View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by fCORE

provided by Acta Botanica Mexicana

Articulo de investigacion

Aislamiento y seleccion de hongos de suelo
solubilizadores de fosforo nativos del estado de Coahuila,
Meéxico

Isolation and selection of solubilizing phosphate soil
ActaBotanica fungi native to Coahuila state, Mexico

Mexicana

Abraham de Jesus Romero Fernandez' 2, Rosa Maria Arias Mota?3® 9, Rosalinda Mendoza-Villarreal*

Resumen:

Antecedentes y Objetivos: La deficiencia de fosforo en los cultivos agricolas generalmente es atendida mediante la aplicacion de fertilizantes. Sin
embargo, estas practicas resultan costosas y causan deterioro al medio ambiente. El uso de bio-productos como los hongos solubilizadores de fésforo
constituyen una alternativa promisoria. El objetivo de este trabajo fue aislar y seleccionar hongos del suelo fosfato solubilizadores nativos de Coahui-
la, México, con potencial para ser utilizados como biofertilizantes.

Métodos: El aislamiento de los hongos se llevd a cabo mediante la técnica de filtracién de particulas de suelo. La seleccion de las cepas se realizd
en el medio de cultivo de Sundara con fosfato tricdlcico; la capacidad fosfato solubilizadora se detectd visualmente mediante la presencia de halos
hialinos en el medio de cultivo. La evaluacidn cualitativa se determind mediante el indice de eficiencia de solubilizacidn. En la evaluacion cuantitativa,
los cultivos se incubaron en medio liquido por 25 dias y cada cinco se midid el P soluble, pH y biomasa fungica.

Resultados clave: Se obtuvo un total de 271 aislamientos de hongos; de éstos 52.76% proyectaron resultados positivos a la prueba cualitativa de
solubilizacién de fésforo. En cuanto a la eficiencia de solubilizacion, ésta fluctud entre 2.06-6.85 unidades. Las cepas Sp. Mz54, Aspergillus sp. 4C19,
Penicillium sp. Mu73, Penicillium sp. Mu77 y Penicillium sp. A56 presentaron los mayores indices de eficiencia de solubilizacién (t<0.005). En la medi-
cion cuantitativa, la cepa Penicillium sp. Mu73 solubilizé la mayor cantidad de fésforo (83.26 mg I*) (t<0.005). De acuerdo con los analisis de regresion,
el fosforo aumentd a medida que el pH decrecid (r>=0.81).

Conclusiones: La cepa Penicillium sp. Mu73 tiene un alto potencial para ser utilizada como biofertilizante ya que promueve un alto contenido de
fosforo soluble en condiciones in vitro.

Palabras clave: biofertilizantes, fosfato tricalcico, hongos filamentosos.

Abstract:

Background and Aims: Phosphorus deficiency in crops is generally remediated through the application of fertilizers. However, this practice is costly
and deteriorates the environment. The use of biofertilizers such as phosphate-solubilizing fungi is a promising alternative. The objective of the pre-
sent study was to isolate and select native phosphate-solubilizing soil fungi from Coahuila state, Mexico, with potential to be used as biofertilizers.
Methods: Fungal strains were isolated using the soil-particle washing technique. The selection of phosphate-solubilizing strains was performed in a
Sundara medium with tricalcium phosphate, and phosphate-solubilizing capacity was visually detected based on the presence of hyaline halos. The
qualitative evaluation was carried out by calculating the solubilization index. In the quantitative evaluation, the cultures were incubated for 25 days
in liguid medium, and soluble P, pH, and fungal biomass were measured every five days.

Key results: A total of 271 strains of fungi were isolated. Of these isolates, 52.76% tested positive for phosphate solubilization in the qualitative eva-
luation. With regard to solubilization efficiency, the values ranged from 2.06-6.85. The strains Sp. Mz54, Aspergillus sp. 4C19, Penicillium sp. Mu73,
Penicillium sp. Mu77, and Penicillium sp. A56 presented the highest solubilization efficiency indices (t<0.005). In the quantitative evaluation, the stra-
in Penicillium sp. Mu73 solubilized the highest quantity of phosphorus (83.26 mg I*) (t<0.005). According to the regression analyses, the phosphorus
concentration increased as the pH decreased (r?=0.81).

Conclusions: The strain Penicillium sp. Mu73 has high potential for use as a biofertilizer because it solubilizes a high amount of phosphorus under in
vitro conditions.

Key words: biofertilizers, filamentous fungi, tricalcium phosphate.
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Introduccion

En México, 60% de su territorio esta constituido por eco-
sistemas aridos y semidridos (Montafio et al., 2016). En los
climas aridos, los suelos se caracterizan por presentar altos
contenidos de carbonatos, pH alcalino, textura arcillosa,
poca profundidad y baja disponibilidad de fésforo (Narro,
1985). La mayor parte del fésforo inorgdnico se absorbe en
la superficie del suelo o se precipita como fosfatos de hie-
rro y aluminio en suelos acidos y como fosfatos de calcio y
magnesio en suelos alcalinos y calcareos (Bolan, 1991). La
disponibilidad de fésforo en los suelos en algunas regiones
del estado de Coahuila es baja debido a que el carbonato
de calcio produce inmovilizaciéon temporal o permanente
del ion fosfato (Zamudio Gonzélez et al., 2011).

