Agronomia Costarricense 35(1): 15-31. ISSN:0377-9424 / 2011
Www.mag.go.cr/rev_agr/index.html WWWw.cia.ucr.ac.cr

EFECTO DE LA INOCULACION DE Azotobacter chroococcum
Y Glomusintraradices EN EL CRECIMIENTO Y NUTRICION
DE PLANTULAS DE PAPAYA EN FASE DE VIVERO

Maricela Constantino’, Regino Gomez*, José David Alvarez’,

Juan Manuel Pat”, Elda Guadalupe Espin™

Palabras clave: Biofertilizantes, Glomus intraradices, rizobacterias, inoculacién de semillas, materia organica.
Keywords: Biofertilizer, Glomus intraradices, rhizobacteria, seed inoculation, organic matter.

Recibido: 30/08/10

RESUMEN

En el presente estudio se evalud la etapa
y €l nimero de aplicaciones de los biofertili-
zantes (Azotobacter chroococcum y Glomus
intraradices), sobre el crecimiento, biomasay
nutricion de papaya en fase de vivero. También
se estudio el efecto de lamateria organicay su
interaccion con los biofertilizantes aplicados.
Se realizaron 2 experimentos; en el primero
se aplicaron 2 inoculaciones, en semillas y
después en plantulas, 30 dias después de la
emergencia. En el segundo se aplicd una ino-
culacién simple en plantulas, 30 dias después
de la emergencia. Estos experimentos se rea-
lizaron utilizando un disefio factorial 5x4 (5
tipos de sustratos x 4 tipos de biofertilizantes).
Todos los tratamientos fueron aplicados como
inoculantes simples o combinados (A. chroo-
coccumy G. intraradices) para un total de 20
tratamientos, con un disefio completamente al
azar. Ladoble inoculacion (semillay plantula)
promovié un mayor crecimiento y biomasa en
el cultivo, en comparacion con la inoculacion
simple (solo en plantulas), cuando se adiciond
una dosis intermedia de materia organica (25
a 35%) y se aplicod G. intraradices como sim-
ple inoculante. Sin embargo, la inoculacién
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ABSTRACT

Effect of time of inoculation of
Azotobacter and mycorrhizal fungi on growth
and content nutrient of papaya seedlings in
nursery phase. The effect of time of inoculation
(@ sowing or after seedling emergence) and
the number of applications using 2 biofertilizer
(Azotobacter chroococum and Glomus
intraradices) were tested on growth, biomass
and nutrition of papaya, at the nursery phase.
The effect of organic matter and its interaction
with the biofertilizers also was evaluated.
Two experiments were realized; in the first
one 2 inoculations were applied, on seeds and
afterwards on seedlings, 30 days post emergency.
In the second experiment a singleinoculation was
applied on seedlings, 30 days post emergence.
These experiments were performed using a 5x4
factorial design (5 substrates x 4 biofertilizer
types). All treatments were applied as single
or combined inoculants (A. chroococcum and
G. intraradices) for a total of 20 treatments, in
a completely randomized design. The double
inoculation (seed and seedling) promoted higher
growth and biomass of the crop than single
inoculation (only seedlings), when organic matter
was added at an intermediate dose (25 or 35%) and
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simple o combinada no modifico el contenido
de nutrientes en las plantulas de papaya.

INTRODUCCION

El cultivo de papaya requiere un suelo fér-
til y rico en materia organica, debido a su répido
crecimiento (Rodriguez 1984). La incorporacion
de materiaorganicay bhiofertilizantes son algunas
de las practicas que se han aplicado en la pre-
paracion de sustratos empleados en los viveros
(Verma et al. 2008). La materia organica actlia
como una fuente esencial de nutrientes para las
plantasy mejoralas propiedades fisicas, quimicas
y bioldgicas del suelo (Mokwunye et al. 1996).

Existen diversos trabgjos donde la aplica-
cion de biofertilizantes en la etapa de vivero ha
incrementado el porcentgje de germinacion, el
crecimiento, desarrollo y salud de las plantulas
de papaya, que mejoran la calidad y reducen
el tiempo de permanencia de las plantulas en
el vivero. Dentro de los microorganismos que
han sido empleados como biofertilizantes en
cultivo de papaya se encuentran: Azospirillum
brasilense y Glomus claroideum (Alarcon et
al. 2002), Trichoderma viridae y Azotobacter
chroococcum (Cupull et al. 2002), Trichoderma
harzianum y hongos micorrizicos (Mesa et al.
2006, Wasy et al. 2010). También es importan-
te mencionar que las plantulas pre-inoculadas
con micorrizas son mas tolerantes al estrés que
sufren al trasplante en comparacion alas plantas
no micorrizadas o plantas inoculadas al momen-
to del trasplante (Valdés et al. 1993, Waterer y
Coltman 1988).

Los métodos de biofertilizacion maéas
empleados han sido la aplicacién en semillas, la
inmersion de plantulas y la aplicacion en € suelo
(Hegde 1992, Sharma et al. 2008), el método de
aplicacion dependeré del tipo de cultivo. La for-
mulacion ddl indeculo, e método de aplicacion y
el almacenamiento del producto son criticos para
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G. intraradices was applied as a single inoculant.
However, the single or double inoculation did not
modify the nutrient content in papaya seedlings.

el éxito del los productos biolégicos (Chen 2006).
Asimismo, e momento de la inoculacion (en la
siembra 0 en la emergencia de las plantulas, o
varios dias después de la aparicion de 1 a 4 hojas
verdaderas), también parece ser crucial en deter-
minar la colonizacion exitosa de los inoculantes
microbianos e influenciar € crecimiento de las
plantas (Bashan 1986).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar
el efecto delabiofertilizacion y lamateria organi-
caen € crecimiento, biomasay nutricion de plan-
tulas de papaya. También se determiné € meor
momento de lainoculacién de los biofertilizantes,
en € cultivo de la papaya en fase de vivero.

