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Resumen

La utilizacién de roca fosférica para la fertilizacion de los cultivos tropicales es una practica eficaz y
sostenible, cuyos efectos positivos sobre las plantas pueden aumentarse a través de su inoculacion
con microorganismos promotores del crecimiento vegetal. Para evaluar esta hipotesis, se estudio en
invernadero el efecto de la fertilizacion con roca fosférica en plantas de aji (Capsicum annum L.) va-
riedad Cayena, inoculadas y sin inocular, con dos aislamientos bacterianos solubilizadores de fosfato
(Burkholderia ambifaria y B. lata), utilizando como sustrato un suelo acido altamente deficiente en
fésforo, sobre variables asociadas con el crecimiento de las plantas. Los ensayos mostraron efecto
significativo de la roca fosforica (RF) sola y/o en conjunto con los aislamientos inoculados. La bioino-
culacién permitié disminuir la RF, a la mitad (12 g/unidad experimental) de la dosis mas adecuada,
sin afectar estadisticamente la media de las variables analizadas, igualmente, los contenidos de fosforo
(15P) en los tejidos de las plantas inoculadas con las bacterias fueron superiores comparados con el de
aquellas no inoculadas.
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Abstract

The use of phosphate rock for fertilization of tropical crops is an effective and sustainable practice, whose
positive effects on plants can be increased by inoculation with plant growth promoting microorgan-
isms. To test this hypothesis, the effect of greenhouse fertilization with rock phosphate in pepper plants
(Capsicum annum L.) variety Cayenne, inoculated and uninoculated with two phosphate solubilizing
bacterial isolates (Burkholderia ambifaria and B. lata), using a highly acidic and phosphorus deficient
soil, on several variables associated with the growth of plants were studied. Greenhouse tests showed
the significant effect of phosphate rock (PR) alone and / or together with the inoculated isolates. The
RF bioinoculacion allowed decrease to half (12 g / experimental unit) of the appropriate dose, without
affecting the means of the variables, equally, the contents of P in the plant tissues inoculated with
bacteria were higher compared with those not inoculated.

Key words: Biofertilizers, biosolubilization, capsicum ,phosphate rock.
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Introduccion

El alcanzar un nivel de produccion agricola
adecuado para satisfacer la creciente de-
manda mundial de alimentos depende, en
buena medida, de la aplicacion racional de
fertilizantes sintéticos a los cultivos, princi-
palmente nitrogenados y fosforicos (Lal, 2009;
Fageria, 2009; FAO, 2004); no obstante en el
caso de estos ultimos, varios estudios prevén
un escenario de escasez inminente a corto,
mediano (Cordell et al., 2009; Gilbert, 2009)
o largo plazo (Van Vuuren et al., 2010), situa-
cion que hace urgente proponer alternativas
de fertilizacion fosforica, especialmente en
los paises importadores de fertilizantes como
Colombia. En este sentido, la fertilizacion
directa con roca fosforica (RF), sola o combi-
nada con microorganismos solubilizadores de
fosforo, se ha propuesto como una alternativa
especialmente adecuada para los ambientes
del tropico (FAO, 2004).

En el caso de los suelos tropicales existen
tres condiciones que hacen ventajosa la utili-
zacion de la roca fosforica para la fertilizacion
de los cultivos: (1) la tasa de disolucion de
las rocas y minerales, y la reaccion entre las
superficies minerales y la solucién del suelo,
se incrementa bajo regimenes de alta hume-
dad y altas temperaturas, prevalentes en el
tropico; (2) el efecto positivo de la fertilizacion
con rocas y minerales es mayor en suelos de-
ficientes en nutrientes; y (3) las condiciones de
alta acidez de un alto porcentaje de los suelos
tropicales favorecen la solubilizacion de estas
rocas (Edwards et al., 2010).

Como respaldo a su uso, existe conside-
rable informacion sobre el empleo de RF para
aplicacion directa en el suelo (Rajan et al.,
2006) o sobre técnicas de modificacion de la
RF antes de su aplicacion directa en campo
(FAO, 2004; Abouzeid, 2007). Las respuestas
agronomicas varian desde efectos casi nulos,
a efectos comparables con los producidos por
superfosfato triple (Chien y Menon, 1995). Tal
diversidad de respuesta es debida a varios
factores que influyen en la efectividad agro-
nomica de la RF, que van desde su manejo
hasta factores edaficos y relacionados con la
especie vegetal (Edwards et al., 2010).

