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RESUMEN

En un experimento bajo invernadero se evaluaron los efectos de la aplicacion de fésforo (P) y la inoculacion
con Glomus fistulosum y Pseudomonas aeruginosa sobre el crecimiento, la longitud de la raiz y la
absorcion de P por plantas de esparrago sembradas en un Alic Melanudand. La inoculacion con G.
fistulosum incrementé significativamente la masa seca de la parte aérea y de raices, la longitud de raices
primarias y secundarias y la absorcion de P por las plantas. La aplicacion de P aument6 significativamente
el P disponible en el suelo (Bray I1); sin embargo, a pesar de tal incremento no hubo aumento significativo
del crecimiento de las plantas. La inoculacion con P. aeruginosa no tuvo efecto significativo sobre las
variables estudiadas, ni se encontraron interacciones significativas entre los factores.

Palabras claves: micorriza, Glomus fistulosum, Pseudomonas aeruginosa, Asparagus officinalis, fésforo.

ABSTRACT

GROWTH, PHOSPHORUS ABSORPTION AND ROOT MORPHOLOGY OF ASPARAGUS INOCCULATED
WITH MYCORRHIZAL FUNGI AND FLUORESCENT PSEUDOMONAS

A greenhouse experiment evaluated the effects of phosphorus (P) application and inoculation with Glomus
fistulosum and Pseudomonas aeruginosa on growth, root length, and P uptake of Asparagus officinalis
grown on Alic Melanudand. Inoculation with G. fistulosum significantly increased shoot and root dry weight,
primary and secondary root lengths, and plant P uptake. Phosphorus application significantly increased
extractable P in the soil (Bray 1), but despite this increase, there was no significant increase in plant growth.
Inoculation with P. aeruginosa had no significant effect on the variables studied, nor were there significant
interactions among the factors.
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INTRODUCCION

Los andisoles se caracterizan por su alta capacidad para fijar fosforo (P) (Zunino, 1983; Shoji;
Manzyo y Dahlgren, 1993; Soil Survey Staff (SSS), 1994; Jaramillo, 1995). La principal alternativa
para manejar la alta fijacion de P consiste en la aplicacién de cantidades elevadas de fertilizantes
fosforicos. Esta préctica, con la cual se pretende alcanzar niveles adecuados de P en la solucion del
suelo, es altamente costosa e ineficiente (Sanchez y Uehara, 1980).

Una alternativa para mejorar el uso de P y obtener un buen desarrollo de los cultivos consiste en
introducir microorganismos al suelo con el propoésito de incrementar el suministro de P (Marschner,
1997; Azcdn y Barea, 1996; Havlin et al., 1999). El uso de hongos micorriza arbusculares (HMA)
y de microorganismos solubilizadores de fosforo (MSP) son frecuentemente citados en la literatura
para tal fin (Kucey y Leggett, 1989; Rao, 1992; Rokade y Patil, 1993; Premono et al., 1994; Toro;
Azcon y Herrera, 1996; Whitelaw, 2000).

