Cisneros, C., & Sinchez de Prager, M. (2015). Solubilizacién de fosfatos por hongos asociados a un Andisol de tres agroecosistemas cafeteros de la region andina
colombiana. Ingeninm, 9(25), 37-46

Solubilizacién de fosfatos por hongos asociados a un Andisol de

tres agroecosistemas cafeteros de la region andina colombiana

Phosphate solubilization by fungi associated to an Andisol of three coffee agroecosystems of the Colombian
Andean Region

COLCIENCIAS TIPO 1. ARTICULO ORIGINAL

RECIBIDO: AGOSTO 8, 2015; ACEPTADO: SEPTIEMBRE 4, 2015

Carlos A. Cisneros R., MSc

casisnerost@gmail.com

Marina Sanchez de Prager, Ph.D

marinasanchez92@hotmail.com

Universidad Nacional de Colombia, Palmira

Resumen

En la mayoria de los suelos donde se cultiva café en Colombia se presenta deficiencia de fésforo, elemento fundamental para su
desarrollo y rendimientos. La presencia de microorganismos solubilizadores de fosfatos [MSF] se ha sefialado como una de las
estrategias para suplir su demanda. Por ello, en un Typic melanudans de Cajibio (Cauca-Colombia), en tres agroecosistemas: café sin
sombra, café con sombra y relicto de bosque secundatio, se aislaron hongos rizosféricos, los cuales se evaluaron por eficiencia
solubilizadora de P (ESF) en Ca-P, Al-P, Fe-P en medio Pikovskaya sélido y liquido. A partir de los tres agroecosistemas y en las tres
fuentes de P, se obtuvo un total de 17 aislados fungosos. Con base en su ESF se seleccionaron cinco hongos para ser evaluados en
medio liquido. La secuencia de solubilizacién observada fue Ca-P > Al-P > Fe-P. Con respecto a poblaciones, se observé valores
cercanos en los tres medios y el pH disminuy6 a través del tiempo.

Palabras Clave
Microorganismos solubilizadores de fosfatos; fésforo; eficiencia solubilizadora de fosfatos.

Abstract

In most soils where coffee is grown in Colombia there is a phosphorus deficiency, essential element for its development and
performance. The presence of phosphate solubilizing microorganisms (PSM) has been identified as one of the strategies to meet its
demand. Therefore, on a Typic melanudans Cajibio (Cauca) in three agroecosystems: coffee without shadow, shadow coffee and relict of
secondary forest , rhizosphere fungi were evaluated by solubilizing efficiency of P (ESF ) in Ca-P, Al-P, Fe-P in the means solid and
liquid Pikovskaya. From the three agroecosystems and the three sources of P, 17 fungal isolates were obtained. With base on its ESF
five fungi were selected for testing in liquid means. The sequence of solubilization observed was Ca-P > Al-P > Fe-P. Regarding
populations, near values were observed in the three means, and the pH decreased over time.

Keywords
Phosphate solubilizing microorganisms; phosphorus; phosphate solubilizing efficiency.
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I. INTRODUCCION

Los
especialmente los Andisoles, soportan buena parte de la

suelos derivados de cenizas volcanicas,
economfia agricola nacional, y abarcan aproximadamente el

4.5% del territorio (Jaramillo, 2009).

Se caracterizan por poseer alta retencion de fésforo, P
(Satti, Mazzarino, Roselli, & Crego, 2007), la cual puede
alcanzar el 85%, debido a la existencia de minerales de tipo
aluminosilicatos no cristalinos en la fraccién arcilla,
principalmente aléfano, imogolita, ferrihidrita y complejos
humus-aluminio, los cuales pueden inmovilizar el fésforo a
través de procesos de adsorcidén anionica o precipitaciéon
quimica, principalmente (Besoain, 1985; Bravo, Marquinez,
& Potosi, 2007; Satti et al., 2007; Jaramillo, 2009).

De acuerdo con lo anterior, el P se considera nutriente
limitante en estos suelos y, dados los altos requerimientos
de las plantas para su desarrollo y crecimiento, se hace
necesario el uso de fertilizantes de sintesis quimico para
obtener mejores rendimientos. Después de su aplicacién
como ortofosfato, el fésforo rapidamente hace transito a
formas menos disponibles para las plantas, mediante la
formacién de complejos con aluminio [Al] o hierro [Fe] en
suelos acidos o con calcio [Ca] en suelos calcareos.