Para solucionar los problemas de baja
efectividad de la RF, debida a su lenta y baja

de fosfatos sobre el crecimiento del aji (Capsicum annumL.)

solubilidad, se han disenado varias estrate-
gias para incrementar los niveles de solubili-
zacion, que incluyen entre otras: (1) modifica-
ciones fisicas como pulverizacion y activacion
mecanica (Abouzeid, 2010); (2) modificacion
fisicoquimica como fusién y calcinacion
(Abouzeid, 2010); (3) modificaciones quimi-
cas como acidulacion, acidulacion parcial,
adicion de azufre, mezclado y granulacion
(Rajan y Watkinson, 1992; Rajan y Warwaha,
1993); y (4) modificaciones biolégicas como
fosfo-compostaje, adicion de desechos frescos,
biosolubilizacion, fitoextraccion e inoculacion
con micorrizas (FAO, 2004; Nziguheba, 2007;
Agyin-Birikorang et al., 2007; Biswas y Na-
rayanasamy, 2007).

La biosolubilizaciéon o aplicacién conjunta
de roca fosforica con microorganismos que
solubilizan el fosfato insoluble contenido en
ella es una técnica que tiene varias venta-
jas, por lo que ha empezado a ser evaluada
con interés. Esta técnica es efectiva, bien
sea que se utilicen hongos (Singh y Reddy,
2011) o bacterias (Khan et al., 2013) como
microorganismos solubilizadores de fosfato
(MSF). Existen dos aproximaciones basicas
de biosolubilizacion: en la primera, la RF se
inocula directamente con MSF, los cuales fa-
cilitan la solubilizacion del fésforo contenido
en ella; y la mezcla resultante es aplicada di-
rectamente en campo como fertilizante; en la
segunda, los MSF se inoculan bien sea sobre
las semillas o sobre el sustrato de siembra,
previa aplicacion de la RF en el suelo (Arcand
y Schneider, 2006; Ivanova et al., 2006). Asi
se utilicen hongos o bacterias como MSF, los
mecanismos involucrados en los procesos de
solubilizacion del P insoluble contenido en la
RF pueden incluir la produccion de acidos
organicos, la acidificacion del sustrato por
excrecion de protones y/o la produccion de
acidos inorganicos (Khan et al. 2013).

Entre las bacterias solubilizadoras de
fosfatos (BSF) utilizadas en la mayoria de
los ensayos de biosolubilizacion se destacan
Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkhol-
deria, Pantoea, Achromobacter, Agrobacte-
rium, Microccocus, Aereobacter, Flavobacte-
rium, Enterobacter, Klebsiella, Rhodobacter,
Arthrobacter, Serratiay Erwinia (Rodriguez y
Fraga, 1999); mientras que entre los hongos

137



Acta Agronémica. 63 (2) 2014, p 136-144

se han reportado principalmente Aspergillus,
Penicillium, Trichoderma y levaduras (Khan
et al., 2010; Whitelaw, 2000). El presente es-
tudio se efectuod con el objetivo de evaluar el
efecto de la roca fosforica, aplicada sola o en
combinacion con bacterias solubilizadoras de
fosfato nativas, sobre varios parametros de
crecimiento de aji (Capsicum annum) con la
finalidad de establecer potenciales programas
de biofertilizacion en el cultivo.

Materiales y métodos

Inoculantes bacterianos

Se utilizaron como bioinoculantes las cepas
Burkholderia ambifaria UNBS7 y B. lata, pre-
viamente aisladas de la rizosfera de plantas
de chontaduro, las cuales en ensayos previos
in vitro mostraron una efectiva capacidad so-
lubilizadora de fosfatos (Patino Torres y Pra-
ger, 2010). Los procedimientos de aislamiento
y purificacion de las cepas se describen en
detalle en Patifio y Sanchez (2010). Para la
multiplicaciéon del inoculo, cada una de las
cepas se sembro con un asa, en 75 ml de
medio de cultivo liquido Pikovskaya (Patifio
Torres y Prager, 2010), el cual fue colocado
en agitacion durante 48 h a 160 r.p.m., en
condiciones adecuadas de luminosidad y
temperatura ambientales (= 23 °C).