La deficiencia de fésforo generalmente es atendida
mediante la aplicacidn de fertilizantes quimicos que, al ser
aplicados en dosis superiores a las requeridas por los cul-
tivos, conducen a riesgos de contaminacién ambiental por
su lixiviacidn hacia aguas subterraneas. Ademads, conlleva
a la degradacion de la calidad de los suelos por exceso de
salinidad y a un incremento infructuoso en los costos de
produccion (Cardenas-Navarro et al., 2004).

Una alternativa ecolégicamente aceptable para re-
ducir los insumos externos y mejorar la cantidad y calidad
de los recursos internos del suelo es el uso de microorga-
nismos debidamente seleccionados. En el suelo, existen
interacciones sinérgicas entre los microorganismos que fa-
vorecen el crecimiento y desarrollo de las plantas (Fernan-
dez y Rodriguez, 2015). Entre estos microorganismos desta-
can los hongos solubilizadores de fésforo (HSF), los cuales
juegan un rol fundamental en el ciclaje de fésforo en los
suelos, ya que tienen la habilidad de transformar el fosfato
organico e inorganico al romper los enlaces que forma el
fosforo con los iones metdlicos de hierro, calcio y alumi-
nio y asi transformarlo en soluble (Restrepo-Franco et al.,
2015). Los hongos solubilizadores de fosforo son parte de
un gran grupo conocido como microorganismos promoto-
res del crecimiento vegetal; gracias a la actividad de estos
hongos, las plantas pueden aprovechar grandes reservas de
fosforo insoluble que se encuentran fijadas a los minerales
del suelo (Beltran-Pineda, 2014).

Este trabajo se planted con el objetivo de aislar y se-
leccionar cepas nativas de hongos del suelo del estado de
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Coabhuila, con capacidad fosfato solubilizadora con poten-
cial para ser utilizados como biofertilizantes.

Materiales y Métodos

Localizacion de los sitios de muestreo

Se eligieron cuatro sitios para la toma de muestras de suelo
en el estado de Coahuila: sitio 1 (25°13'16"N, 100°23'44"0
y 2870 m s.n.m) se encuentra en el municipio Arteaga; sitio
2 (27°59'N, 101°42'41"0 y 510 m s.n.m.) municipio Muz-
quiz; sitio 3 (26°55'22"N, 102°7'22"0 y 720 m s.n.m.), mu-
nicipio Cuatro Ciénegas y sitio 4 (26°25'34"N, 101°19'5"0
y 940 m s.n.m.), municipio Castafios (INEGI, 2014) (Fig. 1).
Los sitios de estudio representan los principales sistemas
de cultivo de hortalizas en la regidon (SAGARPA, 2015).

Colecta de muestras de suelo

En cada sitio se seleccionaron tres puntos de muestreo se-
parados por una distancia de 100 m. En cada punto se tomo
una muestra de suelo de 250 g a una profundidad de 0-20
cm. Posteriormente, en el laboratorio las tres muestras de
cada punto y de cada sitio se mezclaron para obtener una
muestra mixta. El suelo se secd a temperatura ambiente y
se almacend a 5 °C hasta su procesamiento para el aisla-
miento de los hongos.

De las muestras mixtas de cada uno de los sitios,
se tomaron 100 g de suelo y se enviaron al laboratorio de
andlisis de suelos, plantas y agua del Instituto de Ecologia,
A.C. (INECOL) para realizar los analisis fisicoquimicos que a
continuacion se detallan. El pH se midié utilizando un po-
tenciometro (Mckean, 1993), el fésforo disponible se de-
terminé siguiendo la técnica propuesta por Bray 1 (Bray y
Kurtz, 1945), la conductividad eléctrica fue evaluada con un
conductimetro, la retencién de fosforo se calculd siguiendo
la técnica propuesta por Blakemore (1981), la materia or-
gdnica y carbono organico se cuantificaron con el método
Walkley-Black modificado (Walkley y Black, 1934), el car-
bono total se cuantificéd por el método de combustion seca
(Nelson y Sommers, 1996), el nitrégeno total se analizd con
un micro-Kjeldahl (Bremner, 1965), la relacién carbono/
nitrogeno por la técnica analizador carbono/nitrégeno, la
textura se determind mediante pipeta con destruccién de
materia organica y dispersién con hexametafosfato de so-
dio. Con los porcentajes de limo, arena y arcilla se determi-
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Figura 1: Localizacion de los cuatro sitios de colecta de suelos en los municipios Arteaga, Muzquiz, Cuatro Ciénegas y Castafios, Coahuila, México.
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no la textura correspondiente en el triangulo de las texturas
(Borja Martinez et al., 2015). Los andlisis de suelo se apega-
ron a la norma NOM-021-RECNAT-2000 (SEMARNAT, 2002).

Aislamiento y seleccién de los hongos
solubilizadores de fosforo

El aislamiento de los hongos del suelo se realizé con la téc-
nica de filtracion de particulas (Bills et al., 2004), que con-
siste en lavar 1 g de suelo en una serie de microtamices (1
mm, 500 um, 250 pum y 150 um) con agua purificada. Se to-
maron las particulas de suelo atrapadas en el tamiz de 150
pum y se colocaron en tubos con agua destilada. Finalmente
se tomaron 300 pl de la muestra de suelo y se colocaron en
el medio de cultivo rosa de bengala con dicloran y cloranfe-
nicol (Oxoid Limited, Basingstoke, Inglaterra). Las placas se
incubaron por 15 dias a 25 °C. Una vez crecidas, las colonias
se transfirieron a tubos con el medio de cultivo papa dex-
trosa agar (BIOXON, Estado de México, México).

