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GLOSARIO DE TERMINOS

. Agar papa dextrosa

: Dias después de la emergencia

: Abreviacion para el indice de cosecha
. Pikovskaya

. Abreviacion para roca fosforica
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RESUMEN

En la actualidad, los biofertilizantes en base a microorganismos benéficos del suelo
han tomado gran importancia, principalmente por su bajo costo econémico y su
armonia con el medio ambiente. En el marco del proyecto Fondef DO08I-1039
“Biofertilizantes en base a rizobacterias para disminuir el uso de nutrientes fosforados
en trigo y cebada”, se aisl6 una cepa de un hongo capaz de solubilizar fosfatos en
placas con agar PVK correspondiente al género Phanerochaete sp. Este hongo es un
basidiomicota, capaz de solubilizar formas de P no disponible para las plantas, por lo
cual fue evaluado utilizando avena triturada como “carrier” y fuente de inéculo en un
suelo Trumao deficiente en P. Se planted la siguiente hipotesis: “Una cepa de hongo
de Phanerochaete sp. promueve el crecimiento vegetal a través de la solubilizacion de
P en plantas de trigo y cebada”. Como objetivo general, se propuso evaluar la
capacidad de la cepa chilena de Phanerochaete sp., como solubilizador de roca
fosférica y su efecto en el crecimiento de trigo y cebada. Los objetivos especificos de
esta investigacion son dar a conocer cuales son los efectos que Phanerochaete sp.
causa en plantas de ambos cereales, evaluar estos efectos bajo diferentes
concentraciones de roca fosférica en un sustrato suelo y determinar la solubilizacién de
P por Phanerochaete sp. proveniente de distintas fuentes fosfatadas. El ensayo se
llevé a cabo en plantas de trigo y cebada, en los cuales se observaron diferencias
altamente significativas en la biomasa aérea particionada inoculadas con la cepa,
respecto al control en ambos cultivos. Por otra parte, se observaron efectos positivos
en el crecimiento, pero no asi en la ontogenia y nimero de hojas. Con respecto a la
concentracion de P, no se observaron diferencias significativas. No obstante, en los
niveles con baja fertilizacion fosforada y adicion de la cepa existieron granos, teniendo
gue esto ultimo no se observo en el testigo. Lo anterior, permitié considerar a la cepa
de Phanerochaete sp. como un hongo solubilizador de fosfatos in vitro, promotor del
crecimiento vegetal en ambos cultivos, con lo cual queda abierta la posibilidad para ser
estudiado en otros cultivos de importancia agricola, como una importante alternativa a

la tradicional fertilizacion fosforada de nuestros tiempos.



SUMMARY

Nowadays, biofertilizers based on soil microorganisms have become very important,
mainly because of their low economic cost and their harmony with the environment.
Under the Fondef DO08I-1039 project "Rhizobacteria as biofertilizers to reduce
phosphate fertilizers use in wheat and barley", it was isolated a fungus strain able to
solubilize phosphate on PVK agar, corresponding to the genera Phanerochaete sp.
This fungus is a Basidiomycota can solubilize unavailable P forms to plants, thus it was
evaluated using crushed oat as a "carrier" and also as an inoculum source with a
phosphorus deficient soil (Trumao). The hypothesis of this report was: "A fungus
corresponding to Phanerochaete sp. strain promotes plant growth by phosphorus
solubilization in wheat and barley plants". The general aim was to evaluate the ability of
this chilean strain of Phanerochaete sp. such as rock phosphate solubilizing fungus and
its effect on wheat and barley growth. The specific aims of this research were to known
which are the effects of Phanerochaete sp. on both cereals, evaluating these effects
under different phosphate rock concentrations in soil used as substrate and to
determine P solubilization by Phanerochaete sp. from different phosphate sources. This
work was carried out on wheat and barley plants. For both significant differences were
observed in the above biomass in the inoculated treatments, whereas control not.
Moreover, positive effects were observed on growth, but not in the development and
leaves number. Regarding to the content of P, no significant differences were observed.
However, at low P fertilization levels it was obtained grains and this was not seen in
control treatments. This Phanerochaete sp. strain as a phosphate solubilizing fungus in
vitro, which promotes plant growth on both crops, left open the possibility to be studied
in other agriculturally important crops as an interesting alternative to traditional

phosphorus fertilization of our times.



1 INTRODUCCION

Los cereales constituyen por una parte, el grupo de especies cultivadas con mayor
superficie a nivel mundial, ademéas de ser el alimento mas importante desde el punto
de vista de las calorias que proporcionan a las personas. En el mundo, como promedio
para el periodo 2011/12, hubo una produccién de 2.344 millones de toneladas anuales,

de las cuales aproximadamente un tercio correspondio a trigo y cebada (FIA, 2012).

Segun cifras de Danty (2012), en Chile los cereales corresponden a un 80% de la
produccién total de cultivos anuales, alcanzando las 545.824 ha en la temporada
2011/12, destacando el trigo que concentrd un 49% de la superficie total y la cebada un
3,2%. Esta superficie de produccién se localiza principalmente en la zona sur de Chile,
comprendida entre las regiones del Bio Bio y Los Lagos, debido a las condiciones
agroecoldgicas propicias para alcanzar rendimientos que van desde los 80 a los 120 g
ha* de trigo (Fundacioén Chile, 2011) y 46 q ha™ en el caso de cebada (Astudillo, 2007).

En la actualidad uno de los principales problemas en la produccién de cereales en el
sur de Chile es la retencion de fosforo en los suelos. Esto ultimo se da por el origen
de estos suelos derivados de cenizas volcénicas, que se caracterizan por una alta
fijacion de P, ya que mas de un 80% del P suministrado a estos suelos desaparece de
la solucién de suelo (Schalscha et al.,, 1972). La falta de P en los suelos es una
limitante del crecimiento en las plantas, dado que este macronutriente se caracteriza
por su estabilidad al ligarse a elementos abundantes en algunos suelos como el
aluminio y hierro, dejandolo muy poco soluble (Vera et al., 2002). Estos mismos
autores sefialan, que el fenomeno de fijacion y precipitacion del P en el suelo, el cual
es altamente dependiente del pH, causa una baja eficiencia de los fertilizantes
fosforados solubles, tales como el superfosfato, el cual tiende a precipitarse en forma
de fosfato bicélcico o fosfatos de Al y Fe. La deficiencia de P en los suelos del sur de

Chile se caracteriza por provocar importantes trastornos fisiolégicos en las plantas,



disminuyendo considerablemente la produccion. Segun Mellado (2007), en Chile la
deficiencia de P es la segunda mas extendida e importante después del N,
especialmente en los suelos trumaos, ya que éste se encuentra en formas no

disponibles para la plantas.

El P es uno de los macronutrientes esenciales para el crecimiento y desarrollo
fenologico de las plantas, ya que es un importante componente de los nucleétidos que
conforman el material genético presente en el nucleo y citoplasma celular, por lo cual
procesos como el crecimiento y la division celular son dependientes de la disponibilidad
de P. Ademés, este elemento tiene la capacidad de formar enlaces altamente
energéticos, permitiendo el almacenamiento, liberacion y transferencia de energia al
interior de la planta para que se lleven a cabo los procesos metabdlicos en ella, razén
por la que una deficiencia de P obstaculizaria procesos como la conversién de azlcar
en almidén y celulosa. Esta acumulacion de azlcares colabora en la produccién de
antocianinas, lo que da el caracteristico color parpura apreciado en plantas con déficit
de P (Afif et al.,, 2013). Segun Mellado (2007), otros sintomas asociados a una
deficiencia de P, causan una disminucién en la eficiencia y produccion. Entre éstos,
se tiene la falta de vigor en tallos y hojas, volviéndose los tallos mas delgados y las
espigas mas pequefias, por lo que existe una disminuciéon en el nimero de granos,
afectando el rendimiento total del cultivo. También se puede presentar un retraso en la

madurez y una disminucién en el nimero de macollos por planta.

