacterias identificadas son:
Bacillus sp., Clostridium sp. y Pseudomonas sp. La cepa fungica fue identificada por
comparacion de la estructura microscopica del hongo con claves de identificacion
taxondmica para géneros. El hongo identificado pertenece al género de Penicillium sp.

(Alvarez, 2012).

Para determinar la disolucion de fosfatos inorganicos en medio liquido los
microorganismos que desarrollaron halo en medio s6lido fueron evaluados en medio
liquido y posteriormente fue determinado la concentraciéon de fosforo en forma
periddica cada cinco dias con lo cual se estimo cuantitativamente la solubilizacion del
fosforo. La cantidad de fosforo soluble fue medida por el método azul de molibdeno
(Cuadro 6).

3.4. SUELO

El suelo empleado para el ensayo, fue colectado de la capa arable de una parcela
agricola ubicada en el campo “Libres 1” del Fundo Experimental de la UNALM. El
suelo corresponde a un Ustic Torrifluvents (Soil Taxonomy, 2010); y fue seleccionado
por presentar un pH ligeramente alcalino (7.33), similar al que presentan los suelos de
donde fueron aislados los microorganismos, para que este factor no influya en la
solubilidad de los compuestos fosfatados y ademas por presentar un contenido medio de

CaCOs (4.40 %) que reduce la disponibilidad de P.
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Cuadro 6: Descripcion del aislamiento, seleccién y caracterizacién de los microorganismos empleados en ensayo

Fase 1: Aislamiento de cepas con capacidad de
solubilizacion de fosfafo de calcio

Fase 2: Solubilizacion de fosfatos in vitro

Fase 3: Caracterizacion taxonémica de MSF
a nivel de género

Siete suelos del valle del Mantaro fueron
seleccionados por su alto contenido de carbonato de
calcio y bajo fosforo disponible. Se incluy6 un suelo
agricola del campus de la UNALM

Medio de cultivo empleado fue Pikovskaya (PKV),
con fosfato tricalcico grado reactivo [Casz(PQOa)s] o
roca fosforica de Bayovar

Se aislaron los microorganismos mediante el
método de diluciones sucesivas (103, 105, 107 para
bacterias y 10, 103, 10- para hongos)

Se selecionaron la cepas con capacidad de
disolucién de en medio solido, para ello se empleo
el medio PKV, Después de 5 dias de incubacion a
24 °C, se evaluo si los microorganismos
desarrollaron zonas transparentes alrededor de las
colonias (halozonas), Las cepas que presentaron
esta caracteristica fueron repicadas por un
procedimiento de picado con punta de aguja y a los
4 dias se determino el indice de solubilizacién

Las cepas que desarrollaron halo en medio sélido y que
presentaron el indice mas alto de solubilizacion y/o
mayor area del halo de solubilizacién se evaluaron en
medio liquido

Se inoculé una suspension a una concentracion de 3 x
108 validada previamente con la escala de McFarland en
frascos conteniendo 150 mL de medio liquido PVK
adicionado con [Ca3(PO4).:] y RP

El muestreo se realizo por descarte tomando una
alicuota de 3 repeticiones + blanco, se centrifugo a
5,000 rpm por 20 minutos y se filtrd

Se determiné la concentracion de P en forma periddica
alos 5, 10, 15, 20, 25 y 30 dias. Azul de molibdeno

La caracterizacion fue realizado a través de
pruebas bioquimicas y fisiologicas

Tincion de Gram
Crecimiento anaerdbico
Crecimiento a 40 °C

Pigmentos no fluorescentes difusibles
en medio King B

Forma y tamafio celular
Las bacterias identificadas fueron:
Pseudomonas sp, Bacillus sp. y Clostridium

sp.

El hongo identificado fue Penicillum sp.




El suelo presenta una textura franca, reaccion alcalina, es ligeramente salino, y
con un contenido bajo de materia organica. El contenido de fésforo disponible es alto,
en tanto que el potasio tiene una disponibilidad media. La capacidad de intercambio
catioénico del suelo es baja, con contenido medio de calcio y magnesio cambiables, con
contenido bajo de sodio cambiable. El potasio cambiable es elevado. Las propiedades
fisicas y quimicas del suelo, determinadas mediante el analisis de caracterizacion, se

muestra en el Cuadro 7.

Cuadro 7: Caracteristicas fisicas y quimicas del suelo empleado en las macetas

Caracteristica Unidad Valor Clasificacion
Arena % 37 -

Limo % 46 -

Arcilla % 17 -

Clase textural -- -- Franco )
pH (H20) - 7.33 Ligeramente alcalino
CEq:) dS m! 2.30 Ligeramente salino
CaCOs % 4.40 Medio
Materia organica % 1.50 Bajo
Fésforo disponible mg kg'! 28.6 Alto
Potasio disponible mg kg 191 Medio

CIC cmol. kg™ 10.72 Baja

Ca?* cmol, kg! 8.40 Medio

Mg?* cmol; kg 1.68 Medio

K* cmol kg'! 0.41 Alto

Na* cmol, kg™ 0.23 Bajo

AP+ H* cmol kg™ 0.00 -

PSB % 100.0 Elevado
Fosforo total mg kg'! 1280.00 Alto

Fuente: LASPAF-UNALM, 2012
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3.5. MATERIALES

3.5.1.

Fase de invernadero

80 macetas de plastico con capacidad de 3 kg.
Semillas de frijol, maiz, trigo y haba.
Agua destilada.

Suspension microbiana.

Papel filtro.

Tamiz de malla d¢ cobre de 4 mm.
Tijera de podar..

Regla graduada o cinta métrica.
Recipientes graduados de plastico.
Balanzas mecanica y electronica.
Etiquetas adhesivas.

Bolsas de papel reciclado.

. Fase de laboraterio

Balanza electrénica.

Pipeta.

Conductivimetro digital.

Embudos.

Tubos de ensayo.

Espectrofotometro Optico (marca Thermo Scientific® HeAlO5).

Erlenmeyer.
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3.6. DESCRIPCION DE LOS TRATAMIENTOS
3.6.1. Cepas microbianas

Las cepas empleadas en el ensayo fueron: Tres cepas bacterianas y una cepa

fingica previamente identificadas taxonémicamente a nivel de género.

Las suspensiones de in6culo para Bacillus sp., Clostridium sp. y Pseudomonas
sp.; fueron preparadas a una concentraciéon 3 x 108 UFC mL! validada con la escala de
McFarland. La suspension de Penicillium sp., presentdé 1 x 10° conidios mL!
determinada por conteo de esporas con el hemocitometro de Neubauer segun el

procedimiento descrito por French y Hebert (1980).
3.6.2. Aplicacion de fosforo inorgdnico

Dos niveles de P inorganico (0 y 200 mg kg' de suelo) fueron aplicados en
forma de roca fosférica de Baydvar (30% P,Os). Los tratamientos aplicadds se resumen
en el Cuadro 8.

