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Resumen

El fosforo es después del Nitrégeno el elemento que mas afecta el desarrollo y la
produccion de las plantas. Este elemento pasa rapidamente a formas solubles no
disponibles para las plantas. Muchos microorganismos dentro los que se
encuentran los hongos tienen la capacidad de solubilizar el fésforo y hacerlo
disponibles para las plantas. El presente proyecto tuvo como objetivo aislar
especies de hongos solubilizadores de fosfatos rizosfera y enddfitos presente en
raices de pasto colosoana pertenecientes a fincas ganaderas del municipio de
Sincé, Colombia. Se utilizd el medio con calfos(Glucosa 8 g, Extracto de malta
10 g, extracto de levadura 10 g, Neopolipeptona 1 g, Calfos 0.5 %, 0.8 %, 1.2 % y
1.5 % y agar 1.5 y agua 1000 ml) para el aislamiento de especie de hongos
solubilizadores de fosfato. Fueron identificadas 53 especies de hongos en suelo y
43 en raices, de los cuales se encontraron 3 y 6 especies solubilizadoras de
fosfatos, respectivamente en las fincas ganaderas del municipio de Sice.
Penicilliumsp y Aspergillus niger fueron las especies solubilizadoras de fosfatos,
mas predominantes y Paecilomycessp la de menor presencia. Estos hongos se
convierten en potenciales bioldgicos para la conservacion de la fertilidad de los
suelos de las zonas estudiadas, las cuales son caracterizan por tener niveles de
fosforo.
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Abstract

After nitrogen, phosphorus is the element which most affects the development
and production of plants. This element becomes quickly soluble forms not
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available to plants. Many microbes inside them which are fungi have the ability to
solubility phosphorus and make it available to plants. The objective was

isolate solubility fungi species of phosphates inrhizosphere and roots
entophytescolosoana of livestock farms of the municipality of Sincé, Colombia .
We used the medium with calfos (glucose 8 g, malt extract 10 g yeast extract 10
g, Neopolipeptona 1 g, Calfos 0.5%, 0.8%, 1.2% and 1.5% and agar water 1000
ml and 1.5) for isolation of species of solubilizadores fungi of phosphate. 53
Species of fungi in soil and 43 in roots, of which 3 and 6 solubilizadoras species of
phosphates, were respectively found in the livestock farms of the municipality of
Since were identified. Penicilliumsp and Aspergillusniger were solubilizadoras of
phosphates, more prevalent species and Paecilomycessp of minor presence.
These fungi are converted into biological potential for the conservation of the
fertility of the soils of the studied areas, which are characterized by levels of
phosphorus.

Key words: soil, fungi, Endophytes, phosphate solubilization.

Introduccién

El fésforo es uno de los elementos (macronutrientes) que las plantas requieren en
cantidades relativamente grandes. Este elemento en la planta es esencial porque
forma parte de los fosfatos portadores de energia (ATP-ADP), fosfolipidos, acidos
nucleicos y varias coenzimas esenciales (CURTIS y BARNES 1993; ROJAS y
ROVALO, 1985). Las plantas absorben la mayoria del fosforo como ion
dihidrogenofosfato H,PO, y pequefias cantidades como ion hidrogenofosfato
HPO,>.Sin embargo, una gran parte de este elemento en el suelo,
aproximadamente 95-99%, estd presente en la forma fosfatos insolubles,
loscuales no pueden ser utilizados por las plantas. (CURTIS y BARNES, 1993;
KANG et al., 2002).

La aplicacion de fertilizantes fosfatados ha sido utilizada para suplir la deficiencia
del fésforo en el suelo, pero una parte considerable es convertida rapidamente a
compuestos insolubles. Gran cantidad de los fertilizantes fosfatados que se
aplican no son utilizados por las plantas, sino que se almacenan en el suelo.
(NARLOCHEet al.; 2002; KUCEY, 1983). Otra alternativa para proveer de fosforo a
los suelos ha sido la utilizacién de las rocas fosféricas, pero muchos estudios han
demostrado perfectamente que las rocas fosféricas tienen muy bajo contenido de
fésforo soluble en agua (LEON, 1980; GOENADIet al., 2000).