Sus elevados costos y los efectos ambientales negativos
causados por la aplicacion de fertilizantes obligan a buscar
alternativas para satisfacer los requerimientos de P de los
cultivos, a través del uso de materias primas menos
costosas y ambientalmente amigables (Alia, Shahida,
Bushra, & Saeed, 2013; Charana & Yoon, 2013; Karunai,
2013; Mardad, & Soukri, 2013;
Panneerselvam, & Sivakumar, 2013; Reena, Dhanya,
Deepthi, & Pravitha, 2013).

Serrano, Priya,

En los ultimos afios numerosos investigadores han
propuesto el uso de microorganismos solubilizadores de
fosfato (MSF), los cuales emplean varias estrategias para
solubilizar el P no disponible en el suelo. Entre los MSF se
encuentran las bacterias y los hongos solubilizadores de
fosfato (BSF y HSF), los cuales convierten los fosfatos
insolubles en formas solubles, a través de procesos de
acidificacién, quelatacién, reacciones de intercambio y
produccién de acidos organicos de bajo peso molecular:
acidos citrico, gluconico, 2-cetoglucénico, succinico,
glicdlico, lactico, fumarico, férmico, acético, butirico,
isobutirico, valérico e isovalérico (Prijambada, Widada,
Kabirun, & Widianto, 2009; Scervino et al., 2010; Humaira

& Asghari, 2011; Kannapiran & Ramkumar, 2011; Busato,
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Lima, Aguiar, Canellas, & Olivare, 2012; Charana & Yoon,
2013; Karunai, 2013; Mardad et al,, 2013; Priya et al,
2013).

De distintos suelos en el mundo se han aislado BSF

pertenecientes a los géneros  Pseudomonas,  Bacillus,
Rbizobinm, — Agrobacterium, — Burkbolderia, — Achromobacter,
Azospirillum, Azotobacter, Microccocus, Aerobacter,
Flavobacterium, — Mesorhizobium, — Enterobacter 'y — Erwinia

(Fernandez, Zalba, Gémez, & Sagardoy, 2005; Prijambada
et al., 2009; Yarzabal, 2010; Busato et al., 2012 y Mardad et
al, 2013). En cuanto a HSF, los géneros registrados
corresponden a  _Aspergillus,
Eupenicillinm,
considerados “organismos clave” en el ciclo del P (Jacobs
et al, 2002; Barroso, Pereira, & Nahas, 2006; Deepa,
Prasanna, Murthy, & Sridhar, 2010; Scervino et al., 2010).
Estos

Penicillinm, — Rhizoctonia,

Talaromyces, Trichoderma vy levaduras,

microorganismos son calificados beneficiosos
dentro de la microbiota del suelo y se aplican a este en

forma de inoculantes (Karunai, 2013).

Aunque el uso de MSF es una opcién adecuada, aun no
ha sido utilizada de forma regular, debido principalmente a
que es una estrategia que requiere de estudios basicos para
utilizar de manera adecuada su potencial (Patifio &
Sanchez-de-Prager, 2012). Para su implementacién se
requieren  prioritariamente  estudios de  diversidad,
estabilidad de las cepas utilizadas como inoculantes,
mecanismos a través de los cuales ocurre la solubilizacién
del P, y la eficiencia del proceso bajo diferentes

condiciones de campo.

Con tales consideraciones, el presente estudio se
propuso reconocer en un suelo Andisol ubicado en Cajibio
(Cauca, Colombia) sembrado con tres sistemas de manejo
en café, hongos solubilizadores de P, evaluar su eficiencia
solubilizadora de fosfatos de calcio, aluminio y hierro bajo

condiciones 7 vitro.

II. MATERIALES Y METODOS

Los hongos solubilizadores de fosfatos (HSF) se
aislaron de muestras de suelo rizosférico de un Typic
Melanndand (Montoya, 2011) obtenidas de plantas de café
de cuatro meses de edad y de vegetacion silvestre,

establecida en tres agroecosistemas: relicto de bosque

(RBS); cafté (Coffea arabica Var. Caturra con
sombra de guamo (Inga spp.) (CCS); y café (Coffea arabica
Var. Caturra) a libre exposicion solar o sin sombra (CSS);

secundatio

ubicadas en la Finca “Santa Rosa” de la vereda “La
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Aurelia” (2° 417 03.27"" N, 76° 30" 25.41°" W) del
municipio de Cajibio.