MATERIALESY METODOS

La investigacion se realiz6 en la etapa
comprendida de marzo a junio de 2009, en €
campo experimental de El Colegio de la Frontera
Sur, Unidad Villahermosa, ubicada en la Ranche-
ria Guineo Segunda Seccion, Municipio Centro,
Tabasco, México.

Para evaluar d efecto de los biofertili-
zantes y la materia organica en e crecimiento
y nutricion de plantulas de papaya en fase de
vivero, serealizaron 2 experimentos: en e primer
experimento se aplicd una doble inoculacion de
los biofertilizantes primero en las semillas y 30
dias después de la emergencia de las plantulas.
En € segundo experimento se aplicd una simple
inoculacion a plantulas de papaya con 30 dias
de crecimiento. Cada experimento se realizé de
forma independiente. El primer experimento se
desarrollo de marzo a mayo y e segundo experi-
mento de abril ajunio.

Material microbiolégico: En los expe-
rimentos se utilizd la cepa de Azotobacter
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chroococcum, aisladas por € Instituto de
Investigaciones Fundamentales en Agricultura
Tropical (INIFAT) de la Habana, Cubay repro-
ducidas en los laboratorios de ECOSUR. Para
la formulacion del inoculante liquido, A. chroo-
coccum fue cultivado en medio liquido Ashby
enriquecido con NH,NO, (3 g.I"}) y extracto de
levadura (0,1 g.I"1), manteniéndose con agitacion
orbital (150 rpm) a 30°C por 60 h, hasta obtener
una concentracion de 1x10° unidades forma-
doras de colonias por ml (ufc.m.l"). El indculo
micorrizico empleado fue Glomus intraradices,
con una concentracién de 1050 esporas en 100 g
de Tezontle, que incluye raices de alfalfa con un
85% de colonizacion, proporcionado por el area
de Microbiologia de El Colegio de Postgradua-
dos, Montecillo, México.

Sustratos: Se utilizaron 2 tipos de sustra-
tos @) sustrato con composta hecha con residuos
de hojarasca (suelo: composta, con base en peso/
peso, en 4 diferentes proporciones porcentuales
100:0, 88:12, 75:25, 50:50%, y b) sustrato con

cascarilla de cacao, previamente secay tamizada;
la proporcion fue hecha con base en peso/peso
y se hizo en proporcién porcentual 30:35:35 de
arena:suelo:cascarilla de cacao. Después de reali-
zar las mezclas se esterilizaron en autoclave a 1,5
atm por 2 h, por 3 dias consecutivos. El sustrato
con cascarilla de cacao es utilizado en diversos
viveros de papaya de Tabasco, por ser un material
disponible en laregion. Las caracteristicas fisicas
y quimicas del suelo y los sustratos se describen
en e Cuadro 1.

Material vegetal: Se emplearon semillas
de papaya cv. Maradol previamente desinfectadas
en una solucion de perdxido de hidrogeno al 10%
por 3miny posteriormente fueron lavadas 3 veces
con agua destilada estéril. En seguida, se aplicod
un tratamiento de pre-germinacion que consistio
en lainmersion de las semillas en agua destilada
estéril atemperatura alternada de 15-35°C por 24
y 4 h respectivamente. |nmediatamente después
las semillas fueron tratadas conforme a los expe-
rimentos descritos a continuacion.

Cuadro 1. Propiedades fisicas y quimicas del suelo y los sustratos utilizados en los experimentos: Composta (12, 25, 50%) y

sustrato con cascarilla de cacao (CC).

Sustratos Sustrato Sustrato
Suelo Composta Cascarilla Cacao

C12% C25% C50% CC35%

Textura Franco arcilloso  Franco arcilloso  Franco arcilloso  Franco :rr::ggoarci llo

Arcilla (%) 40 37 28 23 25

Limo (%) 38 39 40 29 21

Arena (%) 22 24 2 48 54

Materiaorganica (%) 2,4 50 6,5 16,4 11,2

CIN 23,89 18,67 24,88 21,56 19,29

pH 78 74 7,2 72 6,1

N Total (%) 01 0,2 0,3 09 0,6

P (mg.kgd) 22,39 446,38 513,90 566,49 66,04

K (cmol kg?) 09 1,88 414 5,55 2,64

Ca (cmol kg?) 16,00 22,87 22,75 14,38 29,44

Mg (cmol.kg?) 6,4 7,25 14,10 14,14 10,20

Na (cmol.kg?) 0,13 0,65 1,26 1,02 0,46
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Experimento 1. Evaluacion de la doble
inoculacion de los biofertilizantes. La apli-
cacion de los biofertilizantes en semillas se
realiz6 inmediatamente después del tratamiento
pre-germinativo, de acuerdo con |os tratamientos
establecidos (Cuadro 2). Para e tratamiento con
Azotobacter las semillas se sumergieron por una
hora en € inoculante liquido bacteriano. Poste-
riormente, las semillas se sembraron en charolas
de germinacién con 24 cavidades, sembrandose
una semilla por cavidad y se empleo una charola
por tratamiento. Las charolas fueron llenadas con
el sustrato cascarilla de cacao.