Cuadro 8: Descripcion de los Niveles de P y cepas microbianas empleadas en los

tratamientos del ensayo

Tratamiento Nivel de P (mg kg™) Cepa N° Repeticiones
T1 Ninguna 4
T2 Pseudomonas sp. 4
T3 0 Bacillus sp. 4
T4 Clostridium sp. 4
TS Penicillium sp. 4
Té6 Ninguna 4
T7 Pseudomonas sp. 4
T8 200 Bacillus sp. 4
T9 Clostridium sp. 4
T10 Penicillium sp. 4
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3.7. METODOLOGIA Y PROCEDIMIENTO
3.7.1. Colecta, preparacion y muestreo del suelo

El suelo fue colectado del campo “Libres” del Fundo Experimental de la
UNALM en el mes de febrero del 2012, previo a la colecta el suelo fue muestreado para
obtener 3 muestras de 300 g de suelo de los primeros 20 cm de la capa arable los cuales
fueron levados al laboratorio de Analisis de Suelos, Plantas, Aguas y Fertilizantes de la
UNALM (LASPAF-UNALM) para su respectivo analisis, €l suelo fue colectado
empleando palas y sacos de polipropileno, secado al aire por 5 dias, tamizado en malla

de 4 mm de diametro y posteriormente fue ensacado y llevado al laboratorio.
3.7.2. Preparacion de las macetas

Las 80 macetas de plastico fueron seleccionadas, lavadas y secadas al aire por 2
a 3 horas, esterilizadas con alcohol, posteriormente fue colocado papel toalla en la base
de cada maceta, una vez rotuladas las macetas fueron llenadas con 3 kg del suelo

experimental.

Para la segunda campafia el contenido de cada maceta fue colocado en un envase
luego el suelo experimental de cada maceta fue mullido. Las macetas fueron limpiadas
con una franela y desinfectadas con alcohol, posteriormente fueron llenadas con el suelo

experimental.
3.7.3. Aplicacién del fosforo inorganico

La incorporacion de roca fosforica fue realizada a fines del mes de febrero. El
P,0s fue aplicado al suelo seco a nivel de 0 y 200 mg kg! de suelo, empleando roca
fosforica de Bayovar como fuente (30% de P,0s), mezclado uniformemente con el
suelo de la maceta. Los 3 kg de suelo de cada maceta fueron mezclados con 2 g de roca

fosforica.

La incorporacion de fosforo inorganico se realizo solamente para la primera

campafia ya que la roca fosforica tiene un efecto residual.
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3.7.4. Imoculacién de las cepas microbianas

La inoculacion con la suspension de Bacillus sp., Clostridium sp. , Pseudomonas
Sp Yy Penicillium sp., se realizé durante la siembra. Cada suspension contenida en un
matraz Erlenmeyer fue agitada en un Vortex por unos minutos antes de la inoculacion.
Para evitar contaminacion, primero se inocularon las cepas bacterianas y luego la cepa
fingica, empleando un par de guantes quirdirgicos y una pipeta esterilizada. Con la
ayuda de una pipeta se colocaron 10 mL de suspension de esporas alrededor de las

semillas que previamente fueron sembradas en su respectiva maceta.
3.7.5. Siembra y desahije

La siembra se realizo en el mes de marzo del 2012, primera campaiia (cultivos
de maiz y frijol castilla) y el 14 de setiembre del 2012 segunda campafia (cultivos de
haba y trigo). Un dia antes de realizarse la siembra se extrajeron 300 — 350 g de suelo de
cada maceta para colocarlo en un envase, el suelo restante de cada maceta fue
humedecido hasta alcanzar capacidad de campo. Posteriormente fueron colocados 5
semillas al suelo hiimedo de cada maceta, una vez que fueron sembradas las semillas de
maiz, frijol castilla y haba, fueron inoculadas con la suspension de bacterias y esporas,
por ultimo las semillas sembradas fueron cubiertas con el suelo separado un dia antes de

la siembra. Para el cultivo de trigo, se sembraron 15 semillas en cada maceta.

A los cinco dias después de la germinacién las plantulas fueron desahijadas
quedadando dos plantulas vigorosas por maceta, para los cultivos de maiz, frijol castilla

y haba, en el cultivo de trigo quedaron 10 plantulas vigoras por maceta.
3.7.6. Fertilizacion y riego

La dosis de fertilizacion fue 200 ppm de N, 200 ppm de K20 y 40 ppm de MgO
empleando como fertilizantes nitrato de amonio, nitrato de potasio y sulfato de

magnesio el procedimiento empleado se presenta a continuacion.

- 117.3 g de nitrato, 66 g de sulfato de magnesio y 112 g de nitrato de amonio
fueron pesados y disueltas por separado en un envase de 500 mL.

- 100 mL de cada solucion fueron transferidos a 5 botellas (300 mL de
fertilizante).
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- Enunenvase de 2.5 L fue colocado la solucion de la botella (300 mL) mas 1700
mL de agua destilada en total el envase contiene 2 L de solucion, esta solucion

fue usada en las fertilizaciones sucesivas.

Las aplicaciones del fertilizante fueron iniciadas 10 dias después de la
germinacion, las aplicaciones fueron realizadas durante 5 semanas del cultivo, cada
semana fue aplicado 300 mL del fertilizante preparado, 25 mL de fertilizante fue

aplicado alrededor de las plantas que contiene cada maceta.

Las macetas fueron regadas convenientemente para ello los riegos fueron
frecuentes con volumenes variables de agua manteniendo al suelo a capacidad de
campo. Las macetas fueron regadas durante 2 meses, tiempo en el cual fueron evaluados

los cultivos de maiz, frijol castilla (primera campatfia), trigo y haba (segunda campafia).
3.7.7. Cosecha

La cosecha de maiz y frijol castilla fue realizada el 2 de mayo del 2012 primera
campafia, mientras que trigo y haba segunda campafia fue realizada el 3 de diciembre, a

continuacion se describe el procedimiento.

- La altura final de planta fue medida con una regla métrica.

- Las hojas de las plantas fueron lavadas con agua corriente usando una franela.

- Las dos plantas de cada maceta fueron cortadas desde la base con una tijera de
podar, posteriormente fueron picadas y colocadas a una bolsa de papel que
previamente fue rotulada.