Si el fosforo no se encuentra en cantidades suficiente y en formas disponibles en
el suelo, se retrasa la madurez de varias cosechas como arroz , maiz, algodon,
soja, entre otras, debido a que su sistema radicular no se desarrolla
satisfactoriamente: las plantas se quedan enanas disminuyendo enormemente la
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produccion. Por lo tanto las plantas deben tener fosforo disponible para su buen
desarrollo (BEAR, 1969; PLASTER, 2000). El fosforo es el elemento mas escaso
en los suelos tropicales del mundo y de Colombia.

La baja solubilidad de las rocas fosforicas, los altos costos de la produccion de los
fosfatos solubles y los bajos contenidos de P disponible en los suelos tropicales
conllevan a la busqueda de nuevos mecanismos para incrementar la disponibilidad
de fosfatos para las plantas cultivables. Se ha demostrado que existen diferentes

microorganismos capaces de solubilizar formas no disponibles de fosforo y
convertirlas en asimilables por las plantas. Hongos Bacterias y Actinomicetos
pueden disolver fosfatos insolubles en cantidades superiores a sus demandas
nutricionales. La accidén solubilizadora ha sido asociada principalmente con la
produccion de acidos organicos (lactico, glicolico, citrico, maléico y otros)
elaborados por el metabolismo microbiano (REYES, 1991a).

Se ha demostrado que muchos microorganismos del suelo como Hongos y
Bacterias, incluyendo Actinomicetos, pueden solubilizar i6nes fosfatos (H2POg,
HPO,*, PO,*) a partir de fuentes de fésforo organico e inorganico de escasa
solubilidad (GUERRERO et al.,, 1996).Para que los compuestos organicos del
humus o de la materia organica recién incorporada pueda ceder fosforo a la
solucion del suelo y a las plantas parece necesaria la accion hidroliticas de las
fosfatasas. Algunos trabajos han demostrado que varios microorganismos del
suelo poseen actividad fosfatasa. La disolucidbn microbiolégica de fosfatos
insolubles debe ser entendida como la transformacion de este elemento de una
forma insoluble a otra soluble en agua (DYHRMAN y PALENIK, 1999; ROJAS y
ROVALDO, 1985; ZARPAet al., 2001).

La produccion de acidos por parte de los microorganismos disuelven los
minerales, de esta manera, los acidos organicos (glicélico, lactico, citrico,
maléico), el acido nitrico (producido por agentes nitrificantes), el acido sulfarico
(producido por tiobacilos) y el acido carbonico (H,COg) liberan fosforo procedentes
de formas minerales (COYNE, 2000).

Una practica comun por los Rusos desde la década de los 50 es la inoculacion de
“fosfobacterinas”, particularmente cepas de Bacillusmegateriumvar. fosfaticum en
suelos con bajo contenido de fosforo disponible (REYES, 1991b); antes de que
existieran los fertilizantes de fésforo, un medio efectivo para solubilizar este
elemento consistia en mezclar suelo, abono de estiércol, azufre y fosfato rocoso
(COYNE,2000).
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Actualmente el uso de “fosfohongos”, tales como cepas de Aspergillussp.
yPenicilliumsp. estan siendo utilizadas para incrementar la solubilidad de la roca
fosfatada y del fosforo fijado en el suelo (REYES, 1991b).La importancia de la
actividad de los microorganismos en el ciclo del fésforo se manifiesta por el alto
contenido de este elemento en el tejido microbiano (ElI micelio de los hongos
contiene entre 0.5 y 1.0% y las bacterias entre 1.5 y 2.5% de fésforo por peso
seco). La mayor parte del fosforo presente en los microorganismos esta en el ARN
(del 30 al 50%). Las concentraciones microbianas de fosforo son diez veces mas
elevadas que en las plantas. A bajas concentraciones de fosforo los
microorganismos acumulan un exceso de fosforo para cubrir sus necesidades
(COYNE, 2000).

La habilidad solubilizadora de fosfatos ha sido determinada en medios con
CaHPO, mediante la formacién de zonas claras o halos de disolucion de los
cristales de fosfatos alrededor de las colonias de los microorganismos que
poseen esta actividad (KUCEY, 1983; REYES, 1991a). Entre los hongos
solubilizadores se encuentran los génerosAspergillus, Penicillium, Trichoderma,
Sclerotium, Fusarium, PaecillomycesySytalidium,Actinomicetos del género
Actinomyces, también se han involucrado (COYNE, 2000; REYES 1991b;
NARLOCH et al., 2002; ALTOMARE, 1999; CABRERA, 2000).

