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RESUMEN

Introducciéon. La soya establece una
simbiosis con Bradyrhizobium japonicum para
fijar N atmosférico. La coinoculacion con otros
microorganismos promotores del crecimiento
(MPC) puede incrementar la Fijacion Biologica
de Nitrogeno (FBN) y el crecimiento de las plan-
tas. Objetivo. Determinar si la inoculacién con
los hongos solubilizadores de P (SP), Aspergillus
flavus (S1) y Trichoderma longibrachiatum (S2),
afecta variables de crecimiento y de FBN en
soya. Materiales y métodos. En un Andisol y
un Ultisol en invernadero, se evaluaron variables
de crecimiento y FBN en soya inoculada con B.
japonicum y 2 SP. Se evaluaron 5 tratamientos:
un testigo absoluto (T), adicion de roca fosforica
(RF), adicion de RF e inoculacion con B. japo-
nicum (BRF) y la adiciéon de RF, B. japonicum
y los 2 SP de manera independiente (BRFSI y
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BRFS2). Se establecio un disefio irrestricto al
azar con 4 repeticiones y los datos se analizaron
segun la normalidad, con ANDEVA y DGC
al 5% o Kruskal Wallis al 5%. Resultados. Se
obtuvo un efecto positivo sobre las variables
evaluadas, cuando la soya se inoculd con los SP
ademas de B. japonicum. El efecto fue tendencia
en el Andisol, para las variables peso fresco
aéreo y numero de ndédulos y su peso seco, mien-
tras que para el Ultisol se encontrd significancia
para estas mismas variables, asi como para el
peso seco aéreo, area foliar y contenido de N y
P foliar, el efecto fue mayor en BRFS2. En tér-
minos absolutos el mayor contenido de P en la
biomasa microbiana del suelo y la mayor pobla-
cion de SP se encontrd en el tratamiento con la
presencia de S2. Las poblaciones de Fijadores de
N fueron mayores para T y RF. Conclusion. La
inoculacién con hongos SP puede afectar positi-
vamente la FBN, las cantidades de N y P foliar
asi como el crecimiento de las plantas de soya.
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ABSTRACT

Increase the biological nitrogen
fixation and the growth of soybean (Glycine
max) using phosphorus-solubilizing fungi.
Introduction. Soybean establishes a symbiosis
with Bradyrhizobium japonicum that allows
it to fix atmospheric N. Coinoculation with
other plant growth-promoting microorganisms
can increase Biological Nitrogen Fixation
(BNF) and plant growth. Objective. Determine
if inoculation with P-solubilizing fungi (SP),
Aspergillus  flavus (S1) and Trichoderma
longibrachiatum (S2), affects growth and BNF
variables in soybeans. Materials and methods.
In the greenhouse on an Andisol and an Ultisol,
growth variables and BNF were evaluated in
soybeans inoculated with B. japonicum and
2 SPs. Five treatments were evaluated: an
absolute control (T), addition of phosphate rock
(RF), addition of RF and inoculation with B.
japonicum (BRF) and the addition of RF, B.

INTRODUCCION

El N y el P son nutrientes esenciales para
el crecimiento de las plantas y el soporte de la
vida en su conjunto. La disponibilidad de estos
nutrientes esta regulada en los ecosistemas, a
través de procesos complejos relacionados con
los ciclos biogeoquimicos, y son mediados de
una u otra manera por una alta diversidad de
poblaciones microbiologicas (Parewa et al. 2018)
interrelacionadas, interdependientes y autoorga-
nizadas (Morin 2002).

En el caso del N, la atmodsfera esta com-
puesta por 78,08% de N,, un gas inerte que en
condiciones naturales es practicamente no dispo-
nible para plantas y animales (Islam et al. 2017)
y solo puede ser disponibilizado por bacterias
y arqueas en los ambientes bidticos. Después
de que Fritz Haber y Carl Bosch descubrieron,
en las primeras décadas del siglo XX, la forma
de sintetizarlo de la atmosfera, la tecnologia se
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Jjaponicum and the 2 SPs independently (BRFSI
and BRFS2). An unrestricted randomized design
with 4 repetitions was established and the data
was analyzed according to normality, either with
ANDEVA and DGC at 5% or Kruskal Wallis at
5%. Results. The responses obtained showed a
positive effect on the evaluated variables when
soybeans were inoculated with SP in addition
with B. japonicum. The effect was a trend in
Andisol, for the variables aerial fresh weight and
number of nodules and their dry weight, while
for Ultisol significance was found for these same
variables, as well as for aerial dry weight, leaf
arca and N content and foliar P, with the greatest
effect in BRFS2. In absolute terms, the highest
P content in the soil microbial biomass and the
highest SP population was found in the treatment
with the presence of S2. The populations of N
Fixers (NF) in the soil were higher for T and RF
that did not have inoculation with B. japonicum.
Conclusion. Inoculation with SP fungi can
positively affect BNF, foliar N and P amounts as
well as soybean plant growth.

ha utilizado en la fabricacion de fertilizantes
nitrogenados. Esto ha permitido aplicar grandes
cantidades de N soluble en los suelos agricolas y
aumentar ampliamente el rendimiento de los cul-
tivos. Sin embargo, de manera asociada el uso de
esta tecnologia ha contribuido de forma muy sig-
nificativa con la contaminacion de mantos acui-
feros, la eutrofizacion, la desestabilizacion de las
poblaciones naturales, la produccion de gases de
efecto invernadero, la lluvia acida (Savci 2012)
y los dafios a la salud humana (El-Nahhal 2018).
Ademas el proceso demanda mucha energia
y requiere quemar toneladas de gas natural y
contar con reactores de acero de paredes gruesas
para contener la presion necesaria. Por otro lado,
el proceso industrial estd muy cercano a los limi-
tes tecnoldgicos, lo que deja casi sin espacio a
las mejoras adicionales mediante la optimizacion
tecnologica (Cherkasov et al. 2015).