- Las bolsas con contenido de material vegetal fueron colocadas en una estufa a 70
°C hasta obtener ¢l peso constante para determinar el peso seco.

- Para la cosecha de trigo, la espiga fue cortada desde la base luego colocado en
una bolsa de papel, posteriormente fue colocado en una estufa para ser trillado

sin dificultad.

El follaje fue sometido a analisis quimico para la determinacion del contenido de

fosforo.
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3.7.8. Determinacion de fésforo

La determinacion de fosforo fue realizada en el laboratorio (LASPAF-UNALM)
entre los meses de julio - agosto del 2012 primera campaiia y diciembre del 2012

segunda campaifia, a continuacion se describe el procedimiento realizado.

- 0.5 g de cada muestra (tejido vegetal) fue colocada en un Erlenmeyer de 500
mL.

- 5 mL de solucién nitrica - percldrica fueron afiadidos a cada uno de los
Erlenmeyer de 500 mL. que contienen los restos vegetales.

- Los Erlenmeyer de 500 mL. fueron colocadas sobre una plancha de
calentamiento, la temperatura fue elevada hasta 175 °C y fue digerido por 90
minutos.

- El contenido de los Erlenmeyer de 500 mL que fueron digeridos son agitados
para disolver las cenizas, estos fueron transferidos unas fiolas de 50 mL luego
fueron enrasados con agua destilada, finalmente fueron filtradas a unas botellas
de polietileno. -

- Del extracto de tejido vegetal fue tomada una alicuota de 1 mL luego fue
colocada a un tubo de ensayo.

- 17.4 mL de agua destilada fue afiadido al tubo de ensayo, luego fue afiadido 0.8
mL de la solucién sulfo molibdica y solucion reductora al 2.5%.

- La solucién contenida en el tubo de ensayo fue agitado en un vortex, luego fue
reposando por 10 minutos, posteriormente fue leido la tramitancia a 650 nm de

longitud de onda en un espectrofotometro éptico (Thermo Scientific® HeAIOS).

- Antes de preparar la solucion con la alicuota de resto vegetales fue preparado
una serie de patrones incluyendo un blanco para construir la curva. A partir de
una solucion patrén de 1000 mg de P/L. fue preparado soluciones de: 0, 16, 32,
48, 64 y 80 mg de P/L y posteriormente fue desarrollado la curva en forma

similar a la muestra.
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3.8. ANALISIS ESTADISTICO

Para cada cultivo se utiliz6 un disefio completo al azar con arreglo factorial de 2

niveles de P (0 y 200 mg kg!) y cuatro cepas. El modelo aditivo lineal fue:

Yijk=p + ai+ Bj + (a B)ij + sijis i=1,2; ji=1,2,3,4;k=1,2,3,4
Donde:

Yiix = la k-ésima observacion del i-ésimo tratamiento (respuesta)

| = estima la media general

ai = efecto que produce la i-ésimo nivel de P aplicada al suelo

Bj = efecto debido a la j-ésima cepas solubilizadoras de P inoculada al suelo
(a B)ij = efecto de la interaccion entre la fuente y la cepa inoculada

eijk = efecto aleatorio de variacion (error experimental)

La distribucién de grados de libertad para cada fuente de variacion puede

apreciarse en el Cuadro 9.

Cuadro 9: Distribucion de grados de libertad por fuente de variacién

Fuente de variacion Grados de libertad (G.L)
Cepa (C) Bacterias vy Hongo c-1 4
Nivel de fosforo (P) : P-1 1
Interaccién Cepa x Nivel de P C-DEP-1) 4
Error experimental CPR-1) 30
Total CPR-1 39

Los datos obtenidos de los pesos fresco y seco de plantas, asi como de la
extraccion de fosforo fueron sometidos el analisis de variancia (ANVA) con un nivel de
significacion de 0.05. Los promedios fueron comparados mediante la prueba de
comparacion de medias HSD Tukey. Para el andlisis estadistico se empleo6 el paquete

Agricolae del ambiente de proceso estadistico R, version 3.0.1 (R Core Team, 2013).

32



IV. RESULTADOS

4.1. RESULTADOS EN EL CULTIVO DE MAiIZ

El anélisis de varianza demostré que las cepas microbianas aplicadas produjeron
efectos significativamente diferentes, también se observo diferencias significativas para
las interacciones cepa - sustrato sobre las variables de altura, peso fresco y seco
analizadas, excepto para fosforo foliar extraido. Las fuentes de P utilizadas no
presentaron diferencias significativas sobre las variables evaluadas, no obstante
presentaron diferencias estadisticas con un valor p = 0.06046 (altura) y p = 0.06273,
(peso fresco). Las medias de los tratamientos y sus diferencias estadisticas segun la

prueba de Tukey se presentan en el Cuadro 10.

Segun la prueba de comparacion de medias, la inoculacion con Clostridium sp. y
Penicillium sp. generaron mayores valores en tamafio de plantas; siendo
estadisticamente superiores a las plantas tratadas con las demas cepas. Pseudomonas sp.
y Bacillus sp. no causaron incremento en altura de planta con respecto a las plantas sin

inoculo.

En peso fresco y seco (Figura 1), Clostridium sp. y Penicillium sp. estimularon
mayor produccion de biomasa, siendo estadisticamente superior a las plantas inoculadas
con las demas cepas. El tratamiento sin indculo present6 valores de 127.0 y 30.8 g

maceta!, para los pesos fresco y seco, respectivamente.

Mayores niveles de extraccion de P (Figura 2) en la biomasa aérea de maiz
fueron originados por Clostridium sp. y Pseudomonas sp., con valores de 58.14 y 55.74
mg maceta™ a pesar de no mostrar diferencia significativa con respecto a las plantas sin
inoculo. Mientras que Penicillium sp. y Bacillus sp. presentaron menores niveles de

extraccion de P.
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Cuadro 10: Efecto de Ia inoculacion de tres cepas bacterianas y una fingica y de la aplicacién de roca fosforica sobre la altura, peso

fresco, seco y la extraccion de fésforo por plantas de maiz

Tratamiento Altura de planta Peso (g maceta™) P extraido
(cm) Fresco Seco (mg maceta™)

Cepa

Ninguna 90.8 ab 127.0 ab 30.8 ab 539a

Bacillus sp. 89.4 ab 132.3 ab 30.7 ab 499 a

Pseudomonas sp. 8490 108.1b 2650 508 a

Clostridium sp. 100.0 a 166.3 a 349a 58.1a

Penicillium sp. 9942 1539a 369a 557a
Roca fosforica

Sin roca fosforica 957 a 146.0 a 330a 55.1a

Con roca fosforica 90.2a 129.0a 309a 523 a
Cepa : *% *% A% s
RF 0.06. 0.06. n.s n.s
Cepa x RF ** * * n.s
CV. (%) 13.19 27.14 19.73 15.57