En cada
representativo de un area de 100 m x 100 m, dentro del

agroecosistema se escogié un sitio
cual se seleccionaron tres sitios de muestreo de 10 m x 3 m
(teniendo en cuenta la pendiente del terreno). En cada uno
se escogieron cinco plantas en forma aleatoria, utilizando
un transecto que atravesé en forma diagonal el area de
estudio. De cada planta se tomaron submuestras de suelo
rizostérico a una profundidad de 0-20 cm, las cuales se
mezclaron para obtener muestras de 500 g. Estas se
depositaron en bolsas plasticas y se almacenaron en
neveras de icopor. Posteriormente, se trasladaron al
laboratorio de Microbiologia de la Universidad Nacional
de Colombia del municipio de Palmira (Valle del Cauca,
Colombia), en donde fueron almacenadas en condiciones
de refrigeracién hasta su uso en los analisis respectivos.

Una parte de las muestras de cada agroecosistema fue
sometida a andlisis quimicos: pH (1:1), materia organica
(Walkley-Black espectromettia), P (Bray 1l espectromettia),
K (absorcién atémica), Ca (absorciéon atomica), Mg
(absorciéon atémica), Al (aluminio cambiable, KCl 1M),
CIC (amonio acetato), S (turbidimetria), B (boro en agua
caliente  (espectrometria  Azometina), Fe (absorcion
atémica), Mn (absorcion atémica), Cu (absorciéon atémica)
y Zn (absorciéon atémica). Los anteriores analisis se
realizaron en los laboratorios de servicios analiticos del
Centro Internacional de Agricultura Tropical [CIAT],

ubicados en la ciudad de Palmira (Colombia).

A partir de otra parte de las muestras de suelo, se
realizaron diluciones seriales desde 10! hasta 10¢ por
muestra y se inoculé6 sobre medios de cultivo agar
Pikovskaya (PVK) modificado: glucosa (10 g/1), fuente de
P (0.5 g/l), sulfato de amonio (0.5 g/1), KCI (0.2 g/l),
sulfato de magnesio heptahidratado (0.1 g/1), sulfato de
manganeso heptahidratado (0.002 g/1), sulfato ferroso
heptahidratado (0.002 g/1), NaCl (0.2 g/1), agar (15 g/1)
(Pikovskaya, 1948, modificado por Cisneros); utilizando
como fuente de P el fosfato tricalcico (Ca-P).

Los cultivos se incubaron a 27°C durante una semana,

ubicando las cajas de Petri en posicion invertida.
Transcurrida una semana, se eligieron las colonias que
produjeron un halo claro sobre el medio, indicador de la
Ca-P. Estas se

resiembras sobre el mismo medio.

solubilizaciéon  del purificaron  por

A. Evalnacion de la eficiencia solubilizadora de P (ESF) de los
HSF en medio sdlido

Con el fin de conocer la eficiencia solubilizadora de los
hongos seleccionados, se sembraron en PVK, utilizando
tres sales distintas de P: fosfatos tricilcico (Ca-P), de
aluminio (Al-P) y de hierro (Fe-P). Cada uno de los hongos
identificados inicialmente por su capacidad solubilizadora
de P, se sembraron en cajas de Petri a razén de tres
repeticiones por cada uno de los aislamientos y por cada
fuente de P.

Se tomé el diametro de la colonia y del halo que
formaba por espacio de siete dias, haciendo evaluaciones
periédicas, hasta cuando los hongos llenaron la caja de
Petri.

Para evaluar la Eficiencia Solubilizadora de P (ESF) de
cada uno de los aislados fungicos, se utiliz6 la Ecuacion 1
(Kannapiran & Ramkumar, 2011; Maheswar & Sathiyavani,
2012; Mardad et al., 2013).

ESF =12 Ecl
B

donde:

A = didmetro (mm) del halo de solubilizacién
(didmetro colonia + halozona); y

B = diametro (mm) de crecimiento de la colonia

La lectura de los didmetros correspondientes se hizo
con ayuda del software de diseflo grafico CorelDraw X4®

(Figura 1).