En consecuencia, los rangos de rentabilidad de la produccion de cereales han bajado
sostenidamente en el tiempo, por lo que nuevas caidas en el precio no podrian seguir
siendo absorbidas, al menos por parte de los agricultores. Esta situacién impulsa a
aumentar la escala de los cultivos y/o a evitar las siembras en suelos de baja calidad,
con lo que se favorece una mayor competitividad (FIA, 2012). Otra forma de aumentar
la rentabilidad de estos cultivos es acceder a un mercado con mejores precios de
venta, pero esta solucion es poco viable, ya que esto no se encuentra en manos de los

productores. No obstante, una alternativa es la posibilidad de incrementar la eficiencia



agronomica de los cultivos, disminuyendo costos de produccion y, consecuentemente

mejorando la rentabilidad de sus sementeras (Gonzalez, 2009).

Para aumentar la eficiencia agrondmica dentro del contexto de la problematica del P,
una propuesta es la utilizacion de fertilizantes fosforados de bajo costo, como es el
caso de la roca fosférica. Schwaner (2006), sefiala que para un efecto favorable en la
aplicacion de la roca fosforica, el pH debe ser bajo (<6,5). La roca fosférica a un pH
mayor pierde efectividad, por lo cual, las condiciones de los suelos derivados de
cenizas volcanicas son las idéneas para su utilizacién. Las rocas fosféricas son
fosfatos tricalcicos o apatitas, cuya principal caracteristica es su escasa solubilidad en
agua , por lo que su uso en la agricultura no es tan masivo, a pesar de su bajo costo
econémico. A diferencia de otras fuentes fosfatadas como es el caso del superfosfato
triple, el que posee un 46% de P,Os y que dentro de los fertilizantes fosforados es el
que presenta la mayor tasa de solubilizacién al agua, pero también es el que tiene el

mayor precio en el mercado (Sierra, 1990).

Segun Pinilla (1994), las propiedades de las rocas fosféricas de ser insolubles en agua,
producen que la reaccion con el suelo sea minima, liberandose inicialmente una
cantidad menor de P y no acidificando a la vez. Por tal motivo, se reduce la formacion
de precipitados, lo cual resulta ventajoso. La entrega pequefia, pero sostenida de P
gue aportan las rocas fosféricas durante las distintas etapas de crecimiento de las
plantas, especialmente cuando existe una rizésfera desarrollada, facilita la
competencia de ellas por el P (Sepulveda et al., 1997; Schwaner, 2006). Sin embargo,
esta baja entrega inicial no satisface la demanda en la primera etapa de vida de las
plantas (Pinilla, 1994). Para mejorar esta situacion, se ha establecido que las raices de
algunas plantas como el lupino, pueden secretar acidos organicos que permiten
solubilizar el fosfato de las particulas de roca fosforica (Sierra, 1990). Por otra parte, el
suelo esta compuesto por una serie de microorganismos que juegan importantes roles
en sus propiedades fisicas y quimicas, ya que estos aprovechan las condiciones que el
suelo les proporciona, tales como temperatura, humedad y materia organica para

completar su ciclo de vida. La poblacion microbial del suelo esta compuesta por cinco



grupos principales: bacterias, actinomicetes, hongos, algas y protozoos (Alexander,
1961). Esta microbiota tiene un importante rol en la fertilidad de un suelo, la cual no
s6lo se encuentra determinada por la presencia de macronutrientes como N, P y K,
sino que también por la microflora que los hace biodisponibles para las plantas (Olvera
y Pacheco, 2005). Dentro de habitantes del suelo, se encuentran algunos
solubilizadores de P, desempefiando un importante papel en el aporte de este nutriente
para las plantas, propiedad que potencia su utilizacion como inoculantes (Pérez et al.,
2009), por lo cual su presencia en la rizésfera es beneficiosa, ya que promueve la

movilizacién de las formas no disponibles para las plantas.

Entre los organismos solubilizadores de P del suelo, podemos mencionar algunos
grupos, entre ellos hongos de los géneros Penicillium, Sclerotium y Fusarium, con gran
capacidad solubilizadora de P, aunque con riesgo de patogenicidad a los cultivos. Otro
grupo corresponde a los Actinomicetes (Streptomyces), caracterizados por la
produccién de antibidticos, su dificil cultivo y multiplicacion a nivel industrial.
Finalmente, encontramos distintas bacterias y entre ellas, el género Pseudomonas sp.,
con el que se ha observado una importante capacidad solubilizadora de P y mayor
produccion de fitohormonas que inducen a un gran desarrollo radicular (Cuervo, 2010).
Estos microorganismos solubilizadores de P, liberan acidos organicos que disuelven
los fosfatos insolubles haciéndolos disponibles para las plantas por lo que son
considerados de gran importancia dentro de la microflora del suelo (Pérez et al., 2009).
La produccion de &cidos organicos por parte de hongos u otros microorganismos,
lograria una disminucion del pH del medio o bien favoreceria la formacion de quelatos,
con lo cual seria liberado el P de sus fuentes no disponibles (Whitelaw, 1999;
Schwaner, 2006).

Los hongos filamentosos poseen ventajas en suelos 4cidos y presentan caracteristicas
morfolégicas y metabdlicas que los hacen organismos promisorios para solubilizar P.
Adicionalmente, ha sido reportada una mayor habilidad de solubilizar fosfatos en
relacion con las bacterias (Vera et al. 2002) Estos hongos forman asociaciones

simbitticas con las raices de la mayor parte de las plantas terrestres. Ademas,



incrementan el nimero y la actividad de los organismos benéficos del suelo. Segun
Borie et al. (1983), dentro de las cepas més activas en los suelos del sur de Chile, se
encuentran: Aspergillus y Penicillium, los que concentran su mayor biomasa en los
suelos alofanicos presentes en dicha area. En Chile, el Dr. Luigi Ciampi Panno ha sido
uno de precursores en la investigacion de estos microorganismos, quien en la
actualidad lidera el proyecto FONDEF DO08I-1039 titulado como “Biofertilizantes en
base a rizobacterias para disminuir el uso de nutrientes fosforados en trigo y cebada”.
Este proyecto se relaciona con el uso innovador de microrganismos y el desarrollo de
productos en base a rizobacterias solubilizadoras de P, bioformulando productos
biolégicos que, aplicados a cultivos como trigo y cebada, disminuyan el aporte de
fertilizantes fosfatados. Dentro de este mismo proyecto, trabajos realizados en el
Laboratorio de Bioinsumos y Bacteriologia de la Facultad de Ciencias Agrarias
(Universidad Austral de Chile), buscando aislar bacterias solubilizadoras de P desde
muestras de suelo de la rizésfera de trigo, permitieron aislar una cepa de hongo capaz
de solubilizar P en placas con agar Pikovskaya. La cepa del hongo procedié desde un
suelo Trumao de origen volcanico, especificamente perteneciente a la serie Mafil,
ubicado en la Provincia de Valdivia. Este hongo se caracteriza por producir un micelio
blanco, tabicado, sin produccién de conidias, y que mediante claves taxonémicas se
identifico como perteneciente al género Phanerochaete sp. (Ciampi, comunicacion

personal).

Phanerochaete sp. son hongos pertenecientes al Phylum Basidiomicotas, de la clase
Agaricomicetes, del orden Poliporales. En la actualidad, se conocen 46 especies
pertenecientes a este género, las que se caracterizan principalmente por ser termdfilas
oscilando su temperatura Optima alrededor de los 40°C (Vassilev et al., 2006). Este
hongo es caracteristico en los bosques templados de América del Norte, Europa e Iran
(Blanco, et al., 2006). Segun los mismos autores, otra caracteristica que destaca a este
género es la capacidad de degradacion de lignina, propiedad tipica de los
basidiomicotas, por lo que cuentan con una bateria de enzimas extracelulares,
oxidasas y peroxidasas, que contribuyen en determinadas condiciones, a
despolimerizar la compleja estructura de la lignina, posibilitando asi la conversion de

polisacéridos, que constituyen una importante fuente de energia. Ademas, la mayoria



de los estudios sobre estos hongos se han centrado en la capacidad que poseen para
la degradacién de hidrocarburos aromaticos como biodescontaminante (Lopera et al.,
2005). Para nuestro conocimiento, no existen trabajos reportados que muestren que
éste se trate de un hongo solubilizador de P, como fue observado en la cepa chilena.

En base a los antecedentes anteriormente mencionados, se plante6 la siguiente
hipotesis: “Una cepa del hongo Phanerochaete sp. promueve el crecimiento vegetal a
través de la solubilizacion de P en plantas de trigo y cebada”. Como objetivo general,
se propuso evaluar la capacidad de la cepa chilena de Phanerochaete sp., como
solubilizador de roca fosférica y su efecto en el crecimiento de trigo y cebada. Los
objetivos especificos de esta investigacién son determinar cuales son los efectos que
Phanerochaete sp. causa en plantas de ambos cereales bajo diferentes
concentraciones de roca fosférica en un sustrato suelo y determinar la solubilizacién in

vitro de P por Phanerochaete sp. bajo distintas fuentes fosfatadas.