El uso de mezclas de microorganismos como una alternativa para mejorar la absorcion de P
ha sido poco explorada, en comparacion con el gran volumen de informacion que se puede
encontrar acerca del uso de especies individuales, aunque esto ha sido sugerido durante varios
afios por Barea y Azcon (1983) y Azcon y Barea (1996). Kim; Jordan y McDonald (1998)
encontraron un efecto sinérgico entre Enterobacter agglomerans (MSP) y Glomus etunicatum
(HMA) sobre el crecimiento de plantas de tomate. Similares hallazgos han sido reportados en otras
especies vegetales por Gaur et al. (1990); Sreenivasa y Krishnaraj (1992); Premono et al. (1994) y
Gururaj y Mallikarjunaiah (1995).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar los efectos de la aplicacién de P y la inoculacién con Glomus
fistulosum y Pseudomonas aeruginosa sobre el crecimiento, la longitud de la raiz y la absorcion de P por
plantas de esparrago sembradas en un Andisol.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se realizé en el invernadero de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin (6° 15'
N, 75°35' Wy 1495 m de altitud). El suelo utilizado se tom¢é del horizonte superficial Ap de un Alic
Melanudand (SSS, 1994). Los resultados del analisis fisicoquimico del suelo fueron los siguientes:
densidad aparente 0,5 mg m= (cilindro), pH 5,1 (agua, 1:1), materia organica 261 g kg * (Walkley y Black), P
3,0 mg kg (Bray Il); Al 2,9 cmol. kg (KCI 1M); Ca, Mg, Ky Na 0,2, 0,2, 0,2 y 0,04 cmol. kg
(acetato de amonio 1 M pH 7), respectivamente; CIC efectiva y total 3,54 y 52,37 cmol. kg. Fe, Mn,
Cuy Zn243,2,1,0y 2,0 mg kg (Olsen-EDTA), respectivamente; B 0,1 mg kg (agua caliente);
NO; y NH; 9,0 y 38 mg kg™ (sulfato de aluminio 0,025 M y KCI 1M, respectivamente). El suelo se
fertilizo a razon de 1,5 g CaCOs, 1.0 g MgSOs, 112 mg KCI, 114 mg NH4sNOs, 28,6 mg H3sBOs y
11,5 mg MnCl; por kg, luego se esteriliz en autoclave (121°C, 60 min. y 0,1 Pa) y se transfirié a
vasos y materos plasticos de 250 y 2500 cm?® de capacidad.

Al momento de la siembra, y en los tratamientos correspondientes, 100 g de suelo (base seca)
de los vasos plasticos se mezclaron uniformemente con 50 g de inéculo crudo del hongo G.
fistulosum Skou & Jakobsen (Schenck y Pérez, 1990). El inoculo estuvo conformado por 90
esporas g, fragmentos de micelio, raices y sustrato (mezcla suelo-arena 2:1) en el que
crecieron durante 60 dias las plantas empleadas para el incremento del hongo (Sorghum
halapense (Pers.) y Pueraria phaseoloides Roxb (Benth). En los vaso plasticos con suelo no
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inoculado se aplicaron 50 g de la mezcla suelo-arena previamente esterilizada y filtrados del
inoculo crudo.

En cada vaso se sembr6 una semilla germinada de esparrago (A. officinalis) cv. UC 157. Las semillas
fueron obtenidas de un cultivo del municipio de Anserma (Caldas) con polinizacién libre y fermentadas
en su propia pulpa durante 24 horas, luego estas se lavaron con agua corriente e inmediatamente se
sumergieron en una solucion de hipoclorito de sodio al 1% durante un minuto. Las semillas se
mantuvieron cinco minutos en agua caliente (55°C) y finalmente se dejaron nueve dias sobre papel
himedo en platos de Petri hasta su germinacion.

Siete dias después de la siembra, se aplicaron al suelo cuatro niveles de P (0, 110, 220 y 330 mg kg
1Y con una solucién de acido fosférico a una concentracion de P de 5,0 mg cm?. Trece dias después
de la siembra, el suelo alrededor de las raices se inoculé con 10 cm?® de una suspension de P.
aeruginosa (10 células cm®) con carboximetil celulosa (CMC, Merck 2280) al 1%. Previamente,
P. aeruginosa fue aislada del rizoplano de fragmentos (1,0 cm) de raices finas de esparrago
mediante lavados sucesivos con agua desionizada, destilada y esterilizada (DDE); luego los fragmentos
de raices se transfirieron asépticamente a Cetrimide-Agar (Merck 5284) durante 18 horas. Las colonias
fluorescentes se incrementaron en caldo nutritivo (CM1-Oxoid) con agitacion orbital constante durante
18 horas de crecimiento. Las bacterias se colectaron con agua DDE, se sometieron a centrifugacién
por 6 minutos (5000 x g a 7°C) y se mezclaron con la suspension de CMC. El pH de la suspension se
ajusto a 6,0 con gotas de KOH. El suelo no inoculado con P. aeruginosa recibié solamente la
suspension de CMC al 1%.

