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Resumen y Abstract IX

Resumen

La deficiencia de fésforo (P) es un factor limitante para el desarrollo, crecimiento y
productividad vegetal, afectando 2016 millones de ha a nivel global. Para corregir este
problema se usan altas dosis de fertilizantes fosféricos solubles, pero su eficiencia
usualmente es muy baja. Infortunadamente, estos fertilizantes son costosos, generan
riesgos de contaminar el ambiente por eutrofizacion, en su mayoria son importados y esto
genera a su vez riesgos en la soberania y seguridad alimentaria de los paises que lo
consumen.

Entre las alternativas biotecnoldgicas para mejorar la disponibilidad de P en el suelo y la
capacidad de absorcion de este por las plantas esta el uso de hongos solubilizadores de
P (HSP) y hongos micorrizo arbusculares (HMA). Los primeros disuelven minerales
fosféricos y ademas pueden desorber P fijado en los suelos. Por otro lado, los HMA
mejoran la eficiencia de las plantas para la absorcion de P a través de la produccion de
hifas extraradicales, que exploran mas volumen de suelo y captan mas eficientemente el
P que las raices no-micorrizales.

Aunque se ha reportado efectos positivos al inocular individual y combinadamente estos
microorganismos, no existe un uso extendido de estos. Varios autores reportan
inconsistencias en los resultados al inocular con estos microorganismos; aunque se
reconoce que la mineralogia del suelo puede jugar un papel importante en este punto se
consideran que hay otros factores involucrados tales como la formulacion de los indculos
y la viabilidad y persistencia de los microorganismos. Estas condiciones presumiblemente
se podrian mejorar inmovilizando los HSP en alginato para prolongar la viabilidad y
efectividad de los hongos, tal como se ha hecho con otros microorganismos.

Por lo anterior se establecieron una serie de experimentos en los que se estudio:
Determinar el efecto de factores bioquimicos sobre la bio-solubilizacién de RP por el hongo
Mortierella sp. libre; (i) Formular la inmovilizaciéon del hongo solubilizador de P en alginato
de calcio; (iii) Determinar la efectividad del hongo inmovilizado en alginato para disolver
roca fosférica; (iv) Estimar la efectividad del hongo inmovilizado en alginato para desorber
P adsorbido en un oxisol; (v) Evaluar la efectividad del hongo inmovilizado en alginato para
disolver RP en diferentes tipos de suelo bajo condiciones in vitro; (vi) Evaluar la efectividad
de dosis variables del hongo inmovilizado en alginato para promover el crecimiento de P
en plantas leucaena micorrizadas y no micorrizadas en un oxisol bajo condiciones de
invernadero; (vii) Evaluar la efectividad del hongo inmovilizado en alginato para promover
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el crecimiento de P en plantas leucaena micorrizadas y no micorrizadas en diferentes tipos
de suelos bajo condiciones de invernadero.

En general se puede afirmar que la solubilizacién de P por disolucién de RP y desorcion
de P fijado en el suelo puede ser obtenida a partir del hongo Mortierella sp. libre e
inmovilizado en alginato de calcio. Su efectividad fue controlada a través de la optimizacion
de varios factores bioquimicos (cantidad de inoculo, fuente y cantidad de carbono y
nitrégeno, tiempo de reaccion, tipo de RP). La inoculacién con el hongo inmovilizado
promovié el crecimiento y la nutricion vegetal de plantas de leucaena, pero el efecto fue
controlado por el tipo de suelo que controla la capacidad de fijacion de P y la interaccion
con la asociacion micorrizal.

Palabras clave:Biosolubilizacion, fosféro, micorriza, inmovilizacién.



Contenido Xl

Abstract

Phosphorus deficiency (P) is a limiting factor for plant development, growth and
productivity, affecting 2016 million ha globally. To correct this problem, high doses of
soluble phosphate fertilizers are used, but their efficiency is usually low. Unfortunately,
these fertilizers are expensive, they generate risks of contaminating the environment by
eutrophication, they are mostly imported and this in turn generates risks in the sovereignty
and food security of the countries that consume it.

Among the biotechnological alternatives to improve the availability of P in the soil and the
capacity of absorption of this by the plants is the use of phpsphate solubilizing fungi (PSF)
and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). The former dissolve phosphoric minerals and can
also desorb P fixed in soils. On the other hand, AMF improves the efficiency of the plants
for the absorption of P through the production of extra-radical hyphae, which explore more
soil volume and capture P more efficiently than non-mycorrhizal roots.

Although positive effects have been reported by inoculating these microorganisms
individually and in combination, there is no widespread use of these. Several authors have
reported inconsistencies in the results when inoculating with these microorganisms.
Although it is recognized that soil mineralogy can play an important role at this point, it is
considered that there are other factors involved such as the formulation of the inocula and
the viability and persistence of the microorganisms. These conditions could presumably be
improved by immobilizing the FSF and AMF in alginate to prolong the viability and
effectiveness of the fungi, as has been done with other microorganisms.

Therefore, a series of experiments were established aiming (i) to determine the effect of
biochemical factors on the bio-solubilization of RP by the fungus Mortierella sp. free; (ii) to
formulate the immobilization of the solubilizing fungus of P in calcium alginate; (iii) to
determine the effectiveness of the immobilized fungus in alginate to dissolve phosphate
rock; (iv) to estimate the effectiveness of the immobilized fungus in alginate to desorb P
adsorbed in an oxisol; (v) to evaluate the effectiveness of the immobilized fungus in alginate
to dissolve RP in different types of soil under in vitro conditions; (vi) to evaluate the
effectiveness of variable doses of the immobilized fungus in alginate to promote the growth
of P in mycorrhized and non-mycorrhized leucaena plants in an oxisol under greenhouse
conditions; (vii) to evaluate the effectiveness of the immobilized fungus in alginate to
promote the growth of P in mycorrhized and non-mycorrhized leucaena plants in different
types of soils under greenhouse conditions.

In general, the solubilization of P by dissolution of RP and desorption of P fixed can be
obtained from the fungus Mortierella sp. free and immobilized in calcium alginate. Its
effectiveness was controlled through the optimization of several biochemical factors
(amount of inoculum, source and amount of carbon and nitrogen, reaction time, type of
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RP). The inoculation with the immobilized fungus promoted the growth and plant nutrition
of leucaena plants, but the effect was controlled by the type of soil that controls the ability
to fix P and the interaction with the mycorrhizal association.

Keywords: Biosolubilization, phosphate, mycorrhiza, inmovilization
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1. Introduccion

La deficiencia de fésforo (P) es un factor limitante para el desarrollo, crecimiento y
productividad vegetal (Scholz et al., 2013; Ulrich y Frossard, 2014) que afecta 2016
millones de ha a nivel global (Fairhurst et al., 1999). Esta deficiencia es causada por
reacciones de fijacion de P que adsorben y precipitan fosfato en el suelo (Meason et al.,
2009; Oberson et al., 2011). La deficiencia es particularmente severa en suelos altamente
meteorizados y en suelos derivados de cenizas volcanicas (Liu et al., 2012).

Para corregir este problema se usan altas dosis de fertilizantes fosféricos solubles (Asci et
al., 2015; Heisey and Norton, 2007; Hue and Fox, 2010), pero su eficiencia usualmente es
muy baja, esta entre un 5-10% (Bhatti and Yawar, 2010). Infortunadamente, estos
fertilizantes son costosos (Cordell et al., 2009; Zhang et al., 2011; Walan et al., 2014),
generan riesgos de contaminar el ambiente por eutrofizacion (Abouzeid, 2008; Aydin et al.,
2010), y en su mayoria son importados, lo cual genera a su vez riesgos en la soberania y
seguridad alimentaria de los paises que lo consumen (Cordell et al., 2009; Kaur et al.,
2013; de Oliveira Souza et al., 2014; Pérez, 2014).

Hay un creciente interés en mejorar la eficiencia de la roca fosférica como fertilizante y su
uso en la sintesis de otros fertilizantes (Lassis et al., 2015; Siminovich and Joao, 2014) ya
que este mineral es escaso y se estima que se agotaran las reservas en menos de 100
anos (Cordell et al., 2009; Gilbert, 2009; Ulrich and Frossard, 2014). Entre las alternativas
biotecnoldgicas para mejorar la disponibilidad de P en el suelo y la capacidad de absorcion
de este por las plantas esta el uso de hongos solubilizadores de P (HSP) y hongos
micorrizo arbusculares (HMA). Los primeros disuelven minerales fosforicos (Khan et al.,
2007; Osorno and Osorio, 2014; Singh and Reddy, 2011) y ademas pueden desorber P
fijado en los suelos (Chen et al., 2006; Osorio and Habte, 2014; Pandey et al., 2006). Por
otro lado, los HMA mejoran la eficiencia de las plantas para la absorcion de P a través de
la produccion de hifas extraradicales, que exploran mas volumen de suelo y captan mas
eficientemente el P que las raices no-micorrizales (Habte, 2006). El uso de estos
microorganismos es muy atractivo en el contexto de la agricultura mas limpia (Khan et al.,
2007; Cai et al., 2013; Kaur et al., 2013) donde se pretende evitar o reducir el consumo de
agroquimicos y mantener rendimientos satisfactorios en los cultivos (Aydin et al., 2010;
Vassilev et al., 2001).
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Aunque se ha reportado efectos positivos al inocular individual y combinadamente estos
microorganismos (Osorio and Habte, 2013; Zhang et al., 2011), no existe un uso extendido
de estos. Varios autores reportan inconsistencias en los resultados al inocular con estos
microorganismos (Jain et al., 2010; Khan et al.,, 2007; Whitelaw, 1999). Aunque se
reconoce que la mineralogia del suelo puede jugar un papel importante en este punto
(Osorio and Habte, 2014) se consideran que hay otros factores involucrados tales como la
formulacién de los inéculos y la viabilidad y persistencia de los microorganismos (Bashan
et al., 2002; Jain et al., 2010; Leung et al., 2000). Estas condiciones presumiblemente se
podrian mejorar inmovilizando estos microorganismos (HSP) en alginato para prolongar la
viabilidad y efectividad de los hongos, tal como se ha hecho con otros microorganismos
(de-Bashan and Bashan, 2010; Covarrubias et al., 2011; Martinez-Trujillo and Garcia-
Rivero, 2012; Vassileva et al., 2000).

1.1 Hipoétesis

La solubilizacién de P por disolucion de roca fosférica y desorcion de P fijado puede ser
obtenida a partir del hongo Mortierella sp. libre e inmovilizado en alginato de calcio. Su
efectividad puede ser controlada a través de la optimizacion de varios factores bioquimicos
(cantidad de inoculo, fuente y cantidad de carbono y nitrégeno, tiempo de reaccion, tipo de
RP).

El efecto de este hongo inmovilizado sobre el crecimiento de plantas puede ser afectado
por el tipo de suelo que controla la capacidad de fijacion de P y la interaccion con la
asociacion micorrizal.

1.2 Objetivo general

Evaluar el efecto de la aplicacion de Mortierella sp. libre e inmovilizado con alginato sobre
la solubilizacién de P y crecimiento de plantas de leucaena (Leucaena leucocephala)
micorrizadas en diferentes tipos de suelos.

1.3 Objetivos especificos

¢ Determinar el efecto de factores bioquimicos sobre la bio-solubilizacién de roca
fosférica por el hongo Mortierella sp. libre.

e Formular la inmovilizacién del hongo solubilizador de P Mortierella sp. en
alginato de calcio.

¢ Determinar la efectividad del hongo Mortierella sp. inmovilizado en alginato para
disolver roca fosforica.
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e Estimar la efectividad del hongo Mortierella sp. inmovilizado en alginato para
desorber P adsorbido en un oxisol.

e Evaluar la efectividad del hongo Mortierella sp. inmovilizado en alginato para
disolver roca fosférica en diferentes tipos de suelo bajo condiciones in vitro.

e Evaluar la efectividad de dosis variables del hongo Mortierella sp. inmovilizado
en alginato para promover el crecimiento de P en plantas leucaena micorrizadas
y no micorrizadas en un oxisol bajo condiciones de invernadero.

e Evaluar la efectividad del hongo Mortierella sp. inmovilizado en alginato para
promover el crecimiento de P en plantas leucaena micorrizadas y no
micorrizadas en diferentes tipos de suelos bajo condiciones de invernadero.

1.4 Referencias

Abouzeid, A.-Z.M. (2008). Physical and thermal treatment of phosphate ores — An
overview. Int. J. Miner. Process. 85, 59-84.

Asci, S., Borisova, T., and VanSickle, J.J. (2015). Role of economics in developing fertilizer
best management practices. Agric. Water Manag. 152, 251-261.

Aydin, I., Aydin, F., Saydut, A., Bakirdere, E.G., and Hamamci, C. (2010). Hazardous metal
geochemistry of sedimentary phosphate rock used for fertilizer (Mazidag, SE Anatolia,
Turkey). Microchem. J. 96, 247-251.

Bashan, Y., Hernandez, J.-P., Leyva, L.A., and Bacilio, M. (2002). Alginate microbeads as
inoculant carriers for plant growth-promoting bacteria. Biol. Fertil. Soils 35, 359-368.

de-Bashan, L.E., and Bashan, Y. (2010). Immobilized microalgae for removing pollutants:
Review of practical aspects. Bioresour. Technol. 101, 1611-1627.

Bhatti, T.M., and Yawar, W. (2010). Bacterial solubilization of phosphorus from phosphate
rock containing sulfur-mud. Hydrometallurgy 103, 54-59.

Cai, L., Xiao, H.-R., Huang, S.-M., Li, H., and Zhou, G.-T. (2013). Solubilization of
Magnesium-Bearing Silicate Minerals and the Subsequent Formation of Glushinskite
by Aspergillus niger. Geomicrobiol. J. 30, 302-312.

Chen, Y.P., Rekha, P.D., Arun, A.B., Shen, F.T., Lai, W.-A., and Young, C.C. (2006).
Phosphate solubilizing bacteria from subtropical soil and their tricalcium phosphate
solubilizing abilities. Appl. Soil Ecol. 34, 33-41.

Cordell, D., Drangert, J.-O., and White, S. (2009). The story of phosphorus: Global food
security and food for thought. Glob. Environ. Change 19, 292-305.

Covarrubias, S.A., de-Bashan, L.E., Moreno, M., and Bashan, Y. (2011). Alginate beads
provide a beneficial physical barrier against native microorganisms in wastewater
treated with immobilized bacteria and microalgae. Appl. Microbiol. Biotechnol. 93,
2669-2680.

Fairhurst, T., Lefroy, R., Metert, E., and Batjes, N. (1999). The importance, distriution and
causes of phosphorus deficiency as constraint to crop production in the tropics.
Agrofrestry Forum 9, 2-8.

Gilbert, N. (2009). Environment: The disappearing nutrient. Nat. News 461, 716—-718.



4 Introduccion

Habte, M. (2006). The roles of arbuscular mycorrihizas in plantand soil health. In Biological
Approaches to Sustainable Soil Systems, (CRC Press), pp. 129-147.

Heisey, P.W., and Norton, G.W. (2007). Chapter 53 Fertilizers and other farm chemicals.
In Handbook of Agricultural Economics, R.E. and P. Pingali, ed. (Elsevier), pp. 2741—
2777.

Hue, N.V., and Fox, R.L. (2010). Predicting Plant Phosphorus Requirements for Hawaii
Soils using a Combination of Phosphorus Sorption Isotherms and Chemical Extraction
Methods. Commun. Soil Sci. Plant Anal. 41, 133-143.

Jain, R., Saxena, J., and Sharma, V. (2010). The evaluation of free and encapsulated
Aspergillus awamorifor phosphate solubilization in fermentation and soil-plant system.
Appl. Soil Ecol. 46, 90-94.

Kaur, S., Dhillon, G.S., Brar, S.K., Chauhan, V.B., Chand, R., and Verma, M. (2013).
Potential Eco-friendly Soil Microorganisms: Road Towards Green and Sustainable
Agriculture. In Management of Microbial Resources in the Environment, A. Malik, E.
Grohmann, and M. Alves, eds. (Springer Netherlands), pp. 249-287.

Khan, M.S., Zaidi, A.,, and Wani, P.A. (2007). Role of phosphate-solubilizing
microorganisms in sustainable agriculture — A review. Agron. Sustain. Dev. 27, 29—
43.

Lassis, M., Mizane, A., Dadda, N., and Rehamnia, R. (2015). Dissolution of Djebel Onk
phosphate ore using sulfuric acid. Environ. Nanotechnol. Monit. Manag.

Leung, K.T., So, J.-S., Kostrzynska, M., Lee, H., and Trevors, J.T. (2000). Using a green
fluorescent protein gene-labeled p-nitrophenol-degrading Moraxella strain to examine
the protective effect of alginate encapsulation against protozoan grazing. J. Microbiol.
Methods 39, 205-211.

Liu, L., Gundersen, P., Zhang, T., and Mo, J. (2012). Effects of phosphorus addition on soil
microbial biomass and community composition in three forest types in tropical China.
Soil Biol. Biochem. 44, 31-38.

Martinez-Trujillo, M.A., and Garcia-Rivero, M. (2012). Revision: Aplicaciones ambientales
de microorganismos inmovilizados. Rev. Mex. Ing. Quim. 11, 55-73.

Meason, D.F., Idol, T.W., Friday, J.B., and Scowcroft, P.G. (2009). Effects of fertilisation on
phosphorus pools in the volcanic soil of a managed tropical forest. For. Ecol. Manag.
258, 2199-2206.

Oberson, A., Pypers, P., Bunemann, E.K., and Frossard, E. (2011). Management Impacts
on Biological Phosphorus Cycling in Cropped Soils. In Phosphorus in Action, E.
Blnemann, A. Oberson, and E. Frossard, eds. (Springer Berlin Heidelberg), pp. 431—
458.

de Oliveira Souza, S., da Costa, S.S.L., Santos, D.M., dos Santos Pinto, J., Garcia, C.A.B.,
Alves, J. do P.H., and Araujo, R.G.O. (2014). Simultaneous determination of
macronutrients, micronutrients and trace elements in mineral fertilizers by inductively
coupled plasma optical emission spectrometry. Spectrochim. Acta Part B At.
Spectrosc. 96, 1-7.

Osorio, N.W., and Habte, M. (2013). Synergistic effect of a phosphate-solubilizing fungus
and an arbuscular mycorrhizal fungus on leucaena seedlings in an Oxisol fertilized with
rock phosphate. Botany 91, 274-281.



Introduccion 5

Osorio, N.W., and Habte, M. (2014). Soil Phosphate Desorption Induced by a Phosphate-
Solubilizing Fungus. Commun. Soil Sci. Plant Anal. 45, 451-460.

Osorno, L., and Osorio, N.W. (2014). Effect of Carbon and Nitrogen Source and
Concentration on Rock Phosphate Dissolution Induced by Fungi. J. Appl. Biotechnol.
2,1-11.

Pandey, A., Trivedi, P., Kumar, B., and Palni, L.M.S. (2006). Characterization of a
Phosphate Solubilizing and Antagonistic Strain of Pseudomonas putida (B0) Isolated
from a Sub-Alpine Location in the Indian Central Himalaya. Curr. Microbiol. 53, 102—
107.

Pérez, J.P. (2014). Uso de los fertilizantes y su impacto en la produccion agricola. masters.
Universidad Nacional de Colombia Sede Medellin.

Scholz, R.W., Ulrich, A.E., Eilittd, M., and Roy, A. (2013). Sustainable use of phosphorus:
A finite resource. Sci. Total Environ. 461-462, 799-803.

Siminovich, C., and Joao, S. (2014). Dynamic Operator Training Simulators for Sulphuric
Acid, Phosphoric Acid, and DAP Production Units. Procedia Eng. 83, 215-224.

Singh, H., and Reddy, M.S. (2011). Effect of inoculation with phosphate solubilizing fungus
on growth and nutrient uptake of wheat and maize plants fertilized with rock phosphate
in alkaline soils. Eur. J. Soil Biol. 47, 30-34.

Ulrich, A.E., and Frossard, E. (2014). On the history of a reoccurring concept: Phosphorus
scarcity. Sci. Total Environ. 490, 694-707.

Vassilev, N., Vassileva, M., Azcon, R., and Medina, A. (2001). Application of free and Ca-
alginate-entrapped Glomus deserticola and Yarowia lipolytica in a soil-plant system.
J. Biotechnol. 91, 237-242.

Vassileva, M., Azcon, R., Barea, J.-M., and Vassilev, N. (2000). Rock phosphate
solubilization by free and encapsulated cells of Yarowia lipolytica. Process Biochem.
35, 693-697.

Walan, P., Davidsson, S., Johansson, S., and H66k, M. (2014). Phosphate rock production
and depletion: Regional disaggregated modeling and global implications. Resour.
Conserv. Recycl. 93, 178-187.

Whitelaw, M.A. (1999). Growth Promotion of Plants Inoculated with Phosphate-Solubilizing
Fungi. In Advances in Agronomy, D.L. Sparks, ed. (Academic Press), pp. 99-151.
Zhang, H., Wu, X., Li, G., and Qin, P. (2011). Interactions between arbuscular mycorrhizal
fungi and phosphate-solubilizing fungus (Mortierella sp.) and their effects on
Kostelelzkya virginica growth and enzyme activities of rhizosphere and bulk soils at

different salinities. Biol. Fertil. Soils 47, 543-554.






2.Revision de literatura’

2.1 Dinamica del fésforo en suelos tropicales

El fésforo (P) es un elemento esencial para el crecimiento y desarrollo de las plantas. Estas
lo adquieren de la solucion del suelo en forma de aniones fosfatos: H,POs y HPO4?. Sin
embargo, la disponibilidad del P en el suelo es uno de las mayores limitantes para alcanzar
altos rendimientos de los cultivos de muchas especies vegetales en el tropico (Wakelin et
al., 2004). Lamentablemente, muchos de los suelos son deficientes en formas disponibles
de P para las plantas. Esto es debido a que los suelos tropicales y subtropicales son
altamente meteorizados, extremadamente acidos, dominados por oxidos e hidréxidos de
hierro y aluminio (Shen et al., 2011; Martins da Costa et al., 2015; Liu et al., 2012; de
Campos et al., 2016), y ademas tiene una alta capacidad de fijacion de este elemento
(Khan et al., 2007). Una gran porcién (95-99%) del P soluble inorganico aplicado en los
fertilizantes es rapidamente fijado o inmovilizado a formas no disponibles para las plantas
(Gyaneshwar et al., 2002; Bhatti and Yawar, 2010). El término fijacion describe las
reacciones que remueven el P disponible de la solucién del suelo (Barber, 1995). Hay dos
tipos de reacciones de fijacion de P (Collavino et al., 2010):

e La adsorcion de P en la superficie de los minerales del suelo (arcillas y 6xidos).

e La precipitacion con AP** y Fe* libres en la solucion de suelos &cidos, y con Ca®* en
suelos neutros o alcalinos.

Con la formacion de estos compuestos tan insolubles se disminuye la disponibilidad de P
para las plantas (Collavino et al., 2010; Wakelin et al., 2004). Por lo anterior, el P es un
nutriente de poca movilidad en el suelo debido a su gran reactividad con los constituyentes

' Apartes de este capitulo fueron publicados:

e  Osorio, N. W., Osorno, L., Ledn, J. D., & Alvarez, C. (2017). Plant-Microbe Interactions for Phosphate
Management in Tropical Soils. In Essential Plant Nutrients (pp. 491-512). Springer, Berlin.

e Osorio W, Osorno L (2014) Biofertilization with mycorrhizal fungi and phosphate solubilizing
microorganisms enhanceeffectiveness of phosphate fertilizers in tropical soils (Chapter book 9). In:
Fertilizer Technology Vol. II: Biofertilizer. pp. 298-326. ISBN: 9781626990456. Editorial Studium Press
LLC, Ed Shishir Sihan, K.K. Pant, S. Bajpai, J.N. Govil.
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que lo retienen fuertemente (Hinsinger, 2001). Por otro lado, el P es uno de los elementos
mas afectados por el proceso de degradacién de los suelos, particularmente cuando hay
pérdida de materia organica por procesos erosivos (Rosas et al., 2006). Adicionalmente,
la disponibilidad del P en la solucion del suelo también puede ser afectada por la
inmovilizacion microbial (Bojinova et al., 2008; Oliveira et al., 2009; Binemann et al., 2011).