/Documents%20and%20Settings/ALEJANDRO/Configuración%20local/Archivos%20temporales%20de%20Internet/Content.Outlook/CX2V072O/et%20al

2 MATERIAL Y METODO

2.1 Ubicacién del ensayo y disefio experimental

La investigacion fue realizada en el Laboratorio de Bioinsumos y Bacteriologia del
Instituto de Produccién y Sanidad Vegetal, de la Facultad de Ciencias Agrarias,
ubicada en el campus Isla Teja de la Universidad Austral de Chile, Valdivia. Un ensayo
in vitro fue realizado en un arreglo en blogques completamente al azar para evaluar
halos de solubilizacion y formacién de micelio por 3 hongos en 6 diferentes fuentes
fosforadas, con 6 repeticiones durante 6 d. Posteriormente, los experimentos en trigo y
cebada, fueron conducidos en macetas, en un disefio factorial en bloques
completamente al azar con 8 tratamientos, teniendo tratamientos inoculados con el
hongo solubilizador y otros sin la cepa (control), siendo evaluados en cuatro diferentes
niveles de roca fosférica: 0, 10, 50 y 100% de la dosis recomendada con 5 repeticiones

por cada tratamiento en ambos cereales.

2.2 Material biol6gico

El material biol6gico utilizado correspondié a una cepa de Phanerochaete sp. aislada
en el Laboratorio de Bioinsumos y Bacteriologia del Instituto de Produccion y Sanidad
Vegetal, desde la rizésfera de plantas de trigo (Triticum aestivum L.) cultivado en un
suelo Trumao de la serie Mafil. Para evaluar la solubilizacion in vitro de esta cepa, se
utilizaron dos testigos negativos, los cuales correspondieron a los hongos Rhizoctonia
solani (Kihn) y Gaeumannomyces graminis var. tritici, (Walker) ambos provenientes
del cepario que posee el Laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Ciencias
Agrarias de la citada universidad. Se utilizaron ademas, granos de avena (Avena sativa
L.) como sustrato para el in6culo de la cepa del hongo. Las semillas utilizadas fueron
obtenidas desde el Laboratorio de Fitotecnia del Instituto de Produccion y Sanidad
Vegetal de la Universidad y correspondieron a trigo (T. aestivum L.) cv. Otto-Baer y

cebada (Hordeum vulgare L.) cv. Barke.
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2.3 Medios de cultivo y repique de la cepa de Phanerochaete sp.

Con el objeto de repicar la cepa de este hongo y evaluar la solubilizacién de P, se
utilizaron dos medios de cultivo correspondientes a APD (Anexo 1) enriquecido con
acido lactico para inhibir el crecimiento de colonias bacterianas y el medio PVK, éste
altimo como un medio indicador de solubilizacion de P (Anexo 2). La cepa del hongo
fue obtenida desde placas con APD que contenian una muestra pura del hongo con un
sacabocados estéril de 4 mm de didmetro. Los discos de micelio fueron tomados con
una aguja enmangada, previamente flameada en mechero y depositados en el centro
de placas Petri con APD, para ser incubados en estufa a 24+2°C por 7 d, por

quintuplicado.

2.4 Evaluacién de la solubilizacién in vitro de P por Phanerochaete sp.

Se sembraron cepas de Phanerochaete sp., R. solani y G. graminis var. tritici,
siguiendo el procedimiento descrito anteriormente (2.3), pero sobre agar PVK, con seis
repeticiones para Phanerochaete sp. y dos para cada uno de los otros hongos. Las
placas se incubaron a 24+2°C por 6 d. Se evalué diariamente el crecimiento del micelio
y halo de solubilizacion, midiendo con un pie de metro el diametro de estos. Los
hongos R. solani y G. graminis fueron utilizados como testigos negativos debido a su
baja capacidad solubilizadora de P (Doussoulin, comunicacién personal®). Las fuentes
de P utilizadas correspondieron a 1) fosfato de hierro, 2) &cido fitico, 3) fosfato de
aluminio, 4) fosfato de calcio, 5) roca fosférica (BIFOX) y 6) roca peruana. El medio de
cultivo solido fue utilizado como un indicador cualitativo de la accion solubilizadora de
fosfatos para el hongo, mediante el cual se puede observar la formaciéon de un halo

claro alrededor del micelio (Sundara y Sinha, 1963).

2.5 Preparacioén del in6culo de Phanerochaete sp.

Se preparé inéculo de la cepa de Phanerochaete sp. utilizando avena como sustrato.
Para ello se realizaron dos enjuagues de los granos de avena con agua destilada

estéril, posteriormente se sumergieron en una solucion de NaOCI al 1% por 5 min y

! Prof. Ing. Agr. Herman Doussoulin, Instituto de Produccién y Sanidad Vegetal (UACh).
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luego de esto, se realizé un ultimo enjuague con agua destilada estéril para eliminar los
restos de la solucion clorada. Los granos desinfectados fueron triturados en una
picadora Moulinex®, hasta alcanzar un tamafio de particulas entre 2 y 3 mm, evitando
que tuviese una consistencia pastosa. En matraces de 500 mL se agreg6 250 mL de
agua destilada estéril junto a 250 g de avena triturada, dejandolos reposar por un
periodo de 24 h para la hidratacién de los granos. Se eliminé el exceso de agua y
fueron sometidos a un proceso de tindalizacion, el cual corresponde a una
esterilizacion en donde se elevan las temperaturas en tres intervalos de 24 h para
conseguir la destruccién de microorganismos sin alterar la composicion quimica de los
granos. Después de 24 h, los granos de avena fueron inoculados con trozos de
aproximadamente 1,0 cm? de micelio de Phanerochaete sp. de 7 d de desarrollo en
medio APD. Posteriormente, los matraces fueron incubados en una estufa a 30+1°C
por 21 d. Finalmente, el contenido de cada matraz fue esparcido en bandejas limpias,
desinfectadas y cubiertas con papel de envolver para favorecer el secado y pérdida de

humedad del inéculo por alrededor de 7 d.

2.6 Establecimiento de los experimentos en macetas

El establecimiento de los experimentos se realiz6 en macetas plasticas de 30x35 cm,
las cuales fueron llenadas con 4 kg de un suelo Trumao de la serie Valdivia utilizado
como sustrato, que fue recolectado en el sector “La ovejeria” de la Estacion
Experimental Austral, ubicada en el sector de Cabo Blanco, en la ciudad de Valdivia
(39°45'S y 73°14°0, a 10 m.s.n.m.), seleccionado por su bajo contenido de P.

Los calculos de fertilizacion correspondientes, se realizaron considerando los
resultados del analisis de suelo (Anexo 4), y las concentraciones de fertilizantes se
efectuaron con el apoyo de una planilla de fertilizacién para cultivos, basada en
trabajos realizados por Pinochet (2005). Los fertilizantes utilizados correspondieron a
salitre potasico y roca fosforica; éste ultimo en concentraciones de 0, 10, 50 y 100% de
la dosis recomendada (349 y 154 kg de N ha™ para trigo y cebada, respectivamente;
455y 254 kg de P,0s ha™ para trigo y cebada, respectivamente). La mezcla del suelo,

fertilizantes e indéculo con las dosis de fertilizacion independientes para cada
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tratamiento, se realizaron con una betonera mecanica. Se sembraron 20 semillas por

cada maceta de forma manual.

2.7 Manejo de las macetas

El experimento fue sembrado el 11 de noviembre de 2011 y fue mantenido por 90 d
hasta el estado fisiolégico de antesis. Dentro de este periodo, a los 15 DDE se realizé
un raleo dejando 15 plantulas por maceta, con el fin de homogenizar el nimero de
plantas por cada unidad experimental. Por otra parte, el control de malezas se efectu6
manualmente a medida que éstas aparecieron. El mismo procedimiento fue utilizado en
el caso de la aparicion de algunos insectos que pudieron perjudicar el normal

desarrollo de las plantas.