Figura 1. Presencia de halo como efecto de la

solubilizacion del fosfato tricalcico

Para normalizar los datos y poder hacer comparaciones,
se estableci6 el porcentaje entre la ESF de cada hongo y el
valor mas alto de ESF obtenido en cada una de las tres
fuentes de P. Posteriormente, se promediaron los tres
porcentajes correspondientes a cada hongo y se seleccioné
a los cinco aislados con mayor ESF para su evaluacion en
medio liquido.
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B.  Evaluacion de la ¢ficiencia solubilizadora de los HSF en medio
liguido

Por cada aislado fungoso se prepard una suspension de
concentraciéon 1 x10¢ esporas mll. De cada suspension se
tomé 1 ml, el cual se deposité en un Erlenmeyer que
contenia 100 ml del medio de cultivo PVK, liquido y
estéril, de forma independiente para cada fuente de P. Se

por

aislamientos y por cada fuente de P. Los testigos fueron

utilizaron tres repeticiones cada uno de los
los mismos medios de cultivo a los cuales se adicioné 1 ml
de agua destilada estéril. Los cultivos se mantuvieron en
agitacion a 150 rpm, a temperatura ambiente (28-30°C) por

siete dias.

Las determinaciones de P soluble se llevaron a cabo los
dias 0, 1, 3, 5 y 7. Para las evaluaciones se tomé de cada
Erlenmeyer un volumen de 8 ml, el cual se filtré a través
de membranas Millipore de 0.45 um. Al filtrado se le midié
el pH por potenciometria y el P soluble, empleando el
método de Molibdovanadato (APHA-AWWA-WPCEF,
1992); igualmente, se tomé de cada repeticién una muestra
sin filtrar para realizar conteo microbiano por el método
de recuento en placa (Casafas-Rivero, Rodriguez-
Rodriguez, Gonzalez, Marrero-Dominguez, & Diaz-
Romero, 2003; Sandnes, Eldhuset, & Wollebxk, 2005;
Prijambada et al., 2009; Scervino et al., 2010; Mardad et al.,

2013; Priya et al., 2013).

El porcentaje de fésforo solubilizado se calculd
utilizando como referencia la concentracion inicial de P
contenido en el medio de cultivo, utilizando cada una de
las fuentes.

C. Diserio experimental y andlisis estadistico

Para evaluar la eficiencia solubilizadora de fosfato, los
experimentos en medio sélido y en medio liquido se
formularon como disefios completamente al azar,
correspondiendo los tratamientos a las fuentes de P y a la
identidad del microorganismo solubilizador. Las variables
de respuesta fueron la Eficiencia Solubilizadora de P (ESF)
y a la concentraciéon (en porcentaje) de P soluble,
respectivamente. Se implementaron tres repeticiones por

cada tratamiento.

Para el anilisis estadistico se usaron analisis de varianza,
prueba de promedios (Tukey) y correlaciones de Peatson,
en todos los casos con una significancia del 95%. Todos
los anilisis se cortrieron utilizando el software SAS version
9.1.3 (2010).
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III. RESULTADOS Y DISCUSION

Las caracteristicas quimicas de las muestras del suelo de
los tres agroecosistemas (Tabla 1), son consistentes con las
descritas para Andisoles, ya que presentan algunas de sus
caracteristicas como: pH acido (<5.5), alto contenido de
materia organica (>10%) y muy baja disponibilidad de P,
entre 0.84 y 2.20 ppm (CIAT, 1986; Castro, 1998; Ledn,
2001; Bravo, Montoya, & Menjivar, 2013).

Tabla 1. Resultados del analisis quimico completo de las
muestras de suelo obtenidas de los tres agroecosistemas

Descripcion / agroecosistema CCs CSS RBS
pH 4,95 5.01 5.08
MO (g/kg) 230.30 242.00 207.00
P-Brayll (mg/kg) 2.20 1.92 0.84
K (cmol/kg) 0.51 0.51 0.33
Ca (cmol/kg) 2.46 2.33 1.86
Mg (cmol/kg) 1.43 0.77 0.66
Al (cmol/kg) 0.80 0.65 0.70
CIC (cmol/kg) 54.80 51.40 46.00
S (mg/kg) 130.70 121.70 58.40
B (mg/kg) 1.15 0.90 1.00
Fe (mg/kg) 10.55 9.29 11.30
Mn (mg/kg) 18.96 13.18 20.86
Cu (mglkg) 0.18 0.15 0.22
Zn (mglkg) 3.64 2.52 547

Los contenidos de aluminio intercambiable son bajos
en los tres agroecosistemas (Castro & Goémez, 2010). Para
el caso de las bases intercambiables, se presenta bajo
porcentaje de saturacion de ellas (cercana al 10%) en cada
agroecosistema.