Cadigos de Significancia: 0 ‘***° 0,001 “***0.01 “** 0.05°°0.1 " 1
Los valores dentro de una columna seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes (P > 0,05), segiin la prueba

de comparacion de medias HSD de Tukey.
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En la fuente de P utilizado no se observé diferencias significativas (Cuadro 10),
sin embargo el mayor efecto en las diferentes variables se logré con los tratamientos en
los cuales no se incorporé roca fosfoérica al suelo, cabe mencionar que la aplicacion de
Clostridium sp. y Penicillium sp., permitié obtener resultados favorables para altura de

planta, peso fresco y seco.
4.2. RESULTADOS EN EL CULTIVO DE FRIJOL CASTILLA

El andlisis de varianza demostré que las cepas microbianas aplicadas no
produjeron efectos significativamente diferentes, también se observé que no presentan
diferencias significativas para las interacciones cepa - sustrato sobre las variables de
altura de planta, peso fresco, seco y fosforo foliar extraido. Las fuentes de P utilizadas
no presentaron diferencias significativas sobre las variables evaluadas. Las medias de
los tratamientos y sus diferencias estadisticas segun la prueba de Tukey se presentan en
el Cuadro 11.

Segim la prueba de comparacién de medias, ninguna de las cepas inoculadas
estimularon valores estadisticamente superiores a los tratamientos sin inoculo, sin
embargo Bacillus sp., gener6 mayor tamafio de plantas en frijol Castilla y fue el tnico
que mostro diferencia con respecto a Pseudomonas sp., Bacillus sp., y Clostridium sp

que presentaron los menores valores con respecto a las plantas sin inoculo.

Con respecto al peso fresco se observo que Bacillus sp., estimuld mayor
produccion respecto a Pseudomonas sp., Penicillium sp. y Clostridium sp , a pesar de no
presentar un valor estadisticamente superior con respecto a las plantas sin inoculo. Para
peso seco (Figura 3) los indculos de Bacillus sp y Clostridium sp generaron 14.58 y
13.64 g maceta™ respectivamente, son valores superiores con respecto a Pseudomonas
sp v Penicillium sp. a pesar de no presentar diferencia estadistica con respecto a las

plantas sin inoculo. La cepa del hongo presento €l menor valor 12.14 g maceta™,

Mayores niveles de extraccion de P (Figura 4) en la biomasa aérea de frijol
castilla fueron originados por Clostridium.sp. y Pseudomonas sp. con valores de 36.61
mg maceta’ y 36.01 mg maceta,”’ pero no presentan valores significativamente
diferentes con respecto a las plantas sin inoculo. Penicillium sp. y Bacillus sp.

presentaron los menores niveles de extraccion.
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Cuadro 11: Efecto de la inoculacion de tres cepas bacterianas y una fiingica y de la aplicacion de roca fosférica sobre la altura, peso

fresco, seco y Ia extraccion de fosforo por plantas de frijol Castilla

Tratamiento Altura de planta Peso (g maceta™) P extraido
(cm) Fresco Seco (mg maceta™)

Cepa

Ninguna '200a 412a 13.6a 353a

Bacillus sp. 20.8a 459a 146a 360a

Pseudomonas sp. 198 a 398a 133a 347a

Clostridium sp. 199 a 404 a 136a 36.6a

Penicillium sp. 186 a 360a 12.1a 340a
Roca fosforica

Sin roca fosférica 203a 429 a 138a 349a

Con roca fosférica 194 a 39.1a 132 a 355a
Cepa n.s n.s : n.s n.s
RF ns n.s ns : n.s
Cepa x RF n.s n.s n.s n.s
CV. (%) 9.64 22.39 13.93 9.93

Cédigos de Significancia: 0 “**% 0.001 “*** 0.01 “** 0.05°°0.1°" 1
Los valores dentro de una columna seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes (P > 0.05), segtin la prueba

de comparacion de medias HSD de Tukey.
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4.3. RESULTADOS EN EL CULTIVO DE HABA

El analisis de varianza demostrd que las cepas microbianas aplicadas no
produjeron efectos significativamente diferentes, también se observo que no presentan
diferencias significativas para las interacciones cepa - sustrato sobre las variables de
biomasa fresca y seca, excepto para la altura de planta y el fosforo foliar extraido que
presenta un p = 0.0238 * y p = 0.088. Las fuentes de P utilizadas no presentaron
diferencias significativas sobre las variables evaluadas excepto para altura de planta que
presenta un valor de p = 0.0406 *. Las medias de los tratamientos y sus diferencias

estadisticas seglin la prueba de Tukey se presentan en el Cuadro 12.

Segun la prueba de comparacion de medias, ninguna de las plantas de haba que
fueron inoculadas con las cepas estimularon valores estadisticamente superiores con
respecto al tratamiento sin inoculo; sin embargo hay una ligera diferencia entre ellas
como se puede observar en el Cuadro 12 para la altura de planta Penicillium sp. y
Clostridium sp. presentaron valores superiores con respecto a Pseudomonas sp. y

Bacillus sp. El tratamiento sin ningtin indculo presento el menor valor 63.42 cm.

En peso fresco los mejores resultados fueron obtenidos con la inoculacién de
Bacillus sp. y Clostridium sp. 238.4 y 231.5 g maceta ! con respecto a las demés cepas,
el menor valor lo generd la cepa del hongo 218.8 g maceta™. La cepa que incremento el
peso seco (Figura 5) fue Bacillus sp. Ademas se puede observar que el testigo genero
mayor produccion de peso seco con respecto a las demas cepas incluido Bacillus sp. a
pesar de que el testigo presento el menor valor en la produccién de peso fresco en
comparacion con Bacillus sp., mientras que el hongo sigue generando el menor valor. A
pesar de que ninguna cepa mostro valores estadisticamente diferentes con respecto al

testigo.
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Cuadro 12: Efecto de la inoculacion de tres cepas bacterianas y una fiingica y de la aplicaciéon de roca fosférica sobre la altura, peso

fresco, seco y la extraccion de fosforo por plantas de haba.