En el suelo el P puede estar en formas organicas e inorganicas (Alam et al., 2002). Las
formas organicas se encuentran en la materia organica humificada (humus) y material
organico fresco (hojarasca representada por tejidos de plantas, estiércol de animales y las
células muertas de microorganismos), principalmente como: fosfolipidos, acidos nucleicos
y fosfatos de inositol, estas pueden constituir entre el 4-90% del P total del suelo (Tisdale
and Nelson, 1982; Condron et al., 2005; Mohammadi, 2012). Los componentes organicos
de P pueden ser lentamente convertidos a P inorganico en un proceso llamado
mineralizacion, el cual estd mediado por la actividad de enzimas fosfatasas (P-asa) que
liberan los microorganismos del suelo (Khan et al., 2007). Igualmente, el P puede estar
temporalmente inmovilizado en la células vivas de microorganismos, este es mas
significativo cuando el P soluble es escaso en el suelo (Zaidi et al., 2009). EI P inorganico
esta representado por los fertilizantes fosféricos aplicados, el P precipitado con Fe, Alo Ca
y el fijado con las arcillas del suelo.

El P libre inorganico en la solucion del suelo juega un papel fundamental en el ciclo
biogeoquimico de este elemento (Scervino et al., 2010). Los microorganismos modifican la
disponibilidad de P para las plantas, (Bojinova et al., 2008; Oliveira et al., 2009), y hacen
partes de los siguientes procesos:

e Solubilizacién de P-inorganico.

e Mineralizacién del P-organico.

e Disolucion de los precipitados de P.

o Desorcién del P adsorbido.

e Reversar la inmovilizacion del P en las células.
Asi mismo, la absorcién del P por las plantas puede ser mediada por hongos formadores
de micorrizas (Osorio and Habte, 2001). De esta manera, la dinamica del P disponible en
el suelo esta determinada, al menos en parte, por la actividad microbial del suelo.

2.2 Fertilizacion fosforica

Una de las estrategias para aumentar la disponibilidad de P en suelos tropicales con alta
capacidad de fijacion de P, consiste en aplicar altas cantidades de fertilizantes fosféricos
solubles (500-1000 mg de P kg'), seguido por pequefias cantidades aplicadas
anualmente. Sin embargo, este proceso es ineficiente y costoso, ya que entre 90 y 95%
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del P aplicado es fijado en el suelo en formas que no son disponibles para las plantas
(Khasawneh et al., 1980).

Por otro lado, las rocas fosforicas (RP) son altamente recomendadas para la fertilizacion
de suelos acidos con alta capacidad de fijacién. Estas son mas econdmicas, pero
desafortunadamente son muy insolubles. En este contexto se han desarrollado varias
investigaciones para mejorar la efectividad agronémica de la RP en los suelos cultivados.
Una alternativa es inocular la RP con microorganismos solubilizadores de P, los cuales
pueden mejorar su disolucion, incrementando asi la cantidad de P para las plantas (Kucey
et al., 1989; Whitelaw, 1999; Khan et al., 2007).

2.2.1 Roca fosforica

En la naturaleza la principal fuente de P inorganico es la RP. Estas son minerales derivados
del acido ortofosférico, conocidas con el nombre de apatitos o apatitas. Una vez que la
roca se extrae de la mina, se muele y se empaca para ser aplicada directamente a los
suelos cultivados. EI nombre comercial “roca fosfoérica” es usado por al menos 300 fosfatos
de diferentes calidades en el mundo (Hammond and Day, 1992). Su composicioén quimica
general es Cas(PO4)3(OH, F, CI), cuando el F es predominante recibe el nombre de
fluorapatito o fluorfosfato calcico [Cas (POs4)sF]; si el OH es predominante se llama
hidroxilapatito [Cas(PO.)3sOH]. La predominancia de CI es menos frecuente y se llama
cloroapatito [Cas (PO4)sCl]. Los aniones F, CI' y OH" puede substituirse entre si, dando
origen a una formula isomorfa completa. En Colombia, los fosfatos minerales son en su
mayoria carbonato apatitas, en los cuales el fosfato ha sido parcialmente sustituido por
carbonato y fluor, mientras que el Ca ha sido parcialmente sustituido por sodio y magnesio.
Los apatitos son minerales frecuentes que aparecen como accesorios de todas las clases
de rocas igneas, sedimentarias y metamorficas. Se halla también en pegmatitas y filones,
probablemente de origen hidrotermal. También en las masas magnéticas titaniferas.
Ocasionalmente se concentran en depdsitos grandes o en filones asociados a las rocas
alcalinas (Klein and Hurlbut, 1960).

Cerca del 80% de la produccion mundial de RP proviene de depdsitos de origen
sedimentario marino (p.e., Colombia), 17% es de origen igneo y de productos derivados
de su meteorizacion, el resto proviene de los depdsitos sedimentarios residuales y de tipo
guano (Zapata and Roy, 2004).

Los depdsitos de RP estan ampliamente distribuidos en todo el mundo tanto
geograficamente como geoldgicamente. Los depodsitos que cuentan con la mayor
produccion mundial de RP se hallan en Marruecos y otros paises de Africa, Estados
Unidos, Medio Oriente y en la China. La mayor parte son depdsitos sedimentarios que
contienen fluorapatita carbonatada (Zapata and Roy, 2004). Ademas, existen grandes
yacimientos de apatito en Noruega, Suecia, Canada, Rusia, Suiza, Espafa, Uganda,
Zimbabwe, Finlandia y Brasil (Gilbert, 2009; Klein and Hurlbut, 1960).
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En Colombia las minas de apatito se encuentran a lo largo de la Cordillera Oriental, desde
Sardinata en Norte de Santander hasta el sur del Huila, aflorando en numerosos sitios a
lado y lado de sus vertientes. En el Departamento del Norte de Santander se encuentra en
los municipios de Sardinata, Lourdes y Gramalote, en Santander en el municipio de San
Vicente de Chucurri. En Boyaca se puede encontrar en Sogamoso, Mongui, Tota, Tunja,
Samana, Turmequé, Toca, Pesca, y Jenesano. En el Huila se encuentra en los municipios
de Palermo, Aipe, Teurel, Yaguara y Tesalia y en el Departamento del Tolima en Coyaima,
Ortega, Iconozco y Pandi. Estas rocas fosforicas se presentan en faces geoldgicas de tipo
areniscas, de lutitas y de calizas (Suescun, 1899).

Las minas mas conocidas son las de Huila, Sardinata y Pesca. El yacimiento de Sardinata
tiene un contenido de P, expresado como P20s, de 34%, y sus reservas llegan casi a 10
millones de toneladas.

2.2.2 Roca fosforica como fertilizante

La industrial mundial de los fertilizantes fosforicos esta basada en la explotaciéon de los
depositos de RP. A diferencia de otros productos como el hierro, cobre y azufre, las RP
tienen escasa oportunidad de sustitucion o reciclado. Ocupa el segundo puesto de
minerales (excluido el carbdn y los hidrocarburos) en peso y volumen brutos en el comercio
internacional (Zapata and Roy, 2004). La industria de los fertilizantes consume cerca del
90% de la produccion mundial de RP, el 10% restante se usa en la industria de
suplementos para alimentacion animal y detergentes (Hammond and Day, 1992).

La RP como fertilizante fosforico es poco soluble (Pramanik et al., 2009; Reddy et al., 2002)
y de baja efectividad agronémica (Vassileva et al., 2000); se usa como materia prima para
la sintesis de fertilizantes mas solubles (Bhatti and Yawar, 2010; Reyes et al., 2001).
Algunos autores han reportado que el uso de fertilizantes fosféricos solubles es una
practica costosa y afecta la diversidad microbial del suelo (Gyaneshwar et al., 2002; Zhang
etal, 2011).

El principal problema con la aplicacion directa de RP al suelo es su insolubilidad (Sahu and
Jana, 2000), ademas el bajo porcentaje soluble es fijado en el suelo. Se considera que el
uso de RP es mas econdmico que la aplicacion de fertilizantes fosforicos solubles (Sahu
and Jana, 2000). Una ventaja de la aplicacion de RP es que ésta es considerada como un
abono “verde” o natural, aceptado en la agricultura organica (Zapata and Roy, 2004).

La RP es usada a gran escala, pero este recurso es finito y no-renovable (Vassileva et al.,
2009). El crecimiento de la explotacién minera de RP y la demanda de esta en el mundo
han estado creciendo alrededor de 3% por afio desde el afio 2008, al igual que su precio.

De acuerdo a la U.S. Geological Survey se estima que las reservas de RP de facil acceso
duraran solo por 125 afios mas, otros autores estiman que a nivel mundial las minas de
RP de facil acceso se agotaran en menos de 100 afios (Gilbert, 2009). Esto pone en riesgo
la seguridad alimentaria a nivel global. Por lo anterior, el uso adecuado de las RP como
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fertilizante es estratégico en Colombia. Esto no significa que se agotaran las fuentes de P,
sino los depositos facilmente minables y asi pueden cambiar las formas o la localizacién
del P, o el costo para extraerlo (Dibb, 2004).

2.2.3 Solubilizacion de roca fosforica

Con el fin de aumentar la solubilidad del fésforo y mejorar la efectividad de la RP, en la
investigacion se han considerado varios métodos como:

¢ Acidulacion quimica con acido sulfurico y fosférico (Gyaneshwar et al., 2002; Reddy
et al., 2002; Whitelaw, 1999; Xiao et al., 2008).

e Acidulacion  (Bioacidulacion o biosolubilizacién) con  microorganismos
solubilizadores de fésforo (MSP) (Jayasinghearachchi and Senevirate, 2006;
Osorio, 2008; Singh and Reddy, 2011; Vassilev et al., 2006; Whitelaw, 1999)
capaces de producir acidos organicos.

e Mezcla de RP con residuos agroindustriales como sustrato carbonaceo para los
MSP (Vassileva et al., 2009).

e Disminucién del tamafo de particula, mediante molido fino del material
(micronizacion).

e Mezclas de RP con azufre elemental.

o Alteraciones de las rocas mediante tratamientos térmicos.

e Métodos de aplicacion al suelo (localizado en bandas cercanas a las raices).

e Mezcla de RP con enmiendas organicas: estiércol, residuos de cosecha, abonos
verdes, compost (Msolla et al., 2005; Shrivastava et al., 2007; Yusdar et al., 2007).

El uso de MSP (microorganismos solubilizadores de P) para disolver RP y volverla mas
soluble esta enfocado en una agricultura sostenible, una agricultura verde, con practicas
mas amigables con el medio ambiente que mantiene un balance ecoldgico en el suelo. El
uso de inoculantes microbiales o biofertilizantes es considerado como una alternativa al
uso de los fertilizantes quimicos (Khan et al., 2007). Adicionalmente con el uso de MSP se
disminuyen los costos de operacion y se puede usar de una manera mas efectiva la RP,
evitando el consumo excesivo de ésta (Vassilev et al., 2009; Vassileva et al., 2009).

Sin embargo, es importante conocer los factores que afectan la efectividad de los MSP
para disolver RP, tales como: el tipo de microorganismo (Narsian and Patel, 2000), factores
nutricionales, fisioldgicos y de las condiciones de crecimiento en el medio de cultivo
(Adham, 2002; Ates et al., 2002; Cunningham and Kuiack, 1992; Haq et al., 2003; Nahas,
2007), y del tipo de RP empleada (Schneider et al., 2010).
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2.3 Microorganismos solubilizadores de P

Muchos microorganismos del suelo participan en la transformacion de P en el suelo,
haciendo asi parte integral del ciclo biogeoquimico del P (Chen et al., 2003). Algunos de
estos pueden disolver compuestos de P organicos (Alikhani et al., 2007; Tallapragada and
Seshachala, 2012) e inorganicos (Gyaneshwar et al., 2002; Oliveira et al., 2009; Rao,
1982). La diferencia entre estos dos tipos de microorganismos no solo esta en la fuente de
P que usan sino en los mecanismos que desarrollan para solubilizarla. Asi la disolucion del
P-mineral se hace por medio de acidos organicos, mientras que la disolucion de P-organico
es mediante enzimas fosfatasas. La solubilizacién de P hace biodisponible este elemento
(como fosfato) en la solucion del suelo para las plantas (Oberson et al., 2011; Selvakumar
et al., 2013). Las plantas al crecer mejor pueden excretar compuestos carbonaceos, los
cuales son utilizados metabdlicamente por los microorganismos para producir
eficientemente mas acidos organicos o enzimas, segun sea el caso (Deubel et al., 2000).

Los MSP pueden encontrase en el suelo, en la rizosfera, en el suelo no-rizosférico, en el
rizoplano, y aun en los depositos de RP (Bowen and Rovira, 1999; Kucey, 1987; Zaidi et
al., 2009). El numero de MSP varia de acuerdo al tipo de suelo (Khan et al., 2007). Sin
embargo, la densidad de estos puede ser muy baja en el suelo; alrededor de 10%-10° UFC
g™ han sido reportados (Osorio and Habte, 2001; Peix et al., 2001). En el suelo las bacterias
y los hongos solubilizadores de P constituyen un 1% del total de la poblacién del suelo
(Kucey, 1983).

Se han reportado diferentes funciones de los MSP que favorece el crecimiento de las
plantas (Vassilev et al., 2006; Vassileva et al., 2009; Zaidi et al., 2009): (i) proveen P a las
plantas, (ii) promueven el crecimiento de las plantas, (iii) sintetizan sustancias promotoras
del crecimiento tales como sideroéforos y antibiéticos, (iv) estimulan la eficiencia de fijacion
de N2, (v) mejoran la accesibilidad a otros elementos trazas, (vi) proveen proteccion a la
planta en contra de patégenos y (vii) mejoran la fertilidad de los suelos. También se conoce
la capacidad de los MSP para desorber P de suelos (Bashan et al., 2012; Chen et al., 2003;
Osorio and Habte, 2014; Pandey et al., 2006) y el uso de los MSP para remover P de
sedimentos para prevenir eutroficacion en lagos y estanques (Kim et al., 2005).

Entre los MSP efectivos hay bacterias de los géneros Pseudomonas (Bar-Yosef et al.,
1999; Kim et al., 1998; Rosas et al., 2006), Enterobacter (Kim et al., 1998), Bacillus (Chen
et al., 2006; Kim et al., 1998), Burkholderia (Song et al., 2008), Serratia (Chen et al., 2006;
Hameeda et al., 2006), Citrobacter (Patel et al., 2008), Xanthomonas (Sharan et al., 2008),
Rhizobium (Alikhani et al., 2007), Azospirillum (Rodriguez et al., 2004), Lebsiella (Chung
et al., 2005).

En cuanto los hongos hay de los géneros Penicillium (Morales et al., 2007; Reyes et al.,
2001; Wakelin et al., 2004), Aspergillus (Bojinova et al., 2008; Vassilev et al., 1997;
Vassileva et al., 1998; Whitelaw, 1999) y Mortierella (Osorio and Osorno, 2014; Osorno
and Osorio, 2014, 2017; Zhang et al.,, 2011). También levaduras y especies de
actinomicetos se han reportado como MSP (Hamdali et al., 2008, 2010).
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Aunque las bacterias han recibido mayor atencion, varios autores han indicado que los
hongos pueden ser mas efectivos solubilizando P (Arora et al., 2010; Kucey, 1983; Osorio
and Habte, 2009). Ademas, después de varios subcultivos las bacterias solubilizadoras de
P pueden perder su capacidad solubilizante, mientras que los subcultivos de hongos
solubilizadores de P pueden mantener tal capacidad (Whitelaw, 1999). Ademas, las hifas
de los hongos pueden crecer en contacto con la superficie de la RP, solubilizandola como
resultado de sus actividades metabdlicas, formado biotuneles en el mineral lo que fracciona
la RP y facilita la biosolubilizacion (Bermanec et al., 2012; Osorio et al., 2017). Sin
embargo, otros autores indican que los hongos pueden inmovilizar mas P que las bacterias
(Alam et al., 2002).

Osorio (2008) aislé varios MSP de la rizésfera de Leucaena leucocephala que se
encontraban creciendo naturalmente en tres suelos de Hawaii (Andisol, Oxisol y Vertisol)
y encontré que el mas efectivo fue un hongo identificado como Mortierella sp., el cual
incrementd la absorcion de P en leucaena. Por su parte, Chen et al. (2006) aislaron y
caracterizaron 35 cepas bacterianas con capacidad solubilizadora en un suelo tropical de
Taiwan, los géneros que encontraron fueron: Bacillus, Rhodococcus, Arthrobacter,
Serratia, Chryseobacterium, Delftia, Gordonia y Phyllobacterium. La capacidad
solubilizadora de estas cepas fue asociada con la produccion de acidos organicos que al
disminuir el pH de medio disuelve la RP e incrementa el P soluble.

Debido al facil aislamiento de los MSP muchos estudios han investigado el efecto de la
inoculacion con estos microorganismos en el suelo sobre el crecimiento de plantas y
absorcion de P (Gyaneshwar et al., 2002; Marschner, 2008). La respuesta a la inoculaciéon
con MSP depende de varios factores, tales como: la composicion y propiedades del suelo,
la capacidad buffer del suelo, el tipo de cultivo y la microflora acompafante (Kucey et al.,
1989). En algunos casos, respuestas negativas a las inoculaciones se pueden deber al
pobre crecimiento y sobrevivencia de los MSP, que puede ser causada por la falta de
nutrientes y/o la competencia con la microflora nativa (Marschner, 2008). La fuente de
nitrégeno y carbono son muy limitantes en la efectividad de los MSP (Gyaneshwar et al.,
2002). Asi mismo, la capacidad de fijacion de P del suelo puede determinar la efectividad
de los MSP para promover el crecimiento vegetal (Osorio, 2008).

Varios autores han reportado efectos benéficos al inocular con MSP de manera individual
en diferentes cultivos, como Aspergillus (Babana and Antoun, 2006; Mittal et al., 2008; Jain
et al.,, 2010, 2012), Pseudomonas (Selvakumar et al., 2013), Enterobacter, Pantoea,
Pseudomonas, Acinetobacter, Burkholderia, (Collavino et al., 2010), Mortierella (Osorio
and Habte, 2013), Acinetobacter (Ogut et al., 2010), Penicillium (Morales et al., 2007) y
Bacillus (Mohammadi, 2012). También se han reportado efectos sinérgicos en el
crecimiento de las plantas al inocular MSP con otras bacterias, ya que la co-inoculacion
puede proveer mayor balance nutricional para la planta (Belimov et al., 1995; Rosas et al.,
2006). Asi, se han encontrado efectos favorables con Rhizobium (Rosas et al., 2006) y
especialmente hongos micorrizo arbusculares, los cuales han mostrado estimulacién en el
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crecimiento en plantas en suelos deficientes de P (Kim et al., 1998; Londofio Usuga, 2010;
Osorio and Habte, 2001, 2009; Piccini and Azcon, 1987). Shankaraiah et al., (2000)
encontraron que la adicién de los MSP Bacillus megaterium, Aspergillus awamori y
Agrobacterium radiobacter mejoraron el rendimiento del cultivo de cafa de azucar en un
10% y disminuyeron el costo de fertilizacion en un 25%.

Por otro lado, se ha evaluado la aplicacién directa de MSP en suelos alcalinos, neutros y
acidos y sin plantas. En suelos neutros o alcalinos, la produccion de acidos por los MSP
ha disminuido el pH de la rizosfera, favoreciendo la disolucion de fosfatos de calcio nativos
del suelo y de RP aplicada (Kim et al., 1998). En los suelos acidos altamente meteorizados
del tropico hay pocas cantidades de fosfato de calcio. En este tipo de suelos los MSP
pueden solubilizar compuestos de fosfatos de aluminio y hierro (Bashan et al., 2013; Bolan
et al., 1994). Sin embargo, Osorio (2008) encontré que la solubilizacion microbial de P en
un Oxisol (rico en fosfato de hierro y aluminio) sélo ocurrié con la presencia de fosfatos de
calcio en el suelo, producto de la adicion de RP. No obstante, Bolan et al. (1994) afirma
que los iones de Al y de Fe en soluciéon pueden ser complejados por aniones organicos
(oxalato y citrato), lo cual favorece la disolucion in vitro de fosfatos de Al y Fe.

2.3.1 Mecanismos de biosolubilizacion de P

Diferentes mecanismos se han propuesto para explicar la solubilizacion microbial de
compuestos inorganicos de P:
e Produccion de acidos organicos o sus bases conjugadas (Bar-Yosef et al., 1999;
Marschner, 2008; Hameeda et al., 2006).
e Excrecién de protones debido a la asimilacion de NH** por los microorganismos
(Kucey, 1983; Roos and Luckner, 1984; Whitelaw, 1999).
e Desorcion de iones P de los sitios de adsorcion (He and Zhu, 1998; Osorio, 2008;
Osorio and Habte, 2012; Osorno et al., 2018).
¢ Quelatacion de Ca, Al y Fe (Bar-Yosef et al., 1999; lyamuremye et al., 1996;
Marschner, 2008; Richardson et al., 2001; Ryan et al., 2001).
e Competencia de los aniones organicos producidos por los MSP con los iones
fosfato por los sitios de adsorcion en las superficies de los minerales arcillosos del
suelo (Bolan et al., 1994; Nahas, 1996; Osorio, 2008).

La capacidad para disolver P mineral de los MSP esta relacionada con la produccion de
acido organico que reducen el pH del medio como resultado de su actividad metabdlica
(Wakelin et al., 2004) y permiten la formaciéon de complejos organico minerales, jugando
un papel importante en la economia del P (Richardson et al., 2001; Ryan et al., 2001;
Scervino et al.,, 2010). Algunos de los acidos organicos o sus respectivos aniones,
comunmente asociados con la solubilizacion microbial de P, son el acido glucénico (Bar-
Yosefetal., 1999; Chen et al., 2003; Ogut et al., 2010; Rodriguez et al., 2004); acido oxalico
(Alam et al., 2002; Osorio, 2008), acido citrico (Chen et al., 2006; Kim et al., 1997; Kucey
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et al., 1989), acido tartarico (Fankem et al., 2006), acido aspartico (Fankem et al., 2006),
acido nitrico (Azam y Memon, 1996), acido sulfurico (Bhatti and Yawar, 2010; Chi et al.,
2006), acido lactico, acido succinico (Chen et al., 2006; Nisha and Venkateswaran, 2011;
Vazquez et al., 2000) acido propionico (Chen et al., 2006), isovalérico, isobutirico, acético
(Vazquez et al., 2000) y acido malico (Fankem et al., 2006).

Estos acidos son productos del metabolismo microbial, en algunos casos por respiracion
oxidativa o por fermentacion de sustratos carbonaceos (glucosa) (Bhatti and Yawar, 2010;
Chi et al., 2006).

2.3.2 Mortierella sp.

Este hongo pertenece al género Mortierella, esta en el Phylum: Glomeromycota, Clase:
Glomeromycetes, Subphylum: Mucoromycotina y Orden: Mortierellales (James et al., 2006;
Hibbett et al., 2007).

Es un hongo filamentoso del suelo que actua tanto como saprofito y como endofito. Este
género prefiere fuentes de carbono simples para su crecimiento y reproduccion, tiene
rapido crecimiento y proliferacion, su micelio es blanco (Figura 2-1, izquierda) y dentro de
su micelio tiene las esporangiosporas (Dyal and Narine, 2005).

Es reconocido como un hongo solubilizador de P inorganico por la produccién de acidos
organicos como acido oxalico y citrico (Osorio, 2008; Zhang et al., 2011), tolerante a la
acidez y el aluminio, a la sequia y al fungicida benomyl (Osorio, 2008). En la Figura 2-1
(derecha) se puede ver el hongo creciendo en medio de cultivo con azul de bromotimol
como indicador de pH y RP como unica fuente de P, alrededor del hongo se puede ver un
halo amarillo por la produccion de acidos por el hongo con el fin de solubilizar la RP y
obtener el P.
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Figura 2-1. Micelio blanco de Mortierella sp. en medio de cultivo PDA (izquierada),
Produccion de acidos organicos (halos amarillos) por Mortierella sp. creciendo en medio
con roca fosférica como unica fuente de P (derecha).

Mortierella sp. ademas de la produccion de acidos organicos tiene la capacidad de crecer
facilmente sobre superficies, como la de la RP, las hifas del hongo crecen alrededor y
dentro del mineral, formando bio-tineles que favorece la solubilizacién de la roca como se
puede ver en la Figura 2-2, tomado de Osorio et al., 2017.

Se reconocen varios beneficios de Mortierella sp. en la agricultura:

Solubilizar o disolver minerales y compuestos fosféricos (Osorio, 2011; Osorno and
Osorio, 2014, 2017; Xiao et al., 2008).

Desorber P fijado en el suelo (Osorio and Habte, 2014).

Producir ezimas para solubilizar P organico (fitato) (Alvarez, 2012).

Mejorar la eficiencia de los fertilizantes P en el suelo (Osorio and Osorno, 2014).
Presenta sinergismo con microrganismos que ayudan a absorber P para la planta
(hongo micorricico arbusculares) (Osorio, 2011; Osorio and Habte, 2001, 2015;
Osorio et al., 2017; Ramirez et al., 2013; Tamayo-Velez and Osorio, 2016).
Disuelver otros minerales de K, Si, Mg y Ca como feldespatos de potasio y silicatos
de magnesio (Salazar, 2017).