Una vez aisladas, se realizaron preparaciones en aci-
do lactico (10%) y se observaron bajo el microscopio com-
puesto (Nikon Eclipse 80i con interfase Nomarski, Tokio, Ja-
pon). Las cepas se identificaron a nivel de género con base
en las caracteristicas morfoldgicas de sus colonias y por la
observacién de sus caracteristicas microscopicas (conidios,
conididforos, arreglo de conidios), siguiendo las obras de
Gilman (1963), Barron (1968) y Domsch et al. (1980).

Para la seleccién de las cepas con capacidad fosfato so-
lubilizadora, se empled un medio de cultivo sélido revelador
con 0.5 g I'* de Ca,(PO,), (Sundara Rao y Sinha, 1963). En las
placas de Petri de 90 x 15 mm, se realizaron las inoculaciones
de cada una de las cepas aisladas y se dejaron en incubacidn
a 25 °C durante tres dias. La capacidad de solubilizacién de
fésforo se detecté mediante la presencia de un halo hialino
alrededor de la colonia (Sundara Rao y Sinha, 1963).

Evaluacion cualitativa de la eficiencia de
solubilizacion de los hongos

Una vez seleccionadas las cepas solubilizadoras de fésforo,
se procedié a medir el indice de eficiencia relativa de solu-
bilizacion (ERS). Se inocularon las cepas (tres repeticiones)
en placas de Petri con medio de cultivo descrito en el pa-
rrafo anterior y diariamente durante 10 dias se midieron el
didmetro del halo formado y el de la colonia.
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El indice de eficiencia relativa de solubilizacién se cal-
culé mediante la férmula: ERS=diametro de la colonia + dia-
metro del halo de solubilizacién/diametro de la colonia (Vito-
rino et al., 2012). Los didmetros se midieron desde el centro
de la colonia. Para categorizar el nivel de solubilizacién de las
cepas, se realizd una seleccidon de acuerdo con su indice de
ERS. Asi se establecieron tres escalas: escala baja I=ERS de
2-2.9 cm; escala media II=ERS de 3-4.9 cm y escala alta IlI=ERS
de 5-6.9 cm (escala empleada por Silva Filho y Vidor, 2000).

Evaluacion cuantitativa de la eficiencia de
solubilizacion de los hongos

Las cepas seleccionadas por su mayor indice de eficiencia
relativa de solubilizacién se inocularon en matraces de 250
ml, con 100 ml de medio de cultivo liquido de Sundara Rao
y Sinha (1963), adicionado con 0.5 g I'* de Ca,(PO,), como
fuente de fésforo insoluble. Los matraces fueron inocula-
dos con cinco discos de 5 mm de didmetro de micelio de los
hongos solubilizadores seleccionados con 15 dias de creci-
miento. Se utilizaron tres réplicas para cada cepa incluyen-
do un testigo (sin hongo).

Los cultivos se incubaron en la oscuridad a 25 °C du-
rante 25 dias sin movimiento. A partir del dia cinco y cada
cinco dias se realizaron los muestreos. En cada muestreo,
se registraron el pH y la biomasa fungica. Para obtener los
extractos fungicos, se filtraron las muestras en papel filtro
Whatman® del nimero 42 y se procedié a medir el conte-
nido de fésforo. El fésforo soluble se valord por el método
del 4cido ascorbico (Clesceri et al., 1992), las absorbancias
se midieron en un espectrofotometro (Thermo Scientific
GENESYS 10S UV Vis, Madison, EUA) a 880 nm. Los datos se
compararon con una curva estandar de fésforo y se expre-
saron en mg |

Analisis de los datos

En la evaluacion cualitativa para detectar diferencias en-
tre los valores de los indices de solubilizacién se realiza-
ron Anovas de una via. Para la evaluacidn cuantitativa, se
efectuaron Anovas de una via con medidas repetidas para
conocer las diferencias del fésforo solubilizado entre las ce-
pas inoculadas a través del tiempo de incubacién. Cuando
las diferencias fueron significativas se realizo la prueba de
comparacion de medias de Tukey (p<0.05).
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Para conocer la relacidn entre el contenido de fdsfo-
ro soluble con el pH y la biomasa flungica, se llevé a cabo un
analisis de regresion simple. Asimismo, se realizd un ana-
lisis de regresion lineal simple entre el nimero de cepas
aisladas, el numero de cepas positivas a la solubilizacion,
con los valores de los analisis fisicoquimicos de los sitios de
estudio. Todos los andlisis estadisticos se realizaron en el
programa Statistica v. 8.0 (StatSoft Inc., 2007).

Resultados

Aislamiento y seleccién de cepas de hongos

solubilizadores de fosforo

A partir de las muestras de suelos de los cuatro sitios se

obtuvo un total de 271 aislamientos de hongos del suelo.
La identificacién a nivel de género de algunos de los

hongos se realizd considerando las caracteristicas de las co-

lonias en PDA y observaciones de preparaciones semiper-

manentes en acido lactico bajo el microscopio compuesto.
La mayoria de las cepas se identificaron como Aspergillus P.
Micheli, Penicillium Link, Trichoderma Pers. y Fusarium Link.

La mayor cantidad de cepas provinieron de los sitios
2 (Muazquiz (84)) y 4 (Castafios (83)), seguidos del 1 (Artea-
ga (63)) y 3 (Cuatro Ciénegas (41)). La evaluacion de la ac-
tividad solubilizadora revelé una respuesta positiva con la
formacion de halos hialinos alrededor de las colonias (Fig.
2) en 143 de los 271 aislamientos evaluados. Este dato re-
presenta 52.76% de los aislamientos totales. El sitio Casta-
flos presentd 42 hongos positivos, seguido de Arteaga (39),
Muzquiz (38) y, por ultimo, Cuatro Ciénegas (24).