Tratamiento Altura de planta

Peso (g maceta™) P extraido
(cm) Fresco Seco (mg maceta™)

Cepa

Ninguna 634a 2303 a 370a 2186 a

Bacillus sp. 663 a 2384 a 358a 199.7 a

Pseudomonas sp. 668 a 2285a 339a 2102 a

Clostridium sp. 68.7a 2315a 345a 1823 a

Penicillium sp. 68.7 a 2188a 326a 159.8 a
Roca fosforica

Sin roca fosférica 64.7b 2256a 356a 196.6 a

Con roca fosforica 68.9a 2334 a 339a 1915a
Cepa n.s n.s n.s n.s
RF * n.s n.s n.s
Cepa x RF : * ns n.s 0.01.
C.V. (%) 10.74 10.40 12.17 28.21

Coédigos de Significancia: 0 “***” 0.001 “** 0,01 “*> 0.05°°0.1°" 1

Los valores dentro de una columna seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes (P > 0.05), segiin .

laprueba de comparacion de medias HSD de Tukey
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Los mayores niveles de extraccion de P (Figura 6) en biomasa aérea del haba
fueron originados por Pseudomonas sp. con un valor de 210.2 mg maceta! con respecto
a las demas cepas. Sin embargo el tratamiento sin inoculé generé un mayor nivel de
extraccion de P 218.6 mg maceta™, el menor valor 159.8 mg maceta™ fue obtenido con

la inoculacion de Penicillium sp.

La incorporacion de roca fosforica produce efectos significativos sobre la altura
de planta (Cuadro 12), pero para el resto de variables evaluadas la incorporacion de RF

no genero diferencias significativas.

4.4. RESULTADOS EN EL CULTIVO DE TRIGO

El analisis de varianza demostr6 que las cepas microbianas aplicadas produjeron
efectos altamente significativos, también se observan diferencias significativas para las
interacciones cepa - sustrato sobre las variables de altura, peso fresco y seco analizadas,
excepto para fosforo foliar extraido. Las fuentes de P utilizadas presentaron diferencias
significativas sobre las variables evaluadas excepto para la variable fosforo foliar
extraido. Las medias de los tratamientos y sus diferencias estadisticas segtin la prueba

de Tukey se presentan en el Cuadro 13.

Segun la prueba de comparacion de medias, Bacillus sp. y Pseudomonas sp.
estimularon mayores valores en tamafio de planta; siendo estadisticamente superior a las
plantas tratadas con las demas cepas. Penicillium sp. y Clostridium sp. no causaron
incremento en la altura de planta que sea estadisticamente superior a las plantas sin

inoculo, Clostridium sp. present6 un valor inferior al tratamiento testigo.

En peso fresco Bacillus ps. y Pseudomonas sp. incrementaron la mayor
produccién siendo estadisticamente superior a las demas cepas, sin embargo la
inoculacién con Clostridium sp. generé menor produccion de biomasa fresca con

respecto al testigo.
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Cuadro 13: Efecto de la inoculacion de tres cepas bacterianas y una fingica y de la aplicacién de roca fosforica sobre la altura, peso

fresco, seco, peso de granos y la extraccion de fésforo por plantas de trigo.

Tratamiento Altura de planta Peso (g maceta™) P extraido Peso de granos
(cm) Fresco Seco (mg maceta®) (g maceta™)

Cepa

Ninguna 82.1b 166.8 ¢ 24.7 ab 435a 156a

Bacillus sp. 856a 173.8 ab 263a 383 ab 16.6a

Pseudomonas sp. 85.7a 1739 a 24.9 ab 39.5 ab 16.0a

Clostridium sp. 749 ¢ . 152.3d 177¢ 3190 10.1b

Penicillium sp. 82.6 ab 168.0 be 222b 419a 125b
Roca fosforica |

Sin roca fosforica 80.8b 164.1b 2120 40.1 a 128b

Con roca fosfoérica 83.6a 1698 a 25.1a 379a | 155a
Cepa ok k Hogk Hksk ® kkk
RF kkk ek L2 n.s dokk
Cepa x RF Koksk ok L XS ns Hokk
C.V. (%) 5.47 10.93 3.96 5.71 2.78

Codigos de Significancia: 0 “***>0.001 “*** 0.01 “** 0.05°0.1°" 1
Los valores dentro de una columna seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes (P > 0.05), segun la prueba

de comparacion de medias HSD de Tukey.



En peso seco la cepa que estimulo una mayor produccion y siendo
estadisticamente superior al resto de cepas fue Bacillus sp. (Figura 7), mientras que
Clostridium sp. y Penicillium sp. presentaron los menores valores con respecto al

tratamiento testigo.

Los mayores niveles de extraccion de P en la biomasa aérea de trigo fueron
originados por Penicillium sp. y testigo estos presentaron valores que son
estadisticamente superiores con respecto a las demas cepas, a pesar de que Bacillus sp. y

Pseudomonas sp. presentaron valores superiores en produccion de peso fresco y seco
(Figura 8).

Con respecto al peso seco de granos Bacillus sp. y Pseudomonas sp. y testigo
16.59 , 15.99 y 15.57 g estimularon valores estadisticamente superiores con respecto a
las demas cepas. Lo cual estd relacionado con la produccion de peso seco ya que

Bacillus sp. y Pseudomonas sp. presentaron los mayores valores (Figura 9).
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Figura 7: Efecto de la inoculacién con microorganismos solubilizadores de fosfato y de la

aplicacion de fosforo sobre el peso seco por plantas de trigo
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Figura 9: Efecto de la inoculacion con microorganismos solubilizadores de fosfato y de la

aplicaciéon de fésforo sobre el peso de granos por plantas de trigo
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V. DISCUSION

En la presente investigacidn, la inoculacion con MSF (Microorganismo
solubilizadores de Fosforo) produjo efectos significativos solo en las gramineas (maiz y
trigo), para algunas variables biométricas evaluadas como altura de planta, peso fresco y
seco. El fosforo extraido por la parte aérea, sin embargo no fue afectado por la
inoculacién con los microorganismos ensayados. En la prueba de solubilizacion in vitro
en medio liquido realizado por Alvarez (2012), todas las cepas ensayadas (Bacillus sp.,
Clostridium sp., Pseudomonas sp. Penicillium sp.), produjeron efectos altamente
significativos, en ella fue determinada la relacién entre la acidez titulable, pH, y el P
solubilizado adicionando RF y FTC. Clostridium sp. y Penicillium sp., fueron los que
estimularon mayor produccién de biomasa aérea lo cual coincide con lo encontrado por
Alvarez (2012), donde Clostridium sp. v Penicillium sp., mostraron mayor capacidad
para solubilizar P, ya que presentaron un pH bajo y alta produccion de acidez titulable
(Cuadro 14), sin embargo a nivel de invernadero Clostridium sp. y Penicillium sp no
tuvieron el mismo comportamiento ya que el analisis de P foliar extraido no muestra
valores significativamente diferentes con respecto al testigo. El incremento de la
biomasa de las plantas por lo tanto, puede ser explicado por otros mecanismos, tales
como la produccién de enzimas y hormonas que promueven el crecimiento, la

acidificacion de la rizosfera, etc.