El inéculo de G. intraradices se aplico
directamente en e sustrato, 3 g por cavidad
justo antes de la siembra de la semilla. En los
tratamientos con las mezclas de A. chroococcum
+ G. intraradices, las semillas se sumergieron
por una hora en €l biofertilizante bacteriano y

Cuadro 2. Descripcion de los tratamientos experimentales.

posteriormente se sembro arazén de unasemilla
por cavidad, donde previamente se habia inocu-
lado cada cavidad con 3 g de G. intraradices.
A los 30 dias después de la emergencia de las
plantulas, se realizé la segunda inoculacion en
el trasplante en macetas plasticas de 1,5 kg.
Cada maceta fue llenada con los respectivos
sustratos. La inoculacion de A. chroococcum
se hizo directamente al sistema radical, con
la aplicacion de 5 ml.plantula’, mientras que
la aplicacion de G. intraradices se hizo con 3
g.plantula?l, también al sistema radical. Para €l
tratamiento combinado de A. chroococcum y
G. intraradices, primero se aplicaron los 3 g de
indculo micorrizicoy despuéslos 5 ml.plantula?
del inoculante bacteriano. Las plantulas se man-
tuvieron bgjo una temperatura entre 26 y 38°C
y una humedad relativa promedio de 45%, con
riego diario durante 60 dias.

Factores Tratamientos
Factor B Factor A
Niveles Biofertilizantes Niveles Sustratos Caodigo
1 Azotobacter chroococcum 1 Composta 0% Ac+CO0
2 Composta 12% Act+Cl12
3 Composta 25% Act+C25
4 Composta 50% Ac+C50
5 Cascarilla de cacao 35% Ac+CC
2 Glomus intraradices 1 Composta 0% Gi+C0
2 Composta 12% Gi+C12
3 Composta 25% Gi+C25
4 Composta 50% Gi+C50
5 Cascarilla de cacao 35% Gi+CC
3 G. intraradices+A. chroococcum 1 Composta 0% Gi+Ac+CO
2 Composta 12% Gi+Ac+C12
3 Composta 25% Gi+Ac+C25
4 Composta 50% Gi+Ac+C50
5 Cascarilla de cacao 35% Gi+Ac+CC
4 Testigo 1 Composta 0% T+CO
2 Composta 12% T+C12
3 Composta 25% T+C25
4 Composta 50% T+C50
5 Cascarilla de cacao 35% T+CC

Experimento 2: Evaluacion de inocu-
lacion simple de los biofertilizantes. En la
inoculacion simple, los biofertilizantes fueron
aplicados directamente en e sistema radical de
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las pléntulas con 30 dias de crecimiento. Para la
obtencion de las plantulas, las semillas recibie-
ron e tratamiento pre-germinativo descrito en
el experimento 1. Posteriormente, las semillas
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fueron sembradas en charolas de germinacion
[lenas con el sustrato con cascarillade cacao y se
dgjaron crecer por 30 dias, bgo las condiciones
ambientales de vivero descritas anteriormente.
Después de este tiempo, las plantulas fueron tras-
plantadas a macetas de 1,5 kg con los respectivos
sustratos en cada tratamiento.

La biofertilizacién de las plantulas se
realiz6 a momento dd trasplante en € sistema
radical, de acuerdo con cada uno de los trata-
mientos (Cuadro 2). La biofertilizacion smple y
combinada de A. chroococcumy G. intraradices
serealizo deigual forma que se hizo en la segun-
da aplicacion del primer experimento.

Disefio de experimento: En los 2 expe-
rimentos se aplicd un disefio factorial 5x4 con
arreglo completamente al azar, evaluandose 2
factores. e Factor A: Sustrato. Se utilizaron 5
sustratos (composta al 0, 12, 25y 50% y cas
carilla de cacao al 35%, correspondientes a 5
niveles). El Factor B: Biofertilizante. Se utiliza-
ron 2 biofertilizantes, la mezcla 'y un testigo sin
biofertilizar (A. chroococcum, G. intraradices,
A. chroococcum + G. intraradices y un Testigo,
correspondientes a 4 niveles). Para dar un total
de 20 tratamientos con 3 repeticiones cada uno
(Cuadro 2).

Variables de crecimiento y nutricion
evaluadas. Las variables de crecimiento evalua-
das alos 90 dias después de laemergenciafueron:;
altura de la planta (cm), diametro dd tallo (mm),
biomasa fresca (g) y biomasa seca (g). El diame-
tro se midio en la base del tallo (unién del tallo
con laraiz). La altura de las plantas se midi6 de
la base del tallo hasta € épice. El peso seco de
las plantas se evalud después de la deshidratacion
en estufa a 60°C durante 72 h y posteriormente
se pesaron en una balanza de precision. Para €
andlisis de los nutrientes, € contenido de N fue
determinado por € método semi-micro Kjeldahl
(Bremmer 1969). El contenido de Py K fueron
determinados por HNO,-HCIO, y fueron medi-
dos por d método espectrofotométrico con la

mezcla vanadomolibdica y espectrometria de
absorcién atdmica respectivamente.

Variables microbioldgicas evaluadas. La
poblacion de A. chroococcum se determiné al
pesar 10 g de suelo rizosférico por plantay se
agrego en un matraz con 100 ml de agua destilada
estéril, por medio de una serie de diluciones de
10! a 10°. Se inocularon por triplicado 100 pl
de las 3 Ultimas diluciones en cgjas de petri con
medio de cultivo Burk-sacarosa (BS) adicionado
con Acido Nalidixico (20 pg.mlt de medio de
cultivo). El porcentge de colonizacion micorri-
zica se evaluo por medio del método de clareo y
tincion de Phillips y Hayman (1978).

Andlisis estadistico. Se realiz6 un
ANOVA factorial y la comparacion de medias
se realiz6 con la prueba de Rangos multiples de
Duncan (p<0,05). Para conocer la posible varia-
bilidad de los resultados obtenidos entre la doble
y la simple biofertilizacion, se realiz6 la compa-
racion de las medias con la prueba t de student
para 2 muestras independientes. Los andlisis se
realizaron con € software estadistico STATISTI-
CA version 8.0.