Promover el crecimiento vegetal (Londofo, 2017; Londofio Usuga, 2010; Moreno
et al., 2016; Tamayo-Velez and Osorio, 2016).

Mejorar el tiempo de vida en florero en crisantemo y la biodisponibilidad de
elementos menores en el suelo para este cultivo (Londofio, 2017).

Ayudar a la descomposicion de hojarasca o materia organica y liberacion de
nutrientes (Tamayo-Velez, 2016).



Capitulo 1 17

UNALMED UNALMED
1Sk X288 100um 35 ¢ 1SkV 508 SOum 1133 SEIl .«

Figura 2-2. Imagenes de microscopia electronica de barrido donde se puede ver el hongo
Mortierella sp. creciendo alrededor de particulas de RP (Osorio et al., 2017).

Otras especies de Mortierella sp. son reconocidas por su produccién de acidos grasos
esenciales (Dyal and Narine, 2005), como araquidénico (Lu et al., 2011; Nisha and
Venkateswaran, 2011; Park et al., 2015; Sakuradani and Shimizu, 2009; Totani and
Oba, 1987), acido eicosapentaenoico (Shimiziu et al., 1988) y acido linoleico (Hansson
and Dostalek, 1988), usados en la industria de alimentos (Streekstra, 1997). Ademas,
las investigaciones han mostrado que las condiciones de crecimiento de este hongo
pueden ser manipuladas para aumentar la produccion de acidos grasos (Dyal and
Narine, 2005) o acidos organicos (Osorio et al., 2017).

2.4 Microorganismos que mejoran la absorciéon de P

2.41 Hongos micorrizo arbusculares

Las micorrizas son asociaciones simbioticas mutualistas entre plantas y hongos del suelo
(Kuo et al., 2014), son probablemente la asociacion terrestre mas extendida en la
naturaleza cuyo origen se remonta hace unos 460 millones de afios (Redecker et al., 2000).
Los hongos se benefician de los compuestos carbonados fotosintetizados por las plantas,
a cambio de ceder nutrientes minerales a las raices, especialmente P (Martin and Nehls,
2009). Estos hongo son ademas indicadores de calidad de suelo (Gonzalez-Chavez et al.,
2004; Fokom et al., 2012; Vasconcellos et al., 2013). No obstante, esta no es la unica
funcion de las micorrizas entre los beneficios de la asociacion con la planta esta:

e La formacion de micorrizas arbusculares aumenta la produccion de biomasa y mejora
la nutricion mineral de la planta.
e Aumenta el area de la raiz (Marschener, 1998; Smith et al., 2011).
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Mayor eficiencia o afinidad en captar P en menores concentraciones (Harrison et al.,
2002; Smith et al., 2011).

Absorcion de nitrogeno (N) por las plantas (Jin et al., 2012; Pérez-Tienda et al., 2012),
potasio (K) (Garcia and Zimmermann, 2014) y nutricion en general (Smith et al., 2011).
Absorcion de nutrientes de baja movilidad en el suelo como son: el hierro (Fe),
manganeso (Mn), el cobre (Cu) o el zinc (Zn) (Chen et al., 2003; Lehmann and Rillig,
2015).

Translocacién de nutrientes y minerales del suelo a la planta (Gianinazzi et al., 2010;
Johnson and Graham, 2013).

Mejora la estructuracion fisica del suelo y la generacion de agregados estables (Miller
and Jastrow, 2000; Jeffries and Barea, 2001; Vasconcellos et al., 2013).

Induccién de resistencia de la planta a patdgenos del suelo (Vigo et al., 2000; Pozo et
al., 2002; Pozo and Azcon-Aguilar, 2007).

Disminuye los efectos de toxicidad en la planta por metales pesados como Cu, Zny
Mn (Nogueira and Cardoso, 2003; Gonzalez-Chavez et al., 2004; Ferrol et al., 2009;
Cornejo et al., 2013).

Disminuye el estrés de plantas por sequia (Al-Karaki et al., 2004), en suelos salinos
(Bharti et al., 2016), de aluminio (Al) en suelos acidos (Seguel et al., 2013).
Biorremediacion y fitorremediacion de plomo (Pb), uranio (U), cadmio (Cd) (Aloui et al.,
2009; Gervais Rufyikiri et al., 2002; Schneider et al., 2016).

Las causas de la mejora de la nutricion mineral de la planta hospedadora pueden ser
multiples:

El micelio extrarradical, como consecuencia de su tamario y distribucion, es capaz de
explorar un volumen de suelo mayor que las propias raices, por lo que aumenta la
capacidad de absorcién de nutrientes, especialmente la de aquellos que difunden
lentamente en la solucién del suelo y que, por tanto, dan lugar a la formacién de zonas
de deficiencia alrededor de la raiz.

Las hifas del hongo pueden absorber fuentes de nutrientes no disponibles para la
planta.

Las hifas son capaces de competir mas eficientemente que las raices con otros
microorganismos del suelo por los nutrientes.

Los transportadores de los hongos micorricicos pueden presentar una mayor afinidad
por el nutriente que los de la planta.

La promocion de un sistema de raices mas ramificado y elongado.

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son organismos biotrofos obligados que
dependen de raices metabdlicamente activas (Novais et al., 2013), siendo incapaces de
completar su ciclo de vida en ausencia de una planta hospedadora. Esta asociacion se
establece con mas del 80% de las plantas terrestres. Se les denomina arbusculares porque
sus hifas forman estructuras en las células corticales de la raices que parecen arboles
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microscoépicos (Kruger et al., 2012). Es en esta estructura, donde ocurre el intercambio
bidireccional de nutrientes entre hongo y planta (Bonfante and Genre, 2010).

Se han descrito 200 especies de HMAs (Salmeron-Santiago et al., 2015), clasificados en
cuatro ordenes: Glomerales, Diversisporales, Paraglomerales y Archaeosporales; 11
familias y 17 géneros (Hibbett et al., 2007; Schifller and Walker, 2010; Kriiger et al., 2012).

El ciclo de vida de los HMAs esta dividido en dos fases: una fase presimbidtica y fase
simbidtica. La fase presimbidtica se da después de la colonizacion de la planta
hospedadora por el hongo e incluye varias etapas: germinacion de esporas, crecimiento y
desarrollo de las hifas en busca de una raiz huésped y, formacién de un apresorio para la
posterior penetracion en la raiz de la planta.

La fase simbidtica o colonizacion de la raiz transcurre tras la penetracion de la hifa en la
raiz de la planta huésped, se pueden diferenciar varias etapas: crecimiento intracelular de
las hifas, formacion de arbusculos y vesiculas, desarrollo de micelio extraradical v,
finalmente, esporulacion.

Las raices colonizadas por los HMA no presentan signos de dafios, al contrario de lo que
ocurre cuando las raices son infectadas por hongos patégenos. La colonizacion de la raiz
por los HMA provoca tan solo una activacién débil, transitoria y local de la respuesta de
defensa de la planta (Smith and Read, 2010).

Las raices colonizadas por los HMA disponen de dos vias para la absorcion de nutrientes.
La via directa en la que las células epidérmicas de la raiz de la planta son las responsables
de la absorcion de nutrientes y, por el otro, la via indirecta o micorricica mediante la cual,
las hifas del hongo son las que realizan la absorcion (Smith and Smith, 2012). En ésta
ultima via, las hifas de la red del micelio extrarradical captan los nutrientes mas alejados
de la rizosfera conduciéndolos, a través de las hifas, hasta los arbusculos. En la via
micorricica estan implicados los transportadores fungicos expresados en el micelio externo
y los transportadores de nutrientes de la planta expresados en la interfase simbiotica
establecida entre el hongo y la planta.

2.4.2 Rhizoglomus fasciculatum

Este HMA pertenece al Phylum: Glomeromycota (Redecker et al., 2000), Clase:
Glomeromycetes y Orden: glomerales (James et al., 2006; Hibbett et al., 2007). El nombre
del genero ha cambiado y se puede encontrar con los siguientes nombres Rhizoglomus
(Sieverding et al., 2015), Rhizophagus (Schuller and Walker, 2010); conocido como
Glomus hasta el 2010 (Tulasne and Tulasne, 1845). Especie: fasciculatum.
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Esta cepa se ha usado en ensayos en los que se ha mostrado beneficios en crecimiento y
absorcion de P en plantas de:

e Leucena leucocephala (Londofio Usuga, 2010; Osorio and Habte, 2001, 2013,
2015).

e Aguacate var Hass (Montoya and Osorio, 2009; Osorio et al., 2012; Ramirez et al.,
2014; Serna, 2014; Tamayo-Velez and Osorio, 2016).

e Café (Jaramillo, 2006; Cuervo, 2017).

e Frijol caupi (Ramirez et al., 2013).

e Gulupa (Ramirez et al., 2015).

¢ Pino Romeron, Nageia rospigliosii Pilger (Diez et al., 2008).

e Especies forestales: Tecoma stans, Dodonaea viscosa, Fraxinus chinensis y
Lafoensia speciosa (Moreno et al., 2016).

e Curuba y granadilla (Corredor, 2007).

¢ Frutales de clima frio (Gonzalez, 2006).

e Tomate (Manila and Nelson, 2017).

2.5 Coinoculacién de microorganismos solubilizadores de P y
hongos formadores de micorrizas

La co-inoculaciéon puede proveer mayor balance nutricional para las plantas (Belimov et
al., 2009; Rosas et al., 2006), esta puede resultar mas efectiva que la inoculacién
individual, presentando efectos sinergisticos o aditivos entre los MSP y HMA como se
puede ver en laTabla 2-1. Sin embargo, la magnitud de este efecto puede depender de la
capacidad del suelo para fijar P (Osorio and Habte, 2015). Esta coinoculacién presenta las
siguientes ventajas (Osorio and Habte, 2013; Osorio et al., 2017):

¢ Una mayor capacidad para solubilizar P (de fertilizantes, del suelo, de minerales
como la RP) en el suelo puede estimular mayor absorcion, crecimiento vegetal y
favorecer la actividad micorrizal.

e Las plantas micorrizadas pueden liberar mayor cantidad de sustancias
carbonaceas hacia la rizosfera que las plantas no micorrizadas y asi los PSM
pueden usar estos sustratos para la produccion de acidos organicos en la rizosfera.

e La extensiva red de hifas micorrizales formadas alrededor de las raices pueden
absorber el P liberado por los MSP evitando asi que se vuelva a fijar.

e Incrementa la efectividad agronémica de la RP como fertilizante, el PSM va
disolviendo la roca mientras el HMA absorbe el P.
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Tabla 2-1. Efectos benéficos de la coinoculaciéon de HMA y MSP en diferentes especies

vegetales.
Planta HMA MSP Efecto Referencia

(Habte and

Leucaena G. fasciculatum Mortierella sp. Mayor biomasa, absorcion Osor!o, 2001;

leucocephala de P Osorio and
Habte, 2013)

Leucaena . Mayor biomasa y (Londofio

leucocephala G. aggregatum Mortierelia sp. efectividad de RP Usuga, 2010)

An acqrdlum G. etunicatum Nativos aislados Mayor biomasa (Cabral et al,

othonianum 2012)

. Cladosporium . . Mejor absorcién de (Singh and
Trigo herbarum Bacillus circulans nutrientes Kapoor, 1999)
Medicago sativa RhlZOP ﬁag us Rahnella aquatilis ~ Mayor absorcion de P (Zhang Lin et

intraradices al., 2016)
Kostelelzkya G.aggregatum Mortierella sp. Promocién del crecimiento  (Zhang et al.,
virginica G. mosseae y tolerancia a sales 2011)
. G. mossea Azotobacter Promocién del crecimiento  (Yousefi et al.,
Trigo . . chrocooccum L
G. intraradices y rendimiento 2011)
P. fluorescens
Menta G. mossea Penicillum thomii Promocién del crecimiento (2%32()9"0 etal,
.. . , . Mayor biomasa, absorcion (Ramirez et al.,
Frijo Caupi G. fasciculatum  Mortierella sp. de P 2013)
. . . Promocién de crecimiento
Dorycnium G. intraradices Asperaillus niaer meiora las probiedades (Caravaca et
pentaphyllum L G. desetticola perg g y mej prop al., 2004)
del suelo
Dorycnium Micorrizas Aspergillus niger Promocién del crecimiento, (Medina et al.,
pentaphyllum L . Phanerochaete e

o nativas ; absorcion de P 2010)
Trifolium repens chrysosporium
Trifolium G. clarum Aspergillus s Promocién del crecimiento (Souchie et al.,
pratense G. geosporum perg P 2006)
Leucaena C. claroideum . Mayor biomasa, absorciéon  (Osorio and

Mortierella sp.

leucocephala

de P

Habte, 2015)

2.6

Inoculantes microbianos

Los inoculantes hacen parte de una categoria denominada bioestimulantes de plantas,
estos cumplen importantes funciones para el crecimiento, salud de las plantas y ademas
pueden actuar como enmiendas del suelo mejorando sus propiedades fisicas, quimicas y
biolégicas (du Jardin, 2012, 2015; Yakhin et al., 2017).

Los inoculantes microbianos también se pueden llamar microorganismos asociados a las
plantas o microorganismo promotores del crecimiento vegetal (MPCV). El termino PGPR
(Plant growth-promoting rhizobacteria) (Kloepper et al., 1989) es el mas usado, pero no
incluye bacterias de vida libre. PGPB (Plant growth promoting bacteria) (Bashan et al.,
2014) se usa de manera mas general. Sin embargo, estos términos no tienen en cuenta

los hongos que promueven el crecimiento de plantas, como las micorrizas.

La promocién del crecimiento de las plantas se basa en diferentes mecanismos (Berg,
2009; Trabelsi and Mhamdi, 2013):
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¢ Biofertilizantes: una mejor adquisicion de nutrientes (solubilizacion (P), fijacion (N) y/o
absorcién de agua y nutrientes).

¢ Fitoestimuladores: estimulacion hormonal (incrementan la superficie de la raiz).

e Agentes de control bioldgico: supresidon de patdgenos de plantas (Bacillus,
Pseudomonas, Serratia, Stenotrophomonas y Streptomyces y los géneros de hongos
Ampelomyces, Coniothyriumy Trichoderma).

Con base en estas interacciones beneficiosas planta-microbio es posible desarrollar
inoculantes microbianos para su uso en la biotecnologia agricola o agricultura sostenible.
Dependiendo de su modo de accion y efectos, estos productos pueden usarse como
biofertilizantes, fortalecedores de plantas, fito-estimuladores y bioplaguicidas. Existe un
fuerte mercado en crecimiento para inoculantes microbianos en todo el mundo con una
tasa de crecimiento anual de aproximadamente 10% (Berg, 2009; Herrmann and Lesueur,
2013; Trabelsi and Mhamdi, 2013) debido a su atractivo uso en la agricultura sostenible.

La aplicacion de inoculantes microbianos es una estrategia que reduce sustancialmente el
uso de fertilizantes de sintesis y pesticidas quimicos y hace mas eficiente la toma de
nutrientes por la planta. En la actualidad, hay un creciente numero de empresas que
comercializan inoculantes para diferentes tipos de cultivos (Berg, 2009).

Tanto en las investigaciones como a nivel comercial se usa un solo tipo de microrganismo
con buenos resultados, pero también se busca hacer mezclas de dos o mas
microorganismos para potencializar los beneficios en la planta abarcando diferentes
nutrientes y estrategias de promociéon de crecimiento (Herrmann and Lesueur, 2013).
Varios autores, reportan efectos positivos al hacer co-inoculaciones (Bir6 et al., 2000;
Osorio and Habte, 2015; Remans et al., 2008; Ruiz-Sanchez et al., 2011; Tamayo-Velez
and Osorio, 2016) Aunque la combinacion de inoculantes es de interés, se debe tener en
cuenta que se pueden dar efectos aditivos o sinérgicos entre los microorganismos
involucrados, pero en algunos casos se ha reportado efectos competitivos entre ellos
(Trabelsi and Mhamdi, 2013).

2.7 Biofertilizantes

Un biofertilizante es una sustancia o producto que contiene microorganimos vivos, los
cuales se aplican al suelo, semillas o plantas y colonizan la rizosfera o el interior de la
planta, con el objetivo de aumentar la disponibilidad de nutrientes y su utilizacién por las
plantas (Vessey, 2013). Los biofertilizantes son bioestimulantes microbianos que mejoran
la eficiencia nutricional de las plantas (du Jardin, 2015). De manera erronea, en ocasiones
se llama biofertilizantes a enmiendas animales o vegetales, suplementos organicos o
desechos de cosecha (Bhattacharyya and Jha, 2012; Herrmann and Lesueur, 2013).

Los biofertilizantes deben consistir en altas densidades de microorganismos viables y
eficientes para una rapida colonizacién de la rizosfera huésped, ya que esta es una zona
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dindamica que permite una interaccion diversa de sefales de plantas y microorganimos
asociadas a plantas (Mendes et al., 2013).

Aunque se han obtenido efectos positivos de los biofertilizantes en las investigaciones de
laboratorio o invernadero, al llevar los micoorganismos al campo, los efectos benéficos se
pueden disminuir o no presentar los efectos encontrados (Okon and ltzigsohn, 1995;
Bashan, 1998), esto se puede deber a: cambio de ambiente del microorganismo,
formulacién, comercializacion y aplicacion de este. Dentro de los aspectos claves para
tener un buen biofetilizantes esta:

Microorganismo: escoger el microorganismo de acuerdo a la funcidon que se espere.
Este microorganismo (hongos o bacterias), no debe ser patégeno ni para humanos,
animales o plantas, debe ser cultivable, ser genéticamente estable, presentar habilidad
para producir efectos en cultivos trampa, colonizar rapidamente la rizosfera o la planta
hospedera y sobrevivir en el ambiente del suelo (Herrmann and Lesueur, 2013).
Produccion del microorganismo: de este proceso depende la calidad del producto. Esta
se debe hacer de manera aséptica y dependera de las condiciones ambientales,
nutricionales y de crecimiento del microorganismo. La produccidén podra ser liquida o
sélida y se busca usar materia prima econémica para las etapas de escalamiento, en
produccion a escala industrial y piloto. La produccion busca tener un buen numero de
biomasa de la cepa (UFC, células o esporas por g o mL).

Formulacion: de este proceso depende la supervivencia del microorganismo en el
almacenamiento, trasporte, aplicacion y establecimiento en la rizosfera o dentro de la
planta. La formulacién se hace liquida o solida con el microorganismo vivo y debe
permitir la supervivencia de éste sin afectar su efectividad. Se pueden adicionar
sustancias o aditivos que aumenten la vida del microrganismo (durante el
almacenamiento), o fuentes extras de nutrientes para él o para la planta, sustancias
que mejoren la mezcla o aplicacion en campo del producto, sustancias que mejoran la
accion del microrganismo o complementan su accién. Una buena formulaciéon provee
unas condiciones para que el microrganismo persista en el suelo, maximice su
actividad y asi las plantas obtengan beneficios.

Aplicacion: esta es una practica agronémica importante para determinar la efectividad
del microorganismo. La aplicacién se puede hacer en la rizosfera, en la filosfera, en la
semilla, en el sustrato, en el sistema de riego o mezclado con otras enmiendas. Sin
embargo, es importante determinar si el microrganismo se debe aplicar al inicio del
crecimiento de la plantula, en el establecimiento, en produccién o en cualquier etapa.
La aplicacion se puede ver afectada por condiciones ambientales como humedad,
sequia y por el tipo de suelo, disponibilidad de nutrientes, interacciones biolégicas con
planta y otros microorganismos y productos agroquimicos o microbicidas.

2.7.1 Formulacion de biofertilizantes

La formulaciéon busca mantener un ambiente estable para el inoculante microbiano y dar
algunos beneficios extras al producto final. La composicion debe permancer quimica y
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fisicamente estables, no permitir que disminuya la poblacién del microorganismo, ser
amibientalmente amigable y facil de usar (Bashan, 1998). Hay diferentes formulaciones,
estas dependen del tipo de trasportador a usar. Estos ultimos pueden proveer una
proteccion fisica o nutricional para el inoculante (Arora et al., 2010). Una clasificacion de
trasportadores se puede ver en la Figura 2-3.

— Liquidas - Algas
= Organicas #+4 Plantas
Formulaciones =
- Naturales =
—  Suelo
— Solidas =
- Inorganicas
— Sintéticas

Figura 2-3. Transportadores usados para las formulaciones de los inoculantes
microbianos. Elaboracién propia.

Las formulaciones pueden ser liquidas o sélidas (Date, 2000; Herrmann and Lesueur,
2013; Bashan et al., 2014). Formulaciones liquidas: son de facil manejo y aplicacion, pero
requieren condiciones de almacenamiento y transporte a bajas temperaturas (Stephens
and Rask, 2000; Herrmann and Lesueur, 2013). Usualmente, son soluciones acuosas,
medios de cultivo o emulsiones, pero tambien se usa glicerol, acidos organicos, aceites
vegetales (soya, mani), aceites minerales entre otros.

Formulaciones sdlidas: son mas estables que las liquidas, el microorganismo tiene mayor
tiempo de vida, tiene contenidos de humedad menores al 20%. Estas pueden ser en polvo,
granuladas, en suelos o inmovilizados (capsulas, perlas, atrapamiento). Los compuestos
mas usadas son de origen natural o sintético:

e Natural organico:

o Algas: alginato, agar-agar, carragina.

o Plantas: miel, gomas, residuos de cosecha, celulosa, carboximetilcelulosa,
goma xantana, almiddn, harina de soya, maltodextrinas y quitosan.

o Suelo: suelos organicos, turba, compost de varios origenes.

e Natural inorganico:

o Vermicultia, arena, perlita, carbén, arcillas, tierra de diatomeas, rocas
volcanicas, silicato de magnesio, bentonita, arcillas, enmiendas, micas
expandidas, talco, roca fosférica.

e Sintéticas:
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o Poliacrilamidas, poliuretanos, poliestireno.

Para el uso de inoculantes en la agricultura, el transportador debe ser un material
convencional, que no sea toxico, biodegradable, compatible con el microorganismo y
economico. Uniforme fisica y quimicamente y que no cambie al esterilizar.

La mayoria de los desarollos en formulacion de inoculantes han estado asociadas a
bacterias y en menor canitdad a hongos. Uno de los transporatadores mas usados en el
mercado ha sido la turba, sin embargo, este material no esta disponible en todos los paises
(Bashan et al., 2002), presenta una alta variabilidad en calida y composicion, y puede
generar elementos toxicos durante su esterlizacion (Herrmann and Lesueur, 2013). Por
otro lado, varios experimentos de formulaciones se han hecho con polimeros (Bashan,
1998; Jung et al., 2006) EI polimero mas usado en las investigaciones en el alginato de
sodio (Schoebitz et al., 2013).

Las formulaciones pueden incluir aditivos o adherentes como: sacarosa, almidon, gilecerol,
goma arabica, goma xantana, carboximetilcelulosa, polietilenglicol, derivados de
polialcohol, sales de caseinato, polivinilpirrolidona, trehalosa que pueden mejorar la
supervivencia de los microorganismos (Tittabutr et al., 2007; Manikandan et al., 2010;
Herrmann and Lesueur, 2013; Schoebitz et al., 2013). Micro o macronutrientes, fuentes de
carbono, minerales o incluso fungicidas (Arora et al., 2010).

2.7.2 Inmovilizacion de inoculantes

La inmovlizacion es una forma de atrapar el microorganismo en una matriz que mantiene
su viabilidad (Bashan et al., 2014). Incluye tanto procesos fisicos, quimico y fisicoquimicos.
Los fisicos son: secado en spray, lecho fuidizado, floculacion, extrusion. Los procesos
quimicos incluyen: adsorcion en superficies, enlaces covalente, enlace entre células
(cross-linking), gelacién idnica, inclusion molecular, emulsion atrapada en aceite,
encapsulacion en polimeros o polimerizacion. Por ultimo, los fisicoquimicos: liposomas,
coacervacion (Cassidy et al., 1996; Schoebitz et al., 2013).

La encapsulacion o bioencapsulacion es la tecnica mas promisoria para transportar,
almacenar y aplicar el microorganismo concentrado en pequefios volumenes. Esta tecnica
presenta diferentes ventajas: el microorganismo estara protegido fisicamente en un
microambiente (celda o capsula o perla) contra dafios mecanicos, estrés por cambio de
ambiente (temperatura, suelo, humedad, plantas, presencia de agroquimicos) vy
antagonistas o depredadores. Previniendo una disminucion en la poblacion microbiana y
contaminaciones (Sanjay and Sugunan, 2008; de-Bashan and Bashan, 2010; Herrmann
and Lesueur, 2013; Schoebitz et al., 2013; Bashan et al., 2014).