En el caso del P, ademas del impacto
ecologico negativo de su uso como fertilizante



CASTRO-BARQUERO: Uso de hongos solubilizadores de fosforo en soya 95

soluble, que incluye la contaminacion de mantos
acuiferos, la eutrofizacion, la desestabilizacion
de las poblaciones naturales, entre otras (Schind-
ler et al. 2008), este nutriente impone un limite
fisico insoslayable a la agricultura industrial, ya
que el cenit de los yacimientos fosforicos se esti-
ma para la década del 2030-2040, lo que limitara
inevitablemente la produccion de fertilizantes
fosforados de sintesis quimica (Fernandez y

Gonzélez-Reyes 2014).

En los ultimos afios, la productividad
de muchos cultivos se ha reducido, debido a la
degradacion de la calidad y salud de los suelos
y los ecosistemas en general. Una de las causas
principales de esta problematica es el uso con-
tinuo de fertilizantes quimicos solubles, sobre
todo de N y P (Savci 2012). Hay consenso en que
esta practica tiene un efecto nocivo sobre el suelo
y los ecosistemas en general (Savci 2012, Parewa
et al. 2018), por lo que es urgente encontrar nue-
vas vias para solventar la nutricion de las plantas.
La produccion sostenible de cultivos agricolas
solo podra lograrse mediante la aplicacion de
técnicas que no deterioren la salud del suelo y
los ecosistemas (Parewa et al. 2018, Singh et al.
2016), cualquier otra via no podra ser sostenible
en una biosfera finita.

Debido a esto, existe un creciente interés
para reducir la dependencia en la fertilizacion
quimica, con el establecimiento de practicas
agricolas que aprovechen y se integren con los
procesos y ciclos naturales (Giraldo 2015) para
mantener la calidad y salud de los suelos. La
inoculacioén de plantas con microorganismos con
capacidad biofertilizante es una practica acorde
con la puesta en marcha de un nueva raciona-
lidad, que entiende que la agricultura, ademas
de producir bienes agricolas como alimentos y
fibras, tiene un impacto directo sobre la estabi-
lidad dinamica de los ecosistemas, la sostenibi-
lidad ambiental, y el bienestar animal y humano
(Kibblewhite et al. 2008; Giraldo y Toro 2020).

Los microorganismos del suelo que se
asocian a las plantas y presentan efectos bené-
ficos para su desarrollo, han sido denominado
microorganismos promotores del crecimiento

vegetal (MPCV), dentro de ellos se encuentran
los conocidos como biofertilizantes. Los bio-
fertilizantes representan una herramienta para
mejorar la nutricion de las plantas, ya que posi-
bilitan la disponibilidad de nutrientes, asi como
una mejor eficiencia de su uso, sin causar daflos
en los ecosistemas (Singh ef al. 2016).

Los biofertilizantes incluyen, entre otros,
los microorganismos solubilizadores de fosforo
(SP) y las bacterias fijadores de N (FN). En
cuanto a las FN se encuentran tanto las de vida
libre como el género Azotobacter, las asociadas
a la rizosfera como el género Azospirillum y las
que establecen asociaciones simbioticas endofiti-
cas con plantas como las leguminosas y forman
estructuras radicales especializadas para la fija-
ci6n del N atmosférico, conocidas como nodulos
(Parewa et al. 2018). Este ultimo es el caso de la
relacion simbidtica entre la bacteria Bradyrhizo-
bium japonicum y la soya.

Las bacterias FN en toda su diversidad,
forman parte integral de sistemas vivos con-
cretos y ecosistemas y son reconocidas como
responsables de la mayor parte de la fijacion del
nitrégeno atmosférico, por medio del proceso
conocido como Fijacion Bioldgica de Nitrogeno
(FBN) (Soumare et al. 2020). Al contrario del
proceso industrial Haber-Bosch, la FBN tiene
lugar imperceptiblemente a temperatura y pre-
sion ambiente, por esto desde el punto de vista
ambiental se muestra como un proceso de auto-
rregulacion sistémica que no tiene problemas
ambientales asociados (Cherkasov et al. 2015).

Los géneros de Rhizobium y Bradyrhizo-
bium han sido utilizados como inoculantes en la
agricultura, en la produccion de leguminosas de
interés para el consumo humano y animal. Entre
los que destaca el cultivo de la soya (Glycine
max) y una gran variedad de frijoles (Phaseolus
sp.) que producen biomasa y grano, asi como
también leguminosas utilizadas para la produc-
cion de forrajes, coberturas y abonos verdes
(Hungria et al. 2013).