2.8 Evaluaciones

Durante el experimento, se evalud el desarrollo fenoldgico de los cultivos por medio de
la escala Zadoks (Anexo 3). Otra evaluacion realizada fue la contabilizacion del nimero
de hojas, a través de la escala Haun (1973), la cual permite ademas conocer la tasa de
aparicion de hojas. Por ultimo se efectuaron mediciones periddicas de altura con una
regla graduada. Al final del experimento, luego de la cosecha, se realizd un analisis de
la concentracion de P foliar mediante ICP (Hou y Jones, 2000), asi como también en
tallos y granos (ug g* MS). Ademas, se evalud el peso seco total de las plantas y de

cada una de las estructuras por cada unidad experimental (g).

2.9 Anélisis estadisticos

Los datos obtenidos fueron procesados con el software Microsoft Excel 2007 y el
andlisis estadistico se efectud con el programa Statgraphics Centurion XV, realizando
un ANOVA (Anexos 12 y 13) y separacion de medias mediante prueba de Tukey
(p=0,05). En altura, ontogenia y nimero de hojas se realizé6 una prueba t de Student
(p<0,05) de contraste para una misma fecha, asumiendo la normalidad vy

homogeneidad de los datos.
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3 PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

A continuacién se presentan los resultados in vitro obtenidos en laboratorio y su etapa
posterior conducida en macetas, con el fin de evaluar la cepa chilena del hongo
Phanerochaete sp.

3.1 Capacidad de Phanerochaete sp. para solubilizar in vitro fuentes fosfatadas

En la Figura 1 se muestran los halos de solubilizacién, evaluados durante un periodo
de 6 d, donde se puede apreciar, que el medio enriquecido con FePO4*2H,0, fue
solubilizado por la cepa de Phanerochaete sp. Esto se contradice con resultados
obtenidos por Fassbender y Bornemisza (1987), quienes sefalan que el compuesto de
Fe aparece como uno de los mas insolubles entre los fosfatos inorganicos, alin mas

que el fosfato de Al, no existiendo solubilizacion de esta sal por parte de los 2 testigos.

Sin embargo, Jones et al. (1991) y Whitelaw (1999) sefialan que la ausencia de halos
de solubilizacion en los medios de cultivo sélido, no necesariamente indica que el
organismo carezca de habilidad solubilizadora, sino que posiblemente este tipo de
medios son insensibles para detectar la actividad de algunos microorganismos, por lo
cual Hernandez-Leal et al. (2011) recomienda recurrir a medios liquidos para obtener

resultados mas precisos.
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Figura 1.

En el caso de los medios enriquecidos con &cido fitico, AIPO,, Cas(PQO,), y roca
fosfoérica, la solubilizacion por la cepa fue mayor con respecto a los testigos,
destacando que ésta comenzd solubilizando desde el primer dia de evaluacion, a
diferencia de los controles, cuya solubilizacion comenzé en promedio al cuarto dia
desde la inoculacién, patrébn que se repite en investigaciones efectuadas por
Hernandez-Leal et al. (2011), en donde la cepa del hongo Paecilomyces lilacinus
mostré actividad solubilizadora desde el cuarto dia desde la inoculacion. Cabe
mencionar, que el medio enriquecido con roca peruana, promovio la solubilizacion

fosforada de uno de los testigos, especificamente R. solani.

Con respecto al crecimiento del micelio de la cepa de Phanerochaete sp. (Figura 2), se

observo en los medios enriquecidos con RF y acido fitico, un mayor crecimiento de
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éste con respecto a los testigos, mientras que en los tratamientos enriquecidos con
AIPO, y FePO,*2H,0, no se observaron diferencias. En el caso de los medios
enriquecidos con Caz(PO,), y roca peruana, el crecimiento del micelio se vio favorecido
para R. solani sobrepasando a la cepa evaluada.

Q0
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70 . .
60 - 8 .
50 - 1 -
40 - 1 1
30 - : 1
20 - . 1
10 - 8 .
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1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

+Phanerochaete sp. BRhizoctonia solani “Gaumannomyces graminis
Tiempo desde inoculacion (d)

Figura 2. Evaluacién de la formacion de micelio en distintas fuentes
fosfatadas inoculadas con Phanerochaete sp., Rhizoctonia solani y
Gaumannomyces graminis. Barras sobre cada punto indican error
estandar.

3.2 Evolucién de la altura, desarrollo fenolégico y numero de hojas

En las Figuras 3 y 4 se presenta el efecto de la adicion de la cepa del hongo con
respecto al control, sobre la altura promedio en diferentes fechas de medicién durante
el ciclo ontogénico de plantas de trigo y cebada, respectivamente. Tanto en trigo como
en cebada, se observaron diferencias significativas en la altura de los cuatro niveles de
fertilizaciéon fosforada evaluados, en donde la altura de las plantas adicionadas con la

cepa fue mayor con respecto al control, lo cual coincide con lo investigado por
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Maddonni et al. (2003), quien sefiala que las mejoras en el crecimiento de las plantas

adicionadas con hongos solubilizadores, se deben fundamentalmente a la mayor

absorcion y translocacion de nutrientes.

0% 10% 50% 100%
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0,0

0 15 30 45 60 75 90 0 15 30 45 60 75 90 O 15 30 45 60 75 90 0 15 30 45 60 75 90

Dias después de la emergencia (DDE)
+HONGO mCONTROL

Figura 3.

Evolucion de la altura, ontogenia (Zadoks) y tasa de aparicion de
hojas (Haun) en trigo bajo cuatro condiciones de fertilizacién con
roca fosforica, con y sin la adicion de Phanerochaete sp. Letras
distintas indican diferencias estadisticamente significativas (prueba
t, p<0,05).

En los niveles con una fertilizacion fosforada deficiente (0, 10 y 50%), se observé que

la altura de las plantas con la adicién del hongo, sobrepasé al tratamiento control entre

los 60 y 75 DDE. En cambio, en el tratamiento con fertilizacion fosforada completa, la
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cepa alcanz6 mayores valores de altura, respecto al testigo a los 45 DDE. Las plantas
de cebada presentaron diferencias significativas en la altura, en casi todos los niveles
de fertilizacion, excluyendo los tratamientos fertilizados con un 10% de la dosis
recomendada, donde estas diferencias se encontraron a partir de los 45 DDE como se
puede observar en la Figura 4.
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60 5
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4,0 ] ] b
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+HONGO mCONTROL

Figura 4. Evolucion de la altura, ontogenia (Zadoks) y tasa de aparicion de
hojas (Haun) en cebada bajo cuatro condiciones de fertilizacion con
roca fosforica, con y sin la adiciéon de Phanerochaete sp. Letras
distintas indican diferencias estadisticamente significativas (prueba
t, p<0,05).
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En la Figura 3, con la adicion de Phanerochaete sp. se obtuvo un efecto positivo sobre
la ontogenia de las plantas sélo cuando no existio la adicion de una fuente fosforada,
observandose estas diferencias a partir de los 60 DDE. Cruz-Flores et al. (2001) sefiala
gue la deficiencia de P en el suelo es un factor limitante para el crecimiento y desarrollo
de las plantas, por lo cual se presume que existe una solubilizacion de formas

fosfatadas no disponibles por parte de la cepa.

En los niveles con adicion de roca fosférica, no se observaron diferencias significativas
entre los tratamientos con y sin la adicion de la cepa en la ontogenia de las plantas de
ambos cereales. Las plantas de cebada no presentaron un efecto de la adicién de la
cepa de Phanerochaete sp., con respecto al testigo, en ninguno de los cuatro niveles
de fertilizacion fosforada, como se puede observar en la Figura 4. En cuanto al nUmero
de hojas (Figuras 3 y 4), se observé que la adicién del hongo en trigo y cebada no
presentd diferencias significativas, en ninguno de los niveles de fertilizacion fosforada,
lo cual coincide con lo sefalado por Olivares (2009), quien indica que factores
ambientales como luz y temperatura son los que influyen en esta variable y no la

disponibilidad fosforada.

3.3 Efecto de lainoculacién de Phanerochaete sp. sobre la biomasa aérea

En trigo, se observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en el
tratamiento con la adicion del hongo, especificamente en el peso seco de laminas
(Cuadro 1).