El alginato es un polimero natural, es una macromolécula lineal que comprenden dos
mondmeros: acido D-manurdnico y acido a-L-gulurénico, unidos por el enlace alfa 1-4:
acido (3, tiene un peso molecular entre 20,000 y 200,000 Da (Schoebitz et al., 2013). Es un
recurso marino renovable de gran abundancia en el Océano Pacifico (Ladah et al., 1999).
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El alginato se extrae de algas pardas como Macrocystis pyrifera, Laminaria digitata,
Laminaria hyperborean y Eklonia cava. Algunas bacterias tambien pueden producir
extracelularmente alginato como Azofobacter vinelandiiy algunas cepas de Pseudomonas,
entre otras (Ahumada-Manuel et al., 2017; Maleki et al., 2017).

El alginato es uno de los polimeros mas usados para la encapsulacién de
microorganismos, fomando perlas de alginato que contienen la cepa encapsulado (Bashan
et al., 2014). Estas perlas pueden ser de diferentes tamafos, de acuerdo al tipo de
microorganismo que se use y el proceso. Las formulaciones son en macroperlas con un
diametro de 1-4 mm, o microperlas 10-100 ym ya sea para uso agricola o uso ambiental
(Bashan, 1998; Gonzalez and Bashan, 2000).

Para la formacion de las perlas, el microorganismo se mezcla con el polimero y se dispone
por goteo sobre una solucion cationica para que se dé la polimerizacién (Herrmann and
Lesueur, 2013). Posteriormente, las perlas se secan para su almacenamiento y manejo
(Date, 2000). La encapsuacion con alginato no afecta la viabilidad del microorganismo y
minimiza las probabilidades de contaminacion. En resumen, las ventajas de las perlas de
alginato:

o Es natural, es un recurso renovable.

¢ No es toxico, no contamina y es biodegradable.

e No es soluble en agua, pero tiene buena solubilidad en el suelo y medios de cultivo, es
de baja viscosidad (Schoebitz et al., 2013).

e Libera lentamente el microorganismo en el suelo (Bashan, 1998).

e Mayor tiempo de vida util. Las perlas secas pueden ser almacenados a temperatura
ambiente por largos periodos de tiempo sin perder la calidad (Elsas et al., 1992).

e Poco volumen, disminuye el espacio de almacenamiento, los costos de transporte y
aplicacion (Bashan and Gonzalez, 1999). Cada perla cuenta con alta concentracién de
microorganismos.

En alginato se han inmovilizados bacterias, hongos, algas y protozoos como: Azospirillum
brasilense (John et al., 2011), Pseudomonas sp. (Bashan, 1986; Bashan et al., 2002),
Chlorella sorokiniana (Bashan, 1986), Phanerochaete chrysosporium (de-Bashan et al.,
2004; Covarrubias et al., 2011), Bacillus subtilis (Loomis et al., 1997), Glomus deserticola
y Yarrowia lipotylica (Tong, 2017), Entre ellos HMA Glomus versiforme (Declerck et al.,
1996), y microorganismos solubilizadores como Aspergillus awamori (Jain et al., 2010).

2.8 Referencias

Las actualizaciones automaticas de citas estan deshabilitadas. Para ver la bibliografia,
haz clic en Actualizar en la pestafia de Zotero.



3. Factores nutricionales que controlan Ila
biosolubilizaciéon in vitro de roca fosférica
por el hongo Mortierella sp.?

3.1 Introduccion

El fosfato (P) es un macronutriente esencial para el desarrollo y crecimiento de las plantas
(Narsian y Patel, 2000; Batti y Yamar, 2010; Singh y Reddy; 2011). Desafortunadamente
buena parte de los suelos tropicales presentan una baja disponibilidad de éste (IGAC,
1988; Jaramillo, 2011). Para aumentar su disponibilidad en los suelos cultivados es
necesario aplicar altas cantidades de fertilizantes fosféricos solubles (Narsian y Patel,
2000; Reddy et al., 2002). Sin embargo, apenas una pequena fraccion del P de los
fertilizantes fosféricos es utilizada por las plantas (5-10%) y el resto se queda retenido en
el suelo en formas insolubles (Engelstad y Terman, 1980; Vassileva et al., 2000; Osorio y
Habte, 2009; Batti y Yamar, 2010). En consecuencia, la fertilizacién fosférica se constituye
en una practica costosa, ineficiente y en algunos casos genera un alto riesgo de contaminar
aguas corrientes (Sahu y Jana, 2000; Arcand y Schneider, 2006; Shigaki et al., 2006).

Una alternativa para la fertilizacion fosférica en los suelos es el uso de la roca fosférica
(RP); pero dada su baja solubilidad este es un fertilizante de baja efectividad agronémica

2 Apartes de este capitulo fueron publicados:
Osorno L, Osorio N.W. Evaluacion de factores que afectan la bioacidulacion de roca fosférica bajo condiciones
in vitro. Revista Colombiana de Biotecnologia ISSN: 1909-8758. v.19 N 1 53 -62, 2017.

Osorno L; Osorio N. W. Effect of Carbon and Nitrogen Source and Concentration on Rock Phosphate
Dissolution Induced by Fungi. Journal of applied Biotechnology. ISSN: 2327-0640 p.32 - 42 v.2. 2014.
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(Rajan et al., 1996; Goenadi et al., 2000; Vassileva et al., 2000; Reddy et al., 2002,
Pramanik et al., 2009). Esta se usa como materia prima para la sintesis de fertilizantes
mas solubles via acidulaciéon con acido sulfurico o fosforico (Reyes et al., 2001; Batti y
Yamar, 2010), pero este proceso es costoso y potencialmente contaminante (Gyaneshwar
et al., 2002; Reddy et al., 2002; Xiao et al., 2008).

Una alternativa para mejorar la solubilidad de la RP es a través de su acidulacion con
microorganismos solubilizadores de fosfato (MSP), estos son capaces de producir acidos
organicos que la disuelven eficientemente (Whitelaw 2000; Osorio y Pérez 2000, Vassilev
y Vassileva, 2003; Ramirez 2005; Jayasinghearachchi y Seneviratne, 2006; Relwani et al.,
2008; Singh y Reddy, 2011). Entre los MSP efectivos hay bacterias de los géneros
Pseudomonas (Kim et al. 1998a; Kim et al. 1998b; Bar Yosef et al., 1999), Enterobacter
(Kim et al. 1998ab; Vasquez et al., 2000), Bacillus (Kim et al. 1998ab; Vasquez et al., 2000;
Chen et al., 2006), Burkholderia (Song et al., 2008), Serratia (Chen et al., 2006), Citrobacter
(Patel et al., 2008) y hongos de los géneros Penicillium (Reyes et al., 2001), Aspergillus
(Vassilev et al., 1997; Vassileva et al., 1998; Whitelaw 2000; Bojinova, 2008) y Mortierella
(Osorio, 2003; Zhang et al., 2011; Osorio y Habte 2013).

A pesar que se conoce la reaccion de disolucién de la RP (Osorio, 2011) falta precisar
cuales son los factores que optimizan el proceso en el laboratorio bajo condiciones in vitro
y/o en la industria (Cunningham y Kuiack, 1992). Entre tales factores se destacan la
nutricion con C y N que determinan bioquimicamente la produccion de los acidos organicos
responsables de la disolucion de la RP (Hameeda et al.,2006; Xiao et al.,2008; Londofio,
2010; Nisha y Venkateswaran, 2011; Habte y Osorio, 2012). Esto podria ser util en la
industria de fertilizantes fosfoéricos o mejorar la eficiencia del uso directo de la RP en los
cultivos. Estos esfuerzos cobran mucha validez ya que se proyecta que las reservas
mundiales de RP se agotaran en menos de 100 afos (Gilbert, 2009). Esto pondria en
riesgo la seguridad alimentaria a nivel global cuyos efectos serian mas notorios en aquellos
paises dominados por suelos bajos en P disponible, tal como ocurre en el tropico humedo.
Por lo anterior, aumentar la solubilidad y efectividad de la RP como fertilizante es bastante
estratégico y puede traer grandes beneficios en la agricultura a nivel global, reducir los
costos de produccion y el impacto ambiental (Zapata y Roy, 2007).

La hipétesis de esta investigacion fue que la biosolubilizacién in vitro de roca fosférica
puede ser mejorada a partir del cambio de factores bioquimicos involucrados en la reaccion
(cantidad de inoculo, fuente y cantidad de carbono y nitrégeno, tiempo de reaccion, tipo de
RP). Asi, el objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto de factores bioquimicos
sobre la biosolubilizacion de RP por el hongo Mortierella sp. libre.

3.2 Materiales y métodos

Hongo solubilizador de fosforo
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El hongo Mortierella sp. fue originalmente aislado en la Universidad de Hawaii a partir de
un Andisol (Osorio y Habte, 2001). El hongo se cultivé en medio Papa-dextrosa-agar (PDA)
durante 5 dias y luego se suspendié en agua destilada estéril y conservado en nevera a
4°C para su uso experimental. Antes de su uso, se realizé un conteo en el medio de cultivo
PDA y arroj6 una densidad de 107 Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por mL.

Roca fosférica

La RP es una muestra proveniente de las minas del Huila, Colombia. Su férmula molecular
es CagegNap22Mgo.09(PO4)5.14(CO3)os6F234 (Chien 'y Hammond 1978), con una
concentracion de P del 12% y fue pasada a través de un tamiz de 250 um. La RP fue
molida en un mortero de agata y tamizados para tener un tamafo de particula de 200-325
pum. Luego, se sometio a difraccién de rayos X, con el “Método Rietveld”, el cual se obtiene
por métodos matematicos de minimos cuadrados derivados de muestras de referencia
puras; en la fase analitica no se utilizé ningun tipo de estandar para obtener los resultados
cuantitativos. Las fases cristalinas cuantificadas por el “Método Rietveld” son normalizadas
al 100% y dentro de la normalizacion no se ha tenido en cuenta la posible presencia de
materia amorfa en la muestra. La composicion es Cas(PO4)3(OH) en 79.4% y SiO2 20.6%.

Igualmente, las muestra se sometio a fluorescencia (FRX) (PANalytical MiniPal 2, 9 w (30
KW, 1 8 mA) tubo irradiacion de cromo Si-PIN detector, 12- cambiador de posicion de la
muestra, 100-240 V, 9 45-65 HZ), los resulatodos son (%): SiO2:17.4, Al.Os:1.11,
Fe»03:0.58, Ca0:42.5, Mg0:0.13, Na20:0.12, K»0:0.06, P205:30.4.

Medio de cultivo y condiciones de solubilizacién

La composicion basica del medio de cultivo experimental fue (g L™"): glucosa 10, NH4CI
1.34, KCI1.87, CaCl2.2H20 0.2, MgS04.7H>0 0.4 y RP 3.5 como unica fuente de P (Osorio,
2008). Un alicuota de 75 mL de este medio se llevé a erlenmeyers de 250 mL, se esterilizé
en autoclave a 120°C, 0.1 MPa, por 20 minutos. Luego, se inoculd con el hongo, se agitd
continuamente a 100 rpm, 28°C, durante 7 dias.

Los experimentos consistieron en modificar algunas de las condiciones de solubilizacion,
dejando las demas constantes.

Dosis de in6culo

Se evalué diferentes dosis del inéculo 0, 1, 2, 4 y 7 mL por erlenmeyer sobre la disolucion
de la RP. La concentracion por mL fue de 10’ UFC mL™.

Cantidad y fuentes de C

Se determino el efecto de la cantidad de fuente de carbono (glucosa) sobre la disolucién
de la RP. Para esto, al medio de cultivo se adicionaron niveles crecientes de esta azucar
(5, 10, 15, 20 y 25 g L™"). Se inoculé con 1 mL de la suspensiéon de Mortierella sp. Las
demas condiciones del cultivo fueron las sefialadas anteriormente.
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Se usaron diferentes fuentes de C: monosacaridos (glucosa, arabinosa o fructosa),
disacaridos (sacarosa o maltosa) y polisacaridos (celulosa, carboximetilcelulosa o melaza)
arazonde4g CL™.

Cantidad y fuente de N

Se determind el efecto de la cantidad y fuentes de N sobre la disolucion de la RP. Para la
cantidad se adicionaron niveles crecientes de N como NH4CI (0.5, 1.0, 1.5y 2.0 g L™).
Inoculado con 1 mL de la suspensién de Mortierella sp.y 10 g L™ glucosa como fuente de
C. Las otras condiciones del cultivo fueron las sefialadas anteriormente.

Para evaluar el efecto de las fuentes de N se aplicoé NHsNO3 (0.61 g L"), NH4CI (0.5 gL™),
o0 KNO; (0.93 g L™). Los erlenmeyers que contenian NHsNO3; y NH4CI también recibieron
KClI para asi suplementar la misma cantidad de K en todos los tratamientos. Inoculado con
1 mL de la suspension de Mortierella sp. y 10 g L™ glucosa como fuente de C. Las otras
condiciones del cultivo fueron las sefialadas anteriormente.

Tipo de RP

Se evalud la disolucion de 3 RP diferentes: Huila (H), Santander (S) y Carolina del Norte
(CN) durante 5 dias de incubacion. Inoculado con 1 mL de la suspension de Mortierella sp.
y 10 g L glucosa como fuente de C y 0.5 g L' NH4Cl como fuente de N. Las otras
condiciones del cultivo fueron las sefialadas anteriormente.

Variables evaluadas

En todos los experimentos, luego del periodo de incubacion de 7 dias, se determiné el pH
y la concentracion de P del medio de cultivo. El pH se midié usando un potenciémetro
(WTW electrodo Sentix 81). La concentracién de P (mg L) se determind mediante el
método del azul-molibdato (Murphy y Riley 1962) a 890 nm (espectrofotometro Genesys
20 Thermo Spectronic), previa filtracion en papel filtro Whatman No. 42 y centrifugacion
(centrifuga Jouan MR 1812) a 4000 rpm (1520xg) durante 10 minutos.

Disefio experimental y analisis de datos

En todos los experimentos se empled un disefio estadistico completamente al azar. Cada
tratamiento tuvo 4 réplicas, incluyendo el control no inoculado. El efecto de los tratamientos
se evalué mediante analisis de varianza y cuando estos fueron significativos se utilizo la
prueba de separacion de medias de Duncan. Ambas pruebas se hicieron con un nivel de
significancia (P) <0.05, mediante el uso del software STATGRAPHICS version centurion
XVI. Todos los experimentos se repitieron en el tiempo.
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3.3 Resultados

La inoculacion con el hongo disminuyé significativamente (P<0.05) el pH del medio. (

Figura 3-1). El pH mas bajo se obtuvo cuando en el medio de cultivo habia inicialmente 1
y 2 ml del inoculo (pH: 3.15 y 3.11, respectivamente). Con las dos densidades
poblacionales mas altas el pH fue un poco mas alto (3.34 y 3.5, respectivamente). Por otro
lado, al inocular con Mortierella sp. se aumentod la concentracion de P en solucién con
respecto al control no inoculado (1.22 mg L™) (

Figura 3-1). La magnitud de ese efecto fue mayor cuando el medio contenia 1 ml (10’ UFC
por ml) (70.89 mg L™"). Dosis de in6culos mayores generaron concentraciones de P soluble
significativamente menores (45 mg L™).
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Figura 3-1. pH de la solucién y Concentracion de P en solucion (mg L") en funcion de la inoculacién
con cantidades crecientes de unidades formadoras de colonias (UFC) de Mortierella sp. Cada
columna representa el promedio de cuatro repeticiones. Las barras indican la desviacién estandar.
Letras minusculas diferentes indican diferencia significativa entre los tratamientos segun la prueba
de Duncan (P<0.05).

El pH de los tratamientos no inoculados no cambiaron el valor con respecto a la adicion de
carbono (pH: 7.8). El pH de la solucién inoculada con el hongo solo presentd diferencia
significativa al adicionar 5 g de glucosa donde el valor de pH fue de 3.5, con las adiciones
de 10 a 25 g de glucosa por litro no se presento diferencia significativa (pH: 3.1) (

Figura 3-2). La concentracion de P en solucion aumenté significativamente con respecto
al control no inoculado al adicionar cantidades crecientes de glucosa (jError! No se
encuentra el origen de la referencia.). Mortierella sp. presentd un pico de mayor
concentracion de P (118.26 mg L") cuando la cantidad de glucosa adicionada fue de 10 g
L. Cantidades menores o mayores de glucosa no aumentaron la cantidad de P soluble en
la solucion.



32 Efectividad de un hongo inmovilizado en alginato para solubilizar P y promover el crecimiento
vegetal en suelos tropicales

Olnoculado ®@No inoculado Olnoculado @No inoculado
10 - 140 -
=120 -
s 8 | &
g © 100 -
S . g
3 § 801
o 41 S 60 -
° ?
:5_ 5 ] c 40 A
o 20 -
0 - 0
5 o 15 20 25 5 10 15 20 25
Glucosa (g L) Glucosa (g L)

Figura 3-2. pH de la solucién y Concentracién de P en solucion (mg L") en funcion de la cantidad
de glucosa aplicada y la inoculacion con Mortierella sp. Cada valor representa el promedio de cuatro
repeticiones. Las barras indican la desviacion estandar. Columnas con letras minusculas diferentes
indican diferencia significativa de los tratamientos segun la prueba de Duncan (P<0.05).

La fuente de carbono tuvo efecto significativo sobre las variables evaluadas. Con la
inoculacion de Mortierella sp., el pH del medio fue significativamente menor cuando se
adiciond glucosa como fuente de C y tuvieron el siguiente orden: glucosa (2.99) <
arabinosa (3.6) < maltosa = fructosa = sacarosa (6.9) < melaza (7.07) < carboximetil
celulosa (7.15) < celulosa (7.7) (

Figura 3-3).

Olnoculado @No inoculado

pH de la solucién
N

Glucosa Arabinosa Fructosa Sacarosa Melasa Maltasa Celulosa CMC
Fuente de carbono (4 g de C L")

Figura 3-3. pH del medio en funcion del tipo de fuente de carbono y la inoculacién con Mortierella
sp. Cada valor representa el promedio de cuatro repeticiones. Las barras indican la desviacion
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estandar. Columnas con letras minusculas diferentes indican diferencia significativa de los
tratamientos segun la prueba de Duncan (P<0.05). CMC: carboximetilcelulosa.

La fuente de carbono mas efectiva para aumentar la concentracion de P soluble fue la
glucosa (

Figura 3-4). Con esta fuente Mortierella sp. exhibioé un valor medio de P soluble de 81.05
mg L. La arabinosa tuvo una efectividad intermedia (45.7 mg L") y fue significativamente
superior a las demas fuentes de C, las cuales no aumentaron la concentracion de P soluble
con respecto al control (0.2 mg L™).

La adicion de NH4Cl generé una reduccion significativa en el pH del medio inoculado con
el hongo, pero no en los controles no-inoculados (

Figura 3-5). La magnitud del efecto dependié de la dosis de NH4Cl. Para Mortierella sp. el
pH del medio disminuy6 desde 7.6 (control no inoculado) hasta 3.2 con las dosis de NH4ClI
de 0.5,1.01.5y 2.0 g L™ con la dosis de 2 g L™ el pH disminuy6 a 3.3, lo cual resultd
significativamente diferente de los anteriores.
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Figura 3-4. Concentracion de P en solucién (mg L") en funcién de la fuente de C y la inoculacion
con Mortierella sp. Cada valor representa el promedio de cuatro repeticiones. Las barras indican la
desviacion estandar. Columnas con letras minusculas diferentes indican diferencia significativa de
los tratamientos segun la prueba de Duncan (P <0.05). CMC: carboximetilcelulosa.

El incremento en la dosis de NH4Cl en el medio disminuyd significativamente la cantidad
de P soluble. La dosis mas efectiva fue 0.5 g L™, con la cual se alcanzé un valor medio de
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Figura 3-5). Con las dosis de 1y 1.5 g L™ se obtuvieron valores significativamente mas
bajos (66.1y 68.3 mg L™, respectivamente) y atin mas bajos con la concentracién mas alta
de NH4CI (2 g L") (P soluble: 45.5 mg L™").
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Figura 3-5. pH de la solucion y Concentracion de P en solucion (mg L) en funcién de la dosis de
NH4CI (g L") y la inoculacién con Mortierella sp. Cada valor representa el promedio de cuatro
repeticiones. Las barras indican la desviacion estandar. Columnas con letras minusculas diferentes
indican diferencia significativa de los tratamientos segun la prueba de Duncan (P <0.05).

El efecto de la fuente de N fue significativo para las variables medidas. La inoculacion con
el hongo Mortierella sp. disminuyé significativamente el pH del medio en presencia de las
tres formas de N con respecto a los controles no inoculados (pH: 7.6) (

Figura 3-6). El efecto en la reduccion del pH fue significativamente mayor cuando la fuente
de N fue NH4CI (pH 3.2) que con NHsNO3 (pH 4.01). Mortierella sp. también fue capaz de
disminuir el pH del medio en presencia de KNO3, pero tal efecto fue muy bajo (pH 6.5).
Consistentemente, la concentracion de P soluble fue mayor cuando se adiciond NH4CI.
Asi, la concentracion de P en solucion con Mortierella sp. fue de 73.41,33.74 y 0.2 mg L™
cuando la fuente de N fue de NH4CI, NH4sNO3s y KNO3 respectivamente (Figura 3-6).
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Figura 3-6. pH de la solucion y Concentracion de P en solucion (mg L") en funcion de la fuente de
N y la inoculacion con Mortierella sp. Cada valor representa el promedio de cuatro repeticiones. Las
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barras indican la desviacion estandar. Columnas con letras minusculas diferentes indican diferencia
significativa de los tratamientos segun la prueba de Duncan (P <0.05).

La inoculacion con el hongo disminuyé significativamente (P<0.05) el pH del medio con
respecto a los controles no inoculados y aumento la cocentracié de P en solucién (Figura
3-7). Con la inoculacion con Mortierella sp. el pH alcanzé valores de 3.45, 2.92 y 2.86 para
las RP de CN, H y S repectivamente. La concentracion de P fue mayor cuando el medio
contenia RP de Carolina del Norte (157.15 mg L"), para las RP del Huila (86.59 mg L") y
Santander (58.92 mg L") el efecto fue menor.
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Figura 3-7. pH de la solucién en funcion del tipo de RP inoculados con Mortierella sp. Cada columna
representa el promedio de cuatro repeticiones. Las barras indican la desviacion estandar. Columnas
con las letras minusculas diferentes indican diferencia significativa de los tratamientos segun la
prueba de Duncan (P<0.05). CN: Carolina del Norte, H: Huila, S: Santander.

3.4 Discusion

Los resultados muestran claramente que al cambiar la cantidad y fuente de C y de N en el
medio de cultivo se puede mejorar la capacidad del hongo Mortierella sp. para disolver RP.
Calculos hechos para estimar la eficiencia del hongo para disolver RP [EDRP (%)= 100x(P
soluble+P total en RP)] indican que para Mortierella sp. el valor fue de 18.1%.

Los productos del metabolismo de este hongo son &cidos organicos, Mortierella sp.
produce acido oxalico (Osorio, 2008) en mayor proporcién, seguido de acido citrico y otros
acidos organicos; ambos acidos realizan reacciones comparables para disolver la RP
(Ecuacion 3-1, Ecuacion 3-2 y Ecuacion 3-3).

Cas(PO4);0H +7H" & 3H,PO,* + 5Ca?* + H,0 (K=10"49)

Ecuacion 3-1.
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Cas(P04);0H +7H* + 5 citrato «» 3H,PO4* + 5[citrato-Ca?']+ H,O (K=10%"9)
Ecuacion 3-2.
Cas(P04);0H +7H* + oxalato « 3H,P0O4* + 5[oxalato-Ca*] + H.O (K=10%"")
Ecuacion 3-3.

Al introducir en la reaccién citrato u oxalato ocurre la complejacion de Ca*" y esto
incrementa la favorabilidad termodinamica de la reccion, siendo ésta mas favorable con el
citrato que con el oxalato. Wenzel et al. (1994) reportaron que la solubilizacion de fosfatos
de zinc por Pseudomonas fluorescens fue debida a la excreciéon de protones y a la
produccion de acido gluconico.

Por otro lado, la maxima capacidad de Mortierella sp. se detectd con el nivel poblacional
mas bajo (1x10” UFC/erlenmeyer) (EDRP: 16.9%) Al incrementar la densidad poblacional
de Mortierella sp. se disminuyé su efectividad para disolver RP, lo cual puede ser debido
a una competencia intraespecifica.

A partir de resultados previamente publicados (Nahas, 1996; Osorio y Habte, 2001) y los
de este estudio queda clara la existencia de una relacion inversamente proporcional entre
el pH del medio y la concentracion de P en solucién a partir de la disolucién de la RP.