Las leguminosas tienen un papel fun-
damental en el desarrollo de estrategias para
asegurar una produccién agricola sin afectar
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negativamente el medio ambiente, ya sea por
la produccion directa de los cultivos de legu-
minosas o por la utilizacion de los residuos de
cosecha que pueden incorporarse al suelo super-
ficialmente y/o ser aprovechados en asociaciones
y rotaciones, como fuente de N para el suelo y
otros cultivos (Islam et al. 2017).

Las asociaciones simbidticas entre las
leguminosas y Rhizobium pueden reducir alre-
dedor de 70 millones de toneladas por afio de N
atmosférico a amoniaco; esta cantidad representa
el 40% del total del N fijado biologicamente, el
60% restantes es fijado por bacterias en aso-
ciacion en la rizosfera o aquellas de vida libre
(Islam et al. 2017).

El cultivo de la soya en asociacion con
Bradyrhizobium puede fijar hasta 300 kgha'.
afio”! de N atmosférico para su crecimiento y a
la vez enriquecer la fertilidad y el contenido de
materia organica del suelo (Rattan et al. 2017,
Soumare ef al. 2020, Islam et al. 2017).

Para el caso particular de la soya, el esta-
blecimiento de la simbiosis es fundamental para
lograr una produccion adecuada, por lo que la
inoculacién con cepas de B. japonicum eficientes
ha sido bastante estudiada (Rahmani et al. 2000,
Kazemi et al. 2005, Saranraj et al. 2021, Edson
Zilli et al. 2021). Maluk et al. (2023) indican
que la capacidad de FBN de la soya nodulada
se puede utilizar para proporcionar la mayoria
de los requisitos de N de la planta, pero requiere
la inoculacion con cepas de Bradyrhizobium no
nativas, ya que la falta de inoculacion da como
resultado reducciones significativas tanto en el
rendimiento como en la calidad del grano.

La investigacion sobre la contribucion de
la inoculacion multiple de biofertilizantes en la
produccién de soya es menos abundante y se ha
prestado menor atencién al efecto combinado
de la inoculaciéon con microorganismos SP. El
P, a pesar de ser abundante en los suelos tanto
en formas inorgdnicas como organicas, €s poco
disponible para las plantas en muchos de los
suelos agricolas en todo el mundo e incluso en
suelos considerados como fértiles, generalmente
no es suficiente debido a su poca disponibilidad
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(Gyaneshwar et al. 2002). El P es requerido para
procesos tan importantes como la fotosintesis, la
FBN, el desarrollo de la raiz, la floracion, la for-
macion de semillas, la fructificacion y la mejora
de la calidad de los cultivos (Lamyaa et al. 2019).

Debido a la inmovilizacién en los suelos
la eficiencia del uso de fertilizantes fosforicos
en todo el mundo es de alrededor de 10-25% y la
concentracion de fosforo disponible (aniones de
ortofosfatos) para las plantas en la solucion del
suelo es muy baja y alcanza el nivel de 1 a 5 uM
(Gyaneshwar et al. 2002, Richardson et al. 2009,
Islam et al. 2017, Lamyaa et al. 2019).

Los microorganismos pueden biodispo-
nibilizar el P nativo del suelo, asi como fuentes
adicionadas como la roca fosforica (RF). La
biodosponibilidad de P por los microorganismos
se atribuye principalmente a la solubilizacion
por excrecion de acidos organicos, sin embargo,
otros procesos como la produccion de sideroforos
estan involucrados (Hallama et al. 2019, Rawat
et al. 2021, Basilio et al. 2022). De esta manera,
estos microorganismos son capaces de transfor-
mar el P fijado o no disponible en el suelo, a for-
mas disponibles para la planta. Paralelamente, la
biomasa microbiana puede asimilar el P soluble
y evitar que se fije en la fase mineral del suelo, y
de esta forma permanece biodisponible (Patifio-
Torres y Sanclemente-Reyes 2014, Islam et al.
2017, Lamyaa et al. 2019, Rawat et al. 2021).

El P es requerido en cantidades apropiadas
por todos los cultivos, pero para las leguminosas
su presencia es muy relevante, ya que la FBN
es un proceso altamente demandante de energia
y por tanto, dependiente de una cantidad ade-
cuada de P disponible, el cual forma parte de la
molécula de adenosin trifosfato (ATP), principal
transportador energético para la mayoria de los
procesos celulares incluyendo la FBN (Kleinert
et al. 2014, Li et al. 2020, Lamyaa et al. 2019,
Islam et al. 2017).

Se ha observado que la co-inoculacion
de cepas de Rhizobium junto con otros MPCYV,
como los solublizadores de P, permite una mayor
FBN y un mejor crecimiento y produccion de las
plantas, debido posiblemente a una nutricion mas
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adecuada y/o a otros efectos promovidos por la
interaccion de los microorganismos inoculados y
sus relaciones con el entorno, dentro del concep-
to de holobionte (Cassan ef al. 2009, Zarei et al.
2012, Parewa et al. 2018, Lyu et al. 2021). De esta
manera, los microorganismos que fijan N y aque-
llos que solubilizan P presentan potencial para
ser utilizadas como parte de un sistema general
de gestion agricola, que permita reducir el uso de
fertilizante sintético (Parewa et al. 2018, Islam et
al. 2017).