Veintitrés dias después de la siembra, las plantulas con el suelo (100 g) de los vasos plasticos se
trasplantaron a materos plasticos que contenian 1,0 kg de suelo (base seca). Setenta y cinco dias
después de este transplante las plantas se cosecharon y se determinaron la masa seca aérea y de
raices (48 horas a 60°C), la longitud de raices primarias y secundarias (método de linea-intercepto)
(Tennant, 1975), la concentracion de P en el tejido seco (combustion en mufla a 500°C por 6 horas
y luego suspension en HCI 1,0 M) y el P extractable del suelo (método de Bray Il). La
concentracion de P se determind con el método del azul de molibdato (Murphy y Riley, 1962) en un
espectrofotometro (Perkin-Elmer, C632-001) a 660 nm.

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con cuatro repeticiones. Los tratamientos
tuvieron un arreglo factorial 4 x 2 x 2, con cuatro niveles de aplicacion de P, inoculacién o no con G.
fistulosum e inoculacion o no con P. aeruginosa. Los datos se sometieron a la prueba F para el analisis
de varianza y la prueba de Duncan para la separacion de promedios con el software Statgraphics
version 5.0 (P <0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

La aplicacion de P incrementd significativamente la concentracion del P-Bray 1l del suelo (Tabla 1).
Sin embargo, este incremento fue muy leve si se consideran las cantidades aplicadas, lo que sugiere
que buena parte del P aplicado fue fijado en el suelo. La fijacion de P fue de al menos el 99%, un
comportamiento similar ha sido reportado por Montoya (1996) y Carmona; Gutiérrez y Zapata
(1997) para Andisoles del Oriente Antioquefio. Asi mismo, no hubo incremento significativo en el
crecimiento de las plantas de esparrago con la aplicacion de P a pesar del aumento en el P (Bray 11);
por el contrario, la masa seca de las raices se redujo significativamente con la aplicacion de P
(Tabla 1). Douglas y Follet (1996) tampoco encontraron respuesta del esparrago con la aplicacion de P
en un Andisoll de Nueva Zelanda.
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Tabla 1. Efecto de la aplicacion de P sobre la concentracion de P (Bray Il) en el suelo y la masa
seca de plantas de esparrago.

P aplicado P (Bray II) Masa seca (mg planta™)
(mg kg™) (mg kg™
Aérea Raiz
0 3,8c¢c* 74,8 180,5a
110 4,3 bc 72,9 143,3 ab
220 52b 47,3 107,1b
330 74a 70,6 124,4b
Nivel de significancia (P) 0,0001 0,3084 NS 0,0135

* Promedios seguidos de letras similares no presentan diferencias significativas (Duncan, P<0,05).
NS: no significativo.

La inoculacion con G. fistulosum incrementd significativamente la masa seca aérea y de raices, la
longitud de las raices primarias y secundarias y la cantidad de P absorbido por las plantas de
esparrago (Tabla 2). Noétese que la masa seca aérea y de raices es 6.5 y 4,9 veces mayor en plantas
del suelo inoculado con G. fistulosum que en aquellos no inoculados. Asi mismo, las plantas de
suelos inoculados con G. fistulosum presentaron 3,2 y 7,1 veces mayor longitud de raices primarias y
secundarias, respectivamente. Hetrick (1991); Azcon-Aguilar et al. (1996); Barea; Tobar y Azcon-Aguilar
(1996); Berta; Fusconi y Trotta (1993) y Berta et al (1990, 1995) hallaron que uno de los efectos benéficos de
los HMA consiste en incrementar la proporcion de raices secundarias con respecto a las primarias. Con un
sistema de raices mas fino y elongado la absorcién de nutrientes es mas efectiva (McCully, 1999),
particularmente para absorber P del suelo (Barber, 1995). Los beneficios de la asociacion micorrizal son mas
evidentes cuando la planta posee un sistema de raices gruesas, pocas raices secundarias y con pocos pelos
radicales (Manjunath, 1989; Bolan, 1991), tal como ocurre con esparrago.