Los resultados indican que la fuente de C mas efectiva para la disolucion de RP fue la
glucosa. Esto no es sorprendente, ya que la glucosa es de facil degradacion y, por ende,
es la fuente de C mas comun en los medios de cultivo microbiales. Ademas, varios autores
han reportado mayor eficiencia microbial en la disolucién de RP con glucosa que con otras
fuentes de C (Hameeda et al, 2006; Reyes et al. 2006; Sharan et al., 2008; Nisha y
Venkateswaran, 2011). En este estudio, el hongo ha sido cultivado repetitivamente con
esta fuente de C y ya esta adaptado a la misma. En consecuencia, al expornerlo a otras
fuentes de C se puede dificultar su utilizacién inmediata. Resulta muy atractivo investigar
si este hongo puede usar eficientemente otras fuentes de C, mas econdmicas y de facil
consecucion como la melaza o celulosa. Estos procesos de adaptacién pueden toman
tiempo, pero puede ser de mucho interés si se consideran aplicaciones industriales de
estos procesos en la disolucion de RP. Para organismos heterétrofos como Mortierella sp.
es muy importante determinar una adecuada fuente de C y energia que permita satisfacer
su necesidad metabolica y producir metabolitos como los acidos organicos. Este hongo
pueden metabolizar diferentes carbohidratos; sin embargo, su uso dependera de un
sistema de enzimas que pueden ser constitutivas o inducidas (Madigan, 2004). Estos
azucares pueden seguir dos vias metabdlicas, en la primera la produccion de acidos
organicos se da como metabolitos secundarios, y en la segunda como parte del
metabolismo central o metabolito primario (Vinopal y Romano, 2000; Nahas, 2007).

Un ejemplo claro del control que ejercen algunos factores sobre la disolucion de la RP,
resulta de comparar los efectos que tiene la utilizacion de glucosa vs. arabinosa. Mortierella
sp. con la primera se obtuvo una EDRP de 19.3%, mientras que con la segunda solo fue
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de 10.8%. Tales diferencias pueden ser explicadas por el menor nimero de C que tiene la
arabinosa (5C) y por la presencia de un grupo aldehido en su estructura. Asi, es posible
gue con esta pentosa se generen otras rutas metabdlicas y se disminuya la produccion del
acido oxalico. Resultados similares fueron obtenidos por Cerezine (1988) quien halloé que
las mejores fuentes de C para disolver fluoroapatita fueron los monosacaridos fructosa y
glucosa, mientras que los disacaridos y polisacaridos no fueron significativos.

La cantidad de glucosa en el medio de cultivo parece ser un factor critico en la disolucion
de la RP. Mortierella sp. presentd una baja EDRP (9.7%) con el nivel mas bajo de glucosa
usado (5 g L™), el cual incremento a 28.1% con el nivel de 10 g L', pero disminuy6 a 13%
con el nivel mas alto de glucosa. En el caso de Moriterella sp. la produccién de acido
oxalico parece ser inducida por las condiciones del medio y, por ende, la produccion de
acido oxalico dependera de la interaccion de otros factores, como disponibilidad de C, N,
P, etc. (Madigan, 2004).

Xiao et al. (2008) evaluaron el efecto de la cantidad de C como glucosa para optimizar la
solubilizacion de RP con Pseudomonas expansum, Mucor ramoissimus 'y Candida krissii y
encontraron que con los tres microorganismos se mejoro la solubilizacién de la RP, pero
con cantidades de C diferentes. Hameeda et al. (2006) encontraron que el tipo de fuente
de C afecto la efectividad de solubilizacion de RP en Serratia marcescens y Pseudomonas
sp., siendo la glucosa la mejor fuente. Reyes et al. (2006) compararon el efecto de la fuente
de C en la solubilizacién de RP entre Pseudomonas sp. y Azotobacter sp. y encontraron
mejores resultados al usar sacarosa que dextrosa. Por su parte, Narsia y Patel (2000)
evaluaron el efecto de la fuente de C en la solubilizacion de RP con A. aculeatus y
determinaron que la mejor solubilizacion se presenté con arabinosa como fuente de
carbono. Cerezine et al. (1988) encontraron que la solubilizacién de fluorapatita con A.
niger se favorecia con fructosa y glucosa, mientras que con sacarosa, galactosa, maltosa
y almidén no hubo disolucién. Nisha y Venkateswaran (2011) evaluaron el efecto de la
fuente de C para la produccion de acido araquidonico por M. alpina y encontraron que la
mejor produccion de acido se presentd con ramnosa y glucosa. Sharan et al. (2008)
evaluaron la produccion de este mismo acido con M. alpina y encontraron que fue mas alta
con la adicion de glucosa al medio, otras fuentes de C como el almidén solo mejoraron el
crecimiento del hongo pero no la produccion del acido. Chen et al. (1997) evaluaron la
eficiencia de Xanthomonas campestris y su mutante como solubilizadores de RP y
encontraron que al variar la fuente de C la mejor solubilizaciéon se detecté con glucosa
seguida de arabinosa.

ElI NH.ClI fue la fuente de N con la que se encontré mayor eficiencia en la disoluciéon de RP
para el hongo. Este compuesto ademas de suplementar N también incrementa la actividad
de la bomba de protones de la membrana celular (Roos y Luckner, 1984; llimer y Schinner,
1995; Slayman et al., 1990; Cooke y Whipps, 1993). Esto es evidente a partir de los mas
bajos valores de pH obtenidos y, en consecuencia, mayores valores de EDRP, 17.5% para
Mortierella sp. Vale la pena resaltar la mayor eficiencia de Mortierella sp. para producir
acidez con el nivel mas bajo de NH4Cl (0.5 g L"), a ese nivel la EDRP fue 20%. El
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incremento de la cantidad de P soluble en el medio de cultivo como resultado de la adicion
de NH4" en procesos de bioacidulacién de RP ha sido reportado (Cerezine, 1988; Whitelaw
et al., 1999; Nahas, 2007; Habte y Osorio, 2012).

Llama la atenciéon que Mortierella sp. no fue efectivo en la disminucion del pH ni en la
disolucion de RP cuando la fuente de N fue KNOs. Resultados similares han sido obtenidos
con este mismo hongo por Habte y Osorio (2012), a un pH de 6.5 la EDRP fue sélo de
0.05%. Tal como lo reportan los autores mencionados, esta situacién puede estar
promoviendo una inmovilizaciéon de P en las células de Mortierella sp. La capacidad de
produccion de acidos organicos por Mortierella sp. es inducida por las condiciones de su
ambiente, entre las cuales la presencia de NHs* es determinante. Segun Lu et al. (2011)
las fuentes inorganicas favorecen la produccion de acidos organicos (y, por ende, la
disolucién de la RP), mientras que las fuentes de N-organico favorecen el crecimiento
celular.

Los resultados indican que adicionalmente al tipo de fuente de N, la cantidad de éste
también tiene un efecto importante en la eficiencia del hongo para disolver RP. Con el
hongo P. rugulosum bajas concentraciones de NHiCl en el medio disminuyeron la
produccion de acido citrico y, por ende, la solubilizacion de RP (Reyes et al., 1999). Kara
y Bozdemir (1998) encontraron que un nivel de NH4Cl de 1.5 g L™ es la cantidad optima
para obtener la mayor produccion de acido glucénico por el hongo A. foetidus. Por otro
lado, el efecto de diversas fuentes de N (NHsNOs, (NH4)2SO4, NH4Cl, NaNOs, urea y
peptona) sobre la disolucién de RP por A. niger también fue evaluado por Cerezine et al.
(1988). En dicho estudio NH4Cl fue la fuente que mas favorecié la mayor produccion de P
soluble en el medio. Nahas et al. (1996) encontraron que el cambio de vinaza en el medio
de cultivo por NHsNO3 (como fuente de N) disminuyd la solubilizaciéon de RP, quiza debido
a un alto crecimiento de hongo, a la baja produccion de acidez en el medio, comparados
con el control. Tanto para A. tubigensis como para su mutante, la fuente de N con la que
se obtuvo mayor produccion de acido succinico y acético fue KNOs; comparado con
(NH4)SO4, NH4NO3, asparagina y triptéfano (Relwani et al., 2008). Por otro lado, Lu et al.
(2011) encontraron que la producciéon de acido araquidénico por Mortierella alpina fue
mayor cuando la fuente de N fue urea que con extracto de levadura.

La cantidad de P disuelto vari6 entre los diferentes tipos de RP. Se obtuvieron mejores
resultados con la RP de Carolina del Norte (EDRP para Mortierella sp: 37 %), seguido de
la RP del Huila (EDRP para Mortierella sp: 21 %) y de Santander (EDRP para Mortierella
sp. 14%). Tales diferencias muy probablemente se deben a diferencias en la composicién
mineraldgica de estas.

La RP de Carolina del Norte es una roca sedimentaria (fluoroapatita carbonatada o
francolita) mas reactiva (Chien and Menon 1995; Schneider et al., 2010) que las RP
sedimentaras del Huila y de Santander y, por ende, tiene mayor efectividad agronémica
(Chien y Hammond, 1978). La RP de Carolina del Norte tiene un mayor contenido de P
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(13%), mientras que la del Huila y Santander contienen 9.1 y 8.0%, respectivamente (Chien
y Hammond, 1978). Por otro lado, la RP de Carolina del Norte tiene un mayor contenido
de carbonato 1.23xCOs en la formula que las RP de Santander y Huila (0.72-0.86 xCO3) y
esto le confiere un mayor indice de disolucion con acido citrico (Van Kauwenbergh, 2006).
Schneider et al. (2010) evaluaron la disolucién de tres RP (Carolina del Norte, una de Brasil
y Canada), encontraron que A. niger fue mas efectivo disolviendo la RP de Carolina del
Norte que con otras RP. Segun los autores, la razén para tales diferencias es que la
primera en de origen sedimentario, mientras que las otras son de origen igneo.

Por otro lado, las RP pueden presentar diferentes concentraciones de elementos traza
tales como F, Fe, Al, Mn, As, Cd, Cu, Pb, Ni, Zn, Hg y U (Zapata y Roy, 2007) (Grewal y
Kalra 1995), los cuales pueden afectar el crecimiento microbial, la capacidad del
microorganismo para biosintesis y liberar acidos organicos (Schneider et al., 2010).
Algunos de estos compuestos pueden ser toxicos para los microorganismos (Madigan,
2004) y las plantas que reciben su aplicacion. Asi, Schneider et al. (2010) hallaron que las
RP que presentaron mayores concentraciones de Fe y Mn, disminuyeron la produccion de
acido citrico por A. niger.

A pesar de las diferencias detectadas entre las RP, este estudio sugiere que las RP del
Huila y Santander son buenas candidatas para la disolucion microbial, ya que se mejora
su efectividad agronémica para su aplicacion directa (Osorio 2008) o para la produccién
de fertilizantes mas solubles. Asi, promover el uso de las RP colombianas tiene grandes
ventajas: estan localmente disponibles (Huila, Boyaca, Santander del Norte), son
economicas (Reyes et al., 2001; Osorio y Habte, 2009), por ende, se puede disminuir la
dependencia de fertilizantes importados, lo cual ayuda a la soberania y seguridad
alimentaria y podria disminuir los costos de produccién.

La solubilizacién de RP es un proceso que depende del tipo de microorganismo (Narsia y
Patel, 2000) y de factores nutricionales, fisiologicos y de las condiciones de crecimiento en
el medio de cultivo (Cunningham y Kuiack, 1992; Ates et al., 2002; Adham, 2002; Haq y
Igbal, 2003; Nahas, 2007). Los altos contenidos de P soluble generados en la disolucion
de la RP estan relacionados con la buena adaptacion del microorganismo solubilizador al
ambiente de cultivo (Xiao et al., 2008). Cada uno de los ensayos confirmo la importancia
de determinar los parametros apropiados de acuerdo al tipo y cantidad del microorganismo
y fuente y cantidad de C y N.

El uso de MSP como parte de un proceso biotecnolégico podria mejorar la efectividad
agronomica de la RP cuando se usa directamente en el suelo y también puede utilizarse
para la acidulacion de la misma con el fin de obtener fertilizantes fosféricos mas solubles
(Stewart y Howell 2003; Smith y Moore 2005).



41

3.5 Referencias

Adham, N.Z. 2002. Attempts at improving citric acid fermentation by Aspergillus niger beet-
molasses medium. Bioresource Technology 84: 97—100.

Arcand. M. and Schneider. K. 2006. Plant and microbial-based mechanisms to improve the
agronomic effectiveness of phosphate rock: review. Anais da Academia Brasileira de
Ciéncias 78: 791-807.

Ates, S.; Dingil, N.; Bayraktar, E.; Mehmetoglu, U. 2002. Enhancement of citric acid
production by immobilized and freely suspended Aspergillus niger using silicone oil.
Process Biochemistry 38: 433-436.

Bar-Yosef B, Rogers RD, Wolfram JH, Richman E. 1999. Pseudomonas cepacia mediated
rock phosphate solubilization in kaolinite and montmorillonite suspensions. Soil Sci
Soc Am J 63: 1703-1708.

Batti. T. and Yamar. W. 2010. Bacterial solubilization of phosphorus from phosphate rock
containing sulfur-mud. Hidrometallurgy 103: 54-59.

Bojinova D., Velkova R. Ivanova R. 2008. Solubilization of Morocco phosphorite by
Aspergillus niger. Bioresource Technology 99: 7348-7353.

Cerezine P C, Nahas E and Banzatto D A 1988 Soluble phosphate accumulation by
Aspergillus niger from fluorapatite. Appl. Microbiol. Biotech. 29: 501-505.

Chen Y. P, Rekha P. D, Arun A. B, Shen F. T, Lai W. A, Young C. C. 2006. Phosphate
solubilizing bacteria from subtropical soil and their tricalcium phosphate solubilizing
abilities. Appl Soil Ecol 34:33—41.

Chen C C; Chang C. Chen C-X. 1997. Optimization of arachidonic acid production by
Mortierella alpine Wuiji-H4 Isolate. JAOCS, 74(5) 569-578.

Chien, S. H. and Hammond, L. A. 1978. Comparison of various laboratory methods for
predicting the agronomic potential of phosphate rocks for direct application. Soil Sci.
Soc. Am. J. 42: 935-939.

Chien, S. H., y R. G. Menon. 1995. Factors Affecting the Agronomic Effectiveness of
Phosphate Rock for Direct Application. Fertilizer Research 41, (3). 227-34.

Cooke R. C, Whipps J. M. 1993. Ecophysiology of Fungi. Blackwell Scientific Publications,
Oxford.

Cunningham J, and Kuiack C. 1992. Production of citric and oxalic acids and solubilization
of calcium phosphate by Penicillum bilaii. Appl. Environ. Microbiol. 58: 1451-1458.
Engelstad. O. and Terman. G. 1980. Agronomic effectiveness of phosphate fertilizer. In:
Khasawneh. F., Sample. E., Kamprath. E. (eds). The role of the phosphorus in

agriculture. Soil Science Society. Madison. WI. 311-332.

Gilbert. N. 2009. The disappearing nutrient. Macmillan Publisher Limited. 716-718.

Goenadi. D., Siswanto., Sugiarto. Y. 2000. Bioactivation of Poorly Soluble Phosphate
Rocks with a Phosphorus-Solubilizing Fungus. Soil Science Society of America. 64:
927-932.



42 Efectividad de un hongo inmovilizado en alginato para solubilizar P y promover el crecimiento

vegetal en suelos tropicales

Grewal H. S.and kalra K. L. 1995. Fungal production of citric acid. Biotechnology Advances,
13(2) 209-234.

Gyaneshwar. P., Kumar. V., Parekh. L, Poole. S. 2002. Role of soil microorganisms in
improving P nutrition of plants. Plant and Soil 245: 83-93.

Habte M and Osorio N. W. 2012. Effect of Nitrogen form on the effectiveness of a
Phosphate-solubilizing fungus to dissolve rock phosphate. Biofertilizers and
Biopesticides. 3(5): 1-4.

Hameeda. B., Kumar. Y., Rupela., O., Kumar. G., Reddy. G. 2006. Effect of carbon
substrate on rock phosphate solubilization by bacteria from compost and macrofauna.
Curr Microbiol. 53: 298-302.

Haq, I.-U.; Ali, S. and Igbal, J. 2003. Direct production of citric acid from raw starch by
Aspergillus niger Process Biochemestry. 38: 921-924.

IGAC. 1988. Suelos y Bosques de Colombia. Instituto Geografico Agustin Codazzi, Bogota,
135p.

llimer P, Schinner F. 1995. Solubilization of inorganic calcium phosphates-solubilization
mechanisms. Soil Biol. Biochem. 27(3) 257-263.

Jaramillo, D. 2011. El suelo: origen, propiedades, espacialidad. Universidad Nacional de
Colombia sede Medellin.

Jayasinghearachchi. H. and Seneviratne. G. 2006. Fungal solubilization of rock phosphate
is enhanced by forming fungal-rhizobial biofilms. Soil Biology and Biochemestry. 38:
405-408.

Kara A and Bozdemir T O 1998 Optimization of the growth parameters of Aspergillus
foetidus. Acta Biotech. 18, 327-338.

Kim, K. Y. Jordan, D. McDonald G. A. 1998a. Effect of phosphate solubilizing bacteria and
vesicular-arbucular mycorrhizae on tomato growth and soil microbial activity. Biology
and Fertility of Soils 26: 79-87.

Kim, K. Y. Jordan, D. McDonald G. A. 1998b. Enterobacter aglomerans, phosphate
solubilizing bacteria and microbial activity in soils. Effect of carbon sources. Soil
Biology and Biochemistry 30: 995-1003.

Londofio A. 2010. Efecto de la inoculacién con un hongo micorrizal y un hongo solubilizador
de fosforo en la adsorcion de fosfato y el crecimiento de Leucaena en un oxisol de la
estacion experimental del CIAT en Santander de Quilichao. Tesis M.Sc., Universidad
Nacional de Colombia sede Medellin.

Lu, J. Peng C; Ji X; You J; Cong L; Ouyang P; Huang H. 2011. Fermentation characteristics
of Mortierella alpine in response to different nitrogen sources. Appl Biochem Biotechnol
164:979-990.

Madigan M., Martinko J; Parker J. 2004. Brock Biologia de los microorganismos. Décima
ediciéon. Pearson Education S.A. Madrid.

Murphy. J. y Riley. J. P. 1962. A modified single solution method for the determination of
phosphate in natural waters. Anal. Chim. Acta 27: 31-35.

Nahas E 1996 Factors determining rock phosphate solubilization by microorganisms
isolated from soil. World J. Microbiol. Biotech. 12, 567-572.



43

Nahas. E. 2007. Phosphate solubilizing microorganisms: Effect of carbon, nitrogen, and
phosphorus sources. E. Velazquez and C. Rodriguez-Barrueco (eds.), First
International Meeting on Microbial Phosphate Solubilization, 111-115 Springer.

Narsian, V., and Patel, H.H. (2000). Aspergillus aculeatus as a rock phosphate solubilizer.
Soil Biol. Biochem. 32, 559-565.

Nisha A and Venkateswaran G. 2011. Effect of Culture Variables on Mycelial Arachidonic
acid Production by Mortierella alpina. Food Bioprocess Technol. 4: 232-240.

Osorio. N.W. 2003. Aislamiento y evaluacion de microorganismos solubilizadores de
fésforo en suelos de Hawaii. Universidad Nacional (Medellin), Facultad de Ciencias.
57p.

Osorio, N.W. and Habte M. 2013. Synergistic effect of a phosphate solubilizing fungus and
an arbuscular mycorrhizal fungus on Leucaena seedlings in an oxisol fertilized with
rock phosphate. Botany 91(4) 274-281

Osorio, N.W. 2008. Effectiveness of microbial solubilization of phosphate in enhancing
plant phosphate uptake in tropical soils and assessment of the mechanisms of
solubilization. Ph.D. Disertation. University of Hawaii, Honolulu.

Osorio, N.W. and M. Habte. 2001. Synergistic influence of an arbuscular mycorrhizal fungus
and P solubilizing fungus on growth and plant P uptake of Leucaena leucocephala in
an Oxisol. Arid Land Res. Mgmt. 15:263-274.

Osorio. N.W. and Habte M. 2009. Strategies for utilizing arbuscular mycorrizal fungi and
phosphate-solubilizing microorganisms for enhanced phosphate uptake and grow of
plants in the soils of the tropics. En: Microbial Strategies for Crop Improvement 325-
351.

Osorio. N. W. and Pérez. J. C. 2000. Microbial solubilization of phosphates in soils. A
review. En: Uso de microorganismos en la agricultura, materia organica mito o
realidad. Memorias del X Congreso de la Sociedad Colombiana de la Ciencia del Suelo
103-116p.

Osorio NW. 2011. Effectiveness of phosphate solubilizing microorganisms in increasing
plant phosphate uptake and growth in tropical soils, 65-80 pp. In: Maheshwari DK (ed).
Bacteria in Agrobiology: Plant Nutrient Management (Volume Ill). Springer-Verlag
Berlin Heidelberg, 345p (ISBN 978-3-642-21060-0).

Patel D. K, Archana G, Kumar G. N. 2008. Variation in the nature of organic acid secretion
and mineral phosphate solubilization by Citrobacter sp. DHRSS in the presence of
different sugars. Curr Microbiol 56:168—174.

Pramanik. P., Bhattacharya. S., Bhattacharyya P., Banik. P. 2009. Phosphorus
solubilization from rock phosphate in presence of vermicompost in Aqualfs. Geoderma
152: 16-22.

Ramirez, C.A. 2005. Aislamiento y evaluacion de rizobacterias con potencial biocontrolador
y promotor de crecimiento en plantas de banano. Tesis (Maestria en Biotecnologia)
Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia (Medellin).

Rajan. S., Watkinson. J. H., Sinclair. A. G. 1996. Phosphate rocks for direct application to
soils. Advances in Agronomy. 57: 77-159.

Reddy. S., Kumar. S., Babita. K. 2002. Biosolubilization of poorly soluble rock phosphates
by Aspergillus tubigensis and Aspergillus niger. Bioresource Technology 84: 187-1809.



44 Efectividad de un hongo inmovilizado en alginato para solubilizar P y promover el crecimiento

vegetal en suelos tropicales

Relwani. L., Krishna. P., Reddy. M. 2008. Effect of carbon and nitrogen sources on
phosphate solubilization by a wild-type strain and UV-induced mutants of Aspergillus
tubingensis. Curr Microbiol 57:401-406.

Reyes |, Bernier L, Simard R R and Antoun H 1999 Effect of nitrogen source on the
solubilization of different inorganic phosphates by Na isolate of Penicillium rugulosum
and two UV-induced mutants. FEMS Microbiol. Ecol. 28, 281-290.

Reyes. |., Baziramakenga. L., Bernier. H., Antoun. H. 2001. Solubilization of phosphate
rocks and minerals by a wild-type strain and two UV-induced mutants of Penicillium
rugulosum. Soil Biology and Biochemestry 33: 1741-1747.

Reyes. I., Valery. A., Valduz. Z. 2006. Phophate-solubilizing microorganisms isolated from
rhizospheric and bulk soils of colonizer plants at an abandoned rock phosphate mine.
Plant Soil. 287: 69-75.

Roos W and Luckner M 1984 Relationships between proton extrusion and fluxes of
ammonium ions and organic acids in Penicillium cyclopium. J. Gen. Microbiol. 130,
1007-1014.

Sahu. S. and Jana. B. 2000. Enhancement of the fertilizer value of rock phosphate
engineered through phosphate-solubilizing bacteria. Ecological Engineering 15: 27-39.

Schneider, K.D., van Straaten, P., de Ordufia, R.M., Glasauer, S., Trevors, J., Fallow, D.,
and Smith, P.S. (2010). Comparing phosphorus mobilization strategies using
Aspergillus niger for the mineral dissolution of three phosphate rocks. J. Appl.
Microbiol. 108, 366—-374.

Sharan A., Shikha., Darmwal N. 2008. Efficient phosphorus solubilization by mutant strain
of Xanthomonas campestris using different carbon, nitrogen and phosphorus sources.
World J Microbiol Biotechnol. 24: 3087-3090.

Shigaki. F., Sharpley. A., Prochnow. L. 2006. Animal-based agriculture, phosphorus
management and water quality in Brazil: options for the future. Science Agric. 63: 194-
209.

Sigh. H. and Reddy. M. 2011. Effect of inoculation with phosphate solubilizing fungus on
growth and nutrient uptake of wheat and maize plants fertilized with rock phosphate in
alkaline soils. European Journal of soil Biology 47: 30-34.

Slayman CL, Kaminski P, Stetson D. 1990. Structure and function of fungal plasma
membrane ATPases. Cell Walls and Membranes in Fungi, Springer- Verlag, Berlin,
298-316.