En esta investigacion, se evalu6 a nivel de
invernadero y en suelos (Andisol y Ultisol) de
Costa Rica, el efecto de la inoculacion con los
hongos nativos, Aspergillus flavus (CIA-UCR-
20SP) y Trichoderma longibrachiatum (CIA-
UCR-29SP), descritos previamente como SP por
Vargas y Castro (2019), sobre el crecimiento y la
nutricion nitrogenada y fosforica de las plantas

de soya y la relacion simbidtica que establece
con Bradyrizobium japonicum. Esto con el fin
de explorar técnicas agroecoldgicas particulares
y locales que puedan insertarse dentro de un
manejo agricola sostenible.

MATERIALES Y METODOS

Los ensayos se realizaron en el inverna-
dero del Laboratorio de Microbiologia Agricola
del Centro de Investigaciones Agronomicas de la
Universidad de Costa Rica (LMA-CIA-UCR). Se
utilizaron 2 suelos un Andisol de Rancho Redon-
do, San José y un Ultisol de Sarapiqui, Heredia.
Los respectivos analisis de suelo se muestran en
la Tabla 1. Cada suelo por separado se homoge-
nizd y se colocaron en recipientes de 4 litros de
capacidad.

Tabla 1.  Analisis quimico de los suelos utilizados realizados en el LSF-CIA.
pH cmol (+).L! %  mgkg! mg.L"!
H,0 CE ACIDEZ Ca Mg K CICE | SA P-Total P Zn Cu Fe Mn
mS/cm
5,5 1,5 0,5 4 1 0,2 5 10 3 1 10 5
Andisol 5,6 0,4 0,16 6,32 1,70 0,23 841 2 986 17 54 9 140 6
Ultisol 5 0,1 1,41 33 1,27 0,18 6,19 | 23 3 5,0 7 273 34

Para la siembra de cada unidad expe-
rimental, se utilizo 2 semillas de soya de la
variedad para grano y forraje CIGRAS-UCR-06
y se inocularon segun el tratamiento, con 3
cepas de Bradyrhizobium japonicum en mezcla
(CIA-UCR-506, CIA-UCR-508 y CIA-UCR-514),
Aspergillus flavus (cepa CIA-UCR-20SP) (S1) y
Trichoderma longibrachiatum (cepa CIA-UCR-
29SP) (S2), hongos previamente identificados
(Vargas y Castro 2019) por técnicas moleculares
en el Centro de Investigacion en Proteccion de
Cultivos de la UCR (CIPROC-UCR), ademas
Vargas y Castro (2019) describen su potencial
como SP. Ocho dias antes de la siembra se aplico

a los tratamientos que asi lo requerian 8 g de roca
fosforica 33% P.maceta™.

La inoculacion con B. japonicum se rea-
liz6 directamente a la siembra con la aplicacion
de 10 ml a cada semilla de una solucioén con una
poblacion de 108 UFC.ml"!'. La mezcla bacteriana
se suspendid en agua esterilizada, a partir del
crecimiento en placas Petri con el medio agar
levadura manitol (ALM). Los hongos se apli-
caron cuando las plantas emergieron del suelo
(10 dias después de la siembra) y se realiz6 una
segunda aplicacion 24 dias después de la siem-
bra. Los hongos se aplicaron también en una
soluciéon acuosa con una concentracion 10°, la
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suspension en agua se realizd a partir del cre-
cimiento sobre placas de Petri con medio papa
dextrosa agar (PDA) y se aplicaron 50 ml de la
solucion en forma de “drench” alrededor de cada
planta, para un total de 100 ml por maceta.

Los ensayos se organizaron de mane-
ra independiente en un diseflo experimental
irrestricto al azar con 4 repeticiones y los 5
tratamientos siguientes: un testigo absoluto (T),
adicion de roca fosforica (RF), adicion de RF
e inoculacion con B. japonicum (BRF), y la
adicion de RF, B. japonicum y los 2 SP inde-
pendientemente (BRFS1 y BRFS2) (Figura 1A).
Luego de comprobar la normalidad de los datos
(Shapiro-Wilks), se analizaron con ANDEVA y

$1

S2

TRF

BRF

DGC (p<0,05) y con Kruskal Wallis al 5% de
significancia.

Los ensayos fueron evaluados en la ctapa
fenologica 50% de floracion. Se separd la parte
aérea y la parte radical y al tejido foliar se le
determiné el peso fresco y se llevd a un horno
con temperatura de 60°C por 48 horas, hasta
alcanzar el peso seco que fue medido. A la parte
radical se le determiné el peso fresco y se extra-
jeron los nodulos presentes, los mismos fueron
colocados en contenedores metalicos para ser
contados y pesados (Figura 1B), ambos materia-
les fueron llevados al horno por 48 horas y se les
determind el peso seco.

Figura 1. A. Organizacion del ensayo en el invernadero del LMA-CIA. B. Recoleccion de nddulos para su conteo y determi-

nacion de masa himeda y seca.