A diferencia de lo observado para las gramineas, la inoculaciéon de MSF no
produjo efectos significativos sobre la biomasa aérea y fosforo foliar extraido por las
leguminosas (haba y frijol castilla). Los posibles factores que han influenciado en el
desempefio de las cepas en estudio pueden ser: nutricional, poblacion del inéculo, pH
del suelo, método de inoculacion, especificidad de microorganismo con la rizésfera del
cultivo y condiciones del suelo. Lo anteriormente mencionado concuerda con los

estudios realizados (Marschner, 2007; Sharan et al., 2008; Trivedi y Sa, 2008).

En el ensayo, la poblacién presente en los indculos fue de 3 x 10° UFC mL!
para las cepas bacterianas y de 1 x 10° conidios mL! para Penicillium sp. En la
inoculacion combinada de Rhizobium, Bacillus megaterium subsp. phosphaticum cepa-
PB y Trichoderma spp realizado por Rudresh et al., (2005) la poblacién inoculada de

Bacillus megaterium fue de 8 x 10° UFC g de suelo y en el ensayo de P. oxalicum
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realizada por Himani y Sudhakara (2010), la poblacion utilizada fue de 4.8 - 5.4 x 107
esporas por gramo de vermiculita a nivel de invernadero ver Cuadro 5 . Estos valores
son muy superiores a los empleados en la presente investigacion, lo cual parece indicar
que la baja respuesta obtenida a la inoculacion con MSF podria relacionarse con una

baja poblacion en el inoculo inicial.

Lo mencionado anteriormente coincide con lo encontrado por Rodriguez y Fraga
(1999), muchas bacterias solubilizadoras de fosforo que forman parte del suelo, no se
encuentran en poblaciones suficientes para competir con las bacterias que ya estan
establecidas en diferentes partes de la rizosfera. Por esta razon, es indispensable
inocular con un mayor grado de concentracion, para que puedan realizar una eficiente y .
alta solubilizacion del fésforo. En la presente investigacion no se esterilizé el suelo
quiere decir que las bacterias aisladas a nivel in vifro no tuvieron la capacidad de
competir con las bacterias ya establecidas en el suelo ello podria explicar la baja

respuesta de los MSF en estudio.

En los ensayos realizados por Rudresh et al., (2005) y Himani y Sudhakara
(2010), fuentes de materia organica fueron aplicadas al suelo. Estas fuentes crean
condiciones favorables en el suelo para los microorganismos inoculados, de forma que
los MSF pueden colonizar el suelo con mayor €xito, ya que tienen nutrientes necesarios
como por ejemplo azficares para generar icidos organicos, siendo este el principal
mecanismo por el cual los microorganismos liberan P al medio de la solucion suelo.
Esta observacion indica que la solubilizacién de P es muy compleja y depende de
muchoé factores como por ejemplo, el nutricional mencionado por Cunningham y
Kuiack (1992), en la presente investigacion no se empleo ninguna fuente de azicar
disponible en el suelo, lo cual podria estar relacionado con la baja respuesta ante la

inoculacion de MSF.

En los trabajos realizados por Alagawadi y Gaur (1987), las semillas de
garbanzo fueron embebidas durante 2 horas con soluciones de Pseudomonas striata 'y
Bacillus polymyxa (2.5x10° y 4.5x10° UFC g! respectivamente), mientras que
Mehrvarz y Chaichi (2008), dejan embebidas las semillas de cebada con Pseudomonas
putida (5%10® UFC g') mas 10% de jarabe de goma antes de realizarse la siembra.
Benites (2013), utiliza la técnica de mezclar las semillas con un adherente (Cuadro 5)

para luego mezclarlos homogéneamente con el inoculo, con el fin de garantizar una alta
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poblacion de MSF sobre la superficie de la semilla. En el ensayo la inoculacién de MSF
fue de forma directa ya que se colocéd la suspension al suelo hiimedo, ello podria

explicar la baja respuesta ante la inoculacion de MSF.

Con respecto a la extraccion de fosforo a nivel de invernadero, las cepas en
estudio no produjeron efectos significativos, con respecto al testigo, sin embargo a nivel
de laboratorio las cepas obtuvieron diferencias altamente significativas. Una de las
razones por la cual se genera esta diferencia puede ser por las condiciones ideales que se
maneja a nivel de laboratorio como: temperatura, nutricion y provision de azfcares
(para la sintesis de 4cidos organicos). Mientras que en condiciones a nivel de
invernadero los azucares no se encuentran en forma de glucosa, el pH y la temperatura
del suelo experimental son cambiantes, entonces las cepas inoculadas al suelo
experimental no llegaron a colonizar con éxito por las condiciones adversas que se
presentaron. Sharan et al., 2008; Trivedi y Sa (2008), han reportado las mismas razones
por las cuales no se lleva cabo la solubilizacion de fosfatos, de manera eficiente a nivel

de invernadero.

En los ensayos de laboratorio el medio de cultivo liquido realizado por Alvarez
(2012), se encontré6 una mayor solubilizacion de fosforo cuando se empleé fosfato
tricalcico (Cuadro 14 ) (FTC) Kps = 2.0 x 10 ?° como fuente de fosforo, que cuando se
empled roca fosforica (RF) de Bayévar (Figura 10), Esto debido a que la roca fosforica
tiene Kps = 2.0x10%y al tener la constante de producto de solubilidad alta con respecto
a FTC, es dificil que se solubilice por lo tanto la cantidad de P liberado en el medio es
escasa ello coincide con lo encontrado por Illmer y Schinner (1995), y Cordero et al.,
(2008). Esto quiere decir que la capacidad solubilizadora de fosfatos es dependiente del
Kps. Ademas la solubilizacion superior de FTC se puede atribuir a su naturaleza
amorfa, estructura simple y a la ausencia de cualquier carbonato libre en comparacion

con la estructura cristalina y compleja de la RF.
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Cuadro 14: Solubilizacion de fosfato tricalcico y roca fosférica en medio liquido

por las cepas microbianas

Cepa

Fuente de fosforo

Clostridium sp.
Bacillus sp.
Pseudomonas sp.
Penicillium sp.