En el andlisis de regresidn lineal se detecté una re-
lacion positiva significativa entre el nimero de cepas posi-
tivas a la solubilizacion de fésforo con la relacién carbono/
nitrégeno (R*=0.9972, p=0.001) (Fig. 3A). A pesar de no ser
significativa se observé una tendencia entre el nUmero de

Figura 2: Halos de solubilizacion (zona hialina) de algunas de las cepas solubilizadoras de fésforo en medio sélido de Sundara con fosfato tricalcico
a diferentes dias de incubacion*. A. Sp. Mz76 (6*); B. Aspergillus sp. 4C39 (4*); C. Penicillium sp. A51 (4*); D. Sp. 4C16 (6*); E. Penicillium sp. 4C37

(3*); F. Cladosporium sp. 4C20 (4%*).
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cepas aisladas y la relacion carbono/nitrégeno (R?=0.8191,
p=0.07) (Fig. 3B). Es decir, en los sitios con mayor relacion
carbono/nitrégeno (Arteaga, Muzquiz y Castafios) se recu-
perd una mayor cantidad de cepas de hongos del suelo y se
detecté el mayor numero de cepas fosfato solubilizadoras

En Arteaga, MUzquiz y Castafios, la relacidn carbono/
nitrégeno fue de 22-24%, mientras que en Cuatro Ciénegas
fue de 13 (Cuadro 1).

Evaluacion cualitativa de eficiencia de
solubilizacion de los hongos

En los resultados de la evaluacidn cualitativa, los indices de
solubilizacidn mostraron una variacién significativa entre las
cepas evaluadas (F=16.25, p=0.00005). Los valores de los in-

dices de solubilizacidn estuvieron en un rango de 2.06-6.85.
De acuerdo con las escalas establecidas; nueve cepas se ubi-
caron en la escala Il (alta), 112 cepas en la escala Il (media)
y 22 cepas en la escala | (baja) de solubilizacién (Cuadro 2).

Las cepas colocadas en la mayor escala de solubili-
zacion (l1l) fueron los aislados Aspergillus sp. Mu42, 4C19,
Penicillium sp. A56, Mu54, Mu73, Mu77 y Sp. Mu28, Mu82,
Mz54. Entre las cepas de mayor escala de solubilizaciéon se
revelaron diferencias significativas entre los valores del in-
dice de eficiencia de solubilizacién (p<0.0005). Los valores
de eficiencia de solubilizacion de las cepas Sp. Mz54, Asper-
gillus sp. 4C19, Penicillium sp. Mu73, Mu77 y A56 fueron
significativamente mayores que en Sp. Mu82, Mu28, Peni-
cillium sp. Mu54 y Aspergillus sp. Mu42 (t<0.005).
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Figura 3: Relacién entre el nimero de colonias aisladas (A) y el nimero de cepas positivas a la solubilizacion de fésforo (B), con la relacién carbono/

nitrégeno de los suelos de los sitios de colecta en los municipios Arteaga, Muzquiz, Cuatro Ciénegas y Castafios, Coahuila, México.
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Cuadro 1: Datos fisicoquimicos de las muestras de suelo analizadas en cuatro sitios de muestreo en los municipios Arteaga, Mlzquiz, Cuatro Ciénegas
y Castafios, Coahuila, México. Fosforo disponible (P mg kg!), conductividad eléctrica (CE mS cm™?), retencidon de fésforo (RP %), materia organica
(MO), carbono orgénico (CO), carbono total (C), nitrégeno total (N), relacién carbono/nitrégeno (C/N), arcilla (%), limo (%), arena (%) y la textura.

P CE RP Arcilla  Limo Arena
Sitio pH mgkg? mSecm®* % MO CO C N C/N % % % Textura
Sitio 1 Arteaga 7.4 18 0.27 14 1.73 9.12 132 059 22 53.28 29.64 17.08 Arcilla
Sitio 2 MUzquiz 8.1 4 0.21 7 301 171 51 0.23 22 39.28 31.64 29.08 Migajon Arcilloso
Sitio 3 Cuatro Ciénegas 8.6 4 2.51 3 1 058 1.2 0.09 13 21.28 3.64 75.08 Migajon Arcillo-arenoso
Sitio 4 Castafios 8.2 5 0.11 4 1.73 1 53 0.23 24 27.28 15.64 57.08 Migajon Arcillo-arenoso

Cuadro 2: indice de eficiencia de solubilizacién (ERS) (dia de maxima solubilizacién) y escala de solubilizacién de las especies de hongos fosfato
solubilizadoras, aisladas de los cuatro sitios de colecta en los municipios Arteaga, Mlzquiz, Cuatro Ciénegas y Castafios, Coahuila, México. Se incluye
la clave de la cepa.