Los pesos secos y frescos de los tejidos
vegetales fueron determinados en una balanza
granataria digital marca Sartorios, mientras que
para los nodulos se utilizo6 una balanza analitica
digital Explorer de OHAUS.
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Las variables evaluadas en el Andisol para
determinar el efecto sobre el crecimiento de las
plantas fueron: el peso fresco y seco tanto foliar
como radical (PFA, PSA, PFR, PSR). Mientras
que, para determinar el efecto sobre las variables
de FBN, se determiné el nimero de nddulos y el
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peso fresco y seco (PFN: Peso fresco de nédulos
y PSN: Peso seco de nodulos) de estos. En el
Ultisol, se midieron estas mismas variables, pero
como se observaron diferencias en el tamafio y el
color de las hojas en los diferentes tratamientos,
se evaluo el area foliar, de la hoja mas grande
presente en las 6 hojas mas jovenes completa-
mente desarrolladas. Asi también, se determind
la concentracion de N y P foliar por los métodos
descritos por Diaz y Hunter (1978) y Henriquez
y Cabalceta (2012) aplicados en el Laboratorio de
Suelos y Foliares del Centro de Investigaciones
Agronémicas de la Universidad de Costa Rica
(LSF-CIA-UCR). Las variables de FBN evalua-
das fueron las mismas que en el Andisol.

En el Ultisol se evaluo, en el LMA-
CIA-UCR, las poblaciones de solubilizadores
de fosforo, fijadores de Nitrogeno y la biomasa
microbiana de P en el suelo. Para determinar las
poblaciones, se realizaron diluciones seriadas y
recuentos viables (MLA-CIA-UCR 2015). Para
las poblaciones de FN, se determinaron las uni-
dades formadoras de colonias (UFC) mediante
el recuento en el medio fijadores de N (FN)
(MLA-CIA-UCR 2015). Las poblaciones de SP,
se determinaron segun la técnica del nimero mas
probable (NMP) (MLA-CIA-UCR 2015), con
el medio de crecimiento propuesto por Osorio
y Habte (2001) y la metodologia utilizada por
Vargas y Castro (2019). La determinacion de
biomasa microbiana de P en el suelo se realizo
mediante el procedimiento de extraccion-fumi-
gacion de Vance et al. (1987) y el P en solucion se
determin6 en LSF-CIA-UCR por Espectroscopia
de Emision Optica de Plasma Acoplado Inducti-
vamente (ICP-OES).

De manera complementaria se determind
la capacidad de produccion de sideréforos de las
cepas Aspergillus flavus (cepa CIA-UCR-20SP)
y Trichoderma longibrachiatum (cepa CIA-UCR-
29SP), por medio de la metodologia propuesta
por Milagres et al. (1999), la cual determina un
viraje de color del medio Cromo azurol S agar
(CAS-azul), de azul a colores rojizos o naranjas,
esto debido al secuestro del Fe, por los sider6fo-
ros producidos por el microorganismo. Debido a

que el medio CAS-azul es toxico para muchos
microorganismos, se preparan placas Petri con el
medio indicado para el microorganismo a evaluar
y el medio CAS-azul. Para este caso los hongos
se colocaron para su crecimiento en PDA que
ocupd el 50% de la placa y el viraje de color se
evaluo en el medio CAS-azul que ocup¢ el otro
50%.

RESULTADOS Y DISCUSION

En ambos suelos, se observd un efecto
positivo de la inoculacion con los hongos Asper-
gillus flavus (S1) y Trichoderma longibrachia-
tum (S2) sobre variables de crecimiento y FBN
en el cultivo de la soya. Para el Andisol esta
respuesta fue tendencia, y para el Ultisol fue
estadisticamente significativa.

En cuanto al Andisol (Tabla 2), el trata-
miento T mostré el menor PFA con 18,58 gy los
2 tratamientos con SP los mayores pesos (22,93
y 22,4 g) sin ser estos estadisticamente diferen-
tes a los tratamientos TRF y BRF (20,73 y 21,31
g). Las variables PSA, PFR y PSR no mostraron
diferencias significativas entre los tratamientos.
En las variables de FBN el tratamiento T y TRF
obtuvieron los menores valores para la variable
nimero de nodulos (5,5 y 11), ya que en este
caso no hubo inoculacién con Bradyrhizobium
y los nodulos formados fueron producto de la
nodulacion con cepas presentes en el suelo.
Estos nodulos eran grandes, redondeados, pero
poco esféricos, el color interno claro y ubicados
en las raices periféricas (Figura 2A). Los trata-
mientos BRFS1 y BRFS2 mostraron el mayor
numero de noédulos (73,25 y 79,75) mientras que
el tratamiento BRF presentd un comportamiento
intermedio para esta variable con 64,25 nodulos.
Estos ultimos 3 tratamientos mencionados mos-
traron nodulacion en la base de la raiz y los nodu-
los eran mas pequefios, esféricos (Figura 2B) y
rojos en su interior, lo que indica la presencia
activa de leghemoglobina, proteina involucrada
en la regulacion de la concentracion de oxigeno
dentro del nodulo e indicadora de la fijacion por
parte de la enzima nitrogenasa (Lloret-Pastor
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2021). La posicion espacial de los nodulos, en la
base radical, es usual en la nodulacién producto
de la inoculacion, ya que la infeccion con la

bacteria se da en los primeros estados de la ger-
minacion de la semilla.