Determinacion de actividad nitrogenasa

Debido a que algunos miembros del género
Burkholderia presentan actividad diazotrofi-
ca, se evaluo por PCR la presencia de genes
nifen el genoma de las cepas utilizadas. Para
el aislamiento y purificacion del ADN geno-
mico de los aislados se utilizé el Wizard® Ge-
nomic DNA Purification Kit (Promega, USA),

utilizando los protocolos sugeridos por el
fabricante. Los detalles y condiciones para la
amplificacion de las secuencias niffueron las
siguientes: se usaron los cebadores nifH F y
nifHR (5> ACCCGCCTGATCCTGCACGCCAA-
GG-3’y 5 ACGATGTAGATTTCCTGGGCCTT-
GTT-3’, respectivamente) en un termociclador
Biorad® modelo C100, se utilizé un primer
paso de desnaturalizacion a 94 °C por 5
min, seguido por 30 ciclos de amplificacion
(desnaturalizacion a 94 °C por 45 s, alinea-
cion a 55 °C por 45 s, extension a 72 °C por
45 s, y un paso final de elongacion a 72 °C
por S min); los amplicones fueron entonces
mantenidos por 5 min a 4 °C. Los productos
amplificados se corrieron luego en un gel de
agarosa a 0.8%, por 60 min y 75 v, en una
camara Bio Rad Wide Mini-Sub Cell GT. Para
las reacciones de PCR se utiliz6 el kit comer-
cial Go Taq Green Master Mix (Promega) y
las bandas electroforéticas se analizaron en
un equipo Molecular Imager® Gel DocTM XR
System (Biorad®).

Ensayos de inoculacion en invernadero

Para evaluar el efecto de la fertilizacion con
RF (fosforita 30P: 30% P;0s5; 40% CaO; so-
lubilidad en citrato de amonio neutro 3.1%) y
la inoculacion con las BSF sobre varios pa-
rametros de crecimiento de plantas de aji se
establecieron ocho tratamientos (Cuadro 1).
Las plantas fueron establecidas en materas
que contenian como sustrato 3.5 kg de suelo
acido no estéril altamente deficiente en P, pH
=4.76, MO (g/kg) = 87.59, PBray-II (mg/kg) =
3.97, K (cmol/kg) = 0.21, Ca (cmol/kg) = 2.87,
Mg (cm/kg) = 4.76, Al (cmol/kg) = 1.46, CIC
(cmol/kg) = 25.9, S (mg/kg) = 39.2, B (mg/
kg) = 0.78, Fe (mg/kg) = 36.34, Mn (mg/kg)

Cuadro 1. Tratamientos para evaluar el efecto de la inoculacion con bacterias solubilizadoras de fosforo y la aplicacion
de roca fosforica sobre el crecimiento y desarrollo de plantas de aji (Capsicum annum).

Tratamiento (no.) Iniciales Composicion

1 SRFSC Sin roca fosférica + semilla sin inocular

2 RF24SC 24 g de roca fosforica® + semilla sin inocular

3 SRFBa Sin roca fosférica +semilla inoculada con Burkholderia ambifaria

4 RF24Ba 24 g de roca fosforica + semilla inoculada con B. ambifaria

5 RF12Ba 12 g de roca fosforica + semilla inoculada con B. ambifaria

6 SRFBlata Sin roca fosforica + semilla inoculada con Burkholderia lata cepa 383
7 RF24Blata 24 g de roca fosforica + semilla inoculada con B. lata cepa 383

8 RF12Blata 12 g de roca fosforica + semilla inoculada con B. lata cepa 383

a. La roca fosforica fue incorporada con el suelo en la profundidad O — 5 cm.
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= 23.32, Cu (mg/kg) = 0.81, y Zn (mg/kg) =
2.12. Las dosis de RF aplicadas fueron 12 y
24 g/unidad experimental y se instalaron
en funcion de los requerimientos del cultivo,
siendo 24 g la cantidad mas adecuada. Las
cepas evaluadas se inocularon sobre las se-
millas de aji variedad Cayena, para lo cual se
sumergieron 50 semillas en un Erlenmeyer
con 75 ml de cultivo microbiano liquido por
24 hy agitacion a 120 r.p.m., que fue obtenido
durante la fase de multiplicacion de inoculo.
Se partio del principio que las células mi-
crobianas formarian una biopelicula sobre
la superficie de las semillas para favorecer
los procesos de colonizacion de las raices
(Yaryura et al., 2008).