En el mismo cuadro, se observaron altas diferencias estadisticamente significativas en
el peso obtenido de macollos, espigas y granos, en los tratamientos adicionados con la
cepa, en comparacion a sus respectivos controles. Solo en tallos, la adicién del hongo
no causo efecto alguno, no presentando diferencias significativas con respecto al
control, lo cual coincide con resultados obtenidos por De Grazia et al. (2003), quien

sefiala que la fertilizacion fosforada no afecta el peso seco ni el diametro de tallos.
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Cuadro 1. Biomasa particionada en trigo con Yy sin inoculacién de
Phanerochaete sp. bajo cuatro diferentes niveles de RF.

RF (%) Léaminas (g) Macollos (g) Tallos (g) Espigas (g) Granos (9)

0 0,56+0,07c 0,06+0,05cB 0,92+0,07 c n.d n.d
10 0,30+0,05c 0,09+0,04 cB 0,84+0,05 ¢ 0,37+0,06 cB n.d
Control
50 1,05+0,06 b 0,11+0,04 bAB 1,89+0,05b 0,39+0,02 bAB 0,49+0,04 b
100 1,74+0,06 a 0,08+0,05aAB 2,730,111 a 0,55+0,09 aA 1,85+0,02 a
0 0,54+0,11c* 0,05+0,05cB* 0,92+0,06c 0,40+0,03 cB* 0,31%0,02 c*
10 0,58+0,09c* 0,08+0,04 cB* 1,13+0,10c 0,37+0,02 cAB* 0,36+0,08 c*
Hongo
50 1,12+0,05b* 0,10+0,03 bA* 1,78+0,08 b 0,39+0,02 bAB* 0,80+0,06 b*
100 1,84+0,03a* 0,10+0,05aA* 2,88+016a 0,47+0,06 aA* 1,98+0,12 a*
ANOVA
vael RF *% *% *% *% *%
Hongo v/s Control * *x n.s. *k b
Hongo*Nivel RF n.s. *x n.s. *x n.s.

Valores corresponden al promedio * error estandar. Letras minUsculas y mayusculas
dentro de una misma columna, indican diferencias estadisticamente significativas en
nivel de RF e interaccion de factores, respectivamente. Asteriscos indican diferencias
significativas entre tratamientos con y sin hongo (prueba de Tukey con p<0,05); (n.d.)
sin informacion y (n.s.) no significativo.

En cebada (Cuadro 2), la adicion de la cepa causé un efecto positivo en la totalidad de
las estructuras evaluadas, encontrandose diferencias altamente significativas (p<0,001)
en el peso de laminas, tallos, espigas y granos, en comparacion al testigo respectivo.
Estos resultados son coherentes con la investigacion de Fontanetto (1993), quien
determiné que la acumulacion de materia seca en la biomasa aérea se ve disminuida
por la deficiencia de P, por lo cual la cepa evaluada deja a disposicion de la planta las

formas fosforadas no solubles.
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Cuadro 2. Biomasa particionada en cebada con y sin inoculacion de
Phanerochaete sp. bajo cuatro diferentes niveles de RF.

RF (%) Laminas (g) Tallos (9) Espigas (9) Granos (9)
0 0,40+0,01cB  0,31+0,01cB  0,13+0,07 cB n.d
10 0,37+0,01cB  0,33+0,00cB  0,05+0,05cB  0,08+0,07 cB
Control
50 1,03+0,02 bAB 1,13+0,01 bAB 0,01+0,01 bAB 0,73+0,04 bAB
100 1,33+0,01 aAB 1,95+0,01 aAB  0,07+0,04 aA 1,34+0,03 aAB
0 0,66+0,01cB* 0,78+0,01 cB* 0,14+0,03 cB* 0,26+0,04 cB*
10 0,45+0,01 cB* 0,42+0,01 cB* 0,09+0,06 cB* 0,36+0,01 cB*
Hongo
50 1,11+0,01 bAB* 1,34+0,01 bAB* 0,03+0,02 bAB* 0,94+0,01 bAB*
100 1,82+0,02 aA* 3,14+0,01 aA* 0,04+0,04 aA* 2,18+0,02 aA*
ANOVA
vael RF *%* *%* *% *%
Hongo v/s Control * ** i i
Hongo*Nivel RF * * *x *x

Valores corresponden al promedio * error estandar. Letras minUsculas y mayusculas
dentro de una misma columna, indican diferencias estadisticamente significativas en
nivel de RF e interaccion de factores, respectivamente. Asteriscos indican diferencias
significativas entre tratamientos con y sin hongo (prueba de Tukey con p<0,05); (n.d.)
sin informacion.

En comparacion a otros microrganismos solubilizadores de P, especificamente
bacterias del género Serratia sp., aisladas desde el mismo suelo que la cepa evaluada,
ésta posee un mayor impacto sobre la biomasa aérea de las plantas tratadas, puesto
gue segun los resultados obtenidos por Ceballo (2012), Serratia sp. no presentd
diferencias estadisticamente significativas. Esto Ultimo es explicado por Borie et al.
(1983), quien sefiala que los hongos poseen mayor habilidad que las bacterias para

solubilizar fosfatos.
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3.4 Efecto de lainoculacién de Phanerochaete sp. sobre la concentracion de P

Luego de las evaluaciones realizadas a la concentracion de P en tejidos, se observo
gue tanto en laminas como tallos de trigo no hubo diferencias estadisticamente

significativas en ninguna de las fuentes de variacién analizadas (Figura 5).

Con respecto a los granos (Figura 5), en estos si se observé un efecto positivo de la
cepa, ya que en los tratamientos con 0 y 10% de la dosis fosforada recomendada,
hubo presencia de granos y no asi en los tratamientos control. Esto coincide con lo
sefalado por Faggioli et al. (2008), quienes demostraron que las plantas micorrizadas
absorben y acumulan mas P que las plantas sin micorrizas, especialmente si crecen en
suelos con baja disponibilidad del nutriente, por lo que se destaca el tratamiento sin RF
y adicionado con la cepa, que presentd un valor promedio de 1.642 (ug g* MS), lo cual
coincide con resultados obtenidos por otros investigadores antes mencionados,
quienes sefialan que en ausencia de fertilizacion el porcentaje de sobrevivencia de

hongos solubilizadores es mayor.

En los tratamientos con la dosis fosforada completa y la mitad de ésta no se
observaron diferencias significativas, pero cabe destacar que los valores obtenidos en
los tratamientos adicionados con la cepa fueron mayores con respecto al testigo. Esto
se debe a que altas dosis de fertilizantes ocasionan una menor sobrevivencia del
hongo en las raices. En cambio, dosis medias no afectan significativamente la

supervivencia de las cepas flngicas (Faggioli et al., 2008).
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Figura 5. Concentracién de P en tejidos de trigo, con y sin la adicién de

Phanerochaete sp. bajo cuatro condiciones de fertilizacién con RF.
Letras minlsculas y mayulsculas distintas indican diferencias
estadisticamente significativas en nivel de RF e interaccion de los
factores, respectivamente. Asteriscos indican diferencias
significativas entre tratamientos con y sin hongo, posicionados
sobre tratamiento con mayor valor.

En plantas de cebada, la adicion de la cepa del hongo no mostré diferencias

estadisticamente significativas en la concentracion de P de laminas (Figura 6).
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Figura 6. Concentracion de P en tejidos de cebada, con y sin la adicion de

Phanerochaete sp. bajo cuatro condiciones de fertilizacién con RF.
Letras minldsculas y mayusculas distintas indican diferencias
estadisticamente significativas en nivel de RF e interaccion de los
factores, respectivamente. Asteriscos indican diferencias
significativas entre tratamientos con y sin hongo, posicionados
sobre tratamiento con mayor valor.

Con respecto a la concentracion de P en tallos, se puede apreciar que solo existio un
efecto positivo de la cepa en el tratamiento sin adiciébn con roca fosférica. En el
tratamiento con un 10% de la dosis fosforada recomendada, no se observaron

diferencias estadisticamente significativas. En tanto, en los tratamientos con una dosis
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fosforada completa y con un 50% de ésta, la cepa tuvo un efecto negativo, puesto que
la concentracion de P promedio se vio superada por los respectivos controles.