Fosfato tricélcico Roca fosforica
pH final  Acidez P pH final  Acidez P
titulable  mg L titulable  mgL!
meq L! meq L
4.11 31.69 429.11 4.32 11.76 58.90
4.38 28.42 304.42 4.18 1241 99.34
4.47 1143 151.40 3.72 13.72 115.73
4.87 12.09 101.91 4.01 9.47 56.94

Fuente: Alvarez, 2012
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Figura 10: Variacion de la concentracion de P soluble en medio nutritivo adicionado con

fosfato tricalcico y roca fosforica (Alvarez 2012)
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VL. CONCLUSIONES

La inoculacion con Bacillus sp., Pseudomonas sp., Clostridium sp. y Penicillium sp.
incremento la produccion de biomasa aérea en los cultivos de maiz y trigo, sin
embargo no tuvo el mismo efecto sobre la biomasa en frijol castilla y haba

cultivadas en un suelo calcareo.
Ninguno de los MSF inoculados afectd la extraccion de P en los cultivos ensayados.

Ninguno de los MSF inoculados mostré potencial para solubilizar el P aplicado en

forma de roca fosfoérica de Bayovar.

A pesar de los resultados hallados en experimentos de laboratorio, bajo condiciones

de invernadero, la eficiencia de solubilizacién de fosforo fue muy baja.

El uso de microorganismos con potencial de solubilizacion de fosfatos es factible
para la provision de fosforo en cultivos anuales, pero para que ello ocurra se le
tienen que dar las condiciones adecuadas como inocular con una poblacién mayor a
la que se usé en el ensayo, ademas se debe usar un tipo de adherente, asi como
también afiadir materia organica al suelo o carbohidratos para la alimentacion de los

microorganismos.
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VII. RECOMENDACIONES

Los microorganismos deben ser embebidos con la semilla un dia antes de la

siembra, para que estos queden impregnados en la superficie de las semillas.

Seguir realizando ensayos con diferentes niveles de poblacion, para determinar el

nivel de poblacion ideal o el mas adecuado para poder ser usado a nivel de campo.

Se deben hacer aplicaciones de fuentes de materia organica al suelo experimental,

ya que los MSF necesitan azdcares para poder solubilizar fosforo.

Se debe seguir realizando estudios acerca de las cepas que se usaron en este ensayo,
para poder determinar las condiciones que necesitan estos MSF, y puedan

solubilizar roca fosférica.

Relizar ensayos con suelos que tengan baja disponilidad de fosforo y alto porcentaje

de carbonatos de calcio.

Usar acidificantes para ayudar a los microorganismos a solubilizar fosfatos de calcio

que tienen alta constante de producto de solubilidad (Kps).

Realizar ensayos con micorrizas y bacterias que fijan nitrogeno para ver la

interacion con los microorganismos que solubilizan fésforo.

A nivel de laboratorio la fuente que se debe emplear para determinar
microorganismos con la capacidad de solubilizar fosfatos debe de ser roca fosforica.
Los estudios de solubilizacién de fosfatos deben ser minuciosos, requiriéndose el
empleo de medios de cultivo adecuados para detectar de manera rapida el mayor

nimero de cepas capaces de solubilizar en medio liquido.
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IX. ANEXOS

ANEXO 1: ANVA de altura de la biomasa aérea en maiz

Fuente de V, G.L. S.C. C.M. Valor F  Significacion
Sustrato 1 306.4 306.4 3.806 0.06046.
Cepa 4 14094 3524 4.378 0.00660 **
Cepa:Sustrato 4 1730.3 432.6 5.374 0.00219 **
Residuales 30 2414.7 80.5

Codigos de Significancia: 0 “**** 0.001 “**° 0.01 ‘** 0.05°>0.1 "1

ANEXO 2: ANVA de materia fresca de la biomasa aérea en maiz

Fuente de V. G.L. S.C. C.M. Valor F  Significacién
Sustrato 1 2876 2876 3.736 0.06273.
Cepa 4 16833 4208 5.468 0.00199 **
Cepa:Sustrato 4 11519 2880 3.742 0.01384 *
Residuales 30 23090 770

ANEXO 3 : ANVA de materia seca de la biomasa aérea en maiz

Fuente de V. G.L. S.C. C.M. Valor F  Significacion
Sustrato 1 41.2 41.23 1.805 0.18921

Cepa 4 530.5 132.63 5.806 0.00139 **
Cepa:Sustrato 4 292.0 73.01 3.196 0.02670 *
Residuales 30 685.3 22.84

ANEXO 4: ANVA de extraccion de P/maceta en la biomasa aérea en maiz

Fuente de V. G.L. S.C. C.M. Valor F  Significaciéon
Sustrato 1 79.0 79.05 1.188 0.284

Cepa 4 372.1 93.02 1.398 0.258
Cepa:Sustrato 4 280.9 70.22 1.056 0.395
Residuales 30 19954 66.51
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6D
2t
B

67

H'Eaﬁgciaﬁéi'ﬁéﬁﬁa
\a Nacional

e

Univers .
Biblioteca Agrico



ANEXO 5 : ANVA de altura de la biomasa aérea en frijol castilla

Fuente de V. G.L. S.C. C.M. Valor F  Significacién
Sustrato 1 6.81 6.806 2.052 0.164
Cepa 4 18.03 4.507 1.359 0.275
Cepa:Sustrato 4 16.95 4.238 1.278 0.304
Residuales 26 86.22 3.316

ANEXO 6 : ANVA de materia fresca de la biomasa aérea en frijol castilla

Fuente de V. G.L. S.C. C.M. Valor F Significacién
Sustrato 1 129.5 129.52 1.630 0.213
Cepa 4 365.0 91.25 1.149 0.356
Cepa:Sustrato 4 358.9 89.73 1.129 0.364
Residuales 26 2065.6 79.45

ANEXO 7 : ANVA de materia seca de la biomasa aérea en frijol castilla

Fuente de V. G.L. S.C. C.M. Valor F  Significacion
Sustrato 1 3.63 3.628 1.222 0.279.
Cepa 4 22.37 5.591 1.883 0.144
Cepa:Sustrato 4 20.20 5.050 1.701 0.180
Residuales 26 77.20 2.969

ANEXO 8: ANVA de extraccion de P/maceta en la biomasa aérea en frijol castilla

Fuente de V. G.L. S.C. C.M. Valor F  Significacion
Sustrato 1 34 3.354 0.226 0.638
Cepa 4 26.4 6.594 0.445 0.775
Cepa:Sustrato 4 131 3.269 0.220 0.925
Residuales 26 385.6 14.830