Especies Clave ERS Escala Especies Clave ERS Escala Especies Clave ERS Escala
Sp. Mud7  2.06(3) I Sp. 4C16  3.41(6) Il Fusarium sp. A4l 423(7) 1l
Trichoderma sp. Mz34 2.32(3) | Sp. Mu6l 3.42(8) Il Sp. Mu34 4.24 (5) 1]
Sp. Mz11 2.34(7) | Fusarium sp. A40 3.43(3) Il Aspergillus sp. 4C17 4.26 (4) 1]
Sp. Mu43 2.36 (4) | Acremonium sp. Mul9 3.47(5) Il Sp. Mu44 4.26 (7) I
Sp. Mz62  2.44(5) I Sp. Mz20 3.47 (3) Il Sp. Mus0  4.27(9) Il
Aspergillus sp. Mu20 2.46 (5) | Sp. 4C9  3.50(11) Il Penicillium sp. A57 4.27 (6) I
Sp. Mz71 2.49(7) | Penicillium sp. Mu24 3.50(7) Il Penicillium sp. A50 4.31(6) 1]
Fusarium sp. Mz82 2.50 (6) | Penicillium sp. A9 3.52(8) Il Penicillium sp. Mul4 4.32 (6) 1]
Sp. 4C25  2.50(6) I Sp. Mz40 3.52(10) Il Sp. Mu5 434(6) 1l
Sp. Mz29 2.50(8) | Sp. 4C27  3.54 (8) Il Aspergillus sp. Mz58 4.35 (8) 1]
Penicillium sp. Mul0 2.59 (4) | Sp. A15 3.57(7) Il Sp. Mz19 4.36 (5) 1]
Sp. A27 2.73 (3) | Trichoderma sp. Mu21 3.58(6) Il Sp. A54 4.38(9) I
Sp. Mz70 2.79 (3) | Cladosporium sp.  4C20  3.60(8) Il Sp. Mu83 4.38(9) I
Sp. Mu72  2.80(3) | Penicillium sp. 4c37  3.61(3) Il Sp. Mz76  4.38(9) I
Aspergillus sp. Mz45 2.81(4) | Penicillium sp. Mz83  3.63(4) Il Sp. A26 4.38 (4) 1]
Sp. Al3 2.82(3) | Acremonium sp. Mz17 3.66(4) Il Sp. A36 4.40 (8) 1]
Sp. A4 2.82(3) | Penicillium sp. A43 3.66 (3) Il Penicillium sp. A53 4.42 (6) 1]
Sp. Mz53 2.89(7) | Sp. Mu67 3.67 (10) Il Penicillium sp. Mu53 4.44 (3) 1]
Aspergillus sp. Mz63 2.91(5) | Penicillium sp. Mu32 3.69(9) Il Sp. 4C35 4.45 (12) I
Sp. Mz25 2.93 (3) | Sp. A60 3.70 (5) Il Penicillium sp. Mu36 4.47 (3) I
Penicillium sp. A24  2.95(4) | Penicillium sp. A38 375(3) Il Sp. 4c34  448(33) |l
Sp. A46 2.97 (9) | Fusarium sp. Mz36  3.75(5) Il Myrothecium sp. Mu33 4.48 (8) 1]
Sp. A16 3.00(5) I Sp. Mz65 3.76 (9) Il Penicillium sp. A10 449(9) 1l
Sp. 4C23 3.13(4) 1l Penicillium sp. A21 3.77 (5) Il Penicillium sp. A58 4.49 (5) 1]
Sp. Mz35 3.13(3) Il Sp. Mul8 3.77(8) Il Penicillium sp. Ald 453(5) 1l
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Cuadro 2: Continuacion.

Especies Clave ERS Escala Especies Clave ERS Escala Especies Clave ERS Escala
Sp. Al17 3.16 (9) 1l Aspergillus sp. Mz24  3.78 (5) Il Penicillium sp. A51 4.54 (4) 1]
Fusarium sp. Mu6 3.16 (3) 1l Sp. A23 3.80(8) Il Penicillium sp. A45 4.59 (3) 1]
Sp. Mu30 3.16(6) I Sp. Mu63  3.81(7) Il Sp. A39 466(6) Il
Sp. Mu9 3.19(9) 1l Aspergillus sp. 4C1 3.82(9) Il Sp. Mz44 4.67 (6) 1]
Sp. A25 3.19(3) Il Penicillium sp. A35 3.83 (5) Il Cladosporium sp. 4C22 4.85 (12) Il
Penicillium sp. A42 3.2(3) I Sp. Mz52 3.83(5) Il Penicillium sp. A1l 4.90(10) 1l
Sp. 4c3 3.2(10) Il Fusarium sp. Mz68 3.84(9) Il Sp. Mu59  4.94(3) |l
Sp. Muls 321(9) Il Sp. Mz74  3.89 (4) Il Aspergillus sp. 4Cc15s  496(7) Il
Sp. Mud9 321(3) Il Sp. Mz75 3.89 (8) I Sp. 4C2 497(11) 1l
Sp. 4C10 3.21(6) 1l Aspergillus sp. 4C12 3.90(10) Il Aspergillus sp. 4C39 497 (12) 1]
Sp. M80  3.22(3) Il Penicillium sp. A2 3.91(3) I Sp. Mu3s  4.98(7) I
Sp. 4C32  3.24(10) Il Aspergillus sp. Mz66  3.91(9) Il Sp. Mz60 4.98 (9) I
Sp. Mu27 3.25(8) Il Fusarium sp. Mz3  3.91(6) Il Fusarium sp. Mu52 4.99 (6) I
Penicillium sp. Mul 3.26 (3) 1l Sp. A37 3.92 (5) Il Sp. Mu82 5.35(6) I
Sp. 4C29 3.28(11) I Sp. Mz46  3.92(9) Il Sp. Mu28  6.03(7) Il
Aspergillus sp. Mu70 3.28 (6) 1l Sp. 4C38 3.97(11) Il Penicillium sp. Mu54 6.26 (11) 1
Fusarium sp. Mu?7 3.28 (8) 1l Sp. A49 3.97 (5) Il Aspergillus sp. Mu42 6.60 (8) 1l
Aspergillus sp. Mz73 3.29(5) 1l Penicillium sp. A59 4.06 (4) Il Sp. Mz54 6.71(7) [
Fusarium sp. Mz15 3.31(8) 1l Sp. Mz2 4.09 (9) Il Aspergillus sp. 4C19 6.73 (6) 11
Aspergillus sp. Mul7 3.38(9) Il Sp. Mu2  4.13(7) Il Penicillium sp. Mu73 6.78 (5) 1]
Penicillium sp. A47 3.38(5) I Sp. 4C21  4.13(6) Il Penicillium sp. Mu77  6.82(7) Il
Myrothecium sp. A34 3.39(9) Il Sp. Mz4  4.14 (9) Il Penicillium sp. A56 6.85(10) 1l
Sp. 4C36  3.40(10) I Sp. Mz47  4.22 (8) I