RESULTADOS

Efectodeinoculaciénsimpley combinada
de los biofertilizantes y su interaccién con
la materia organica en la poblacion de A.
chroococcum y en la colonizacion de G.
intraradices

Experimento 1: A los 90 dias después de
lasiembra, con doble biofertilizacion se observo
gue la poblacién de A. chroococcum fue mayor
a menor contenido de materia organica, siendo
los tratamientos Ac+Cl2 y Gi+Ac+Cl12 los
gue registraron una concentracioén bacteriana
significativamente mayor (p<0,05) a los demés
tratamientos. Ademas, la poblacion de A.
chroococcum fue significativamente mayor
(p<0,05) cuando se aplicoé sin combinacién con
G. intraradices (Cuadro 3).
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La evaluacion de la infeccion micorrizica
en raices de papaya con doble biofertilizacién,
sefiala que los tratamientos Gi+CC, Gi+C50 y
Gi+Ac+C25, fueron los que registraron un mayor
porcentge de colonizacion micorrizica (61,58;
57,59; 56,69 y 54,94%). En general, la aplicacion
smple de G. intraradices registré una mayor
colonizacién en comparacion a cuando se aplicé
en combinacion con A. chroococcum (Cuadro 3).

Experimento 2; En la simple hiofertiliza-
cion, no se encontraron diferencias significativas
en la concentracién de A. chroococcum en nin-
guno de los tratamientos evaluados, por lo que
ni la adicion de materia organica ni la aplicacion
combinada con G. intraradices, tuvieron un efec-
to en su poblacion (Cuadro 3). De igual forma,
no se encontraron diferencias significativas en
la poblacion de Azotobacter al aplicar una doble
0 una smple biofertilizacion (de acuerdo con la
pruebat de Student, p>0,05). (Cuadro 3).

En la smple biofertilizacién, se observé
una mayor colonizacion micorrizica a mayo-
res dosis de materia organica adicionada. Los
tratamientos Gi+CC, Gi+C50, Gi+Ac+C25 y
Gi+Ac+Ch0 registraron los valores mas altos de
colonizacion, mientras que en los tratamientos
sin adicion de materia organica se observaron los
valores mas bgos de colonizacion micorrizica
(Cuadro 3). Por otra parte, también se encontré
que la colonizacion micorrizica fue significati-
vamente mayor cuando se aplicé una doble ino-
culacién (de acuerdo con la prueba t de Student,
p<0,05).

Experimento 1: Efecto de la doble inoculacion
delos biofertilizantesy su interaccién con la
materia organica en el crecimiento, biomasay
nutricién vegetal

La altura promedio de las plantulas fue de
26,0 cm y fue significativamente afectada por la
interaccion entre e sustrato y €l tipo de biofertili-
zante (p<0,05). Las plantulas de los tratamientos
Gi+C25 presentaron la mayor altura (29,6 cm)
(Cuadro 4). El efecto independiente del factor
A (sustrato) en la altura, fue significativamente

diferente (p<0,05), las plantulas crecidas en los
sustratos con 50 y 25% de composta (C50 y C25)
presentaron la mayor altura (27,2 y 27,0 cm, res-
pectivamente) (Cuadro 5). Al evaluar € efecto
independiente del factor B (biofertilizantes), se
observo que la aplicacion de Azotobacter afectd
negativamente la altura de las plantulas en com-
paracion alos demas tratamientos (Cuadro 6).

El diametro de tallo promedio fue de 13,1
mm y fue significativamente afectado por la
interaccion entre el sustrato y e tipo de bioferti-
lizante (p<0,05). Las plantas crecidas en € trata-
miento Gi+CC, resultaron con un mayor didmetro
(15,2 mm) y fueron significativamente mayor a
los demas tratamientos (p<0,05) (Cuadro 4). El
efecto independiente del factor A (sustrato) en €l
diametro del tallo, presento diferencias significa-
tivas (p<0,05). Las plantulas con mayor diametro
seregistraron con laadicion del sustrato CC (13,9
mm) (Cuadro 5). En cuanto al efecto del factor B
(biofertilizante), € mayor didametro del tallo se
observoé con lainoculacion combinadade HMA y
Azotobacter (Gi+Ac) (13,5 mm) (Cuadro 6).

La aplicacion de materia organica incre-
mento6 la acumulacion de biomasa fresca, obte-
niéndose en promedio 33,6 gplantulal, y fue
significativamente afectada por la interaccién
entre e sustrato y € biofertilizante (p<0,05). Las
pléntulas crecidas en € tratamiento Gi+CC, acu-
mularon lamayor biomasafresca (47,0 g) (Cuadro
4). Asimismo, € efecto independiente del factor
A (materia orgénica) en la biomasa fresca, pre-
sent6 diferencias significativas (p<0,05), pero €
mayor efecto se debid a la adicion del sustrato
CC (37,7 g) (Cuadro 5). Deigual forma, € efecto
independiente del factor B (biofertilizante) afectd
significativamente la biomasa fresca (p<0,05),
pero el mayor efecto se debid alaaplicacion sim-
ple de HMA (Gi) (35,7 g) (Cuadro 6).