El contenido de K se considera medio alto. En general,
la concentracién de las diferentes formas de este elemento
en Andisoles es moderadamente alta y estd ligada a la
composicién del material que les da origen, asf como a las
condiciones ambientales en las cuales se lleva a cabo su
meteorizacion (Meléndez & Molina, 2001).

Los contenidos de Ca y de Mg son bajos, a pesar de las
aplicaciones de cal, practica comun en estos suelos. Estos
factores influyen en la baja fertilidad quimica de estos
agroecosistemas. Adecuada relacion Ca/Mg: 1.72 (CCS),
3.03 (CSS) y 2.82 (RBS), y baja de K/Mg para los tres
agroecosistemas con riesgo de carencia de Mg: 0.35 (CCS),
0.67 (CSS) y 0.50 (RBS).

Los micronutrientes Cu y Fe se presentan en valores
bajos, no obstante el Zn, el Mn y el B presentan valores
altos.
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Lo anterior coincide con lo reportado por varios
autores (Montoya, 2011), quienes afirman que la acidez en
suelos derivados de cenizas volcanicas genera problemas
de disponibilidad de nutrientes como Ca, Mg y P, pero
beneficia la disponibilidad de otros como Zn y Cu.

Para Montoya (2011), los contenidos de nutrientes
encontrados en estos suelos estan relacionados con las
caracteristicas del material parental (cenizas volcanicas) y
con su textura franco-limosa, en la cual predomina la
fracciéon limo (58.7%) y, en menor cantidad, la arena
(26.1%), caracteristica ligada a la retencion de nutrientes y

a la escasa pérdida de éstos por lixiviacion.

Los valores obtenidos de CIC en los agroecosistemas
son superiores a los reportados por Montoya (2011) quien
afirma haber obtenido 44.39 cmol/kg en el Typic
Melanndand objeto de estudio en esta investigacion. Lo
anterior puede ser atribuido al alto contenido de materia
organica, al uso de fertilizantes quimicos y a los correctivos

de acidez del suelo.

A. Identificacion de hongos con capacidad solubilizadora de Ca-P,
AFEP y Fe-P | Aislamientos de HSF en Ca-P

Se aislaron poblaciones fungosas con capacidad
solubilizadora de fosfatos a partir de las muestras de suelos
de los tres agroecosistemas, esto es: CSS, CCS y RBS (ver

Tabla 2).

Tabla 2. Aislamientos de hongos provenientes de los tres
agroecosistemas estudiados, obtenidos en Ca-P

Agroecosistema

Hongo
CCSs RBS CSS
Con halo de solubilizacion 4 5 8
Sin halo de solubilizacién 3 1 11
Total 7 6 19
UNHS. UNEE N, UNHT
Aislamientos identificados con UNHS, UNH13’ ’UNH11’
la siguiente denominacion UNHO9, ! '
UNH10 UNH14, UNH12,
UNH16 UNH15, UNH17
Se logr6 separar un total de 32 aislamientos

morfolégicamente diferentes (Tabla 2). Del total, 17
hongos presentaron capacidad solubilizadora en Ca-P y

formacion de halo.

En los resultados también se incluyen las cifras
correspondientes a solubilizadores sin halo, es decir, que el

P liberado lo transforman en sus componentes celulares,

en biomasa microbiana que constituye reservorio temporal

del elemento, importante en el manejo de los
agroecosistemas (Nautiyal, 1999; Posada, Heredia-Abarca,

Sieverding, & Sanchez-de-Prager, 2012).

De acuerdo con los resultados, el menor numero de
aislamientos solubilizadores de fosfato se obtuvo en RBS,
y la mayor cantidad se concentr6 en CSS. Lo anterior
muestra que, aunque un numero mayor de poblaciones
microbianas se obtuvo de los agroecosistemas CSS y CCS,
los microorganismos solubilizadores de fosfatos tuvieron
mayor frecuencia relativa en RBS, cuyos contenidos de P
(P-Bray 1II) son los mas bajos, lo cual sugiere una mayor
participacién en la disponibilidad del P en esta condicion
de suelo, via microorganismos solubilizadores (Cisneros,
Patifio & Sanchez-de-Prager, 2014).