Evaluacion cuantitativa de eficiencia de
solubilizacion de los hongos

soluble en todas las cepas evaluadas aumentd a medida que
el pH del medio decrecia (Figs. 4A-1); sin embargo, en el tra-

Con respecto a la eficiencia de solubilizacién en el medio
liquido; los valores de fésforo soluble mostraron una varia-
cidn significativa entre las nueve cepas evaluadas (F=60.82,
p=0.00005) y a través del tiempo de incubacion (F=72.39,
p=0.00005).

El dia de maxima solubilizacion en la mayoria de las
cepas fue el dia 15 de incubacién. En este punto se detec-
t6 también la maxima actividad solubilizadora, con un rango
de 65.84-83.26 mg I'*. La cepa Penicillium sp. Mu73 exhibid
la mayor concentracién de fdsforo soluble (83.26 mg I?)
(t<0.00005). En el tratamiento control, el rango de solubi-
lizacion fue de 2.8-12.6 mg I*. La concentracion de fosforo

Acta Botanica Mexicana 126: e1390 | 2019 | 10.21829/abm126.2019.1390

tamiento control el pH se mantuvo sin descender (Fig. 4)). A
través de un analisis de regresion lineal simple, se corroboré
que el contenido de fdsforo soluble se relaciona de manera
negativa y fuertemente significativa con el pH del medio de
cultivo (p<0.005) (Fig. 5). La relacidn entre el fosforo soluble
y la biomasa fungica no fue significativa (p>0.005).

Discusion
Aislamiento y selecciéon de cepas de hongos
solubilizadores de fosforo

Son pocos los estudios encaminados al conocimiento de
la micoflora del suelo en general y del estado de Coahuila,
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Figura 4: Concentracién de fdésforo soluble (mg I?) y pH del medio liquido, con fosfato tricalcico inoculado con las cepas después de 5, 10, 15, 20 y
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en particular. Entre los pocos trabajos publicados figura el
de Samaniego et al. (1988), quienes aislaron 115 especies
de hongos de suelo de dos huertas de nogales infestados
con Phymatotrichum omnivorum Duggar, con el objetivo
de seleccionar hongos antagdnicos en la supervivencia o
patogenicidad de este hongo fitopatdgeno. Samaniego vy
Chew-Madinaveitia (2007), en un estudio de biodiversidad
para conocer la estructura de géneros de hongos del suelo
en tres campos de cultivo agricola (dos de nogal y uno de
alfalfa), aislaron 23 géneros en los cultivos de nogal y 12 en
el cultivo de alfalfa.

En el presente estudio, se obtuvo un total de 271
cepas de hongos de los sitios Muzquiz (84), Castafios (83),
Arteaga (63) y Cuatro Ciénegas (41). Cabe sefialar que estos
sitios no habian sido muestreados para hongos del suelo
anteriormente, por lo que representa una importante con-
tribucién para el estado de Coahuila. A pesar de que este
estudio no tiene un enfoque taxonémico, se ubicaron algu-
nas cepas a nivel de género. En los estudios mencionados
anteriormente, asi como en el presente trabajo, sobresalen
Penicillium, Aspergillus y Fusarium. Estos géneros son re-
presentantes de zonas dridas (Flanagan, 1981).

A la fecha no existen estudios que hagan referencia
al potencial de los hongos solubilizadores de fosfato, na-
tivos de suelos del estado de Coahuila. En México, espe-
cificamente para el estado de Veracruz, existen algunos
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estudios sobre hongos solubilizadores de fésforo. Hernan-
dez-Leal et al. (2011) evaluaron in vitro la solubilizacion de
compuestos fosfatados por Paecilomyces lilacinus (Thom)
Samson en medios de cultivo sélidos y liquidos. Posada et
al. (2012), mediante pruebas cualitativas, aislaron cepas de
hongos del suelo de cafetales y seleccionaron cepas solu-
bilizadores de fosfato de calcio (40) y de fosfato de hierro
(48). Lima-Rivera et al. (2016) evaluaron la efectividad de
dos cepas de hongos solubilizadoras de fosfato de calcio
(Geomyces pannorum Singler y Carmichy, Metarhizium car-
neum (Duché & R. Heim) Kepler, S.A. Rehner & Humber)
en la reduccién de la poblacién del nematodo Globodera
rostochiensis (Wollenweber) Skarbilovich. Recientemente
Perea et al. (2018) evaluaron el efecto de la interaccién de
hongos micorricicos y solubilizadores de fésforo (Aspergi-
llus niger Tiegh. y Penicillium brevicompactum Dierckx), en
el desarrollo de plantas de café (Coffea arabica L. variedad
Garnica). Estos microorganismos estan fuertemente involu-
crados en la transformacién de fosforo a través de la solu-
bilizaciéon, mineralizacién e inmovilizaciéon (Begonia et al.,
2004). Gracias a la efectividad de este tipo de microorganis-
mos se ha logrado la disminucién de la aplicacion de fertili-
zantes quimicos en algunos cultivos importantes como los
de papa (Nustez y Acevedo, 2005), maiz (Patil et al., 2012)
y chicharo (Ramirez Gil et al., 2013). La reduccidn en el uso
de fertilizantes quimicos demanda la creacién de estrate-