La biomasa seca promedio obtenida fue
de 3,74 g.plantula’ y fue significativamente afec-
tada por la interaccién entre la materia organi-
cay d biofertilizante (p<0,05). Las plantulas
crecidas en los tratamientos Gi+CC y Ac+CC,
acumularon la mayor biomasa seca (4,60 y 4,55
g, respectivamente) (Cuadro 4). Asimismo, €
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Cuadro 5. Efecto independiente de la materia organicaen el crecimiento, biomasay nutricion de la papaya, evaluados a los 90
dias después de la emergencia de las plantulas; con una doble biofertilizacion (en semillay alos 30 dias después de

la emergencia).
Parametros de crecimiento y biomasa Parametros de nutricion
Tratamientos Altura Diértr;]eltcr)o de Bfi'?;?za Bi;’erzgsi N p K
fom () © © 9 9 9
Cco 24,3 c 121 c 291 ¢ 33 d 1,98 c 0,17 d 1,10 b
C12 258 b 13,0 b 3L2 b 35 cd 2,50 a 0,22 c 1,38 a
C25 27,0 a 13,0 b 323 b 39 b 2,27 ab 0,26 b 1,26 ab
C50 27,2 a 13,3 b 324 b 37 bc 2,16 bc 0,29 a 1,45 a
CcC 26,0 b 13,9 a 377 a 43 a 2,34 ab 028 a 1,39 a

Medias seguidas por diferentes letras son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Rangos Mdltiples de
Duncan (p<0,05). Los cddigos de los tratamientos estan dados en € Cuadro 2.

Cuadro 6. Efecto independiente del tipo de Biofertilizante en el crecimiento, biomasay nutricion de la papaya, evaluados a los
90 dias después de la emergencia de las plantulas; con unadoble biofertilizacién (en semillay alos 30 dias después

de la emergencia).

Parémetros de crecimiento y biomasa Parémetros de nutricion
s e O B dwem oy e
(cm) (mm) © © (*9) (*9) (*9)
Ac 22,8 b 12,9 b 298 c 34 b 2,06 c 024 ns 120 b
Gi 271 a 131 b 357 a 4,2 a 2,49 a 024 ns 149 a
Gi+Ac 275 a 13,5 a 34,0 b 4,0 a 2,33 ab 024 ns. 1,16 b
Testigo 26,7 a 12,8 b 30,8 c 34 b 2,13 bc 025 ns 142 a

Medias seguidas por diferentes letras son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Rangos Mdltiples de
Duncan (p<0,05). Los codigos de los tratamientos estan dados en el Cuadro 2.

efecto independiente del factor A (sustrato) en la
biomasa seca fue significativo (p<0,05). La adi-
cion del sustrato CC, registro € mayor contenido
de biomasa seca (4,25 g) (Cuadro 5). En cuanto
al efecto del factor B (biofertilizante), también
se encontraron diferencias significativas en la
biomasa seca (p<0,05), pero € mayor efecto se
debi6 alainoculacion smple de HMA (Gi) y en

combinacion con Azotobacter (Gi+Ac), con valo-
res de 4,18 'y 3,96 g, respectivamente (Cuadro 6).

El contenido promedio de nitrégeno en
tgjido vegetal fue de 2,25% y fue afectado signi-
ficativamente por lainteraccion entre @ sustrato y
e biofertilizante (p<0,05). Las plantulas crecidas
en los tratamientos Ac+C12 y Gi+C12, registra-
ron los mayores contenidos de nitrégeno vegetal
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(291 y 2,76%, respectivamente) (Cuadro 4). El
efecto independiente ddl factor A (sustrato) también
fue significativo (p<0,05). Las plantulas crecidas
en los sustratos con composta a 12%, sustrato CC
y composta al 25% (C12, CC y C25), obtuvieron
los mayores contenidos de nitrégeno (2,50, 2,34
y 2,27%, respectivamente) (Cuadro 5). De igual
forma, d efecto independiente del factor B (biofer-
tilizante) fue significativo (p<0,05), pero & mayor
efecto sedebid alaaplicacion smplede HMA y su
combinacion con Azotobacter (Gi y Gi+Ac) (2,49 y
2,33%, respectivamente) (Cuadro 6).

El contenido promedio de fésforo fue de
0,24%, y también fue afectado significativamente
por lainteraccion entre e sustratoy € biofertilizan-
te (p<0,05). Las plantulas crecidas en los tratamien-
tos Act+C50, Gi+CC y Gi+Ac+C50, mostraron los
mayores contenidos de fosforo vegetal (0,32, 0,30y
0,30%, respectivamente) (Cuadro 4). El efecto inde-
pendiente del factor A (sustrato) también fue signi-
ficativo (p<0,05), pero & mayor efecto sedebid ala
aplicacion de composta al 50% y sustrato CC (C50
y CC) (0,29 y 0,28%, respectivamente) (Cuadro 5).
En contraste, d efecto independiente del factor B
(biofertilizante) no fue significativamente diferente
(p=0,8501) (Cuadro 6).

El contenido promedio de potasio fue de
1,32%. No se encontré una interaccion significa-
tiva entre e tipo de sustrato y € biofertilizante
(p=0,1122). El efecto independiente del factor A
(sustrato) s fue significativo (p<0,05) en € cudl,
la no adicion de materia organica disminuy6 €
contenido de potasio en las plantulas, en com-
paracién con los tratamientos que s recibieron
materia organica (Cuadro 5). El efecto inde-
pendiente del factor B (biofertilizante), también
resulto significativo (p<0,05), aunque la aplica-
cion de Azotobacer solo y en combinacién con
HMA (Acy Gi+Ac) disminuyd los contenidos de
potasio vegetal, con respecto a los demés trata
mientos (Cuadro 6).

Experimento 2. Efecto de la simple ino-
culacion de Biofertilizantes y su interaccion
con lamateria organica en el crecimiento, bio-
masa y nutricién en plantulas de papaya
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La altura promedio de las plantulas que
recibieron una simple biofertilizacion en etapa
de plantula fue 22,2 cm y fue significativamente
menor (p<0,05) a las que recibieron una doble
biofertilizacion (experimento 1).