Una vez inoculadas, se sembraron dos
semillas por unidad experimental consistente
en materas plasticas con contenido de suelo
no estéril. Quince dias después de aplicado el
tratamiento, se elimind una de las plantulas
en cada matera. El cultivo fue monitoreado
constantemente y con aplicacion de riegos
periodicos para mantener el suelo a capacidad
de campo. Las variables de crecimiento ana-
lizadas fueron, peso fresco total y de raices,
relacion peso fresco raiz/peso fresco tallo,
materia seca total, materia seca del tallo, area
foliar y fosforo total en tejidos. El registro de los
valores de las variables analizadas se hizo 68
dias después de la siembra. Los tratamientos
se dispusieron en un arreglo unifactorial, y
en invernadero, con un disefio completamente
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aleatorio. Los datos se sometieron a analisis
de varianza utilizando el software IBM SPSS
v19. La diferencia entre medias se evalué con la
prueba de Duncan (o= 0.05), debido a su ma-
yor poder en relacion con la prueba de Tukey.

Recuperacion de inoculantes

Para determinar la competitividad in situ de
los bioinoculantes, se hicieron pruebas sobre el
numero de aislamientos con capacidad solubi-
lizadora de fosfatos presentes en los sustratos
de siembra de cada uno de los tratamientos,
una vez se cosecharon las plantas. La recu-
peracion de los aislados se hizo utilizando la
técnica de dilucion serial (Sanchez de Prager
etal., 2006) y siembra en medio solido Pikovs-
kaya con fosfato tricalcico como Unica fuente
de fosforo (*°P). La solubilizacion de fosfatos
identificada por la presencia de un halo de
solubilizacion transparente alrededor de las
colonias. Una vez purificados, los aislamientos
se caracterizaron por pruebas microbiologicas
estandar (Sanchez de Prager et al., 2006).

Resultados

Amplificacion de secuencias nif

La reaccion de PCR para la clonacion de la
secuencia parcial del gen nifamplificé a partir
del ADN genoémico del aislado B. ambifaria
(UNBS?7, carril 8) un segmento de aproxima-
damente 600 pb (Foto 1) el cual, no obstante,
no fue secuenciado para determinar plena-

5 ©6 7 8

UNBS4 UNBSS UNBS6 UNBS7

Amplicones de la secuencia nif

Foto 1. Amplificacion por PCR de secuencias parciales del gen nifH en diferentes aislamientos bacterianos. Burkholderia lata co-
rresponde al carril 4 y B. ambifaria al carril 8. El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular (HyperLadder Bioline®).

139



Acta Agronémica. 63 (2) 2014, p 136-144

mente su identidad. No fue posible obtener un
amplicon en el caso de B. lata (UNBS3, carril
4), lo cual podria indicar carencia del gen de
la nitrogenasa en esta cepa particular, o baja
especificidad de los cebadores utilizados.

Ensayos en invernadero

El analisis de varianza mostr6 que los trata-
mientos aplicados en condiciones de inver-
nadero produjeron efectos significativamente
diferentes (P < 0.05) sobre las variables de
crecimiento analizadas, excepto para la re-
lacion peso fresco raiz/peso fresco tallo. Las
medias de los tratamientos y su diferencia
estadistica segun la prueba de Duncan apa-
recen en el Cuadro 2.

En todos los casos donde se presentaron
diferencias significativas (P < 00.5) y altamen-
te significativas (P < 0.01), el mayor efecto en
las diferentes variables se logr6 con los tra-
tamientos en los cuales se incorporo RF en el
suelo. Es necesario destacar que la aplicacion
de las BSP permitio reducir a la mitad la dosis
de RF necesaria para alcanzar los mismos
valores estadisticos en materia seca y fresco
del tallo, que el obtenido por las plantas fer-
tilizadas con 24 g de RF no inoculadas. Un
comportamiento similar se observo para las
variables biomasa total (peso fresco total) y
area foliar. Fue notable el efecto de la adicion
de RF sobre el crecimiento de la raiz, como
se observa al comparar los tratamientos sin
inéculo microbiano, con y sin adicion de RF,

donde el suministro de 24 g de RF significo
un aumento de mas de cuatro veces en el
peso fresco de la raiz (1.77 gvs 7.78 g) y un
incremento de aproximadamente 1.7 veces su
volumen, efectos que significaron una mayor
produccion de materia seca en los tratamien-
tos que recibieron la aplicacion de RF.