ANEXO 9: ANVA de altura de la biomasa aérea en haba

Fuente de V. G.L. S.C. C.M. Valor F Significacién
Sustrato 1 178.1 178.08 4,582 0.0406 *
Cepa 4 150.4 37.61 0.968 0.4396
Cepa:Sustrato 4 511.4 127.84 3.289 0.0238 *
Residuales 30 1166.0 38.87
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ANEXO 10: ANVA de materia fresca de la biomasa aérea en haba

Fuente de V. G.L. S.C. C.M. Valor F  Significaciéon
Sustrato 1 598 598.2 1.022 0.320
Cepa 4 1583 395.8 0.676 0.614
Cepa:Sustrato 4 2477 619.2 1.058 0.394
Residuales 30 17553 585.1

ANEXO 11: ANVA de materia seca de la biomasa aérea en haba

Fuente de V. G.L. S.C. C.M. Valor F  Significacién
Sustrato 1 272 27.19 1.586 0.218
Cepa 4 952 23.79 1.388 0.262
Cepa:Sustrato 4 59.9 14.98 0.874 0.491
Residuales 30 514.2 17.14

ANEXO 12: ANVA de extraccion de P/maceta en la biomasa aérea en haba

Fuente de V. G.L. S.C. C.M. Valor F  Significacion
Sustrato 1 259 259 0.102 0.7517
Cepa 4 17642 4410 1.735 0.1683
Cepa:Sustrato 4 22728 5682 2.235 0.0888.
Residuales 30 76258 2542

ANEXO 13: ANVA de altura de la biomasa aérea en trigo

Fuente de V. G.L. S.C. C.M. Valor F Significacién
Sustrato 1 79.0 79.0 18.04 0.000193 ***
Cepa 4 619.8 155.0 35.40 5.84¢11 %%
Cepa:Sustrato 4 - 1299.1 324.8 35.40 4.07¢15 4%
Residuales 30 131.3 4.4

ANEXO 14: ANVA de materia fresca de la biomasa aérea en trigo

Fuente de V. G.L. S.C. CM. Valor F Significacion
Sustrato 1 ' 316 315.8 18.93 0.000144 ***
Cepa 4 2479 619.8 37.15 3.22¢!! w*%
Cepa:Sustrato 4 5196 1299.1 77.86 21113 #%*
Residuales 30 501 16.7
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ANEXO 15: ANVA de materia seca de la biomasa aérea en trigo

Fuente de V, G.L. S.C. CM. Valor F Significacion
Sustrato 1 145.7 145.66 20.86 7.89¢05 ik
Cepa 4 362.5 90.63 12.98 3.01¢06 #*%
Cepa:Sustrato 4 405.8 101.46 14.53 1.04¢06 #*%
Residuales 30 209.5 6.98

ANEXO 16: ANVA de extraccion de P/maceta en la biomasa aérea en trigo

Fuente de V. G.L. S.C. C.M. Valor F Significacion
Sustrato 1 48.4 48.38 1.036 0.3169
Cepa 4 647.5 161.87 3.467 0.0192 *
Cepa:Sustrato 4 222.9 55.72 1.193 0.3339
Residuales 30 1400.7 46.69

ANEXOQO 17: ANVA de peso de granos en trigo

Fuente de V. G.L. S.C. C.M. Valor F Significacién
Sustrato 1 69.62 69.62 22.33 5.05¢% ***
Cepa 4 242.93 60.73 19.48 5.4108 #kk
Cepa:Sustrato 4 142.37 35.59 11.42 9.45¢706 sk
Residuales 30 93.53 3.12

ANEXO 18: Composicion del medio de Pikovskaya PKV

Composicion por litro Cantidad (g/L)
Glucosa 10.0
(NH4)2804 0.5
MgSO4. 7TH20 ' 0.1
Extracto de levadura 0.5

KCl1 02¢g
NaCl 02¢g
FeS04.7H0 0.002
MnSO,. H0O 0.002 g
Ca3(PO4)3 50g
pH 7.0
Aguna ¢.s.p. 1L
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ANEXO 19: Curva patréon de fésforo

N° SOLUCION AGUA SULFO SOL. REDUCTORA VOLUMEN CONCENTRACION P mg/L
ESTANDAR DESTILADA MOLIBDICA FINAL

1 0.0 mL 18.4 mL 0.8 mL 0.8 Ml 20 mL 0.0

2 0.20 mL 18.2 mL 0.8 mlL. 0.8 mL 20 mL 0.8

3 0.40 ml, 18.0 mL 0.8 mL 0.8 mL 20 mL 1.6

4 0,60mlL. 17.8 mL 0.8 mL 0.8 mL 20 mL 2.4

5 0.80mL 17.6 mL 0.8mL 0.8 mL 20 mL 3.2

6 1 mL 17.4 mL 0.8 mL 0.8 ml. 20 mL 4.0

Fuente: Bazan, T 1996

FD = Factor de dilucién

Formula para determinar % de fésforo

% de P =mgde P en curva* FD
FD = vol. extraccion*vol. Final*1g*100g de tejido vegetal
100ml sol extr. Alicuota 1000mg peso de muestra
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ANEXO 20: Descripcion de los suelos utilizados para el aislamiento

' Clasificacion
Altitud CEu:1ydS P20s CaCOs
Suelo  Localidad Paraje Latitud Longitud pH* taxonémica
msnm - m’ mg kg %
. _ Soil Taxonomy (2010)
1  Aramachay = Chapampa 3698  11°54'25.2" 75°24'12.7" 7.96 0.26 4.0 339 Typic Ustorthents
2 Chacrampa-1 Carretera 3607 11°54'01.0" 75°24'11.8" 7.81 0.25 3.5 6.3 Typic Ustorthents
3  Chacrampa-2 Chalampachimpa 3588 11°54'39.5" 75°25'41.6" 7.46 0.82 14.7 19.1 Typic Ustorthents
4  Sincos-1 Isquilpuquio 3413 11°54'08.8" 75°22'44.8" 7.91 0.28 34 24.8 Typic Ustorthents
5  Chacrampa-3 Machque 3605 11°54'09.5" 75°24'23.2" 7.59 0.48 39.2 10.1 Typic Ustorthents
6  Sincos-2 Lulinmayo 3307 11°53'27.8" 75°22'57.8" 7.57 1.37 16.4 14.3 Typic Ustifluvents
7  Sincos-3 Mayupata 3301 11°53'13.8" 75°23'06.9" 7.49 2.40 13.3 13.4 Typic Ustifluvents
8 LaMolina Campo Libres 234 12°04'56.2" 76°57'04.9" 733 2.30 28.6 6.3 Ustic Torrifluvents

Los analisis de caracterizacion se realizaron en el LASPAF-UNALM
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