Tabla 2. Resumen de los resultados obtenidos para las variables evaluadas en el Andisol.
Tratamiento  PFAlg PSA g PFR g PSR g PFN' mg PSN! mg rfi‘;ﬁizrsoz
T 18,58 B 4,38 16,51 1,53 2222 B 054,8 B 55B
RF 20,73 A 4,55 16,15 1,56 636,44 A 1494 A 11B
BRF 21,31 A 4,44 16,41 1,55 6784 A 1854 A 64,25 AB
BRFSI 22,93 A 4,51 16,01 1,39 834,9 A 217,8 A 73,25 A
BRFS2 224 A 4,65 12,1 1,07 819,3 A 230,7 A 79,75 A

Letras diferentes en la misma columna muestran diferencias estadisticas entre medias, segin DGC al 5% o Kruskal Wallis al

5% (' y 2 respectivamente).

Figura 2. Tamaiflo, forma y posicion de los nddulos en las plantas sin inocular (A) y aquellas inoculadas con B. japonicum (B).

Para las variables PFN y PSN, el tra-
tamiento T mostré los menores valores, los
otros tratamientos no presentaron diferencias
significativas, pero la tendencia fue encontrar
los mayores pesos en los tratamientos BRFSI
y BRFS2, los cuales contenian, ademas de la
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cepa de Bradyrhizobium, los hongos Aspergillus
flavus (S1) y Trichoderma longibrachiatum (S2)
(Tabla 2).

En el Ultisol, se encontraron diferen-
cias significativas en las variables PFA, PSA,
PFN, PSN, nimero de noddulos, area foliar y
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concentracion de P y N foliar. Para el peso fres-
co aéreo (Figura 3), los tratamientos T, TRF y
BRF mostraron el menor peso foliar con pesos
entre 15 y 19,24 g; mientras que los tratamientos
BRFS1 y BRFS2 mostraron los mayores pesos
frescos foliares con valores de 23,77 y 25,78 g,
respectivamente. El peso seco aéreo (Figura 3)

= = N N
o v o (3}

Peso fresco aéreo (PFA) g

(O]

b b
B B
| I I
0 l
T RF BRF

mostrd el mismo comportamiento, en este caso,
los tratamientos T, TRF y BRF mostraron pesos
entre 4,49 y 5,50 g y los tratamientos con Asper-
gillus flavus (S1) y Trichoderma longibrachia-
tum (S2) valores significativamente mayores de
6,53 y 7,08 g para S1 y S2 respectivamente.

a A ’
A I
I 0

BRFS1 BRFS2

w B~ 0 N

N
Peso seco aéreo (PSA) g

[uny

Tratamientos

HPFA B EPSA

Figura 3. Peso fresco y seco aéreo encontrado en los diferentes tratamientos.

Letras diferentes en las columnas segun el eje muestran diferencias estadisticas entre medias, segun DGC al 5%.

Para las variables PFN y PSN (Figura 4),
los tratamientos se distribuyeron en aquellos que
presentaron los valores mas bajos, que fueron el
Ty el TRF con 31,7 y 16,9 mg para el peso fres-
co, y 8 y 5 mg para el seco respectivamente. Asi

como, los tratamientos con los valores estadisti-
camente mas altos que fueron BRF con valores
del89 y 63 mg, y BRFS1 y BRFS2 con valores
de 230 y 252,7 mg en peso fresco y 69 y 80 mg
en peso seco.
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BRFS1

BRFS2

Tratamientos

EMPFN ® EPSN

Figura 4. Peso fresco y seco de nodulos en los diferentes tratamientos.

Letras diferentes en las columnas segun el eje muestran diferencias estadisticas entre medias, segun DGC al 5%
para el peso fresco y Kruskal Wallis al 5% para el peso seco.

Para la variable nimero de nodulos (Figu-
ra 5A), el comportamiento fue similar al obser-
vado en el suelo Andisol, tanto a las tendencias
como en lo que se apunt6 con respecto al tamafio,
color y posicion de los nodulos. En este caso, los
tratamientos T y RF presentaron la menor can-
tidad de no6dulos con un maximo de 2 nddulos,

A
A
AB
. I
BRF

BRFS1 BRFS2
Tratamientos

s @ @
3 8 3

Numero de nédulos
~ w
3 8

-
s
®

o

A

el tratamiento BRF presentd un valor de 35,5
nédulos y wvalor intermedio de significancia,
mientras que los tratamientos con Aspergillus
flavus (BRFS1) y Trichoderma longibrachia-
tum (BRFS2) presentaron significativamente la
mayor cantidad de noédulos con valores entre
48,75y 52,75.

A
100 B
B
80
C

60 ¢
40
20

0

: 4 RF BRF

BRFS1 BRFS2

Area foliar en cm?

Tratamientos

B

Figura 5. Numero de nddulos (A) y area foliar (B) de las plantas de soya en los diferentes tratamientos.