El presente proyecto tuvo como objetivo, aislar e identificar especies de hongos
enrizésfera y como enddfito raices del pasto colosoana con actividad
solubilizadora de fosfatos en fincas ganaderas del municipio de Sincé-Sucre.

Materiales y métodos

El presente trabajo se realiz6 en fincas ganaderas ubicadas en el municipio de
Sincé-Sucre-Colombia. Para el muestreo se seleccionaron predios Unicamente
con presencia del pasto colosoana. En cada finca se realizo un muestreo al azar,
a una profundidad de 20 cm tomando al tiempo muestra de suelo y raices. Las
muestras identificadas por finca y vereda, fueron llevadas al laboratorio de
investigaciones microbioldgicas de la Universidad de Sucre, para el aislamiento e
identificacion de especies de hongos solubilizadores de fosfatos.

Aislamientos de hongos de rizésfera

Se tomd 100 g de suelo con raices, se colocaron en un tamiz de 450 xm, se lavo

con agua estéril varias veces; se seleccionaron raices pequefias de
aproximadamente de 1 cm de largo por 1 mm de ancho y se pasaron a frascos
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estériles, se sacaron las raices pequefias y se sembraron en el medio YGC (YGC
40 g, asparagina 0.5 g, K;HPO,4 1g, MgSO, 0.122g, FeSO3; 0.01g, agua estéril
1000 ml) e incubadas a 25°C por 7 dias.

Aislamientos de hongos endoéfitos de raices

Raices pequefas de aproximadamente del cm de largo por 1 mm de ancho, se
lavaron con agua estéril dos veces, se sumergieron en solucion de hipoclorito de
Sodio al 1 % por un minuto, se lavaron 3 veces con agua estéril para eliminar el
exceso de hipoclorito de sodio, se secaron el papel filtro y se sembraron en
medios YGCa 25 °C por 7 dias.

Control suelo

Para este procedimiento, se tomaron muestras de suelos, se lavaron y se
seleccionaron dos terrones de aproximadamente de 2 mm de didmetro, se
sembraron en medios YGC a 25 °C por 7 dias.

Identificacién de hongos solubilizadores de fosfatos.

Los diferentes morfotipos asilados de rizésfera, endéfitos y en control suelo
presentes en medios YGC se reaislaron en medios calfos (Glucosa 8g, extracto de
malta 10g, extracto de levadura 10g, peptona 1g, calfos 1.5%, agar 2.5 g, agua
estéril 1000 ml y pH 5.5) e incubadas a 25°C, durante 7 dias, hasta obtener
crecimiento que indicara la actividad solubilizadoramediante el viraje de color rojo
a amarillo y formando un halo transparente (Reyes, 1991). La identificacién de los
hongos solubilizadores, a nivel de género, se hizo en medio de agar — malta
(extracto de malta 48 g, cloranfenicol 500 mg, agar 2.5 g y agua destilada 1000 ml)
a 25°C, durante 7 dias, se tomaron con el asa microbiol6gicas muestras de los
hongos aislados y se hicieron montajes en placas fijas y se llevaron a observacion
en el microscopio, para la identificacion taxonémica se utilizo la clave taxonémica
"llustrated genera of Imperfect of fungiBy H.L. Bornett, 1980”, llegando en algunos
a identificar las especies.

Resultados

Un total de 19 fincas ganaderas pertenecientes al municipio de Sincé fueron
muestrearon y de acuerdo a los resultados de los analisis quimicos de los suelo
representativos de la zona en estudio, se encontré6 que el pH oscil6 entre
medianamente acido a medianamente alcalino, los contenidos de fésforo y materia
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organica se encuentran de muy bajo a medio y los valores de calcio de bajo a muy
alto.

En la tabla 1, se observa el total de grupos y/o especies de hongos aislados de
rizosfera y como enddfitos en raices de pasto colosoana. Un total de 51 morfotipos
fueron aislados de rizosfera y 43 como enddfitos. Los resultados indican que la
mayor diversidad de aislados correspondié al grupo de Deuteromycetes en ambas
condiciones. En la misma tabla se observa que la mayor actividad como
solubilizadores de fosfatos se encontré en hongos como endofitos presentes en
raices de pasto colosoana.

Tabla 1. Grupos y/o especies de hongos aislados de rizésfera y como enddfitos
de raices de pasto colosoana y actividad solubilizadora de fosfatos.