También estos resultados reflejan la baja intervencion
antropica en el agroecosistema RBS comparada con los
demas agroecosistemas, es decir, ellos son consecuencia
del efecto de los procesos o practicas agricolas basadas en
productos de sintesis quimica industrial aplicados a los
agroecosistemas CSS y CCS.

Es importante mencionar que el manejo agronémico de
los recursos vegetales afecta, tanto a la biodiversidad,
como a la densidad de las poblaciones microbianas
implicadas en su rizosfera, hechos registrados por varios
investigadores, entre ellos: Wardle y Parkinson (1992);
Busse, Ratcliff, Shestak, y Powers (2001); Killian et al.,
(2001); Moratto, Martinez, Valencia, y Sanchez (2005);
Calvo, Meneses, y Zufiga (2008); Conde (2011); vy
Hefnawy, Essa, y Amar (2012).

evidenciado la
solubilizadora de fosfatos por diferentes especies

microbianas (Khan, Zaidi, Ahemad, Oves, & Wani, 2010).
La variacion de los datos en comparacién con otros

Varios estudios han

capacidad

autores en medios con fosfatos, puede depender del
género o especie del microorganismo, ya que existen
microorganismos —que actividad

poseen una mayor

solubilizadora que otros (Rodriguez & Fraga, 1999).

B.  Evaluacion in vitro de la eficiencia solubilizadora de los HSF en

medio sdlido

El analisis de varianza para cada fuente de P, evidencié
diferencias altamente significativas (p<<0.001) en la ESF de
los aislamientos fungicos (Figura 2), encontrando que la
secuencia de solubilizacién fue Ca-P > Al-P > Fe-P.
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Figura 2. Halos de solubilizaciéon producidos por algunos de los
hongos aislados en las tres fuentes de P utilizadas

PN
)

A A

Lo anterior ha sido registrado por investigadores como
Banik y Dey (1983), Leyval y Berthelin (1985), Whitelaw,
Harden y Helyar, (1999), Barroso y Nahas (2005), Pérez,
Sulbaran, Ball, y Yarzabal (2007), Chang y Yang (2009),
Sulbaran, Pérez, Ball, Bahsas, & Yarzabal (2009), Karunai,
Paul, Ravindran, y Vijaya, (2011), Posada et al.,, (2012),

Acevedo, Galindo, Prada, Navia, & Romero (2014) y
Asuming-Brempong y Aferi (2014), quienes encontraron

que algunos microorganismos presentaron alta capacidad
de solubilizaciéon de Ca-P, en comparacién con otras
fuentes como Al-P y Fe-P.

Dicha solubilizacién depende del pH y se explica a
través de los valores de Kps (constante del producto de
solubilidad o constante de equilibrio de iones en solucion)
para los diferentes fosfatos (Illmer, Barbato, & Schinner,
1995; Fankem et al., 2006; Khan, Zaidi, & Wani, 2007;
Fankem et al., 2008).

En Ca-P el analisis de promedios de Tukey permitié
identificar que los cinco aislamientos fungicos con mayores
ESF fueron: UNH3, UNH2, UNH1, UNHG6 y UNHS8. En
consecuencia, el aislado UNH16 present6 el menor valor
de ESF.

En Al-P se encuentra que los cinco aislamientos con
mayor valor de ESF fueron: UNH4, UNH2, UNHS5,
UNH9 y UNHGO, y que el aislamiento UNH13 presenta el
menor valor ESF.

En Fe-P, la prueba de Tukey determiné los cinco
aislamientos mas eficientes: UNH1, UNH13, UNH?7,
UNH10 y UNHS, y que los aislados UNH2, UNH3,
UNH4, UNH5, UNH6, UNHY, UNH11; y el que obtuvo
el valor mas bajo: UNH17 (Tabla 3).