Letras diferentes en las columnas muestran diferencias estadisticas entre medias, segiin DGC al 5% para el area
foliar y Kruskal Wallis al 5% para el nimero de nodulos.
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La variable area foliar (Figura 5B) pre-
sentd diferencias mas diversas, en este caso, T
y BRF mostraron los valores mas bajos (55,18
y 63,62 cm?), los tratamientos RF y BRFSI con
valores de 78,54 y 94,03 ¢cm? respectivamente
y el mayor valor para esta variable lo obtuvo el
tratamiento BRFS2 con un valor de 112,63 cm?.
Para esta variable se observa una reduccion en la
superficie foliar cuando se realiza la inoculacion
con Bradyrhizobium en presencia RF, pero sin
los solubilizadores de P. En términos de valores
absolutos, tanto BRFS1 como BRFS2, mostraron
los valores mas altos.

Con respecto al contenido de N foliar
(Figura 6) los tratamientos con Aspergillus

200
180

160

Contenido de N.planta! en mg
o

B
B
B

140 .
120 ¢ c
100

8

60

T RF BRF

flavus (BRFS1) y Trichoderma longibrachiatum
(BRFS2) mostraron los valores mas altos con
177 y 188 mg.planta’ respectivamente, mien-
tras que el resto de los tratamientos mostraros
valores mas bajos entre 134 y 155 mg.planta’!
(Figura 6). Los tratamientos no inoculados con
Bradyrhizobium presentaron desde el inicio de
la floracion, hojas superiores amarillas, en con-
traste con los tratamientos inoculados (Figura
7). Para el contenido de P, destacé BRFS2 con el
mayor valor (6,3 mg.planta') seguido por BRFSI
con un valor intermedio en significancia de 5,2
mg.planta’!, mientras que los tratamientos T, RF,
BRF presentaron los menores valores (entre 3,8
y 4,4 mg.planta™) (Figura 6).

A

A 4 65 &
6 5
b 5,5 ?3
5 &
Q.
45 o
4 3
o
35 T
c
3 2
c
25 8

2

BRFS1 BRFS2

Tratamientos

W N/planta (mg)

E W P/planta (mg)

Figura 6. Contenido de N y P foliar en plantas de soya para los diferentes tratamientos.

Letras diferentes en las columnas segtn el eje muestran diferencias estadisticas entre medias, segun DGC al 5%.

En relacion con los resultados anotados
anteriormente, Rosas et al. (2002) y Olivera et
al. (2002) indican que la inoculacion combinada
de soya con B. japonicum y microorganismos
SP (en este caso bacterias), aumentd el peso
seco de las plantas, este resultado coincide con
los resultados obtenidos en esta investigacion.

Por su parte, Lamyaa ef al. (2019) y Stajkovic-
Srbinovié et al. (2021) mostraron que la aplica-
cion de fuentes fosfoéricas, junto con bacterias
SP también incrementé el rendimiento de grano
y la biomasa seca de la soya y posibilitaron una
mejor absorcion de nutrientes, comparado con
la aplicacion del fosforo solo, lo que concuerda
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con los resultados de la presente investigacion,
en donde, en el caso del Ultisol se obtuvo un
aumento foliar de aproximadamente 20% en el
contenido de N y 30% en el contenido de P, cuan-
do se utilizaron los hongos solubilizadores junto
con la aplicacion de roca fosforica, mostrando la
necesidad de la mediacion microbiologia para la
obtencion de estos nutrientes por la planta. En

K

T
BRF

este mismo sentido, Cao et al. (2017) también
indicaron aumentos significativos en el rendi-
miento de la soya, debido a la co-inoculacion con
bacterias solubilizadoras de fosforo. Mientras
que Sukiman et al. (2019) observaron resultados
similares al inocular hongos micorrizicos junto
con Bradyrhizobium.

TRF

BRFS2

Figura 7. Coloracion de las hojas jovenes segun tratamiento en el suelo Ultisol.

Hay poca informacion para soya, espe-
cificamente respecto a la utilizacion de hongos
filamentosos como Aspergillus flavus (S1) y
Trichoderma longibrachiatum (S2), utilizados
en esta investigacion. El-Nahrawy et al. (2020)
mostraron que en condiciones de déficit hidrico
la cepa de Trichoderma que utilizaron afectd
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positivamente a la soya nodulada con B. japoni-
cum. Las personas autoras indican que el hongo
actud como estimulador del desarrollo vegetativo
y aument6 el contenido de N foliar y pigmen-
tos fotosintéticos y proponen que un consorcio
microbiano adecuado de Bradyrhizobium y Tri-
choderma podria representar un método practico
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y prometedor para aumentar la productividad de
la soya y otras leguminosas agronémicamente
importantes; sin embargo, no indican que la cepa
de Trichoderma utilizada fuera solubilizadora de
P. Por su parte da Costa Leite et al. (2023) repor-
tan incrementos en variables de crecimiento y
produccién de la soya inoculada con Bradyrhi-
zobium sp., Trichoderma asperellum y Bacillus
amyloliquefaciens, pero tampoco detallan las
propiedades solubilizadoras de P de la cepa de
Trichoderma utilizada.