La atura de las plantulas en la smple
biofertilizacién fue significativamente afectada
por lainteraccion del sustrato y e biofertilizante
(p<0,05). Las plantulas crecidas en € sustrato
Gi+C25 y Ac+C25, fueron més altas que en los
demas tratamientos (29,3 y 28,4 cm, respectiva-
mente) (Cuadro 7). El efecto independiente del
factor A (sustrato) fue significativo (p<0,05),
pero e mayor efecto se debid a la aplicacion de
composta al 25% (25,5 cm) (Cuadro 8). El efecto
independiente del factor B (biofertilizantes) tam-
bién fue significativo (p<0,05), pero la aplicacion
independiente de HMA (Gi) registré la mayor
altura con respecto a los otros tratamientos (24,7
cm) (Cuadro 9).

El diametro promedio del tallo de las
plantulas que recibieron una simple bioferti-
lizacion fue 82 mm, y es significativamente
menor (p<0,05) a las que recibieron una doble
biofertilizacion.

En la smple biofertilizacion, € didmetro
de tallo de las plantulas fue significativamente
afectada por la interaccién del sustrato y e bio-
fertilizante (p<0,05). Las plantulas crecidas en
los Gi+CC, registraron € mayor diametro detallo
(10,4 mm) (Cuadro 7). El efecto independiente del
factor A (sustrato) fue significativo (p<0,05), pero
el mayor efecto se debi6 alaaplicacion de sustra-
to CCy composta al 25% (9,0 y 8,7 mm, respec-
tivamente) (Cuadro 8). El efecto independiente
del factor B (biofertilizantes) fue significativo
(p<0,05), donde la aplicacion sola 'y combinada
de HMA con Azotobacter (Gi y Gi+Ac), incre-
mentaron significativamente e didmetro de tallo
con respecto a los demaés tratamientos (8,8 y 8,5
mm, respectivamente) (Cuadro 9).

La acumulacién promedio de biomasa
fresca y seca de las plantulas que recibieron
unasimple biofertilizacion fue significativamente
menor alas que recibieron una doble biofertiliza-
cion (p<0,05).
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Cuadro 8. Efecto independiente de lamateria organicaen el crecimiento, biomasay nutricion de la papaya, evaluados a los 90
dias después de la emergencia; con una simple biofertilizacion (30 dias después de la emergencia).

Parémetros de crecimiento y biomasa Pardmetros de nutricién
Tratamientos Diametro Biomasa Biomasa
Altura (cm) tallo fresca seca c’,\l f (I)(
(mm) © © W 9 9
Cco 191 c 73 c 74 e 10 d 161 d 015 d 119 c
C12 199 c 77 c 8,6 d 12 c 228 ¢ 018 d 121 c
C25 25,5 a 8,7 a 14,5 b 1,6 b 3,00 b 025 c 1,41 bc
C50 23,3 b 8,2 b 13,0 c 15 b 2,37 c 035 b 1,63 ab
cC 234 b 9,0 a 17,4 a 2,0 a 3,25 a 039 a 1,72 a

Medias seguidas por diferentes letras son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Rangos Mdltiples de
Duncan (p<0,05). L os codigos de los tratamientos estan dados en el Cuadro 2.

Cuadro 9. Efecto independiente del tipo de Biofertilizante en e crecimiento, biomasay nutricién de la papaya, evaluados alos
90 dias después de la emergencia; con una doble biofertilizacion (30 dias después de |a emergencia).

Parémetros de crecimiento y biomasa Parémetros de nutricion
Tratamientos Altura Diilnlztro Bfi:gca;a Bi(s)erzaasa N p K
(cm) (mm) © © () () ()
Ac 221 b 79 b 16 b 16 b 2,51 b 0,24 b 1,35 .S
Gi 247 a 85 a 150 a 18 a 2,17 c 0,28 a 1,52 .S
Gi+Ac 209 ¢ 88 a 121 b 13 c | 312 a 0,29 a 1,50 .S
Testigo 214 bc 73 ¢ 101 c¢ 12 c 2,21 c 0,25 b 1,37 .S

Medias seguidas por diferentes letras son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Rangos Mdltiples de
Duncan (p<0,05). Los cdadigos de los tratamientos estan dados en € Cuadro 2.

En la simple biofertilizacion, la biomasa
secay fresca de las plantulas fueron afectadas
significativamente por la interacciéon del sus-
trato y los biofertilizantes. Las plantulas cre-
cidas en los tratamientos Gi+CC, registraron
la mayor biomasa en fresco y seco (biomasa
fresca=23,99 g, biomasa seca=2,52 g) (Cuadro
7). El efecto independiente del factor A (sus-
trato) fue significativo, pero el mayor efecto
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en la biomasa fresca y seca se observé con la
adicion de sustrato CC (biomasa fresca=17,37
g y biomasa seca=1,99 g) (Cuadro 8). En el
factor B (biofertilizante), la aplicacion simple
de HMA (Gi) registré lamayor acumulacion de
biomasa fresca y seca (biomasa fresca=15,0 g,
biomasa seca=1,76 g) y fue significativamen-
te mayor a los demés tratamientos (p<0,05)
(Cuadro 9).
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El contenido promedio de nitrégeno en
las plantulas con simple hiofertilizacion fue de
2,5%, pero no fue significativamente diferente
(p=0,972) al contenido de N registrado en las
plantulas con doble biofertilizacion.