Con esta informacién se procedié a seleccionar los
cinco aislamientos con mayor ESF, para lo cual, en cada
medio de cultivo, se asumié como maxima ESF el valor
mas alto obtenido por uno o varios aislamientos (100%) y
se establecieron ESF relativas con respecto a este valor
(ver Tabla 4). Considerando lo anterior, se seleccionaron
los aislados: UNH1, UNH2, UNH3, UNH4 y UNHS5.
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Tabla 3. Promedios de ESF de los aislamientos fingicos

, ) Fuente de fosfato
Aislamiento

Ca-P Al-P Fe-P
UNH4 2.071 efgh 1.862 a 1.000 ¢
UNH2 2.861 b 1769 a 1.000 ¢
UNH6 2.493 cd 1.365 Cd 1.000 ¢
UNH17 1.877 ghi 1.000 Hi 1.000 g
UNH13 2.207 def 0.938 | 1283 b
UNH11 2.036 efgh 1.329 cde 1.000 ¢
UNH16 1.709 i 1.078 gh 1.066 f
UNH12 2.163 efg 1.139 Fg 1.109 de
UNH10 1.895 fghi 1.290 de 1.146 d
UNH8 2.315 cde 1232 ef 1117 de
UNH3 4707 a 1.000 hi 1.000 ¢
UNH1 2.540 bc 1.062 gh 1841 a
UNH15 1.840 ghi 1.076 gh 1.056 f
UNH14 2.066 efgh 1.092 gh 1.086 ef
UNH7 1.830 h 1.338 cd 1216 ¢
UNH9 1.992 efghi 1419 C 1.000 ¢
UNH5 2.008 efghi 1662 B 1.000 g

Tabla 4. Valores de eficiencia con relacion al aislamiento
de mejor comportamiento en cada fuente de fosfato

. Fuente de fosfato Promedio

Aislamiento

Ca-P (%) Al-P(%) Fe-P (%) (%)
UNH1 54.0 57.1 100.0 70.3
UNH2 60.8 95.0 54.3 70.0
UNH3 100.0 53.7 54.3 69.3
UNH4 44.0 100.0 54.3 66.1
UNH5 427 89.2 54.3 62.1
UNH6 53.0 733 54.3 60.2
UNH7 38.9 71.8 66.0 58.9
UNH8 49.2 66.2 60.7 58.7
UNH9 423 76.2 54.3 57.6
UNH10 40.3 69.3 62.3 57.3
UNH11 433 71.4 54.3 56.3
UNH12 45.9 61.2 60.2 55.8
UNH13 46.9 50.4 69.7 55.6
UNH14 439 58.7 59.0 53.8
UNH15 39.1 57.8 57.4 514
UNH16 36.3 57.9 57.9 50.7
UNH17 39.9 53.7 54.3 49.3

C. Estimacion de P soluble por parte de los hongos seleccionados

El analisis de varianza mostré diferencias significativas
en porcentaje de P soluble (p<<0.01), entre los aislados
fungosos dentro de cada fuente de fosfato.

En Ca-P, la prueba de Tukey identific6 que los
aislamientos con valores de porcentaje de P soluble mas
fueron UNH4 y UNHS5, los
presentaban diferencias estadisticas. Por otro lado el

elevados cuales no

aislamiento UNHT1 present6 el menor valor.
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Con respecto a Al-P, los aislados UNH5 y UNH3
presentaron los valores mas altos y el aislado UNHI1
obtuvo la concentracion de P soluble mas baja.

Finalmente, en Fe-P los aislados UNH3 y UNHI,
alcanzaron los promedios mas altos y el aislado UNH4 el
mas bajo (ver Tabla 5).

Tabla 5. Concentracion de P soluble (en %) en los tres
medios de cultivo inoculados con los aislamientos fungosos

Concentracion de Fosforo (%)

Aislamiento
Ca-P Al-P Fe-P

UNH5 484 Ab 170 a 70 ¢
UNH4 504 A 114 d 53 e
UNH3 459 C 144 b 101 a
UNH2 46.1 Bc 130 ¢ 61 d
UNH1 385 D 11.0 e 81 b
Testigo 156 E 64 f 49 f

Con respecto a las poblaciones de hongos (log en base
10 de UFC/ml), se observé que Ca-P y Al-P registraron
los valores promedio mas elevados para cada aislamiento
(altededor de 10* UFC/ml), seguidos por Fe-P (del orden
de 10° UFC/ml). Es importante destacar que los valores
obtenidos en Ca-P son cercanos a los alcanzados en Al-P y
en Fe-P (ver Tabla 06).

En Ca-P y Al-P, el aislado UNHS5 registré el promedio
mas alto y en Fe-P el UNH2. Los aislamientos que
registraron los menores promedios fueron: UNH2 en Ca-
P, UNHI1 en Al-P y UNH4 en Fe-P (ver Tabla 6).