En los granos de cebada, no se observaron diferencias significativas con respecto a la
concentracion de P en la interaccion de la cepa y el nivel de roca fosférica. Las
diferencias significativas observadas corresponden solo al nivel de roca fosférica,
destacando que los valores de P en los tratamientos adicionados con la cepa,
presentan valores mayores respecto del tratamiento testigo, teniendo en cuenta las
observaciones realizadas por Lacasta et al. (2006), quienes sefialan que el P en la
cebada, se encuentra principalmente en los granos. Se puede asumir un efecto positivo
de la cepa de Phanerochaete sp., ya que en los tratamientos sin fertilizacion fosforada

y con un 10% de la dosis recomendada, no se presentd formacion de granos.

La utilizacién de este hongo en asociacion a la roca fosférica, como alternativa a los
fertilizantes fosforados tradicionales, tales como el superfosfato triple, significaria una
ventaja importante en la agricultura actual. La consideracién de evaluar el costo
econdmico versus los beneficios que proporcionaria esta cepa a la agricultura, sera de

total relevancia en una futura investigacion.
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4 CONCLUSIONES

-La cepa de Phanerochaete sp. demostrd, bajo condiciones in vitro, solubilizar tanto
roca fosforica como otras fuentes fosforadas, entre ellas fosfato de hierro, acido fitico,
fosfato de aluminio y fosfato de calcio inmediatamente después de la inoculacion en
estos sustratos, con resultados mayores al de otros hongos como Rhizoctonia solani y

Gaumannomyces graminis.

-Entre los distintos efectos observados tras la inoculacién con la cepa del hongo
Phanerochaete sp., se encontré que en la condicion de nula y baja fertilizacion con
roca fosférica (0 y 10%) se formaron granos, mientras los tratamientos sin la adicion

del hongo no los presentaron.

-Bajo las condiciones en que se realizd este estudio, se concluye que no se rechaza la
hipotesis planteada, teniendo que la cepa de Phanerochaete sp. solubilizé formas de P
no disponible para las plantas, promoviendo el crecimiento vegetal, lo que se
fundamenta en las diferencias altamente significativas observadas en todos los
componentes de la biomasa particionada, es decir, en laminas, tallos, macollos,
espigas y granos. Asi mismo, se observaron valores estadisticamente significativos
alcanzados para la altura en trigo y cebada, en todas las diferentes condiciones de

fertilizaciéon con roca fosférica.
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ANEXO 1 Composicion del medio agar papa dextrosa

30

Componente Cantidad
APD Merck 39,09
Agua 1.000 mL

ANEXO 2 Composicion del medio agar Pikovskaya (PVK)

Componente Cantidad
Glucosa 10,09
Caz(P0O,)2 504¢g
(NH,),;S0, 059
NaCl 0,29
MgSO.*7H,0 01lg
KCI 029
Extracto de levadura 059
FeSO4*7 H,O 0,002 g
MnSO,* H,O 0,002 g
Agar agar 15,09
Agua 1.000 mL

Se mezcla bien y se esteriliza a 121°C a 15 PSI por 15 minutos.




ANEXO 3 Fases del desarrollo segun escala decimal Zadoks
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Etapa principal Descripcion Sub-fase
0 Germinacion 0,0-0,9
1 Produccion de hojas 1,0-1,9
2 Produccion de macollos 2,0-29
3 Produccion de nudos 3,0-39
4 Vaina engrosada 4,0-49
5 Espigado 50-59
6 Antesis 6,0-6,9
7 Grano lechoso 70-79
8 Grano pastoso 8,0-8,9
9 Madurez 9,0-99

Fuente: FAO (2001).
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ANEXO 4 Andlisis de suelo utilizado como sustrato en experimentos

pH en agua (1:2,5) 5,4
pH CaCl, 0,01 M (1:2,5) 4,8

MO (%) 13,7
N-Mineral (N-NO3+NH,) (mg kg™) 11,2
P-Olsen (mg kg™) 4,8

K-intercambiable (mg kg™) 90

Na-intercambiable (cmol, kg™) 0,18
Ca-intercambiable (cmol, kg™) 2,35
Mg-intercambiable (cmol, kg™) 0,89
Suma de Bases (cmol, kg™) 3,65
Al (cmol, kg™) 0,66
CICE (cmol, kg™) 4,31
Saturacion de Al (%) 15,3

Fuente: Laboratorio de Suelos, Instituto de Ingenieria Agraria y Suelos (Universidad
Austral de Chile).
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ANEXO 5 Biomasa particionada en trigo bajo cuatro condiciones de
fertilizacion con RF, con y sin la adicién del hongo
RF(6)  Tratamientos Laminas Macollos Tallos Espigas Granos
(9) (9) (9) (9) (9)
0,43 0,00 0,89 0,29 0,29
0,36 0,00 1,15 0,25 0,25
0 Con cepa 0,65 0,00 0,88 0,38 0,38
0,91 0,00 0,92 0,32 0,32
0,33 0,24 0,75 0,33 0,33
0,53 0,07 1,02 0,00 0,00
0,68 0,08 0,95 0,00 0,00
0 Sin cepa 0,45 0,05 1,10 0,00 0,00
0,41 0,07 0,81 0,00 0,00
0,75 0,28 0,73 0,00 0,00
0,83 0,00 1,34 0,32 0,32
0,74 0,00 0,94 0,13 0,13
10 Con cepa 0,43 0,28 1,28 0,28 0,28
0,46 0,00 1,26 0,44 0,44
0,42 0,00 0,82 0,62 0,62
0,25 0,36 0,75 0,01 0,01
0,23 0,00 0,83 0,00 0,00
10 Sin cepa 0,19 0,00 0,96 0,00 0,00
0,42 0,00 0,72 0,00 0,00
0,40 0,00 0,94 0,00 0,00
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1,09 0,26 1,79 0,81 0,81
0,95 0,34 1,89 0,73 0,73
50 Con cepa 1,26 0,41 1,56 0,63 0,63
1,16 0,34 1,66 1,01 1,01
1,14 0,34 1,99 0,82 0,82
1,26 0,40 1,86 0,43 0,43
0,98 0,00 1,95 0,55 0,55
50 Sin cepa 1,11 0,00 1,71 0,45 0,45
1,03 0,00 2,03 0,62 0,62
0,88 0,00 1,88 0,38 0,38
1,82 0,42 2,42 2,1 2,10
1,84 0,36 3,01 1,98 1,98
100 Con cepa 1,93 0,31 3,31 1,89 1,89
1,77 0,36 3,06 2,33 2,33
1,85 0,36 2,62 1,6 1,60
1,55 0,43 2,72 1,79 1,79
191 0,00 2,34 1,82 1,82
100 Sin cepa 1,68 0,00 2,85 1,93 1,93
1,76 0,00 2,99 1,85 1,85
1,82 0,00 2,74 1,87 1,87
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Altura (cm) en trigo por cada fecha de medicidén, bajo cuatro

condiciones de RF (%), con y sin la adicion de Phanerochaete sp.

DDE

0%

HONGO

10% 50%

100%

0%

CONTROL

10% 50%

100%

15

30

34

39

46

54

60

67

77

86

11,9+0,3

12,9+0,4

16,2+2,1

18,3+3,1

25,2+1,9

26,3+2,0

27,5%2,2

27,8+2,2

28,3+2,2

28,722

11,7+0,4 17,0+1,9

13,0+0,6 19,6+1,6

15,6x1,4 23,9+2,0

19,2+2,9 26,7+2,6

26,4+2,2 32,7+1,5

28,3+1,9 33,8%+1,4

30,4+2,4 35,2+1,6

30,5+2,5 35,9+1,7

31,4+2,4 36,4+1,9

31,8+2,5 37,9+2,9

21,615

29,3+2,1

31,3+1,5

35,6+0,7

37,6+0,9

38,7+0,9

39,8+1,1

40,1+1,1

40,4+1,0

40,8+1,0

10,4+0,9

11,4+0,6

11,9+0,5

12,8+0,5

14,0+0,5

14,4429

16,3+0,7

17,2+0,7

18,7+1,0

19,9+1,3

11,4+0,5 13,0+0,6

12,3+0,4 16,8+2,1

12,8+0,3 19,1+2,0

13,3+0,3 22,5+2,3

14,9+1,1 27,5+2,5

16,7+0,7 28,1+2,2

18,7+0,5 28,9+2,1

18,9+0,5 29,7+2,0

19,1+0,4 29,2+3,2

19,2+0,4 32,4+2,2

20,7+1,2

24,9+1 .4

28,0+0,7

31,1+1,0

33,4+0,4

34,2+0,4

35,4+0,7

35,8+0,6

36,4+0,5

37,1+0,5

Valores expresados como media aritmética + error estandar del total de repeticiones.
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ANEXO 7 Ontogenia (escala Zadoks) en trigo por cada fecha de medicién,
bajo cuatro condiciones de RF, con y sin la adicion de
Phanerochaete sp.