gias alternativas que mantengan una produccidn vegetal
competitiva y sin deterioro del medio ambiente. En este
contexto, el uso de hongos del suelo que solubilizan fosfa-
to insoluble posee gran potencial para ser utilizados como
biofertilizantes, ya que constituyen medios ecolégicamente
plausibles para reducir los insumos externos y mejorar la
calidad de los recursos internos.

Los andlisis de regresidn indican que tanto el nimero
de cepas aisladas como el de respuestas positivas a la so-
lubilizacion de fésforo se relacionan con el porcentaje de
carbono/nitrogeno del suelo de los sitios muestreados. El
mayor nimero de cepas aisladas y de cepas con capacidad
fosfato solubilizadora se recuperaron en Castaios (sitio 4),
Arteaga (S1) y Mdzquiz (S2); en éstos la relacion carbono/
nitrégeno fue mayor (22-24%). Es bien sabido que una ade-
cuada disponibilidad de carbono favorece la actividad de
los microorganismos heterétrofos y regula su capacidad de
mineralizar el nitrégeno y el fésforo (Montafio et al., 2016).

Evaluacion cualitativa de eficiencia de
solubilizacion de los hongos

El empleo de las pruebas reveladoras, mediante la presen-
cia o la formacidén de halos hialinos alrededor de la colo-
nia en el medio sdlido, es una determinacion rapida y am-
pliamente utilizada por diversos autores (Vera et al., 2002;
Moratto et al., 2005; Noppararat et al., 2007; Oliveira et
al., 2009; Verma y Ekka, 2015; Elias et al., 2016; Hajjam y
Cherkaoui, 2017). Esta prueba resultd de gran utilidad para
detectar cualitativamente las cepas con capacidad solubili-
zadora.

En este estudio 52.76% de los hongos aislados resul-
taron positivos por su capacidad para solubilizar fosforo;
la mayoria de las cepas que expresaron respuesta positiva
pertenecen a los géneros Penicillium y Aspergillus. Estos
han sido relacionados como solubilizadores de fosforo en
numerosas investigaciones (Kumar et al., 2014; Rathore et
al., 2014; Yasser et al., 2014; Verma y Ekka, 2015).

Existen investigaciones que seialan que Aspergillus
y Penicillium poseen una alta capacidad de solubilizacién
(Asea et al., 1988; Cunnigham y Kuiack, 1992; Vassilev et
al., 1996; Nunes-Silva et al., 2002; Pandey et al., 2008; Mo-
rales et al., 2011; Rathore et al., 2014; Gizaw et al., 2017).
Se ha expresado que la capacidad solubilizadora del fésforo
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por parte de los géneros indicados esta relacionada con la
habilidad de produccion de acidos organicos (Swaby y Sper-
ber, 1958; Roche y De Barac, 1959), lo cual produce el des-
censo del pH (Sperber, 1958). La acidificacién del medio,
producto del metabolismo fungico, es el principal mecanis-
mo involucrado en el proceso de solubilizacidn (Beltran-Pi-
neda, 2014): 1) como resultado de la excrecién de protones
a través de ATPasas de la membrana plasmatica, 2) del in-
tercambio de protones en la absorcidn de nutrientes, 3) por
la produccidn de acidos organicos que son el producto del
metabolismo de péptidos, lipidos y carbohidratos, y final-
mente 4) por la produccién de diéxido de carbono durante
la respiracion fungica (Relwani et al., 2008). En la acidifica-
cion, los acidos organicos actian como agentes quelantes o
secuestradores del ion asociado (Al**, Ca?, Fe3* y Mg?*) de-
jando disponible el fédsforo en forma de ortofosfato (Picone
y Zamuner, 2002).

A la fecha, la mayoria de los estudios sobre hongos
solubilizadores in vitro se han desarrollado con diversas
cepas de Aspergillus niger (Vassilev et al., 1996; Narsian y
Patel., 2000; Singh et al., 2011 Ashok et al., 2012; Zeroual et
al., 2012). Numerosos trabajos (Mesa Garriga et al., 2005;
Velasquez et al., 2010; Paredes-Mendoza y Espinosa-Victo-
ria, 2010; Leal et al., 2011; Pérez et al., 2012) evidencian
que A. niger produce una gran cantidad de acidos organicos
tales como acido citrico, lactico, mélico, oxalico o tartdrico
(Paredes-Mendoza y Espinosa-Victoria, 2010; Pérez et al.,
2012). En la actualidad, existen en el mercado dos bioferti-
lizantes elaborados con especies del género Penicillium; el
producto JumpStart® a base de Penicillium bilaiae Chalab.
elaborado en Canad3, y Fosfosol® cuyo ingrediente principal
es Penicillium janthinellum Biourge, fabricado en Colombia.
De acuerdo con los andlisis estadisticos, las mejores cepas
considerando los valores de los indices de eficiencia de so-
lubilizacién son: el aislamiento no identificado Sp. Mz54,
Aspergillus sp. 4C19, Penicillium sp. Mu73, Penicillium sp.
Mu77 y Penicillium sp. A56.