En la biofertilizacion smple, € conte-
nido de N fue significativamente afectado por
la interaccion de sustrato y € biofertilizante
(p<0,05). Las plantulas crecidas en los tratamien-
tos Gi+Ac+CC y Gi+CC, obtuvieron los mayores
contenidos de nitrégeno en tejido vegetal (3,82
y 3,70%, respectivamente) (Cuadro 7). El efecto
independiente del factor A (sustrato) fue signifi-
cativo, pero € mayor efecto se debid ala adicion
de sustrato CC (3,24%) (Cuadro 8). Al evaluar €
efecto independiente del factor B (biofertilizante),
se observé que lainoculacion combinadade HMA
y Azotobacter (Gi+Ac), incrementaron significati-
vamente € contenido de nitrégeno con respecto a
los otros tratamientos (3,12%) (Cuadro 9).

El contenido promedio de fésforo en tegjido
vegetal, en las plantulas con smple biofertiliza-
cion fue de 0,26% pero no es significativamente
diferente al contenido de P en las plantulas con
doble hiofertilizacion (p=0,909).

En la smple biofertilizacién, e conteni-
do de P fue afectado significativamente por la
interaccion del sustrato y € biofertilizante. Las
plantulas crecidas en € tratamiento Gi+CC,
registraron € mayor contenido de P (0,41%)
(Cuadro 7). El efecto independiente del factor A
(sustrato) fue significativo, donde € mayor efec-
to se debid a la adiciéon de sustrato CC (0,40%)
(Cuadro 8). En cuanto al efecto del factor B (bio-
fertilizantes), lainoculacion de HMA combinada
con Azotobacter (Gi+Ac), y lainoculacion solade
HMA (Gi), promovieron la mayor acumulacion
de P en tgjido vegetal (0,29 y 0,28%, respectiva-
mente) (Cuadro 9).

El contenido promedio de potasio en tgjido
vegetal en las plantulas con smple biofertiliza-
cion fue de 1,43% pero no es significativamente
diferente (p=0,067) al contenido deK en las plan-
tulas con doble biofertilizacion.

En la simple biofertilizacion, e conteni-
do de K no fue afectado significativamente por

la interaccion del sustrato y € biofertilizante
(p=0,4837). En contraste, € efecto independiente
del factor A (sustrato) fue significativo (p<0,05),
pero e mayor efecto se debi6 ala adicion de sus-
trato CC y composta al 50% (CC y C50) (Cuadro
8). De igual forma, € efecto del factor B (bio-
fertilizante) no fue significativo en € contenido
de potasio vegetal (p=0,3500). En los 2 experi-
mentos (doble y simple inoculacion), los mejores
resultados correspondieron a la aplicacion de
35% de cascarilla de cacao mas lainoculacion de
G. intraradices de forma independiente.

DISCUSION

La mayoria de las investigaciones se han
dirigido a evaluar solamente una aplicacién de
biofertilizantes, aunque también se han realizado
diversos trabgos en los que se han aplicado ino-
culaciones sucesivas (Albrecht et al. 1981, Millet
et al. 1984, Nowak et al. 2004), pero de acuerdo
con Bashan (1986), la aplicacion de muiltiples
inoculaciones tiene un efecto minimo en € creci-
miento vegetal, debido a que muchos de los sitios
de inoculacion en las raices ya han sido ocupados
por las bacterias.

En contraste, los resultados aqui obtenidos
demostraron que la doble inoculacién increment6
el crecimiento y la biomasa vegetal en compa-
racion con la inoculacién simple de plantulas.
Aunque, esto pudo deberse a que en la doble
inoculacion la primera aplicacién de los bioferti-
lizantes se hizo alas semillasy en lainoculacion
simple los biofertilizantes se aplicaron en las rai-
ces 30 dias después de la emergencia; y de acuer-
do con Kalpunik et al. (1985) y Bashan (1986),
la respuesta de las plantas es méas alta cuando
las semillas han sido inoculadas, pero es menor
cuando las plantulas son inoculadas.

El efecto sinérgico delasPGPRy losHMA
sobre e crecimiento vegetal, toma de nutrientesy
rendimiento de varios cultivos han sido reporta-
dos (Browny Carr 1984, Veeraswamy et al. 1992,
Alarcon et al. 2002, Singh et al. 2004). Aunque,
algunos efectos negativos pueden ser obtenidos
(Staley et al. 1992, Alarcon et al. 2002); debido
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a la actividad fisioldgica de la bacteria, la cual
podria mostrar cierta inhibicion sobre el estable-
cimiento y la efectividad fungica (Paulitz y Lin-
derman 1989). La inoculacién de papaya con A.
chroococcum y G. intraradices en este estudio,
registré un efecto sinérgico solo en algunos de
los parametros evaluados. La respuesta sinérgica
del hospedero podria ser principal mente debido a
la produccion de fitohormonas o reguladores del
crecimiento por estos microorganismos mas que
por pequefios incrementos en ladisponibilidad en
Ny P (Bareaet al. 1975, Vessey 2003).

La reducida respuesta de la inocula-
cion smple de Azotobacter en € crecimiento y
nutricion de papaya, estuvo influenciado por el
momento de inoculacion y por € tipo de sustrato.
En e experimento 1, donde la rizobacteria se
aplico en semillas y 30 dias después de la emer-
gencia de las plantulas, se registrd6 una mayor
biomasa secay contenido de fésforo en compara
cion a experimento 2, donde la rizobacteria fue
aplicada solo en plantulas 30 dias después de la
emergencia (Cuadro 6). Esto se pudo deber a que
la rizobacteria no fue adicionada hasta que las
plantulas habian pasado la etapa mas receptiva,
en laque Azotobacter afectael crecimiento vege-
tal (Browny Burlingham 1968).