La aplicacion de solo RF (24 g) presento
un efecto notable en la produccion de bioma-
sa total y en area foliar (25.38 gy 327.3 cm?,
respectivamente), mientras que la aplicacion
conjunta de RF con las BSP, disminuyo¢ el area
foliar (318.2 cm? cuando se aplicé B. ambifaria
y 251.2 cm? cuando se inocul el aislado de B.
lata) y 1a biomasa total (14.18 gen el caso de la
inoculacion con B. ambifariay 22.01 g cuando
se aplico B. lata). Igualmente se observaron
diferencias (P < 0.05) para el efecto de la RF
sobre el peso de la parte aérea de las plantas,
tanto en base seca como en base fresca.

La aplicacion de RF al sustrato en cual-
quiera de las dosis evaluadas conjuntamen-
te con el bioinoculante redujo el valor de la
relacion peso fresco raiz /peso fresco tallo,
de 0.45 a 0.26, con diferencia (P < 0.05) para
el caso de B. ambifariay a 0.3116 en B. lata,
lo cual sugiere que para obtener una misma
cantidad de biomasa aérea, las plantas ino-
culadas con las BSF requieren de una raiz
con menor biomasa, pero mas eficiente en los
procesos de toma y absorcion de nutrientes,
procesos asociados con una arquitectura
radical mejorada producida, probablemente,

Cuadro 2. Efecto de la aplicacion de bacterias solubilizadoras de fosforo (BSF) y roca fosforica (RF) en el crecimiento de plantas
de aji (Capsicum annum) en condiciones de invernadero. 68 dias después de la siembra.

Tratamiento® Peso Materia Peso fresco Materia Relacion Peso fresco Area P total Indice relativo

fresco seca raiz tallo seca tallo PVR/PVT total foliar tejidos de eficiencia de

raiz (2 (g -PVT) (2 (2 (cm?  (mg/kg) uso de P
(g -PVR)

SRFB.lata 1.33a* 0.13a 4.4la 0.58 a 0.29 a 5.73 a 80.4 a 2.62 1.78 de
SRFSC 1.77 a 0.16a 6.73 ab 0.81 a 0.25 a 8.50 a 133.6 ab 1.98 2.42f
SRFBa 1.82 a 0.13a 5.42a 0.66 a 0.34ab 7.24a 107.0 a 2.64 1.69 d
RF24Ba 2.84ab 0.25ab 11.34 bc 1.41 ab 0.26 a 14.18 ab 318.2 cd 2.56 1.86 ¢
RF12B.lata 499bc 043b 14.81cd 1.97 be 0.33ab 19.80 bc 276.9 cd 4.31 1.05 a
RF24B.lata 5.32bc 0.46b 16.69 cd 2.50 ¢ 0.31ab 22.01 bc 251.2 bed 4.16 1.10 a
RF12Ba 5.87c 0.52b 15.03 cd 2.30 bc 0.37 ab  20.89 bc 197.9 abc 3.31 1.32 b
RF24SC 7.78 ¢ 0.78c 17.60d 2.76 c 0.45b 25.38 ¢ 327.3d 2.75 1.51¢c
PROMEDIO 3.97 0.36 11.52 2.00 0.33 15.47 211.6 3.04 -

a. La composicion de los tratamientos aparece en el Cuadro 1.

* Valores seguidos de letras iguales en una misma columna no difieren estadisticamente (P > 0.05), segiin la prueba de Duncan.
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como respuesta a la accion microbiana. Lo
anterior es confirmado por el hecho que las
plantas inoculadas con solo BSP muestran,
en relacion con el testigo sin inocular, un ma-
yor valor absoluto en el contenido de P total
en los tejidos (2.62 mg/kg para las plantas
tratadas con B. latay 2.64 mg/kg en el caso
de aquellas inoculadas con B. ambifaria, vs.
1.98 mg/kg para el testigo sin inocular).