Tabla 2. Efecto de la inoculacién con G. fistulosum sobre el crecimiento, la longitud de raices y el
P absorbido por plantas de esparrago.

Variable No Inoculacién Nivel de
inoculacion con significancia
G. fistulosum

Masa seca aérea (mg planta™?) 178b* 1149 a < 0,0001
Masa seca raices (mg planta™) 46,8 b 2309a <0,0001
Longitud de raices primarias (L1) (cm) 17,2b 55,1a <0,0001
Longitud de raices secundarias (L2) 31,7b 2255a < 0,0001
(cm)
Relacion L2 : L1 19b 4,1a < 0,0001
P absorbido (ug planta™) 455b 288,2a <0,0001
P (Bray II) (mg kg!) 4,8 a 56a 0,0735 NS

* Promedios seguidos de letras diferentes presentan diferencias significativas (Duncan, P < 0,05).
NS: no significativo.
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La relacion entre la longitud de raices secundarias y primarias se duplicé con la inoculacién
micorrizal (Tabla 2). Se supone que con un sistema de raices, mas largo y ramificado, se puede
incrementar la toma de nutrientes por el mecanismo de intercepcion de raices, particularmente P.
Las plantas del suelo inoculado con G. fistulosum absorbieron 6,3 veces mas P que aquellas del
suelo no inoculado, esto es un incremento proporcional al aumento en la masa seca aérea.
Incrementos en la absorcién de P por plantas de esparrago debido a la inoculacion micorrizal han
sido también reportados por Hussey; Peterson y Tressen (1984); Burrows Pfleger y Waters (1990);
Wacker; Safir y Stephens (1990) y Pedersen et al. (1991).

Aunque algunos autores (Patgiri y Bezbaruah, 1990; Mohod; Gupta y Chavan, 1991; Reyes et al.,
1995; Prathibha; Alagawadi y Serenivasa, 1995) reportan que bacterias del género Pseudomonas
tienen la habilidad para solubilizar P, en este experimento no se observaron efectos significativos con la
inoculacion de P. aeruginosa sobre la absorcion de P y el crecimiento de las plantas (datos no mostrados).
La actividad solubilizadora de P de estas bacterias quizas no se expresé debido posiblemente a: (i) la alta
disponibilidad de P en el caldo nutritivo (CM1- Oxoid) usado para la multiplicacién bacterial que
quiza inhibié la actividad solubilizadora (Kucey y Leggett, 1989; Naseby et al., 1998; Whitelaw, 2000),
(i) la fuerte acidez del suelo que inhibe la actividad de muchas bacterias (Prescott; Harley y Klein, 1999),
(iii) las dificultades para establecerse en la rizosfera (Domey y Lipman, 1988), y (iv) la baja
disponibilidad de fuentes de carbono de facil metabolismo (Bolan, 1991). En los Andisoles se espera un bajo
suministro de carbono dada la baja tasa de mineralizacion de la materia organica (Zunino, 1983).
Desafortunadamente no se evalud la actividad solubilizadora de P por P. aeruginosa antes del
experimento, para lo cual podria utilizarse un método como el desarrollado recientemente por Osorio y
Habte (2001).

En este trabajo no se determinaron niveles de infeccion por el hongo, nimero de esporas ni
poblaciones de la bacteria al final del experimento, pero estos aspectos deberan considerarse en
estudios posteriores, especialmente si se tiene en cuenta que la interaccion entre tres organismos
que se desarrollan en escalas de tiempo diferente, no puede ser explicada sin registros de persistencia de
cada uno. Estos aspectos indudablemente ayudaran a entender mejor este tipo de interacciones entre
microorganismos y plantas.
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