En este trabajo, la cepa Penicillium sp. A56 presentd
el indice de solubilizacién mas alto (ERS=6.85). Estos valo-
res ERS pertenecen a diametros de los halos de 3-8.2 cm.
De Freitas et al. (1997) sugieren que las cepas que forman
halos alrededor de sus colonias con diametros superiores a
1.5 cm, se consideran buenos solubilizadores de fésforo. En



la literatura se han registrado valores de indice de solubili-
zacion de fosfato de hasta 5.3 ERS para Trichosporon beige-
lii (Kiichenm. & Rabenh.) Vuill. (Hajjam y Cherkaoui, 2017),
de 3 ERS para Paecilomyces lilacinus (Hernandez-Leal et al.,
2011); 2.87 para Aspergillus sp. (Elias et al., 2016) y de 2.25
ERS para Penicillium purpureogenum Stoll (Verma y Ekka,
2015). En esta publicacidn, los valores de ERS para las nue-
ve cepas dispuestas en la escala mas alta de solubilizacion
(escala lll) fueron de 5.35-6.85.

Los estudios de Narsian y Patel (2000), Reddy et al.
(2002), Barroso y Nahas (2002) y Mittal et al. (2008) in-
dican que la eficiencia de disolucidn del fosfato tricalcico
depende del tipo de fuente de fésforo utilizada, el tipo de
microrganismo, asi como de la calidad y cantidad de acidos
organicos secretados en el medio de cultivo.

Evaluacion cuantitativa de eficiencia de
solubilizacion de los hongos

Comparando los resultados de la cepa con mayor capacidad
fosfato solubilizadora, Penicillium sp MU73, en el medio li-
quido, se observa que sus valores de fésforo solubilizado
(83.26 mg/L dia 15 de incubacion) son mayores a los repor-
tados para una cepa de Paecilomyces lilacinus (71.28 mg/L
dia 12) (Hernandez-Leal et al., 2011) (dia 15); para diferen-
tes cepas de Penicillium (9-65 mg/L) (Morales et al., 2011),
Penicillium aurantiogriseum Dierckx (77.70 mg/L) (dia 7); P.
claviforme Bainier (75.01 mg/L) y Aspergillus niger (80.22
mg/L) (Saxena et al., 2013) (dia 12); Mucor sp. Micheli y Pe-
nicillium sp. (59.16 y 55.58 mg/L, respectivamente) (Ratho-
re et al., 2014) (dia 21); Penicillium sp. (20.7 mg/L) (Moreno
Quevedo et al., 2015) (dia 15); para Geomyces pannorum
(71.40 mg/L) (Lima-Rivera et al., 2016) (dia 15) y para cepas
de Aspergillus spp. (37-50 mg/L), Fusarium sp. (30 mg/L),
Trichoderma viride Pers., (37 mg/L) y Penicillium sp. 1y
Penicillium sp. 2 (54-27 mg/L) (Selvi et al., 2017) (dia 15).
Fueron similares a las obtenidas para Paecilomyces carneus
(83.2 mg/L) (Lima-Rivera et al., 2016) (dia 18). Sin embar-
go, la concentracidn de fésforo disuelto fue menor que la
reportada para Aspergillus sp. (167.7 mg/L) (Rathore et al.,
2014) (dia 21); Aspergillus niger (93.5 mg/L) (Moreno Que-
vedo et al., 2015) (dia 15). Cabe sefialar que en todos estos
trabajos se utilizé fosfato tricalcico (0.5 g/L) como fuente
de fésforo inorgdnico y el fésforo se midid por la técnica de
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acido ascoérbico (Clesceri et al., 1992). Es importante sefia-
lar que, ademas de la mayoria de las cepas evaluadas en
este estudio, asi como en las cepas de los estudios ante-
riormente sefialados, en el dia 15 de incubacion ocurrié la
mayor solubilizacidn de fdsforo.

La produccién de fésforo soluble se relaciond con el
descenso del pH en el medio liquido; los resultados sugie-
ren la liberacién de acidos organicos de bajo peso molecu-
lar por parte de los hongos, cuyas propiedades quelantes
favorecen la formacidon de complejos insolubles con meta-
les, con la consecuente liberacion del fosfato (Fernandez et
al., 2005); estos resultados experimentales concuerdan con
estudios previos (Pandey et al., 2008, Saxena et al., 2013,
Selvi et al., 2017). Whitelaw et al. (1997), Pradhan y Sukla
(2006) y Varsha et al. (2010) mencionan que los microorga-
nismos fosfato solubilizantes disuelven el fosfato insoluble,
mediante la produccién de acidos inorganicos u orgdnicos,
lo que resulta en la disminucion de los valores de pH. En
este estudio, el cultivo de Penicillium sp. Mu73 fue en el
gue se obtuvo la mayor concentracién de fosfato soluble
(83.26 mg/L) y también se detectd una significativa dismi-
nucién de pH (2.5 a los 15 dias de incubacion).

De acuerdo con la evaluacién cualitativa y cuantita-
tiva, la cepa Penicillium sp. Mu73 tiene un alto potencial
para ser utilizada como biofertilizante ya que promueve un
alto contenido de fdsforo soluble en condiciones in vitro.
Es importante puntualizar que se requieren experimentos
en vivero y condiciones de campo para evaluar el efecto de
estos hongos como bioinoculantes sobre el rendimiento de
los cultivos.
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