Cuando la inoculacion de las BSF fue
acompanada de la aplicacion de RF, el in-
cremento en el contenido del P en los tejidos
fue ain mayor. Asi, las plantas suplementa-
das con 12 g de RF e inoculadas con B. lata
presentaron 4.31 mg/kg de P, mientras que
las fertilizadas con 24 g de RF y sin inocular
solo presentaron 2.75 mg/kg de fosforo (15P).
Comparativamente las plantas inoculadas
con B. ambifaria y suplementadas con 12 g
de RF presentaron contenidos de P de 3.31
mg/kg, siendo superior también al testigo sin
inocular y fertilizado con 24 g de RF.

En relacion con la eficiencia en el uso del
fosforo (*°P) determinada como biomasa pro-
ducida (g)/P total absorbido (g), fue evidente
que las plantas fertilizadas con este nutriente
fueron menos eficientes que aquellas no fer-
tilizadas, independiente de que fueran o no
inoculadas. Tomando como base la eficiencia
en el uso del P en las plantas del tratamiento
fertilizado con 12 g de RF e inoculado con
B. lata, el cual presenté la eficiencia mas
baja, las plantas no inoculadas ni fertilizadas
con RF presentaron una eficiencia 2.4 veces
mayor. No se encontro, sin embargo, relacion
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directa entre biomasa total y eficiencia de
uso de fosforo (*°P). Aunque las plantas no
fertilizadas con RF presentaron una mayor
eficiencia, no lograron producir una buena
biomasa relativa a las plantas fertilizadas.
En general, la aplicacion de los aislados pro-
dujo un efecto negativo y significativo sobre
la eficiencia en el uso de P en las plantas
inoculadas (Cuadro 2).

Por otra parte, aunque la inoculacion con
BSF no favoreci6 una mayor biomasa radical,
si mejor6 la arquitectura de la raiz, ya que
aumento6 la densidad de pelos radicales y de
raices secundarias y terciarias (Foto 2), ne-
cesarias para la toma y absorcion de los nu-
trientes. Esta es la razon probable por la cual
las plantas inoculadas presentaron mayores
contenidos de P en tejidos. El incremento de
raices finas y pequefias permite, ademas, a
la planta un mejor aprovechamiento del volu-
men de suelo en busca de nutrientes y agua.
Este efecto fue mas notable cuando se utilizo
adicionalmente RF como fuente de P (Foto 2).

Por el contrario, la aplicacién de solo
BSP, en particular el aislamiento de B. lata,
ocasiono una reduccion en términos absolu-
tos, aunque no diferente estadisticamente,
del area foliar y de la biomasa total en com-
paracion con las plantas no inoculadas y
no fertilizadas, un comportamiento similar
al observado cuando las plantas recibieron
fertilizacion con RF en las dosis evaluadas,
lo que implica efectos negativos de las BSF
sobre estas variables.

Foto 2. Patrones de crecimiento radical de plantas de aji (Capsicum annum) no fertilizadas, inoculadas (izquierda)

y sin inocular con B. ambifaria (derecha).
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Recuperacion de inoculantes

A excepcion del tratamiento que incluyo la
aplicacion de 24 g de RF e inoculacion con
B. lata, del cual no fue posible obtener aisla-
mientos bacterianos, de los demas tratamien-
tos que incluyeron bioinoculantes, se recu-
peraron cantidades variables de poblaciones
bacterianas (1 x 10" a4 x 10" UFC) correspon-
dientes taxonémicamente a los aislamientos
inoculados, los cuales conservaron su capaci-
dad solubilizadora de fosfatos (Cuadro 3). Del
tratamiento testigo sin inoculo microbiano no
fue posible recuperar BSF en medio de enri-
quecimiento PVK, lo cual apoya la hipétesis
de que la inoculacién de semillas antes de
la siembra favorece el establecimiento de las
poblaciones bacterianas sobre la superficie
de las raices de la planta.

Cuadro 3. Unidades formadoras de colonias (UFC) recu-
peradas del suelo rizosférico de plantas de aji
(Capsicum annum) en diferentes tratamientos
de inoculacion con bacterias solubilizadoras
de fosforo y aplicacion de roca fosforica, en

invernadero.