HONGO CONTROL
DDE 0% 10% 50% 100% 0% 10% 50% 100%
15 1,3#0,2 1,3+0,0 1,3+0,0 1,5+0,2 1,4+0,2 1,2+0,7 1,3+0,0 1,4+0,0
30 1,5+0,2 1,5+0,0 2,5+0,4 2,8+0,3 1,6+0,1 1,5+0,8 1,5+0,0 3,1+0,0
34 1,8+0,8 1,9+0,2 2,8+0,2 3,8#0,1 1,6+0,2 1,6+0,8 1,6+0,1 3,6+0,1
39 2,3+11 2,5+04 3,4+0,2 4,4+0,0 1,8+0,3 1,9+0,8 2,2+0,4 3,8+0,2
46 4,0£1,2 4,3+0,4 5,3+0,1 5,8+0,1 1,9+0,3 2,3x0,8 3,7+0,3 5,6+0,2
54 4,8+23 5,2+0,2 5,6+0,1 6,0£0,0 3,3+0,1 3,7+0,8 4,4+0,4 5,8+0,1
60 6,0+0,0 5,8+0,2 6,0+0,0 6,0+0,0 3,9+0,2 4,6+x0,8 6,0+0,0 6,0+0,0
67 6,2+0,2 59+0,1 6,2+0,1 6,0+0,0 4,3+0,2 4,8+0,9 6,1+0,0 6,0+0,0
77 6,3+0,2 6,0+0,1 6,3+0,0 6,4+0,0 4,6+0,2 4,9+0,9 6,3+0,1 6,2+0,0
86 6,4+0,2 6,3t0,1 6,5t0,0 6,5t0,0 4,9+0,2 5,1+10 6,4+0,0 6,4+0,0

Valores expresados como media aritmética + error estdndar del total de repeticiones.
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ANEXO 8 Numero de hojas (escala Haun) en trigo por cada fecha de
medicion, bajo cuatro condiciones de RF, con y sin la adicion de
Phanerochaete sp.

HONGO CONTROL

DDE 0% 10% 50% 100% 0% 10% 50% 100%

15 2,9+0,1 3,2+0,1 3,3#0,1 4,2+0,2 3,0+0,1 2,9+0,2 3,0+0,1 4,1+0,3

30 5,1+0,2 5,5#0,3 5,9+0,1 5,9+0,2 5,2+0,2 4,8+0,3 5,3+0,3 5,9+0,2

34 58+0,1 5,9+0,2 6,3+0,7 6,3+0,1 5,5+0,2 5,4+0,1 5,7+0,2 6,2+0,2

39 6,5+0,2 6,6+0,2 6,8t0,1 7,0+0,0 5,9+0,3 6,1+0,1 6,3+0,1 7,0+0,0

46 6,8+0,2 7,0+0,0 7,0t00 7,0+0,0 6,8+0,1 6,9+0,1 7,0+0,0 7,0+0,0

54 7,000 7,0+0,0 7,0+0,0 7,0+x0,0 7,0+0,0 7,0+0,0 7,0+0,0 7,0+0,0

60 7,000 7,0+0,0 7,0+0,0 7,0+0,0 6,8+0,2 7,0+0,0 7,0+0,0 7,0+0,0

67 7,000 7,0+0,0 7,0+0,0 7,0x0,0 6,9+0,1 7,0+0,0 7,0+0,0 7,0+0,0

77 7,000 7,0+0,0 7,0+0,0 7,0+x0,0 7,0+00 7,0+0,0 7,0+0,0 7,0+0,0

86 7,000 7,0+0,0 7,0+0,0 7,0+0,0 7,0+0,0 7,0+0,0 7,0+0,0 7,0+0,0

Valores expresados como media aritmética + error estdndar del total de repeticiones.




ANEXO 9

38

Altura (cm) en cebada por cada fecha de medicién, bajo cuatro

condiciones de RF (%), con y sin la adicion de Phanerochaete sp.

DDE

HONGO

0% 10% 50%

100%

0%

CONTROL

10%

50%

100%

15

20

24

31

39

44

54

60

67

77

86

7,3+0,5 6,6+0,4 8,9+0,7

8,7+0,5 8,2+0,4 10,8+0,4

11,5+0,9 9,2+0,7 12,6+0,7

13,3+0,9 11,5+2,5 16,5+2,1

15,2+1,4 12,7+1,4 19,0+2,3

24,6+2,7 17,3+2,1 36,2+3,4

28,2+3,4 20,5+3,8 38,9+2,8

31,9+4,6 23,7+5,5 42,7+2,5

33,1+4,7 24,9+5,4 46,9+2,0

34,7+4,6 30,1+7,6 49,122

36,7+4,8 30,5+5,3 52,4+2,4

10,2+0,6

18,4+1,2

23,212

28,3%1,0

32,7+1,1

49,3+1,2

50,7+1,9

51,8+2,4

53,4+2,5

55,9+2,5

58,6+2,9

8,76+x0,3 7,58+0,4 8,78+0,8 9,52+0,6

9,60+0,4

10,16+0,5

11,30+0,5

11,72+0,5

15,32+1,7

16,36+1,8

17,86+1,8

18,60+1,6

19,54+1,4

20,20+1,4

8,96+0,7

10,16+0,4

10,54+0,4

10,80+0,4

14,96+1,6

15,90+1,9

16,74+2,1

17,88+2,2

18,98+2,2

20,66+2,1

10,90+0,3

12,42+0,7

15,24+1,2

17,34+1,8

24,82+1,6

26,76+2,3

32,04+2,5

33,36+2,4

34,70+2,3

36,56+2,4

15,10+1,4

17,18+1,6

21,88+2,4

27,14+3,5

35,82+3,6

38,54+3,2

41,36+2,9

43,04+2,9

44,94+2 9

46,24+2.9

Valores expresados como media aritmética + error estandar del total de repeticiones.




39

ANEXO 10 Ontogenia (escala Zadoks) en cebada por cada fecha de medicion,
bajo cuatro condiciones de RF, con y sin la adicién de
Phanerochaete sp.

HONGO CONTROL

DDE 0% 10% 50% 100% 0% 10% 50% 100%

15 1,2+0,0 1,2+0,0 1,2#+0,0 1,4+0,0 1,2+00 1,2+0,0 1,2+0,0 1,2+0,0

20 1,3+0,0 1,2+0,0 1,3+0,0 1,7¢0,0 1,3+0,0 1,3+0,0 1,3+0,0 1,6+0,2

24 14+00 1,3+0,0 1,4+00 1,9+0,0 1,3+00 1,4+0,0 1,4+0,0 1,6+0,2

31 15+0,0 1,5+0,1 1,7¢+0,1 2,7+0,1 1,4+0,0 1,4+0,0 1,5+0,1 1,7+0,1

39 15+0,0 1,5+0,2 2,304 3,2+0,4 1,5+0,0 1,5+0,0 2,5+0,4 2,9+0,3

44 3,4+0,2 2,8+0,6 4,5+0,2 5,3+0,2 2,0+0,3 2,3+0,5 3,6+0,2 4,4+0,3

54 3,6+%0,2 3,1+0,6 4,8+0,2 5,5+0,2 3,3+0,1 2,5+0,5 3,9+0,3 4,6+0,3

60 4,0+0,2 3,6+x0,6 4,9+0,1 5,7+0,1 3,6+0,2 3,2+0,5 4,3+0,2 5,1+0,2

67 4,5+0,3 3,9+0,6 5,3+0,1 6,0+0,1 4,2+0,1 3,5+0,5 4,6+0,2 5,3+0,1

77 4,7+0,2 4,3+0,4 5,6+0,1 6,2+0,1 4,5+0,1 4,0+0,3 4,9+0,2 5,6%0,1

86 5,0+0,2 4,6+0,4 59+0,1 6,4+0,1 4,8+0,1 4,3+0,2 5,2+0,2 5,7+0,1

Valores expresados como media aritmética + error estandar del total de repeticiones.




40

ANEXO 11 Numero de hojas (escala Haun) en cebada por cada fecha de
medicion, bajo cuatro condiciones de RF, con y sin la adicion de
Phanerochaete sp.