Tabla 6. Valores promedio de poblacion fungica
dentro de cada fuente de fosfato

Poblacion (Log1o de las UFC/ml)

Aislamiento Fuente de Fésforo

Ca-P Al-P Fe-P
UNH5 4.236 4412 3.941
UNH4 3.792 4.007 3.652
UNH3 4172 3.971 3.880
UNH2 3.608 3.499 3.994
UNH1 3.670 2.726 3.873
Testigo - - -

Por otro lado, se observa que el pH disminuye en todas
de fosfato,
aproximadamente, en comparacién con el pH del testigo

las fuentes entre dos y tres unidades
(ver Tabla 7). La disminucién fue mas marcada cuando las
fuentes de P utilizadas fueron Al-P y Fe-P; esta dltima la

fuente que mas acidificé, con respecto al testigo.

Los
disminucién del pH en cada fuente de P, con respecto al

aislamientos ~ fungicos que causaron una

testigo, en orden decreciente, fueron: UNH2, UNH4,
UNH1, UNH5 y UNH3 en Ca-P, UNH1, UNH2, UNH4,
UNH3 y UNH5 en Al-P, mientras que en Fe-P: UNH4,
UNH1, UNH5, UNH3 y UNH2, respectivamente.

Tabla 7. Valores de pH en los tres medios de cultivo
inoculados con los aislamientos fungosos

. . Fuente de fosforo
Aislamiento

Ca-P Al-P Fe-P
UNH5 4.6 3.7 3.1
UNH4 4.9 4.4 3.8
UNH3 4.6 4.0 3.0
UNH2 4.9 4.5 2.9
UNH1 4.8 45 3.3
Testigo 6.6 6.0 5.8

De acuerdo con los resultados obtenidos, los

aislamientos  fungosos evidencian una disminucién
pronunciada del pH. Lo anterior puede ser causado, por
sustancias capaces de liberar H*, como iones amonio,
acidos organicos e inorganicos, tal vez, en mayores
cantidades en el grupo fungoso (Asea, Kucey, & Stewart,
1988; Parks, Olson, Brinckman, Baldi, 1990; Goldstein,
1994; Kim, McDonald, Jordan, 1997; Krishnaraj, Khanuja
& Sadashivam, 1998; Whitelaw et al., 1999; Trivedi & Sa,
2008; Vyas & Gulati, 2009; Paredes & Espinosa, 2010;
Habte & Osorio, 2012; Mardad et al., 2013; Prada, 2013;
Saxena, Basu, Jaligam, & Chandra, 2013), considerado
como uno de los principales mecanismos microbioldgicos

por el cual los compuestos fosfatados son movilizados.

En los aislamientos fungosos se present6 una relaciéon
inversa entre pH y P soluble en las tres fuentes de fosfato
utilizadas, con coeficientes de correlacion de Pearson para
Ca-P de r =-0.981, Al-P, r = -0.978 y en Fe-P, r = -0.924.
Resultados similares fueron registrados por Posada et al.
(2012), Prada (2013) y Mardad et al. (2013).

Los resultados anteriores mostraron cambios en el
valor de pH de los medios de cultivo y variaciéon en el
contenido de P soluble, causados por la actividad de estos
microorganismos, los cuales permitieron inferit su
participacién activa en la nutriciébn de los vegetales
sembrados en los tres agroecosistemas y las
potencialidades que presentan para el desarrollo de

biofertilizantes.

Como consecuencia de ello, se escogieron los dos
fingicos mas eficientes en la solubilizaciéon de los fosfatos
empleados (i.e., UNH3 y UNH5), para su identificacién

molecular, estimaciéon de la produccién de 4cidos
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organicos y evaluacion como Dbiofertilizantes en el

crecimiento y desarrollo de plantulas de café en

invernadero, cuyos resultados estan pendientes.

IV. CONCLUSIONES

A partir de la rizosfera de plantas de café y vegetacion
silvestre crecidas en tres agroecosistemas (café con y sin
sombra, y relicto de bosque secundario) de un Typic
Melanndand de Cajibio (Cauca), se identificaron hongos con
capacidad solubilizadora de fosfatos de Ca, Al y Fe. El pH
de las tres fuentes de fosfatos empleadas disminuy6 a
través del tiempo, aunque la Fe-P fue la que mas acidificé
de las tres. Con respecto a las poblaciones de hongos, se
observé un valor similar en las tres fuentes de P.
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