Tratamiento® UFC (no.)
SRFB.lata’ 1x 107
SRFSC 0

SRFBa 4x 107
RF24Ba 1x 107
RF12B.lata 2 x 107
RF24B.lata 0
RF24SC 1x 107

*. Caracteristicas morfolégicas y bioquimicas: bacilos Gram
negativos moviles, catalasa +, oxidasa +, citrato +, ureasa
-, SIM +, sin endosporas evidentes.

a. La composicion de los tratamientos aparece en el Cuadro 1.

Discusion
Los resultados en el presente ensayo confir-
man las respuestas positivas a la fertiliza-
cion con RF y bioinoculacién en campo y/o
invernadero en diferentes cultivos (Rodriguez
y Fraga, 1999; Dwivedi et al., 2004; Vassilev
et al., 1996; Supanjani et al., 2006; Han et
al., 2006; Leaungvutiviroj et al., 2010; Co-
llavino et al, 2010). Este efecto sinérgico se
puede explicar considerando que mientras
la RF aporta principalmente fosforo, las BSP
pueden tener efectos adicionales en la solu-
bilizacion de este nutriente; por ejemplo, en
la fijacion de N, el biocontrol de patégenos y
la produccion de sustancias fitorreguladoras
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(Archand y Schneider, 2006). Aunque no se
pudo comprobar en este estudio, es posible
que B. ambifaria tenga actividad diazotrofa,
segun se deduce de los resultados de las
pruebas moleculares efectuadas; de hecho,
hay evidencia de que la diazotrofia es una
caracteristica ampliamente distribuida en
varias especies de este género (Paungfoo-
Lonhienne et al., 2014). Igualmente, las
variaciones de la arquitectura radical en las
plantas inoculadas indican la produccion de
sustancias con accion hormonal por las cepas
de Burkholderia utilizadas en este ensayo, ya
que se conocen evidencias circunstanciales
de cambios morfolégicos del sistema radical
producidos en diferentes especies vegetales
después de la inoculacion con esta bacteria,
que podrian estar relacionados con la pro-
duccion de sustancias tipo auxinas (Coenye
y Vandamme, 2006), hipotesis que puede ser
tema de estudios futuros.

De otra parte, en el presente estudio la
relacion peso fresco de raiz/peso fresco del
tallo, en la dosis maxima de RF (24 mg/kg)
alcanzé un valor de 0.45; pero cuando la
misma dosis se combindé con B. ambifaria,
esta relacion se redujo a 0.26, lo que sugiere
una menor inversion de fotosintatos para la
obtencion de nutrientes y/o un incremento
en la eficiencia de los procesos de toma y
adquisicion de nutrientes y agua a través de
la raiz, debido a un mayor desarrollo radical
lateral. Esta conclusion se apoya en el hecho
de que los contenidos de P de los tejidos ino-
culados con las bacterias fueron mayores que
los alcanzados por las plantas no inoculadas.

En resumen, los resultados del presente
estudio ponen de manifiesto la importancia
de usar la roca fosférica como una fuente
de fosforo alternativa a los fertilizantes sin-
téticos, particularmente en las condiciones
del trépico, donde este estudio y otros han
demostrado que es altamente eficiente en
promover el crecimiento vegetal, especial-
mente cuando su aplicacion se acompana de
la inoculacion de microorganismos que, ade-
mas de proveer de un suministro constante
del nutriente a través de su actividad fisiolo-
gica normal, ejercen otras acciones benéficas
sobre el metabolismo y la estructura vegetal.
Es conveniente sefialar que, ademas de ser
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una aproximacion agronémicamente eficaz,
la fertilizacién con RF y bioinoculantes es
una practica ambientalmente sostenible y
poco costosa, adecuada a las condiciones
socio-economicas y ambientales propias del
tropico.

Conclusiones

* Los aislamientos bacterianos Burkholde-
ria ambifaria 'y B. lata, solubilizadores de
fosforo, cuando se inocularon en aji (Cap-
sicun annum) se adaptaron a su rizosfera
e incrementaron la eficiencia en el uso de
roca fosforica, lo que permitié reducir la
aplicacion de esta fuente de fosforo a la
mitad, sin que ocurran diferencias signifi-
cativas en la respuesta de las variables de
crecimiento produccion de biomasa total,
area foliar y area y distribucion de raices.

e Del ADN gendémico de los aislados de
Burkholderia ambifaria se logré obtener
por PCR, amplicones con potenciales se-
cuencias del gen NifH, componente de la
enzima Nitrogenasa.
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