Grupo y/o especie Rizosfera ASP Enddfitos en ASP
raiz
Deteuromicetes 47 - 36 -
Penicilliumsp 2 + 3 +
Aspergillusniger 1 + 2 +
Zygomycetes 1 - 1 -
Paecilomycessp 0 - 1 +
TOTAL 51 42

ASP:actividadsolubilizadora de fosfatos

La actividad solubilizadora de fosfatos fue evaluada en medio calfos. La actividad
positiva fue observada por la acidificacion del medio, la cual fue identificada
mediante el viraje de color rojo a amarillo y formando un halo transparente
(Reyes, 1991)(Figura 1.).
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Figura 1. Actividad solubilizadora de fosfatos de hongos en medio calfos. Fuente:
Alexander Pérez Cordero, 2011.

Los géneros de hongos aislados con actividad solubilizadora de fosfatos fueron
identificado como: Aspergillus, Penicillium y Paecillomyces. Los de mayor
presencia correspondié a Aspergillus identificandose cuatro especies  A.
candidus, A. niger, A. flavusy A. terreus (Figura 2.).
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Aspergillus niger

Figura 2. Especies de hongos solubilizadores de fosfatos encontradas enrizésfera'y como
endofitos en raices de pasto colosoanaen fincas ganaderas Del municipio de Sincé.
Alexander Pérez Cordero, 2012.
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DISCUSION

Muchas de la literaturas acerca de la solubilizacion de minerales en el suelo por
parte de microorganismos y su uso potencial para aumentar la fertilidad del suelo
esta centrada en hongos formadores de micorrizas arbusculares y las bacterias
solubilizadoras de fosfatos; sin embargo se conocen pocos géneros de hongos
filamentos, no micorrizicossolubilizadores de fosfatos, los cuales han sido
mostrados (ALTOMARE, 1999).

Los hongos enddfitos forman con las plantas interacciones simbidticas complejas,
yen la actualidad existe muchos de interrogantes acerca del funcionamiento
deesta simbiosis. Como primera inquietud es importante conocer el beneficio que
cada uno recibe de esta relacion simbiética. En las pasturas tropicales no existe
ninguna evidencia comprobada del mutualismo entre enddfitos y pasturas. Existe
un grupo de hongos endofitos en pastos de zonastempladas que les proveen
proteccién contra herbivoros y la depredacion de semillas mediante produccion de
toxinas. A cambio los hongos reciben alimento, proteccién y, enalgunos casos,
dispersion a través de la semilla de su hospedero (JOHNSONet al., 1985, CLAY,
1988; KNOCH et al., 1993).

Los géneros de hongos aislados con actividad solubilizadoras de fosfatos
correspondieron Aspergilluscandidus, A. niger, A. flavusy A. terreus,Penicilliumy
Paecillomyces. En estudio realizados sobre la actividad solubilizadores de
fosfatos asilados de yacimientos de rocas fosforica, identificaron aAspergillussp.,
Penicilliumsp.yFusariumsp. con esta actividad REYES, (1991a). En trabajos
realizados por SALIHet al.; 1989; KUCEY, (1983), sefalan que Aspergillus
sp.yPenicilliumsp han mostrado in vitro actividad positiva comosolubilizadora de
fosfatos. Entre tanto CABRERA, (2000) identific6 ademas de los géneros
anteriormente a Paecillomycessp. ySytalidiumsp.con alta actividad solubilizadora
de fosfatos en suelosultisoles y oxisoles de la Amazonia Colombiana. Actividad
solubilizadora de fosfatos para la especie deTrichodermaharzianumla reporto
(ALTOMARE, 1999) el cual concluyo que esta especie posee diferentes
mecanismos enzimaticos para la solubilizacion de fosfatos.

Como perspectivas futura se plantea realizar exploracibn de hongos
solubilizadores en diferentes subregiones fisiograficas del departamento de Sucre,
asi mismo se procedera a la evaluacion in vivode estos hongos en especies de
pasturas de importancia economica y se plantea desarrollar técnicas especificas
para la produccion masiva de estas especies de hongospara su utilizacion como
alternativa bioldgica como fertilizantes para que contribuyan al mejoramiento y
conservacion de la fertilidad de los suelo, principalmente en aquellas regiones
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donde existen problemas de baja contenido del elemento fésforo, como las objetos
del presente proyecto.
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