Smith. D.R. and Moore. J. 2005. Soil extractable phosphorus changes with time after
application of fertilizer: 1. Manure from swine fed modified diets. Soils Science 170 (8)
640-651.

Song O. R, Lee S. J, Lee Y. S, Lee S. C, Kim K. K, Choi Y. L. 2008. Solubilization of
insoluble inorganic phosphate by Burkholderia cepacia DA23 isolated from cultivated
soil. Brazil J Microbiol 39:151-156.

Stewart, B. A. and Howell, T. A. 2003. Encyclopedia of Water Science. Marcel Dekker (Ed).
New York, U.S.A. p 1076.

Van Kauwenbergh 2006. Fertilizer Raw Material Resources of Africa. ResearchGate.



45

Vazquez P, Holguin G, Puente M, Elopez CA, Bashan Y. 2000. Phosphate solubilizing
microorganisms associated with the rhizosphere of mangroves in a semi arid coastal
lagoon. Biol Fertil Soil 30:460—468.

Vassileva M, Azcon R, Barea J, Vassilev N. 1998. Application of an encapsulated
filamentous fungus in solubilization of inorganic phosphate. Journal of Biotechnology
63: 67-72.

Vassilev N, Vassileva M and Azcon M. 1997. Solubilization of rock phosphate by
immobilized Aspergillus niger. Bioresource Technology 59: 1-4.

Vassilev. N. and Vassileva. M. 2003. Biotechnological solubilization of rock phosphate on
media containing agro-industrial wastes. Appl Microbiol Biotechnol 61: 435—440.
Vassileva. M., Azcon. R., Barea. J., Vassilev. N. 2000. Rock phosphate solubilization by

free and encapsulated cells of Yarowia lipolytica. Process Biochemestry 35: 693-697.

Vinopal R T and Romano A H. 2000. Carbohydrate synthesis and metabolism. In
Encyclopedia of Microbiology, Vol. 1, 2nd ed. Ed. J. Lederberg. pp. 647-668.
Academic, San Diego.

Wenzel C. L, Ashford A. E. and Summerell B. A. 1994. Phosphate solubilizing bacteria
associated with proteoid roots of seedlings of waratah [Telopea speciosissima (Sm.)
R.Br.] New Phytol. 128, 487—-496.

Whitelaw M A, Harden T J and Helyar K R. 1999. Phosphate solubilisation in solution culture
by the soil fungus Penicillium radicum. Soil Biol. Biochem. 31: 655-665.

Whitelaw, M. A. 2000. Growth promotion of plants inoculated with phosphate solubilizing
fungi. Advances in Agronomy 69: 99-151.

Xiao. C., Chi. R., Huang. X., Zhang. W., Qiu. G., Wang. D. 2008. Optimization for phosphate
solubilization by phosphate-solubilizing fungi isolated from phosphate mines.
Ecological Engineering 33: 187-193.

Zapata F. and Roy R.N. 2007. Utilizacion de las rocas fosfoéricas para una agricultura
sostenible. Boletin FAO fertilizantes y nutricion vegetal 13: 3-10.

Zhang H, Wu X, Li G and Qin P. 2011. Interactions between arbuscular mycorrhizal fungi
and phosphate-solubilizing fungus (Mortierella sp.) and their effects on Kostelelzkya
virginicab growth and enzyme activities of rhizosphere and bulk soils at different
salinities. Biology and Fertility of Soils 47, 543-554.



46 Efectividad de un hongo inmovilizado en alginato para solubilizar P y promover el crecimiento

vegetal en suelos tropicales

4. Viabilidad del hongo Mortierella sp.
inmovilizado en alginato de calcio

4.1 Introduccion

El uso de inoculantes microbianos es muy atractivo en el contexto de la agricultura limpia,
en la cual se pretende evitar o reducir el consumo de agroquimicos y mantener
rendimientos satisfactorios en los cultivos (Khan et al., 2007; Cai et al., 2013; Kaur et al.,
2013). Uno de los elementos mas limitantes en los cultivos es el P, esto se debe a su baja
disponibilidad en los suelos ya que es fijado en los minerales del suelo y, por ende, la
eficiencia de su aplicacion en fertilizantes solubles es muy baja (5-10%), particularmente
en los suelos tropicales. Por otro lado, las altas aplicaciones de P pueden generar riesgos
de arrastre por escorrentia a aguas superficiales y contaminarlas lo que puede generar
eutrofizacion (Abouzeid, 2008; Aydin et al., 2010).

Uno de los grupos de microorganismos de interés en la agricultura son los solubilizadores
de P (MSP), estos pueden aumentar la disponibilidad de P en el suelo a través de la
solubilizacién P nativo y de minerales de baja solubilidad y asi mejorar la capacidad de
absorcion de este por las plantas. Aunque se ha reportado efectos positivos al inocular los
MSP bajo condiciones de invernadero (Aydin et al., 2010; Vassilev et al., 2001a), no existe
un uso extendido de estos y varios autores reportan inconsistencias en los resultados al
inocular con estos microorganismos (Osorio and Habte, 2013; Zhang et al., 2011). Entre
los factores que pueden afectar la efectividad de los biofertilizantes estan: (i) el tipo de
inoculo y su formulaciéon que deben mantener la supervivencia del microorganismo para
que no pierda su efectividad (Jain et al., 2010; Khan et al., 2007; Whitelaw, 1999); (ii)
factores ambientales tales como la sequia, el exceso de lluvia, la temperatura, entre otros;
(ii) factores asociados al suelo y el cultivo, particularmente la mineralogia del suelo
(capacidad de fijacion de P), la cantidad de materia organica, el contenido de nutrientes,
los efectos residuales de agroquimicos, el exceso de aluminio intercambiable y soluble y
los microorganismos antagonistas (Bashan et al., 2002; Jain et al., 2010; Leung et al.,
2000). ElI efecto que ejercen estos factores sobre los inoculantes microbiano
presumiblemente se podrian amortiguar al inmovilizarlos en alginato para asi prolongar su
viabilidad y efectividad, tal como se ha hecho con grupos de microorganismos (de-Bashan
and Bashan, 2010; Covarrubias et al., 2011; Martinez-Trujillo and Garcia-Rivero, 2012;
Vassileva et al., 2000).

El hongo Mortierella sp. se ha reportado como un solubilizador de minerales fosféricos
nativos y aplicados (Osorio, 2008; Osorio and Habte, 2001; Osorno and Osorio, 2014,
2017), descomponedor de materiales organicos (Alvarez, 2012; Tamayo-Velez and Osorio,
2016) y también se ha reportado su capacidad para desorber P fijado en el suelo (Osorio



47

and Habte, 2012, 2014; Osorno et al., 2018). Desafortunadamente, no hay reportes de su
inmovilizacion en alginato y de como esto podria afectar su efectividad como biofertilizante.

La hipotesis de este trabajo fue que la inmovilizacion en alginato del hongo Mortierella sp.
como biosolubilizador de P puede mantener su viabilidad a través del tiempo. Para probar
esto, se establecieron experimentos con el objetivo de evaluar los efectos de la
inmovilizacion en alginato de calcio (particularmente la temperatura de secado) sobre su
viabilidad a través de un afio de almacenamiento y su capacidad para germinacion y
activarse respirométricamente en experimentos in vitro y luego de su aplicacién en suelos
tropicales de mineralogia contrastante.

4.2 Materiales y métodos
Microorganismo

El hongo fue originalmente aislado a partir de un Andisol y se ha demostrado su efectividad
para promover el crecimiento y la absorciéon de P vegetal (Osorio and Habte, 2001). Este
hongo se multiplicé en medio PDA durante 15 dias y 25°C y luego se suspendié en agua
destilada estéril y se conservé en nevera a 4°C para su uso experimental.

Procedimiento de inmovilizacion

El hongo se inmovilizé usando el método descrito por de-Bashan et al. (2004). Para tal fin,
40 mL de inoculo de Mortierella sp. (107 esporas mL™") se mezclaron con 160 mL de una
solucion estéril de alginato de sodio al 2%, la cual se agité por 15 min a 40 rpm. Se uso6 un
equipo para dejar caer gotas de esta mezcla en una solucion de 2% de CaCl: bajo
condiciones de agitaciéon lenta a 40 rpm y asi formar perlas de alginato de calcio (de-
Bashan and Bashan, 2010). Las perlas se estabilizaron por 1 h a 28 °C y se lavaron en
solucion salina estéril.

Secado de perlas

Las perlas humedas se sometieron a tres temperaturas para su secado en un horno (30,
35 y 40 °C), estas se pesaron cada 2 h y después de las 30 h se midié cada hora. Se
tomaron muestras de 200 g de perlas con tres repeticiones por temperatura.

Con el fin de determinar la liberacion y respiracion de los microorganismos inmovilizados
en el suelo se determind la produccion de CO;. Para ello, 50 g de suelo (oxisol) esterilizado
(autoclave a 121 °C, 0.1 MPa en dos ciclos de 1 h cada uno) y tamizado (4 mm) se llevaron
a capacidad de campo con agua destilada estéril (autoclave a 121 °C, 0.1 Mpa por 20 min),
se colocaron en recipientes estériles de 500 ml de capacidad, y se mezclaron con 150 mg
de perlas de alginato con Mortierella sp. (dos meses de almacenamiento). El CO; liberado
durante el periodo de incubacion (21 dias a 28°C), fue atrapado en una solucion de NaOH
(0.1 M) y titulado con HCI (0.1 M). Se utiliz6 un control abidtico sin suelo y sin hongo, y un
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control con suelo sin hongo. Cada tratamiento tuvo 3 repeticiones. Se realizaron medidas
diarias hasta que la producciéon de CO, fue constante.

Para determinar que la perla de alginato se disuelve en diferentes tipos de suelo, se evalud
la respirometria (produccion de CO.) en tres suelos de Colombia (Tabla 4-1): un Oxisol,
un Andisol y un Mollisol, de acuerdo a la metodologia descrita anteriormente. La
inoculacion se realizd con el hongo Mortierella sp. tanto inmovilizado en alginato (150 mg
de perla) (dos meses de almacenamiento) y sin inmovilizar (1 mL de inoculo), para
determinar el efecto de la inmovilizacién en la respiracion.

Tabla 4-1.Clasificacion taxonémica de los suelos, ubicacién, pH y materia organica (MO).

Serie de suelos Familia de suelo Latitud, Longitud pH (Hz20, 1:2) MO (g kg™)
Carimagua Haplustox, Oxisol 4°34°N, 71°20'W 4.9 23.5
Neira Haplustoll, Mollisol 5°08'N, 75°35’'W 57 35.0
Guarne Melanudand, Andisol 6°15'N, 75°30'W 5.0 125.5

Analisis estadistico

En todos los experimentos se empled un disefio estadistico completamente al azar. Cada
tratamiento tuvo repeticiones, incluyendo el control no inoculado. El efecto de los
tratamientos se evalué mediante andlisis de varianza y cuando estos fueron significativos
se utilizé la prueba de separaciéon de medias de Duncan. Los analisis se hicieron con un
nivel de significancia (P) <0.05, mediante el uso software STATGRAPHICS version
centurién XVI. Todos los experimentos se repitieron en el tiempo.

4.3 Resultados y discusion

El método de inmovilizacion de hongos y bacterias ha sido aceptado en el campo de las
fermentaciones en las que se espera tener el microorganismo atrapado durante todo el
tiempo, que no afecte la reologia del sistema (hongos filamentosos), y que se pueda usar
por varios ciclos. Se han inmovilizado algunos microorganismo solubilizadores de P como
Aspergillus niger (Vassilev et al., 1995), Penicillium variable (Vassilev et al., 1996),
Yarowia lipolytica (Vassilev et al., 2001), Aspergillus awamori (Jain et al., 2010) en
procesos de fermentacion para solubilizar roca fosférica.

En este estudio se busca usar la inmovilizaciéon en la preparacion de formulaciones de
inoculantes, donde el microorganismo no pierda su viabilidad y se libere completamente
en el suelo para que colonice la rizosfera o la raiz y asi tener un efecto benéfico en la
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planta. Con este propdsito se han inmovilizado bacterianas como Rhizobium (Rivera et al.,
2016), Azospirillum (Bashan, 1986) entre otras.

Con el proceso de inmovilizacién se obtuvieron perlas con esporas de Mortierella sp. en
alginato de calcio humedas o frescas. Luego se someten a un proceso de secado (40 °C
por 40 horas) con el fin de disminuir la humedad para evitar germinacion de esporas. En
este proceso el tamano, el peso y el aspecto fisico de las perlas cambia como se puede
observar en la Tabla 4-2 y en la Figura 4-1, debido que la mayoria de su contenido es
agua. Al secarse pierden un 58.6% del tamafio y un 89.9% del peso.

Tabla 4-2. Caracteristicas fisicas de las perlas de Mortierella sp. en alginato de calcio antes
(humedas) y después del proceso de secado (40°C por 40 horas). Los datos son el
promedio de 10 perlas.

Caracteristicas Perlas humedas Perlas secas
Diametro promedio (mm) 29a 1.7b
Peso promedio (mg) 19.7 a 1.98 b

Letras minusculas diferentes indican siferecnia significativa de los tratamientos.
o>
4
o

Figura 4-1. Perlas de Mortierella sp. inmovilizadés en alginato de calcio. A la derecha:
perlas frescas o hiumedas, a la izquierda: perlas secas después de 40 horas a 40 °C.

El proceso de secado es importante ya que se espera que las esporas no germinen en el
tiempo, pero que la temperatura no las afecte. Para esto se usé un rango de temperatura
de 30 a 40 °Cy se valuod en el tiempo (Figura 4-2). Durante el proceso de secado las perlas
frescas presentaron una pérdida de peso (humedad) diferente de acuerdo a la temperatura
usada. El efecto fue significativamente mayor con la temperatura mas alta (40°C),
alcanzando un peso constante a partir de las 38 h. Las temperaturas de 30 y 35 °C no
alcanzaron un peso constante en las 45 h.

Después de secadas se realizaron conteos de esporas y este se comparéd con el
contenido de esporas en las perlas humedas como se puede ver en la

Figura 4-3, el proceso de secado no disminuyo el contenido de esporas por perla.
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Figura 4-2. Peso (g) de perlas de alginato de calcio con Mortierella sp. en funcion del tiempo
(horas) de secado a tres temperaturas (30, 35 y 40 °C). Las barras indican la desviacion
estandar, cada punto es el promedio de tres repeticiones.
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Figura 4-3 Contenido de esporas de Mortierella sp. por perla de alginato de Ca humedas y
secas. Cada columna representa el promedio de 10 repeticiones. Las barras indican la
desviacion estandar. NS: no hay diferencia significativa de los tratamientos segun la prueba
de Duncan (P<0.05).

Uno de los aspectos mas importantes del secado es disminuir el porcentaje de humedad
para que las esporas del hongo no germinen, pero que esta temperatura no afecte su
viabilidad para germinar. Estas variables se midieron cada mes durante doce meses. El
crecimiento del hongo Mortierella sp. inmovilizado en las perlas secas se evidencio en el
medio PDA al tercer dia de la siembra (

Figura 4-4) incubadas a 28 °C, en el que a partir de cada perla crece por lo menos una
colonia del hongo y este crecimiento permanece en el tiempo desde el primer mes de
inmovilizados y secados hasta después del mes 12.
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Figura 4-4. Crecimeinto de Mortierella sp. inmovilizada a partir de perlas de alginato de
calcio en medio PDA al tercer dia de incubacién a 28°C.

En la Figura 4-5 se puede observar el porcentaje de germinacién del hongo inmovilizado
en alginato en el tiempo, durante 12 meses. Las perlas presentaron crecimiento de por lo
menos una colonia en medio de cultivo PDA, presentando indices de germinacion (1G) del
100% durante el tiempo, este se midid como el numero de colonias sobre el nimero de
perlas secas por 100.
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Figura 4-5. indice de germinacion es esporas (%) de Mortierella sp. por perla seca en medio
cultivo PDA en funcién del tiempo. Cada columna representa el promedio de 5 repeticiones.
Las barras indican la desviacion estandar. NS: no hay diferencia significativa de los
tratamientos segun la prueba de Duncan (P<0.05). Las perlas fueron conservadas a
temperatura ambiente en un ambiente estéril.

Ademas de observar el crecimiento de las colonias por perlas se hicieron conteos de las
esporas por perla cada mes durante un ano. El nimero de esporas no presento diferencia
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significativa con el tiempo como se puede ver en la Figura 4-6, los valores permanecieron
en un promedio de 3.6 x 10° esporas por perla seca de alginato de Ca.
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Figura 4-6 Contenido de esporas de Mortierella sp. por perla seca en funcion del tiempo
(12 meses). Cada columna representa el promedio de 10 repeticiones. Las barras indican
la desviacidon estandar. NS: no hay diferencia significativa de los tratamientos segun la
prueba de Duncan (P<0.05). Las perlas fueron conservadas a temperatura ambiente en un
ambiente estéril.

El hongo Mortierella sp. se pudo inmovilizar en alginato de calcio. Las perlas presentaron
una cantidad adecuada de esporas del hongo (10° esporas por perla). Esta cantidad no
disminuy6 con el proceso de secado, lo que indica que una temperatura de 40°C por 40
horas fue adecuada para este microorganismo, ya que no se perdieron esporas y tampoco
germinaron prematuramente durante el tiempo de almacenamiento. Al sembrarlas en
medio de cultivo se observo porcentajes de germinacion del 100% durante un afio, lo cual
indica que no estan perdiendo su viabilidad.

Aunque el crecimiento en medio de cultivo es importante, en el suelo es un aspecto
relevante para la agricultura. Con este fin se realizaron pruebas de respiracién del hongo
inmovilizado en perlas en suelo estéril. La respiracion se determiné a través de la
produccion de CO; en el tiempo. Esta aumentod significativamente al pasar los dias como
se puede veren la

Figura 4-7. La respiracion empez6 a partir del dia 3, lo cual coincide con el crecimiento del
hongo inmovilizado en medio PDA. A medida que avanza el tiempo, la respiracion presento
un crecimiento constante hasta el dia 15, en el que se estabiliza hasta el dia 21. El hongo
inmovilizado es capaz de crecer y respirar en el suelo sin adicién de nutrientes.
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Figura 4-7. Produccién de CO, (mg g™") a partir de la inoculacion o no (control) con perlas
de alginato (dos meses de almacenamiento) con Mortierella sp. en un oxisol. Las barras
indican la desviacion estandar. NS: no hay diferencia significativa de los tratamientos
segun la prueba de Duncan (P<0.05). Las perlas fueron previamente conservadas a
temperatura ambiente en un ambiente estéril sellado.

En los primeros dias de respiracibn se observé una actividad mas lenta con el
microrganismo inmovilizado, con el paso del tiempo los valores de produccion de CO- se
llegaron a equilibrar alrededor de un valor de 0.5 mg g, lo cual sugiere que mientras se
disuelve la perla de alginato el microrganismo se encuentra en una especie de latencia. El
microrganismo inmovilizado se va liberando conforme las capas de la perla se van
disolviendo y asi el hongo cuando germina empieza a respirar. Con el objetivo de ver si
este efecto fue igual en diferentes 6rdenes de suelos se us6 ademas del Oxisol
(Carimagua), un Andisol (Guarne) y un Mollisol (Neira). En la Figura 4-8 se puede observar
como de acuerdo al tipo de suelo la respiracion es mas lenta o rapida. Es posible que esto
este asociado a la materia organica que es fuente de carbono y energia para Mortierella
sp. El hongo empieza a respirar mas rapido en el andisol que es el suelo con mayor
contenido de materia oranica (12.5 %), seguido del Mollisol (materia organica: 3.5 %) y por
ultimo el oxisol que es el que tiene menor cantidad de materia organica (2.3 %). Sin
embargo al final del proceso independiente del tipo del suelo ya que la respiracion alcanzé
valores similares. Se puede observar una diferencia significativa entre inocular o no los
suelos. Los controles no superaron el valor de CO2de 0.1 mg g™'. Sélo en los primeros dias
no se presentaron diferencias significativas al inocular el micoorganismo inmovilizado y sin
inmovilizar.
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El microorgasnimo sin inmovilizar empezd a respirar mas rapido que el inmovilizado,
mientras que la perla de alginato se fue disolviendo y asi liberd las esporas del hongo. Para
el dia 13 en los tres suelos se da la misma tasa de respiracién independientemente de la
inmovilizacion o no. Aunque la inmovilizacidbn retras6 un poco la actividad del
microorganimo al liberarse de la perla, el hongo inmovilizado no pierde su capacidad para
germinar y respirar. La tasa de respiracion no presenta diferencia significativa entre
inocular el microorganismo libre o inmovilizado.

En la Figura 4-9 se presenta un diagrama de disolucion de la perla de alginato y liberacion
de las esporas de Mortierella sp. en el tiempo en presencia de suelo. En la inoculacion
(tiempo 0) se adiciona la perla de alginato de Ca seca, que contiene esporas del hongo sin
germinar. La perla se disuelve de las capas mas externas a las internas, en cada una de
ellas contiene esporas que se van liberando y al estar en el suelo empiezan a germinar.En
las primeras 24 horas (1 d) la perla se hidrata y se disuleve la primer capa de alginato. A
partir de este momento la disolucién de la perla se acelera y empieza la primer liberacion
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de esporas hasta los dias 9-13 en los que se da la disolucion total de la perla de alginato
y liberacion del hongo.
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Figura 4-9. Diagrama de disolucion de la perla de alginato de calcio y liberacion de esporas
del hongo Mortierella sp. en el tiempo en presencia de suelo.

La inmovilizacién del hongo Mortierella sp. en perlas secas de alginato de calcio tiene no
solo beneficios en la conservacién del microorganismo sino tambien practicos en la
agricultura como:

e A diferencia de un inoculante sin inmovilizar, el microorganismo se va liberando
lentamente de la perla, lo que le da ventajas en la adaptacion al nuevo ambiente
de crecimiento, le da una proteccién temporal por lavados, agroquimicos,
antagonistas entre otros.

e Se requiere pequefias dosis por planta (mg), por lo tanto es mas econémico
alamcenar, trasportar y aplicar el inoculante.

¢ Ocupa poco espacio para su almacenamiento, no requiere cadena de frio, se puede
almacenar a temperatura ambiente en un recipiente sellado.

e Las perlas secas se pueden mezclar con otros fertilizantes, enmiendas o semillas.
Aunque este microorganismo se puede aplicar en cualquier etapa de la planta,
idealmente se deben adicionar al momento de la siembra y psoteriormente en
etapas de establecimiento.

e Las perlas secas son solidas, estables, con una composicion definida por perla,
faciles de manejar y previenen la contaminacion del microorganismo en su interior.

e Al disolverse la perla ademas de liberar las esporas, se obtiene alginato y Ca, los
cuales son inocuos y son nutrientes para microorganismo y para la planta.

4.4 Conclusiones

e La inmovilizacion del biosolubilizador Mortierella sp. proporcioné un entorno
definido para el hongo, consistente en calidad y numero de esporas por perla. Cada
perla seca contiene 10° esporas, este valor no cambia en el tiempo durante su
almacenamiento (hasta 12 meses), cada una ocupa poco volumen (2.6 mm®de
diametro) y son de bajo peso (2 mg).
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e Las perlas de alginato no son solubles en agua o por humedad, por lo tanto las
esporas no germinan durante el transporte y almacenamiento. Las perlas solo se
disuelven en medio de cultivo, suelos o soluciones acidas.

e Los suelos de diferente mineralogia pueden afectar la viabilidad del hongo
inmovilizado solo en las primeras etapas de adaptacion y disolucion de la perla. Sin
embargo, el microorganismo alcanza tasa se respiracibn muy similares
independientemente del tipo de suelo e incluso de la cantidad de materia organica.
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5. Efectividad del hongo Mortierella sp.
inmovilizado en alginato para biosolubilizar
roca fosfoérica

5.1 Introduccion

La deficiencia de fésforo (P) es un factor limitante para el desarrollo, crecimiento y
productividad vegetal (Scholz et al., 2013; Ulrich and Frossard, 2014). Para corregir este
problema se usan altas dosis de fertilizantes fosféricos solubles (Asci et al., 2015; Heisey
and Norton, 2007; Hue and Fox, 2010), pero su eficiencia usualmente es muy baja, esta
entre un 5-10% (Bhatti and Yawar, 2010). Infortunadamente, estos fertilizantes son
costosos (Cordell et al., 2009; Zhang et al., 2011; Walan et al., 2014), generan riesgos de
contaminar el ambiente (Abouzeid, 2008; Aydin et al., 2010), en su mayoria importados y
esto genera a su vez riesgos en la soberania y seguridad alimentaria de los paises que lo
consumen (Cordell et al., 2009; Kaur et al., 2013; de Oliveira Souza et al., 2014; Pérez,
2014).