Para las variables biomasa microbiana de
P y las poblaciones de FN y SP evaluadas en el
suelo de las unidades experimentales (Tabla 3),
se observa que, aunque no se encontraron dife-
rencias significativas, en términos absolutos el
mayor contenido de P en la biomasa microbiana
se encontrd en el tratamiento con la inoculacion
de Trichoderma longibrachiatum (S2) asi como,
la mayor poblacion de solubilizadores de P.
Ademas, por reaislamiento se determind que el
microorganismo con mayor abundancia era S2.
En el caso de las poblaciones de FN, se obser-
vo una tendencia a una poblacion mayor en los
tratamientos que no fueron inoculados con B.
Jjaponicum, lo que indica un posible efecto anta-
gonico entre B. japonicum y otras cepas fijadoras
de N presentes. Este efecto podria corresponder
a regulaciones ecosistémicas de las poblaciones
microbiologicas del suelo relacionadas con la
FBN (Smercina et al. 2019).

Tabla 3. Resumen de los resultados obtenidos de biomasa
microbiana de P y poblaciones de FN y solubili-
zadores de P.
Tratamientos Biomasa de Log de UFC Log de UFC
@ P mg.g! de FN de SP
T 1,41 8,10 5,37
TRF 1,28 8,17 5,12
BRF 1,40 7,74 5,51
BRFS1 1,23 7,88 5,45
BRFS2 1,60 7,88 5,59

Las diferencias encontradas en la sig-
nificancia estadistica entre ambos suelos, que
mostraron solo una tendencia para el sueclo
Andisol, mientras que fueron estadisticamente
significativa en el Ultisol, se pueden relacionar
con la mayor cantidad de P disponible en el
Andisol (Tabla 1). Este elemento es necesario en
el proceso de FBN, al menos para la gestion ener-
gética ya que se requieren 16 moles de ATP para
reducir una molécula de N, atmosférico (Sun et
al. 2021, Lloret-Pastor 2021). Como tal elemento
era disponible a una mayor concentracion para
la planta en el Andisol, las diferencias entre los
tratamientos fueron menores y no claramente
definidos por el analisis estadistico. En el mismo
sentido, el tamafio y la coloracion de las hojas no
mostraron diferencias evidentes en el Andisol,
mientras que en el Ultisol, las diferencias en
la coloracion fueron contrastantes visualmente
(Figura 5B, Figura 7). Esto indic6 la deficiencia
de N en los tejidos jovenes en los tratamientos
T y TRF que mostraron un color amarillo. Esta
coloracion se corrigioé, con la aplicacion de
Bradyrhizobium en el tratamiento BRF, pero la
adicion de los hongos solubilizadores Aspergillus
flavus (BRFSI1) y Trichoderma longibrachiatum
(BRFS2) increment6 significativamente el valor
de los contenidos de N y P en las plantas (Figura
6), asi como el tamafio de las hojas al comparar
estos tratamientos con el BRF (Figura 5B).

Respecto a la produccion de sideroforos,
en la Figura 8 se observa que Aspergillus flavus
mostré capacidad de produccion, ya que vird
el color del medio CAS-azul (en la parte supe-
rior) a tonos rojizos, a partir de los 30 dias de
crecimiento, mientras que Trichoderma longi-
brachiatum no presentd esa capacidad después
de 45 dias. La biodisponibilidad de P por los
microorganismos se atribuye principalmente a la
solubilizacion por excrecion de acidos orgénicos,
pero otros procesos incluyen, la produccion de
sideroforos, oxidacion directa, liberacion de pro-
tones, produccion de polisacaridos, simbiosis con
micorrizas y, para el caso del P organico, la pro-
duccién de enzimas como las fosfatasas y fitasas
(Hallama et al. 2019, Rawat et al. 2021, Basilio
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et al. 2022). Bajo las condiciones evaluadas en
este ensayo, se puede descartar para Trichoder-
ma longibrachiatum (cepa CIA-UCR-29SP), la

30 dias

45 dias

A. flavus CIA-UCR-20SP
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produccion de sideroforos como mecanismo de
biodisponibilidad de P ya que fue incapaz de virar
el color del medio CAS-azul (Figura 8).

T. longibrachiatum CIA-UCR-20SP

Figura 8. Placas Petri con medio CAS-azul (parte superior) y PDA (parte inferior) con los hongos Aspergillus flavus (izquier-

da) y Trichoderma longibrachiatum (derecha).

CONCLUSION

La presente investigacion muestra que la
inoculacién con los hongos solubilizadores de
P, Aspergillus flavus (cepa CIA-UCR-20SP) y
Trichoderma longibrachiatum (cepa CIA-UCR-
29SP), puede afectar positivamente la FBN, los
contenidos de P foliar y el crecimiento de las
plantas de soya.
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Las leguminosas son particularmente
dependientes de una adecuada nutricion fosfo-
rica, debido entre otras razones, al alto costo
energético que supone la FBN, por esto, una
adecuada disponibilidad de P es fundamental
para el éxito de la simbiosis y se debe contemplar
al utilizar leguminosas, para este fin, una via
ecologicamente viable es la biodisponibilidad
microbiologica de fosforo a partir de fuentes
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poco solubles como la roca fosfoérica o las inmo-
vilizadas en los suelos.

Aprovechar los beneficios de los consor-
cios microbianos en los suelos, es una estrategia
prometedora para impulsar la adquisicion de
nutrientes por las plantas, fomentar efectos sinér-
gicos beneficiosos entre los microorganismos,
promover la calidad y salud de plantas y suelos.
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