Estos resultados coinciden con los resulta-
dos obtenidos por Kapulnik et al. (1985), quienes
encontraron que la inoculacion de semillas de
trigo con Azospirillum fue mas eficiente que
cuando se inocularon plantas, 20 dias después de
laemergencia, que indica ademas, que larizobac-
teria afect6 a las semillas principalmente en la
germinacion y menos en la etapa de colonizacion
de raices.

Por otra parte, € cultivo de papaya ha sido
considerado como una planta dependiente de la
inoculacion micorrizica (Jaizme-Vega y Azcon
1995, Sukhada 1989) y de la materia organica
(Rodriguez 1984) lo cual explicaria los efectos
benéficos obtenidos en este trabgjo de la interac-
cion entre lamateria organicay lainoculacién de
HMA. Resultados similares han sido encontrados
en diversos estudios, en € incremento del creci-
miento vegetal y biomasa fresca y seca de tallos
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y raices (Khade y Rodrigues 2009a), aumento en
el contenido total de potasio y fésforo en el tgjido
vegetal (peciolo) (Khade y Rodrigues 2009b),
asi como también, incrementos en la actividad
enzimética de la fosfatasa acida en raiz (Alarcén
2002). Los incrementos en la biomasa fresca
obtenidos en este trabgo podrian ser debido a
fitohormonas como auxinas, las cuales se incre-
mentan en plantas inoculadas con micorrizas
(Barker y Tagu 2000, Fitze et al. 2005). Mientras
gue e aumento en la biomasa seca puede deber-
se a la eficiencia de los HMA en suministrar
nutrientes a las plantas.

Es bien conocido que la colonizacién de
los HMA pueden ser tanto incrementados (Gryn-
dler et al. 2006, Albertser et al. 2006) como
disminuidos (Calvet et al. 1992, Ravnskov et al.
2006) por la adicién de enmiendas organicas. Por
otra parte, de acuerdo con Osorio et al. (2002),
la aplicacion de enmiendas organicas y la ino-
culacion de HMA incrementaron e crecimiento
de plantulas de café, pero este crecimiento fue
severamente disminuido cuando no se adicio-
naron enmiendas a suelo, presentéandose bgos
contenidos de materia organica, pH y una bga
disponibilidad de P, B, Ca, Mg y K. Esto con-
cuerda con los resultados encontrados en este
estudio, ya que las plantulas que crecieron en los
sustratos con adicién de materia organica 'y fue-
ron inoculadas con G. intraradices, mejoraron los
parametros de crecimiento, biomasa y nutricion
en comparacion cuando no se adiciond materia
organicaal sustrato. Pero el mejor tratamiento fue
aquel en e que se adicion6 un 35% de cascarilla
de cacao como materia orgénica, lo cual pudo
deberse a que este sustrato present6 un contenido
moderado de fésforo (66,04 mg.kg™) en relacion
con los demas sustratos a los que también se les
adicionaron materia organica (Cuadro 1). De
acuerdo con Kahiluoto et al. (2000), incrementos
en el suministro de P disminuyen la colonizacion
y la efectividad de la colonizacion micorrizica.
Debido a los beneficios en la trasocacion de
nutrientes que realizan los HMA, en diversas
ocasiones a hiveles moderados de fésforo se han
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obtenido mejoras sustanciales en la nutricién de
las plantas (Thompson 1987, Yao et al. 2001).

Por otra parte, la aplicacion de composta
al 12%y sustrato con cascarilla de cacao, estimu-
laron € mayor contenido de nitrogeno en teido
vegetal, lo cual puede deberse a que estos sus-
tratos presentaron una relacion C/N menor de 20
(Cuadro 1), y de acuerdo con Day y Shaw (2001)
los tratamientos con relaciones C/N<10 permiten
unamayor liberacion de nutrimentos que aquellos
con valores >20, pues se considera que la rela-
cion C/N ha sido utilizada como un indice de la
velocidad de descomposicién de los abonos y la
posterior mineralizacion de los nutrientes.

Segln Bianciotto y Bonfante (2002), €
establecimiento de la inoculacion de PGPR en la
rizosfera puede ser afectado por la co-inoculacion
de HMA. Los resultados aqui obtenidos demos-
traron que la poblacion de A. chroococcum no se
vio afectada por la aplicacion combinada con G.
intraradices (Cuadro 3), pero s por la materia
organica adicionada. También se ha observado
que larespuesta de la planta a la inoculacion con
HMA dependera del nivel de fertilidad del suelo,
de la planta hospedera y del hongo (Sharda y
Rodrigues 2008). Asimismo, conforme a los por-
centgjes de colonizacién micorrizica encontrados
y con los resultados obtenidos en & crecimiento y
en la nutricion de las plantas, puede establecerse
gue €l beneficio delasimbiosis se expresd alin en
presencia de dosis elevadas de P.

CONCLUSION

La doble biofertilizacion esto es, en semi-
llay plantula, estimuld € crecimiento y biomasa
de las plantulas en comparacién a la smple
biofertilizacién. Asimismo, la megor opcion para
iniciar la biofertilizacion en € cultivo de la papa-
ya es la inoculacién directa a las semillas con
A. Chroococcum y G. Intraradices. La adicién
combinada de cascarilla de cacao al 35% més la
inoculacion de G. intraradices, registro la mejor
interaccion sobre e crecimiento y la biomasa de
las plantulas de papaya, aunque, la incorporacion
de compostaal 25% con G. intraradices, también

puede ser empleada como un tratamiento alterna-
tivo cuando no se disponga de cascarillade cacao.
En las condiciones establecidas en este trabgo,
se encontrd un efecto sinérgico entre los factores
de crecimiento y contenidos de fésforo en planta.
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