HONGO CONTROL

DDE 0% 10% 50% 100% 0% 10% 50% 100%

15 1,9+0,1 2,0+0,2 2,0+0,1 2,5+0,2 2,1+0,1 2,1+0,1 2,3+0,1 2,2+0,2

20 2,9+0,2 2,8+0,1 3,6+0,1 4,7+0,1 3,0+0,2 3,2+0,2 3,5+0,2 4,4+0,2

24 4,0+0,3 3,8+0,3 4,3+0,1 5,4+0,1 3,4+0,2 4,1+0,1 4,1+0,2 5,0+0,1

31 5,0£0,2 4,3+0,3 5,2+0,1 6,2+0,2 4,3+0,3 4,7+0,2 5,2+0,2 5,5+0,2

39 55+0,2 4,7+0,3 6,2¢+0,3 6,8+0,3 5,7+0,2 5,5+0,3 6,2+0,3 6,2+0,3

44 8,0+0,3 6,9+0,6 9,0+00 9,0+0,0 7,2+0,3 6,8+0,7 7,9+0,3 9,0+0,0

54 8,6+0,1 7,3+x0,7 9,0+0,0 9,0+0,0 8,0+0,3 7,3+0,7 8,4+0,2 9,0+0,0

60 8,9+0,1 7,7+0,6 9,0+0,0 9,0+0,0 8,5+0,3 7,6+0,8 9,0+0,0 9,0+0,0

67 9,0£0,0 8,1+0,5 9,0+0,0 9,0+0,0 8,8+0,2 8,0+0,6 9,0+0,0 9,0+0,0

77 9,0£0,0 8,7+0,2 9,0+0,0 9,0+0,0 8,9+0,1 8,7+0,2 9,0+0,0 9,0+0,0

86 9,0+0,0 8,9+0,1 9,0+0,0 9,0+0,0 9,0+0,0 8,9+0,1 9,0+0,0 9,0+0,0

Valores expresados como media aritmética + error estandar del total de repeticiones.
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Peso seco laminas (Q)

Fuente de Sumade Grados de Cuadrado
o _ _ F calculado P-Valor
variacion cuadrados libertad medio
Hongo vs. Control 0,108 1 0,108 4,680 0,038
Nivel RF 11,512 3 3,837 165,960 0,000
Cepa*Nivel RF 0,123 3 0,041 1,770 0,173
Error 0,740 32 0,023
Total 12,483 39
Peso seco macollos (g)
Fuente de Sumade Grados de Cuadrado
o _ _ F calculado P-Valor
variacion cuadrados libertad medio
Hongo vs. Control 0,114 1 0,114 6,820 0,014
Nivel RF 0,196 3 0,065 3,890 0,018
Cepa*Nivel RF 0,263 3 0,088 5,230 0,005
Error 0,537 32 0,017
Total 1,111 39
Peso seco tallos (g)
Fuente de Sumade Grados de Cuadrado
o . _ F calculado P-Valor
variacion cuadrados libertad medio
Hongo vs.
0,069 1 0,069 1,620 0,212
Control
Nivel RF 23,451 3 7,817 183,710 0,000
Cepa*Nivel RF 0,229 3 0,076 1,790 0,169
Error 1,362 32 0,043
Total 1,111 39
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Peso seco espigas (g)

Fuente de Sumade Grados de Cuadrado
o _ _ F calculado P-Valor
variacion cuadrados libertad medio
Hongo vs. Control 1,146 1 1,146 30,240 0,000
Nivel RF 58,440 3 19,480 514,110 0,000
Cepa*Nivel RF 0,471 3 0,157 4,140 0,014
Error 1,213 32 0,039
Total 61,270 39

Peso seco granos (g)

Fuente de Sumade Grados de Cuadrado
o _ _ F calculado P-Valor
variacion cuadrados libertad medio
Hongo vs. Control 0,773 1 0,773 44,080 0,000
Nivel RF 20,449 3 6,816 388,750 0,000
Cepa*Nivel RF 0,078 3 0,026 1,480 0,238
Error 0,561 32 0,018
Total 21,860 39

Concentracion de P en lAminas

Fuente de Sumade Grados de Cuadrado
o _ _ F calculado P-Valor
variacion cuadrados libertad medio
Hongo vs.
50,490 1 50,490 1,270 0,269
Control
Nivel RF 222,126 3 74,042 1,860 0,156
Cepa*Nivel RF 101,966 3 33,989 0,850 0,475
Error 1274,340 32 39,823

Total 1648,920 39
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Concentraciéon de P en tallos

Fuente de Sumade Grados de Cuadrado
o _ _ F calculado P-Valor
variacion cuadrados libertad medio
Hongo vs. Control 34,188 1 34,188 0,060 0,802
Nivel RF 2440,530 3 813,510 1,520 0,228
Cepa*Nivel RF 1611,350 3 537,118 1,000 0,404
Error 17132,600 32 535,394
Total 21218,700 39

Concentracion de P en granos

Fuente de Sumade Grados de Cuadrado
o _ _ F calculado P-Valor
variacion cuadrados libertad medio
Hongo vs. Control 3905730 1 3905730 110,510 0,000
Nivel RF 2181240 3 727081 20,570 0,000
Cepa*Nivel RF 4892410 3 1630800 46,140 0,000
Error 1130960 32 35342

Total 12110300 39
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ANEXO 13 Analisis de varianza de las evaluaciones realizadas en cebada
Peso seco laminas (g)
Fuente de Sumade Grados de Cuadrado
o _ _ F calculado P-Valor
variacion cuadrados libertad medio
Hongo vs. Control 0,520 1 0,520 890,520 0,000
Nivel RF 8,597 3 2,866 4908,840 0,000
Cepa*Nivel RF 0,296 3 0,099 169,280 0,000
Error 0,019 32 0,001
Total 9,432 39
Peso seco tallos ()
Fuente de Sumade Grados de Cuadrado
o _ _ F calculado P-Valor
variacion cuadrados libertad medio
Hongo vs.
2,396 1 2,396 7576,610 0,000
Control
Nivel RF 29,213 3 9,738 30790,860 0,000
Cepa*Nivel RF 1,816 3 0,605 1914,020 0,000
Error 0,010 32 0,000
Total 33,435 39
Peso seco espigas (g)
Fuente de Sumade Grados de Cuadrado
o _ _ F calculado P-Valor
variacion cuadrados libertad medio
Hongo vs. Control 3,344 1 3,344 327,610 0,000
Nivel RF 29,303 3 9,768 957,000 0,000
Cepa*Nivel RF 1,187 3 0,396 38,770 0,000
Error 0,327 32 0,010
Total 34,161 39
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Peso seco granos (g)

Fuente de Sumade Grados de Cuadrado
o _ _ F calculado P-Valor
variacion cuadrados libertad medio
Hongo vs. Control 1,663 1 1,663 503,390 0,000
Nivel RF 17,237 3 5,746 1739,600 0,000
Cepa*Nivel RF 0,651 3 0,217 65,710 0,000
Error 0,106 32 0,003
Total 19,656 39
Concentracion de P en laminas
Fuente de Sumade Grados de Cuadrado
o _ _ F calculado P-Valor
variacion cuadrados libertad medio
Hongo vs.
45081,200 1 45081,200 1,250 0,272
Control
Nivel RF 76281,600 3 25427,200 0,710 0,556
Cepa*Nivel RF 5164,600 3 1721,530 0,050 0,986
Error 1153740,000 32 36054,400
Total 1280270,000 39
Concentracion de P en tallos
Fuente de Sumade Grados de Cuadrado
_ _ F calculado P-Valor
variacion cuadrados libertad medio
Hongo vs. Control 13075,800 1 13075,800 11,330 0,002
Nivel RF 13672,500 3 4557,510 3,950 0,017
Cepa*Nivel RF  29477,900 3 9825,980 8,510 0,000
Error 36934,100 32 1154,190
Total 93160,400 39
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Concentracién de P en granos

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado
o _ _ F calculado P-Valor
variacion cuadrados libertad medio
Hongo vs.
1967560,000 1 1967560,000 14,740 0,001
Control
Nivel RF 1852010,000 3 617336,000 4,620 0,009
Cepa*Nivel RF  908892,000 3 302964,000 2,270 0,099
Error 4272820,000 32 133526,000
Total 9001280,000 39
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