Hay un creciente interés en mejorar la eficiencia de la roca fosférica como fertilizante y su
uso en la sintesis de otros fertilizantes (Lassis et al., 2015; Siminovich and Joao, 2014).
Entre las alternativas biotecnoldégicas para mejorar la disponibilidad de P en el suelo y la
capacidad de absorcion de este por las plantas esta el uso de hongos solubilizadores de
P (HSP) (Khan et al., 2007; Osorno and Osorio, 2014; Singh and Reddy, 2011). Los HSP
disuelven minerales fosforicos y ademas pueden desorber P fijado en los suelos (Chen et
al., 2006; Osorio and Habte, 2014; Pandey et al., 2006). El uso de estos microorganismos
es muy atractivo en el contexto de la agricultura mas limpia (Khan et al., 2007; Cai et al.,
2013; Kaur et al., 2013) donde se pretende evitar o reducir el consumo de agroquimicos y
mantener rendimientos satisfactorios en los cultivos (Aydin et al., 2010; Vassilev et al.,
2001a). Aunque se ha reportado efectos positivos al inocular los HSP (Osorio and Habte,
2013; Zhang et al., 2011), no existe un uso extendido de estos y varios autores reportan
inconsistencias en los resultados al inocular con estos microorganismos (Jain et al., 2010;
Khan et al., 2007; Whitelaw, 1999). Existen factores que pueden afectar los inéculos
microbianos en la agricultura asociados al inoculo: formulacion, supervivencia del
microorganismo y efectividad de este (Bashan et al., 2002; Jain et al., 2010; Leung et al.,
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2000), a factores ambientales: sequia o exceso de lluvia y factores asociados al suelo
como la mineralogia (Osorio and Habte, 2014), contenido de nutrientes, efectos residuales
de fertilizantes, fungicidas o agroquimicos, exceso de aluminio y antagonistas.

Presumiblemente, estos HSP podrian tolerar mejor las condiciones de almacenamiento,
transporte y uso, si estan inmovilizados en alginato para asi prolongar su viabilidad y
efectividad, tal como se ha hecho con otros microorganismos (Bashan, 1998; Bashan et
al., 2014). La inmovilizacién puede mejorar la duracion del inoculo en empaques, reducir
impacto de antagonistas, facilitar la aplicacion con otros insumos (semillas, minerales,
otros microorganismos). Desafortunadamente, no hay reportes para la inmovilizacion en
alginato de Mortierella sp. para solubilizar minerales fosféricos, por lo cual no se tiene
certeza que esta técnica sea efectiva para mantener la efectividad del microorganismo.

La hipotesis de este trabajo fue que la inoculacion con el HSP inmovilizado en alginato
favorece la disolucion in vitro de roca fosforica y asi libera nutrientes; el efecto puede estar
controlado por la dosis del microorganismo inmovilizado y por el tiempo de incubacién. En
consecuencia, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la dosis creciente del
hongo Mortierella sp. inmovilizado en perlas de alginato para disolver roca fosférica y
evaluar el proceso de biosolubilizacion de RP por Mortierella sp. inmovilizada a través del
tiempo de incubacién in vitro.

5.2 Materiales y métodos
Microorganismo

El HSP fue Mortierella sp. originalmente aislado a partir de un Andisol y del cual se ha
demostrado su efectividad para promover el crecimiento y la absorcion de P vegetal
(Osorio y Habte, 2001). Este hongo se multiplic6 en medio PDA durante 15 dias y 25°C y
luego se suspendio en agua destilada estéril y se conservara en nevera a 4°C para su uso
experimental.

Procedimiento de inmovilizacion

El hongo se inmovilizé siguiendo el método descrito por de-Bashan et al. (2004) para
bacetrias. Para tal fin, 40 mL de inoculo de Mortierella sp. (107 esporas mL") se mezclaron
con 160 mL de una solucion estéril de alginato de sodio al 2%, la cual se agité por 15 min
a 40 rpm. Luego, se dejaron caer gotas de esta mezcla en una solucién de CaCl. al 2%
con agitacion a 40 rpm y asi formar las perlas de alginato de calcio (de-Bashan and
Bashan, 2010). Posteriormente, las perlas se mantuvieron en CaCl, al 2% para su
estabilizacion por 1 h a 28 °C y finalmente se lavaron en solucion salina estéril y agua
destilada y se secaron en una estufa a 40 °C por 48 h.

Medio de cultivo y condiciones de biosolubilizaciéon de RP por el HSP inmovilizado



61

La composicién basica del medio de cultivo fue (g L™"): glucosa: 10, NH4CI: 1, KCI: 1.87,
CaCl,.2H20: 0.2, MgS04.7H20: 0.4 y RP: 3.5 como unica fuente de P (Osorio, 2008).
Erlenmeyer de 250 mL que contengan 75 mL de este medio se esterilizaran en autoclave
a 120°C, 0.1 MPa, por 20 minutos. Una vez inoculados los erlenmeyers con el HSP
inmovilizado se agitaron continuamente a 100 rpm, 28°C, durante 7 dias.

La roca fosfdrica (RP) usada fue una muestra comercial proveniente de las minas del Huila,
Colombia, pasada a través de un tamiz de 250 ym. Su foérmula molecular es
CagesNao22Mgo.09(PO4)5.14(CO3)0s6F234 (Chien and Hammond, 1978), con una
concentracion de P del 12%.

Para determinar el efecto de la inmovilizacion del HSP en la biosolubilizaciéon del RP se
realizaron los siguientes experimentos:

e Evaluacién de dosis de perlas de alginato de calcio con HSP para biosolubilizar RP
bajo condiciones in vitro por 7 dias. Cada erlenmeyer se inoculé con cantidades
crecientes de perlas: 0 (control), 150, 300, 450 y 500 mg de perlas con Mortierella sp.
inmovilizado en alginato de calcio.

e Evaluacién de la biosolubilizacién de RP con el HSP inmovilizado en alginato (150 mg
de perla por erlenmeyer), en funcion del tiempo, se midi6 el dia 0, 1 y luego cada 2 dias
por 21 dias.

Variables evaluadas

Luego del periodo de incubacion para los ensayos de biosolubilizacién de RP, se determiné
el pHy la concentracion de P y Ca del medio de cultivo, conductividad eléctrica y biomasa.
El pH se medié usando un potenciometro (WTW electrodo Sentix 81). La concentracion de
P (mg L") se determiné mediante el método del azul-molibdato (Murphy y Riley 1962) a
890 nm (espectrofotdmetro Genesys 20 Thermo Spectronic), previa filtracion en papel filtro
Whatman No. 42 y centrifugacioén (centrifuga Jouan MR 1812) a 4000 rpm (1520xg) durante
10 minutos, para cada medida se realizd una curva de calibracion. Ca se midid por
espectrofotometria de absorcion atomica Perkin Elmer 2380. La conductividad eléctrica se
midio directamente en la solucion sin diluir con un electrodo Schoott LF413T.

Analisis estadistico

En todos los experimentos se empled un disefio estadistico completamente al azar. Cada
tratamiento tuvo cinco réplicas, incluyendo el control no inoculado. El efecto de los
tratamientos se evalué mediante andlisis de varianza y cuando estos fueron significativos
se utilizé la prueba de separacion de medias de Duncan y la diferencia minima significativa
(LSD). Los analisis se hicieron con un nivel de significancia (P) <0.05, mediante el software
STATGRAPHICS version centurion XVI. Todos los experimentos se repitieron en el tiempo.
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5.3 Resultados y discusién

Biosolubilizacion de RP usando diferentes dosis (mg) del hongo Mortierella sp.
inmovilizado en alginato de Ca

La inoculacion con el hongo inmovilizado en alginato de calcio presentd un efecto
significativo en la biosolubilizacion de RP con respecto a los controles no inoculados (dosis:
0 mg). Se conoce que el mecanismo de biosolubilizacion de RP del HSP es la produccién
de acidos organicos, lo cual se evidencié por la disminucion del pH en la solucién. Este
efecto tuvo diferencias de acuerdo a la dosis de perlas de alginato con el hongo. Asi, a 7
dias del proceso el pH del control fue de 5.5, mientras que al inocular con la menor dosis
de Mortierella sp. inmovilizado (150 mg) el pH disminuyd significativamente a 2.9, con la
dosis de 300 mg a pH de 3.2 y con las mayores dosis (450 y 600 mg) a pH de 3.5.

Por su parte, la conductividad eléctrica del medio también cambio significativamente y se
us6 como una medida indirecta de la actividad del hongo. Este valor aumento al inocular
el microorganismo en el medio de cultivo pasando de valores de 3.7 mS cm™ en el control
(0 mg) a valores de 3.9, 4.12, 4.33 y 4.53 mS cm™ con las aplicaciones de 150, 300, 450 y

600 mg de perla por erlenmeyer, respectivamente (
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Figura 5-1. pH y conductividad eléctrica de la solucion (mS cm™) en funcion de la dosis de
perlas de Mortierella sp. inoculadas (0, 150, 300, 450 y 600 mg) en la biosolubilizacién de
roca fosférica. Cada columna representa el promedio de cinco repeticiones. Las barras
indican la desviacion estandar. Columnas con las letras minusculas diferentes indican
diferencia significativa de los tratamientos segun la prueba de Duncan (P<0.05).

La concentracién de P en solucién resultado de la biosolubilizacién de la RP aumenté
significativamente con la inoculacion del hongo con respecto al control no inoculado (0.53
mg L™"). Sin embargo, las dosis de perlas no generaron diferencia significativa en esta
variable, el valor promedio fue de 68.1 mg L™, tal como se puede ver en la

Figura 5-2.

A diferencia del P, la concentracién de Ca en el medio si presentd una diferencia
significativa con respecto a las diferentes dosis de las perlas de Mortierella sp. y con
respecto al control no inoculado (

Figura 5-2). El contenido de calcio en solucion fue mayor al aumentar la dosis del
microorganismo inoculado, pasando de 52.6 mg L™ en el control, a valores de 290, 386,
444 y 621 mg L con el incremento de las dosis respectivas. Este efecto es debido a la
mayor proporcion de Ca en la RP con respecto al P, ademas hay una pequefa proporcion
del Ca contenido en la perla de alginato. De tal manera que al disolverse las perlas se
libera este cation que es encargado de polimerizar el alginato; el aporte de Ca por las
perlas de alginato estimado fue de 14, 28, 42 y 56 mg de Ca por litro con las dosis de 150,
300, 450 y 600 mg, respectivamente.
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Figura 5-2. Concentracién de P y Ca en la solucion (mg L™) en funcion de la dosis de perlas
de Mortierella sp. inoculadas (0, 150, 300, 450 y 600 mg) en la biosolubilizacion de roca
fosforica. Cada columna representa el promedio de cinco repeticiones. Las barras indican
la desviacion estandar. Columnas con las letras minusculas diferentes indican diferencia
significativa de los tratamientos segun la prueba de Duncan (P<0.05).

El nimero de esporas y la biomasa seca del hongo (mg) fueron significativamente
afectadas por los tratamientos. Asi, al aumentar la dosis el nimero de esporas por
erlenmeyer aument6 de la siguiente forma: con la menor dosis (150 mg) hubo 6.2 x10°
esporas por mL, con las dosis de 300 y 450 mg el numero de esporas paso a 61.7 y
77.3x10° por mL; con la mayor dosis (600 mg) el nimero de esporas alcanzé valores de
12.5 x10” por mL. De manera similar, la biomasa del hongo aumenté a medida que la dosis
inicial del inoculo fue mayor (jError! No se encuentra el origen de la referencia.). Con
las menores dosis (150-300 mg) la biomasa promedio fue de 0.32 mg por erlenmeyer,
mientras que con las dos dosis mas altas (450-600 mg) esta fue significativamente mayor
y alcanzo un valor promedio de 0.50 mg.

A manera de resumen se ve que es claro que el hongo Mortierella sp. inmovilizado en
alginato no perdioé su viabilidad y pudo crecer en el medio de cultivo durante los 7 dias de
incubacion y asi biosolubilizar RP. Las perlas de alginato se disolvieron (al final del proceso
no fueron visibles) y liberaron las esporas del HSP como se mencioné anteriormente
(Figura 5-3). Esto estuvo acompanado de la disminucién en el pH del medio y en el
aumento en la concentracion de P y Ca en la soluciéon con respecto al control. Por lo
anterior, se puede considerar que la dosis a usar en futuros estudios deberia ser al menos
de 150 mg de perlas por 100 mL de medio de cultivo; esta dosis equivale a usar 1x10’
esporas por erlenmeyer cuyos efectos reportados en el capitulo 3 y por Osorno y Osorio
(2017) sugieren que es una dosis adecuada para bioacidular RP en este sistema.
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Figura 5-3. Biomasa seca (mg) y numero de esporas del hongo (esporas mL™") en funcion
de la dosis de perlas de Mortierella sp. inoculadas (0, 150, 300, 450 y 600 mg) en la
biosolubilizacién de roca fosférica. Cada columna representa el promedio de cinco
repeticiones. Las barras indican la desviacién estandar. Columnas con las letras
minusculas diferentes indican diferencia significativa de los tratamientos segun la prueba
de Duncan (P<0.05).

Biosolubilizacion de RP con el HSP inmovilizado en alginato en el tiempo

En la Figura 5-4 se puede ver los resultados encontrados en pH, numero de esporas, P y
Ca en solucion en funcion de la inoculacion y el tiempo para la biosolubilizacion de la RP
por el hongo inmovilizado en alginato. Se puede observar que en todas las variables hubo
diferencias significativas con los factores y la interaccion de ambos.

Los resultados detectados de esporas, P y Ca muestran claramente un modelo tipo
Michaelis-Menten en procesos bioldgicos discontinuos en el que se pueden describir 4
fases como se propone en la Tabla 5-1. La Biomasa describe el crecimiento microbiano en
el tiempo, el valor de pH indirectamente la produccion de acidos organicos por el hongo
como metabolitos secundarios y la concentracion de P y Ca en solucion como resultado
de la biosolubilizacién de la RP.
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Figura 5-4. pH, nimero de esporas (1 mL™"), concentracion de P y Ca en la solucion (mg
L") en el tiempo (dias) en funcién de la inoculacion (perlas de Mortierella sp.) o no (Control).
Cada punto representa el promedio de cuatro repeticiones. La barra indica la minima
diferencia significativa (LSD). Los valores del LSD para pH, esporas, P y Ca soluble fueron
0.5, 10, 10 y 51, respectivamente.

Durante el proceso estudiado es claro que para que se de la biosolubilizacién de RP por
el hongo inmovilizado, primero se debe disolver la perla de alginato liberando las esporas
de Mortierella sp. Luego, estas germinan en el medio (crecimiento del hongo), donde se
dan conversiones quimicas asociadas a su metabolismo en el cual se trasforma la fuente
de carbono y energia (glucosa) en acidos organicos (principalmente acido oxalico) (Nahas,
2007). La produccion de este acido es inducido por la ausencia de P en el medio, entre
otros factores (Osorno and Osorio, 2014), este es asociado con la disminucién del pH,
luego reacciona con la RP y empieza gradualmente a disolverla y, de esta manera, libera
P y Ca. Por lo tanto, la concentracién de P como Ca son inversamente proporcionales al
valor de pH en el medio. Ciertamente una pequefia parte la consume el microorganismo y
la mayor cantidad queda en solucién.
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Varios autores han reportado la disolucion microbial de RP en diferentes tiempos de
incubacion, se han reportado resulatdos a 3 dias (Chen et al., 2006), 4 dias (Relwani et al.,
2008), 6 dias (Jain et al., 2012), 7 dias (Alam et al., 2002; Barroso et al., 2006; Osorio et
al., 2012), 8 dias (Kucey, 1983, Xiao et al., 2008; Schneider et al., 2010), 10 dias (Collavino
et al., 2010) y 30 dias (Sahu and Jana, 2000). La concentracion de P liberado en solucion
tambien puede cambiar de acuerdo al microorganismo usado y a las condiciones del medio
de cultivo. Por ejemplo, Bojinova y colaboradores (2008) estudiaron la disolucién de RP
con A. niger a diferentes dias (1, 4, 7 y 10) y encontraron que entre el dia 4 y 7 la cantidad
de P soluble fue mayor. Igualmente, Vassileva y colaboradores (1998) evaluaron lel
proceso de disolucion de RP entre 3-17 d con A. nigery encontraron que en el dia 9 se dio
la mayor concentracion de P soluble. Por su parte, lvanova et al. (2006) evaluaron la
disolucion de RP por Erwinia y Azotobacter entre 3-15 d y encontraron que para Erwinia
se necesitaron 6 d para encontrar el valor maximo de P soluble en el medio, mientras que
Azotobacter necesité 12 d. Sahu y Jana (2000) evaluaron 30 d del proceso y encontraron
que para Bacillus la maxima concentracién de P soluble ocurrié a los 12 d de incubacion.
Osorno y Osorio, (2017) evaluaron el efecto de Mortierella sp. (sin inmvolizar) para disolver
RP durante 15 d y encontraron que se alcanzo la mayor concentracion de P soluble luego
de 5 d de incubacion. En el presente estudio Mortierella sp., inmovilizado en perlas de
alginato, alcanzé la concentracion maxima de P en el 11 d, es decir, en el doble de tiempo
que sin inmovilizar. Esto suguiere que con la inmovilizacién debe ocurrir un proceso de
disolucion de la perla de alginato y, en consecuencia, ocurre la liberacién de esporas del
hongo.

Tabla 5-1. Parametros de la biosolubilizacion de roca fosférica por el hongo Mortierella
sp. inmovlizado en alginato de calcio en el tiempo.

Tiempo Parametros
Biomasa pH P (mg L") Ca(mg L")
Dias Fase NI | I(MSP) | NI | I(MSP)| NI | [1(MSP) NI | 1(MSP)
0-3 Adaptacion 0  1.5X10° 53 5437 1.8 0.5-0.7 57.9  49.7-207.5
3-11 Exponencial 0 1.2x10° 53 37-38 1.8 07-71.8 579 207.5425
11-15  Estacionaria 0 9.7X10° 53 3.8-3.3 1.8 718695 57.9 4250-424.0

15-21 Declinacion 0 6.1x108 53 3237 18 69.5-53.2 57.9 424-384.7
I: inoculado con Mortierella sp. inmovilizado en alginato de Ca, Ni: no Inoculado (control).

Teniendo en cuenta que es un bioproceso in vitro tipo “batch” o por lotes con una duracion
de 21 dias, se puede ver que presenta diferentes comportamientos en el tiempo (Figura
5-4), que pueden agruparse en cuatro fases (Tabla 5-1). Estas fases se designan como (i)
adaptacion, (ii) exponencial, (iii) estacionaria y (iv) declinacion (o de muerte celular), las
cuales coinciden con diferentes tasas de produccion de esporas, metabolitos y productos
esperados de la biosolubilizacion tales como el Py Ca.

Fase de adaptacion: en esta fase se disuelve la perla de alginato, liberando las esporas de
Mortierella sp., para su germinacién. El hongo reconoce el nuevo medio y sensa los
nutrientes, entre ellos uno de los aspectos mas importantes es que no hay P soluble inicial
(el valor no cambia significativamente en los 3 primeros dias). Esto induce al hongo a la
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produccion de acidos organicos; a partir de las 24 h se detecta una disminucion en el pH,
y un aumento en la concentracion de Ca (debido quiza al mismo aporte de calcio de las
perlas) y el numero de esporas que se liberan de la perla; sin embargo, la produccion de
esporas es muy baja.

Fase exponencial: las esporas del hongo se encuentran libres y empiezan a germinar. En
esta fase el crecimiento el hongo alcanza su velocidad maxima. El microorganismo
empieza a producir significativamente acidos organicos (disminucion del pH) y estos a su
vez empiezan a solubilizar la RP, se presenta aumento en la concentracion de P y Ca en
solucién. En esta etapa la reaccion es de orden 1, donde la velocidad de la disolucién de
RP depende de la biomasa del hongo y su produccion de acidos organicos.

Fase estacionaria: en esta fase se sospecha que se da un equilibrio entre los
microorganismos que hacen y mueren, el crecimiento aunque es constate es mas lento,
debido a que al parecer se estan agotando los nutrientes del medio. Se estabiliza la
produccion de acidos (no hay cambios en el pH) y asi tambien se estabiliza la
concentracion de P y Ca. En esta etapa la reaccién es de orden 0, la velocidad de la
biosolubilizacién de RP es constante e indepedentiete de la concentracion de glucosa para
ser convertida a acidos organicos.

Fase de declinacion: a medida que trascurre el tiempo la cantidad de fuente de carbono y
otros nutrientes empieza a disminuir o se pueden agotar por completo (es mas evidente en
esta fase). Por lo tanto, no hay mas produccion de acidos organicos (aumento en el valor
de pH), es posible que el metabolismo empiece a cambiar y quiza el acido organico se
convierta en un nueva fuente de carbono, o que se generen desechos o sustancias que
podrian ser téxicas para el hongo. La biomasa empieza a disminuir en el tiempo, ya que el
crecimiento cesa y los valores de P y Ca en solucion aunque presentan una disminucién
en la concentracion el valor no presentan cambios al final del proceso.

De manera global, el bioproceso requiere un tiempo de liberacion de las esporas del hongo
a partir de la perla de alginato. Las esporas liberadas empiezan su ciclo de vida. A partir
de la germinacion, crecimiento micelial y reproduccion (formacién de esporangioforo).
Durante el ciclo de vida del hongo, en el citoplasma ocurren una serie de procesos
metabdlicos en los que la fuente de carbono (glucosa) es transformada (via glucolisis y
ciclo de Krebs) en acidos organicos tales como oxalico y citrico. Adicionalmente, la
asimilacion de NHs* por parte del hongo genera los protones (H*) que reaccionaran
conjuntamente con la roca fosférica para asi biosolubilizarla. Por lo tanto, en la solucion
queda iones de P y Ca biodisponibles que pueden ser usados por el hongo, o
eventualmente por otro organismo (planta, hongo micorrizal) (Figura 5-5).
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Figura 5-5. Diagrama de disolucién de la perla de alginato para la liberacién de esporas de
Mortierella sp., ciclo de crecimiento y reproduccion del hongo y la solubilizacion de la RP
(roca fosférica) por los acidos organicos producidos por el hongo y los protones generados
por el consumo de fuentes amoniacales. Elaboracién propia.

Un punto a resaltar es que el hongo al ser inmovilizado no pierde viabilidad ni efectividad
para biosolubilizar RP. Otros microorganismos solubilizadores han sido inmovilizados en
diferentes matrices, A. awamori en agar y alginato de calcio (Jain et al., 2012), A. niger en
agar, alginato de calcio, espuma de poliuretano (PUF) y carragina (Vassilev et al., 1995;
Vassileva et al., 1998; Ates et al., 2002), Yarowia lipotilica en agar (Vassilev et al., 2001,
2001; Vassileva et al., 2000), Penicillum variable en espuma de poliuretano (PUF), alginato
de calcio y agar (Fenice et al., 2000; Vassilev et al., 1996) y Enterobacter en agar (Vassilev
et al., 1997) y han mantenido o ain mejorado su capacidad para disolver RP (Cassidy et
al., 1996; Vassilev et al., 2001). Asi mismo, otros microorganismos (p.e., Rhizobium,
Azospirillum, macroalgas) se han inmovilizado en alginato como inoculantes con efectos
biofertilizantes en agicultura y en biorremediacién (Bashan, 1998; de-Bashan and Bashan,
2010; Cassidy et al., 1996; Covarrubias et al., 2011; Rivera et al., 2016).
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5.4 Conclusiones

La inmovilizacién de Mortierella sp. en alginato de calcio mantiene la viabilidad y la
efectividad del hongo para biosolubilizar roca fosférica bajo condiciones in vitro.

La biosolubilizacién de la roca fosférica se ve favorecido al usar dosis pequefias del
microorganismo (1 mg perlas secas). El tiempo en el que se alcanza la maxima
concentracion de P es de 11 dias.

El tiempo juega un papel importante ya que existen diferentes fases que implican la
disolucion de la perla y, por ende, la liberacion de esporas, su crecimiento micelial y
reproduccion. Durante estas etapas el hongo produce acidos organicos que biosolubilizan
la RP.
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6. Desorcion de P adsorbido de suelos
tropicales por un hongo solubilizador de P
libre e inmovilizado3

6.1 Introduccion

En comparacion con otros nutrientes el fosfato (P) es uno de los elementos menos movil y
poco disponible para las raices de las plantas (Hinsinger 2001). Esto es debido a procesos
de adsorcion, donde el P disponible de la solucion del suelo se incorpora en la fase solida
(Oberson et al., 2011). Esta reaccién es particularmente fuerte en suelos tropicales
altamente meteorizados dominados por 6xidos e hidroxidos de hierro y aluminio (Shen et
al., 2011; Liu et al., 2012; Martins da Costa, et al., 2015; de Campos et al., 2016), con bajas
concentraciones de P en solucidon y eficiencia de la fertilizacién fosforica (<5%)
(Gyaneshwar et al., 2002; Bhatti y Yawar 2010). Para mejorar la disponibilidad de P en
estos suelos, se requieren altas tasas de fertilizacion (Hue y Fox 2010; Asci et al., 2015),
lo que aumenta los costos de produccién (Xiao et al., 2008; de Oliveira Souza et al., 2014).

Dada la creciente demanda de fertilizantes de P en la produccion agricola y la escasez de
P que se producira en las proximas décadas, los investigadores predicen una crisis de P
que puede tener un impacto global en la seguridad alimentaria (Cordell et al., 2009; Gilbert
2009; Shen et al. al. 2011; Neset y Cordell 2012; de Oliveira Souza et al. 2014). Por lo
tanto, es fundamental desarrollar estrategias que aumenten la disponibilidad de P y la
eficiencia de absorcion de este por las plantas (Cordell et al., 2009; Cordell y Neset 2014).

Diferentes estudios han identificado microorganismos del suelo que tienen la capacidad de
solubilizar compuestos de P (Gyaneshwar et al., 2002; Bashan et al., 2012; Osorno y
Osorio, 2014). Estos microorganismos tiene diferentes mecanismos de solubilizacion como
He y Zhu 1998, Whitelaw 1999, Hameeda et al. 2006): liberacion acidos organicos y

3 Apartes de este capitulo fueron publicados:
Osorno L, Osorio N.W. (2018). Phosphate Desorption by a Soil Fungus in Selected Hawaiian Soils Differing in
their Minerology. Tropical Agriculture. V.95 (2). 154-166.



76 Efectividad de un hongo inmovilizado en alginato para solubilizar P y promover el crecimiento

vegetal en suelos tropicales

prontones que disuelven materiales de P nativos o afadidos con baja solubilidad (por
ejemplo, roca fosforica) (Reddy et al., 2002; Osorno y Osorio 2014), ayudan a formacién
complejos entre aniones organicos con cationes (Al**, Fe?*, Ca?") y desorcién P que ha
sido adsorbido por las superficies de minerales y materia organica del suelo (He y Zhu,
1998; Osorio y Habte, 2012). Este enfoque biotecnoldgico puede aumentar la eficiencia de
la fertilizacion P y permitir que las raices de las plantas accedan a P previamente adsorbido
en el suelo (Osorio y Habte 2014).

A pesar de este enfoque biotecnoldgico, existen lagunas de conocimiento que deben
completarse. Una de estas se refiere a la eficacia con la que estos microorganismos
desorben P en diferentes condiciones del suelo. La hipotesis de este trabajo fue que la
efectividad de microorganismos no inmovilizados e inmovilizados para desorber P esta
controlada por la capacidad del suelo para adsorber este elemento y el nivel de P adsorbido
en el suelo. Para esto se establecieron dos experimeto, con el primero el objetivo fue
evaluar la efectividad del hongo Moriterella sp. no inmovilizado (libre) para desorber P
previamente adsorbido a suelos tropicales con diferente mineralogia y diferentes
concentraciones de P en el suelo. En el segundo, se evaluo si el hongo inmovilizado
mantiene su capacidad para desorber P.

6.2 Materiales y métodos

Microorganismo

El hongo Mortierella sp. fue originalmente aislado a partir de un Andisol y del cual se ha
demostrado su efectividad para promover el crecimiento y la absorcion de P vegetal
(Osorio y Habte, 2001). Este hongo se multiplic6 en medio PDA durante 15 dias y 25°C y
luego se suspendio en agua destilada estéril y se conservara en nevera a 4°C para su uso
experimental.

Procedimiento de inmovilizacion

El hongo se inmovilizé siguiendo el método descrito por Las actualizaciones automaticas
de citas estan deshabilitadas. Para ver la bibliografia, haga clic en Actualizar en la pestafia
Zotero.) para bacetrias. Para tal fin, 40 mL de inoculo de Mortierella sp. (10" esporas mL"
") se mezclaron con 160 mL de una solucién estéril de alginato de sodio al 2%, la cual se
agité por 15 min a 40 rpm. Luego, se dejaron caer gotas de esta mezcla en una solucién
de CaClz al 2% con agitacion a 40 rpm y asi formar las perlas de alginato de calcio (de-
Bashan and Bashan, 2010). Posteriormente, las perlas se mantuvieron en CaCl; al 2%
para su estabilizacion por 1 h a 28 °C y finalmente se lavaron en solucion salina estéril y
agua destilada y se secaron en una estufa a 40 °C por 48 h.

Suelos
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Los suelos usados fueron suelos tropicales de Estados Unidos y Colombia, en la Tabla 6-1
se describen algunas de las propiedades relevantes, incluyendo la adsorcién de P y la
taxonomia.

Tabla 6-1.Clasificacion de suelos, ubicacion, pH, valor P o> y categoria de adsorcion de P
de acuerdo a (Juo y Fox, 1977).

. . pH Contenido Valor Po> Categoria de
Serie de - Latitud . 1 iy
suelos Familia de suelo Lonaitud (Agua, (g kg™ de arcilla (mgkg™') adsorciéon

9 1:2) 9% (g k) v de PW
Lualualei Fino, esmectitioo,  p1o5N
(Estados Tvoi yg . 158°09'W 6.7 12.1 520 54 Baja
Unidos) ypic ypsﬂorrerts
(Vertisol)
Wanawa  Mobfte cO ez,
(Estados y.p 158°04'W 5.2 28.9 437 374 Media
Unidos) Rhodic Haplustox
(Oxisol)
(Estados Anig’lﬁ’ic Aorudox 159°28'W 45 85.5 450 1056 Muy alta
Unidos) (Oxisol)
Carimagua Haplustox 4°34'N .
(Colombia) (Oxisol) 71°20'W 4.9 23.5 140 151 Media

¥: datos obtenidos a partir de las isotermas de adsorcion

Isotermas de adsorcion P

Inicialmente se hicieron isotermas de adsorcion de P por triplicado siguiendo el
procedimiento desarrollado de Fox y Kamprath (1970) para determinar la fertilizacion
fosférica del suelo.

Se desarroll6 el procedimiento de desorcién de acuerdo a los descrito por Osorio y Habte
(2014)y las isotermas de adsorciéon. Se tomaron 2 g de suelo, en base seca y se transfieren
a tubos de centrifuga de plastico de 50 ml, y luego se adicion6 20 ml de solucion de CaCl;
0.01 M y cantidades crecientes de KH2POs. Para evitar microbiana actividad, los tubos y
sus contenidos se esterilizaron en autoclave (120 °C, 0,1 MPa durante 30 min). Los tubos
de centrifuga y sus contenidos se agitaron horizontalmente (dos veces al dia, 30 minutos
cada vez) en un agitador reciproco durante 7 dias para alcanzar el equilibrio de la
concentracion de P. Después de esto, el contenido de P en el sobrenadante fue estimado
después de la centrifugacion para determinar el valor Po». Este valor indica la cantidad de
P (mg kg™") necesaria para obtener una concentracion de P de 0.2 mg L. Estos valores
hacen posible cuantificar la capacidad de adsorcion de P del suelo de acuerdo a su
clasificaciéon Tabla 6-2.
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Tabla 6-2. Cantidad de P adicionado (mg kg') al suelo para alcanzar cuatro
concentraciones de P en solucién.

Solucién Lualualei Wahiawa Makapili Carimagua
(mg L") (0.02)2 (0.01) (0.01) (0.005)
Original 0 0 0 0

0.05 19 137 624 29

0.1 31 227 840 90

0.2 54 374 1056 151

2Niveles de P (mg L") originales sin la adicién de KH2POs.
Desorcion microbial de P

Con base en los resultados de las isotermas, a cada suelo se le aplico KH2PO4 con el fin
de obtener concentraciones crecientes de P en solucion (original, 0.05, 0.1 y0.2mg L")y
se esterilizd en autoclave (120 °C, 30 min, 0.1 MPa). Después de una incubacion de 6 dias
a 100 rpm, la solucion se retiré por centrifugacion a 2500x%g, y los suelos se lavaron tres
veces con agua destilada estéril. EI P restante en el suelo se consideraron como adsorbido.
Después de eso, los suelos se secaron en horno a 60 °C durante 2 dias.

Al final del tratamiento de secado, cada tubo recibié 19 mL de una solucién con nutrientes
de 1.0 g de NaCl, 0.2 g de CaCl, 2H0, 0.4 g MgSO4 7H,0, 1.0 g de NHsNO3, y 10.0 g de
glucosa por L. La unica fuente de P fue el P adsorbido en el suelo. Los tubos y su contenido
se esterilizaron de nuevo en autoclave (120 °C, 30 min, 0.1 MPa).

El hongo no inmovilizado e inmovilizado se inoculd asépticamente en los tubos de
centrifuga 1 mL por tubo para los no inmovilizados y 150 mg de perlas para los
inmovilizados, los cuales se agitaron de forma continua en un agitador reciproco (100 rpm)
durante 6 dias a 25 °C.

Después de esta incubacion, la suspension de suelo se centrifugd a 2500xg durante 15
min, y el sobrenadante se filtrd a través de un papel filtro Whatman No. 42 y membrana
Millipore (0.45 um). La concentracién P en solucion de los filtrados se determiné utilizando
el método del azul-molibdato (Murphy y Riley 1962).

Variables evaluadas

Luego del periodo de incubacién para los ensayos de desorcién de P, se determiné el pH
y la concentracion de P del medio de cultivo. El pH se medié usando un potenciémetro
(WTW electrodo Sentix 81). La concentracién de P (mg L) se determind mediante el
método del azul-molibdato (Murphy y Riley 1962) a 890 nm (espectrofotometro Genesys
20 Thermo Spectronic), previa filtracion en papel filtro Whatman No. 42 y centrifugacion
(centrifuga Jouan MR 1812) a 4000 rpm (1520xg) durante 10 minutos, para cada medida
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se realizara curva de calibracion. Ademas se determindé la presencia del hongo al final del
experimento en un medio selectivo (Osorio and Habte, 2013).

Analisis estadistico

Cada suelo se evalué como un experimento separado. En todos los experimentos se
empled un diseno estadistico completamente al azar. Cada tratamiento tuvo 4 réplicas,
incluyendo el control no inoculado. El efecto de los tratamientos se evaluara mediante
analisis de varianza y cuando estos sean significativos se utilizara la prueba de separacion
de medias de Duncan. Los analisis se haran con un nivel de significancia (P) <0.05,
mediante el software STATGRAPHICS version centurion XVI. Todos los experimentos se
repitieron en el tiempo.

6.3 Resultados y discusion

Experimento 1. Efectividad del hongo Mortierella sp. resorbiendo P de suelos con
mineralogia contrastante.

Se seleccionaron tres suelos tropicales con diferente capacidad de adsorcion de P entre
bajo, media a muy alto Tabla 6-1.Clasificacion de suelos, ubicacion, pH, valor P o2 y
categoria de adsorcion de P de acuerdo a (Juo y Fox, 1977). Esto es consistente con la
minearolgia de cada suelo, los cuales muestran un incremento en la capacidad de
adsorcion: montmorillonitea(suelo Lualualei) < caolinita (suelo Wahiawa) <oxidos e
hidréxidos de hierro y aluminio (suelo Makapili) (Bortoluzzi et al., 2015; de Campos et al.,
2016; Fink et al., 2016; Liu et al., 2012; Shen et al., 2011). El suelo de Lualualei exhibio
una baja capacidad de adsrocién de P (Po2<100 mg kg™). El de Wahiawa tiene una
capacidad media de adsorcién de P (100 <P,,<500 mg kg™'). Makapili presentd una alta
capacidad de fijacién de P (Po2>1000 mg kg™).

La inoculacion con el hongo Mortierella sp. aumento significativamente la concentracion de
P en la solucion en el suelo de Lualualei, en todas las concentraciones iniciales de P. En
el suelo de Wahiawa el aumento fue evidente en las tres concentraciones mas altas de
solucion P (0.05, 0.1 y 0.2 mg L™"). Por el contrario, la desorcién de P no se observé en el
suelo de Makapili dominados por 6xidos de hierro y, en consecuencia, con una mayor
capacidad de adsorcion de P (jError! No se encuentra el origen de la referencia.).

En este experimento hay una interaccion entre los tres factores: tipo de suelo, la
concentracion inicial de P y la inoculaciéon con el hongo y estas fueron significativa. En
todos los casos, el pH de la solucién final fue menor cuando los suelos se inocularon con
Mortierella sp. que cuando no fue inoculado. La disminucion en el pH de la solucién es
probablemente debido a la produccién de acido oxalico por Mortierella sp. (Bortoluzzi et
al., 2015; de Campos et al., 2016; Fink et al., 2016; Liu et al., 2012; Shen et al., 2011). El
anién oxalato se intercambié presumiblemente con aniones P en los sitios de adsorcion en
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la superficie de los minerales del suelo. Los acidos organicos compiten con el P por los
sitios de adsorcion y modifican la energia de union del P adsorbido (Osorio, 2008, 2011).
El hecho de que el pH disminuya en todos los suelos, incluidos aquellos con una alta
capacidad de sorcion de P, sugiere que el microorganismo esta activo, aunque la
produccion de acido no fue un buen predictor de la desorcion de P. La desorcion de P
parece estar controlada en gran medida por la mineralogia del suelo.
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Figura 6-1. Concentracién de P (mg L") (izquierda) y pH de la solucion (derecha) para el suelo
Lualualei en cuatro concentraciones iniciales de P (original, 0.05, 0.1, and 0.2 mg L"). No inoculado
(columnas blancas) e inoculado (columnas grises) con Mortierella sp. Cada columna representa el
promedio de cuatro repeticiones. Las barras indican la desviacion estandar. Columnas con las letras
minusculas diferentes indican diferencia significativa de los tratamientos segun la prueba de Duncan
(P<0.05).
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Figura 6-2. Concentracon de P (mg L") (izquierda) y pH de la solucién (derecha) para el suelo
Wahiawa en cuatro cocentraciones iniciales de P (original, 0.05, 0.1, and 0.2 mg L™"). No inoculado
(columnas blancas) e inoculado (columnas grises) con Mortierella sp. Cada columna representa el
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promedio de cuatro repeticiones. Las barras indican la desviacion estandar. Columnas con las letras
minusculas diferentes indican diferencia significativa de los tratamientos segun la prueba de Duncan
(P<0.05).
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Figura 6-3. Concentracién de P (mg L") (izquierda) y pH de la solucion (derecha) para el suelo
Makapilli en cuatro concentraciones iniciales de P (original, 0.05, 0.1, and 0.2 mg L"). No inoculado
(columnas blancas) e inoculado (columnas grises) con Mortierella sp. Cada columna representa el
promedio de cuatro repeticiones. Las barras indican la desviacion estandar. Columnas con las letras
minusculas diferentes indican diferencia significativa de los tratamientos segun la prueba de Duncan
(P<0.05).

Experimento 2. Efectividad del hongo Mortierella sp. no inmovilizado e inmovilizado
en alginato de calcio para desorber P de un oxisol.

En este experimento se uso el suelo de Carimagua, un oxisol con una capacidad media de
adsorcion de P (Tabla 6-1). El suelo se llevo a cuatro concentraciones crecientes de P en
solucioén de acuerdo a las isoterma de P (Tabla 6-2). Después de 6 dias de incubacion con
el hongo inmovilizado y sin inmovilizar se midié el P en solucion, el pH y el numero de
esporas.

En la Figura 6-4 se puede ver como el hongo Mortierella sp. inmovilizado en alginato de
calcio no pierde su efectividad para desorber P del suelo comparado con el hongo sin
inmovilizar. Mortierella sp. fue capaz de desorber P del suelo de Carimagua en diferentes
concentraciones de P inicial en el suelo. Este efecto es mayor cuando la concentracién
inicial de P es mayor (0.1 y 0.2 mg L™). El pH del suelo es ligeramente menor al inocular
el hongo en el suelo, comparados con el control no inoculado (pH:4.7), los valores son
menores cuando el hongo no esta inmovilizado (pH: 3.4). Esto puede ser debido a que el
microorganismo inmovilizado se va liberando de manera gradual en el tiempo.
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Figura 6-4. Concentracién de P (mg L") (izquierda) y pH de la solucion (derecha) para el suelo
Makapilli en cuatro concentraciones iniciales de P (original, 0.05, 0.1, and 0.2 mg L"). No inoculado
(columnas blancas) e inoculado (columnas grises) con Mortierella sp. Cada columna representa el
promedio de cuatro repeticiones. Las barras indican la desviacion estandar. Columnas con las letras
minusculas diferentes indican diferencia significativa de los tratamientos segun la prueba de Duncan
(P<0.05).

En la Figura 6-5. Se puede ver como la inmovlizacion en alginato de Ca no cambia
significativamente el numero de esporas en el suelo compardo con la inoculacién sin
inmovilizar. No se presentan diferencias significativas con las diferentes concetraciones de
P en el suelo, las esporas solo disminuyen en la concetracion original del suelo, es
probable que la cantidad de P en el suelo sea incluso pequefia para el hongo.
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Figura 6-5. Numero de esporas para el suelo de Carimagua en cuatro concentraciones iniciales de
P (original, 0.05, 0.1, and 0.2 mg L™"). No inoculado (columnas blancas) e inoculado (columnas
grises) con Mortierella sp. Cada columna representa el promedio de cuatro repeticiones. Las barras
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indican la desviacion estandar. Columnas con las letras minusculas diferentes indican diferencia
significativa de los tratamientos segun la prueba de Duncan (P<0.05).

La capacidad de Mortierella sp. para aumentar la concentracion de P esta directamente
relacionada con la cantidad de P adsorbido en la superficie de los suelos. Esto no es
sorprendente porque es bien sabido que la fuerza con la que se adsorbe P disminuye con
el aumento en el grado en que las superficies de adsorcién se saturan con P (Lindegren
and Persson, 2009).

El uso de microorganismos capaces de desorber P en el suelo es una estrategia atractiva
en el manejo sostenible del suelo y la nutricién de las plantas. Esto podria ser util para usar
P que se aplicé previamente pero que se encuentra adsorbido en los suelos. Estos estudios
son relevantes por la tendencia en la reduccioén de las reservas naturales de roca fosférica,
lo que podria amenazar la seguridad alimentaria a nivel mundial (do Carmo Horta y Torrent,
2007). El uso de microorganismos para la desorcion de P en el suelo puede ayudar a
reducir las dosis de fertilizante P y consecuentemente reducir los costos de produccion
para los agricultores (Cordell and Neset, 2014; Cordell et al., 2009; Neset y Cordell, 2012).
Varios autores han propuesto el uso de este enfoque biotecnoldgico para liberar P de
minerales portadores de P por microorganismos productores de acido organico porque es
mas rentable y debido a su menor demanda de energia en comparacion con los enfoques
quimicos convencionales (Martins da Costa et al., 2015).

Con este estudio, esta claro que la mineralogia del suelo (y su capacidad de absorcion de
P asociada) juega un papel importante en la efectividad de esta biotecnologia aplicada. La
inmovilizacion del hongo solubilizador presenta una ventaja extra al ser inoculado, por la
proteccion y lenta liberacion que tiene en el suelo. Ademas no se presentaron diferecnias
significativas entre el proceso de desrcidon con Mortierella sp. inmovilizado o no en alginato
de calcio.

6.4 Conclusion

La efectividad de Mortierella sp. no inmovilizados e inmovilizados para desorber P esta
controlada por la capacidad del suelo para adsorber este elemento y el nivel de P adsorbido
en él. El hongo tiene la capacidad de producir acidos organicos en diferentes tipos de
suelo, sin embargo, de acuerdo a la mineralogia del suelo estos acido podran desorber P
o no. La inmovilizacion del hongo en alginato de calcio no afecto el proceso de desorcion
de P en el suelo.
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7. Promocion del crecimiento vegetal vy
absorcion de P por un hongo solubilizador
inmovilizado en plantas micorrizadas en
diferentes suelos tropicales

7.1 Introduccion

La deficiencia de fésforo (P) es un factor limitante para el desarrollo, crecimiento y
productividad vegetal (Scholz et al. 2013; Ulrich and Frossard 2014), afectando 2016
millones ha a nivel global (Fairhurst et al. 1999). Esta deficiencia es causada por
reacciones de fijacion de P que adsorben y precipitan fosfato en el suelo (Meason et al.
2009; Oberson et al. 2011). La deficiencia es particularmente severa en suelos altamente
meteorizados y en suelos derivados de cenizas volcanicas (Liu et al. 2012).

Tradicionalmente para corregir esto se usan altas dosis de fertilizantes fosféricos solubles
(Heisey and Norton 2007; Hue and Fox 2010; Asci et al. 2015), pero su eficiencia es muy
baja (5-10%) (Bhatti and Yawar 2010). Ademas, estos fertilizantes son costosos (Cordell
et al. 2009; Zhang et al. 2011; Walan et al. 2014) y generan riesgos de contaminar el
ambiente (Abouzeid 2008; Aydin et al. 2010). Entre las alternativas biotecnoldgicas para
mejorar la disponibilidad de P, esta el uso de hongos solubilizadores de P (HSP) y hongos
micorricico arbusculares (HMA). Mientras los primeros pueden disolver minerales
fosféricos y desorber P del suelo (Khan et al. 2007; Singh and Reddy 2011; Osorno and
Osorio 2014), los segundos ayudan a que las plantas lo absorban (Habte 2006). El uso de
estos microorganismos es atractivo en la agricultura sostenible, en la cual se pretende
evitar o reducir el consumo de agroquimicos manteniendo rendimientos satisfactorios en
los cultivos (Vassilev et al. 2001a; Aydin et al. 2010).

Aunque se ha reportado efectos positivos al inocular estos microorganismos (Zhang et al.
2011; Osorio and Habte 2013), algunos autores reportan inconsistencias en los resultados
(Whitelaw 1999; Khan et al. 2007; Jain et al. 2010) debido a factores como la formulacion,
la competencia entre los microorganismos, la perdida de la viabilidad de estos (Leung et
al. 2000; Bashan et al. 2002; Jain et al. 2010) y diferentes efectos al inocular en suelos
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diferentes (Osorio and Habte 2014). Estas limitaciones se podrian aliviar inmovilizando los
HSP en alginato para prolongar su viabilidad y efectividad, tal como se ha hecho con otros
microorganismos (Bashan et al., 2002; de-Bashan and Bashan, 2010; Covarrubias et al.,
2011). Ademas, se considera que la inmovilizacién libera lentamente el microorganismo
solubilizador permitiendo su establecimiento gradual en la rizosfera y rizoplano.

La hipotesis de este investigacion fue que la coinoculacion con el hongo solubilizador de P
inmovilizado en perlas de alginato y un hongo micorricico arbuscular puede mejorar la
absorcion de P y el crecimiento vegetal en suelos tropicales, tal efecto puede depender de
la dosis del HSP inmovilizado y la capacidad de adsorcion de P del suelo.

Para esto se establecio una serie de experimentos con el objetivo de evaluar la efectividad
de Mortierella sp. inmovilizado en alginato para promover la absorcién de P y el crecimiento
de plantas leucaena no-micorrizadas y micorrizadas con R. fasciculatum en relaciéon con
dosis crecientes del indculo inmovilizado y la influencia que podria ejercer la capacidad de
adsorcién de P de suelos con diferente mineralogia.

7.2 Materiales y métodos
Suelos

Se usaron tres suelos tropicales colombianos de la superficie (0-20 cm) de un Haplustox
(Oxisol) de la Estacion Experimental Carimagua en los Llanos Orientales de Colombia, un
Melanudand (Andisol) de Guarne, Antioquia, y un Haplustoll (Mollisol) de Neira, Caldas.
Las muestras de suelo se secaron y se analizaron en el Laboratorio de Suelos de la
Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin (Tabla 7-1). Las Muestras de suelos se
incubaron con dosis crecientes de carbonato de calcio para determinar el requerimiento de
cal (R Uchida and Hue, 2000), se realizaron isotermas de adsorcion de fosfato (Fox and
Kamprath, 1970), y se determin6 la maxima capacidad de retencién de humedad.

Tabla 7-1.Clasificacion de los suelos usados, y analisis fisco quimicos de estos.

Categoria de

Serie de Familia de Latitud pH MO P soluble Valor Py adsorcién

suelos suelo Longitud (H;0,1:2) (g kg™) (mg L") (mg kg™) de P
v

Neira 'z'a‘(’)'l‘ﬁzg?;' 75500385,';‘/\/ 5.7 35.0 0.043 70 Baja
e

Carimagua H(aé’)'(‘fss;l‘;x 7‘2 032%,';‘/\/ 4.9 23.5 0.036 151 Media
e

Guarne M(e/mﬁ’:;?d 7201350,’:‘/\/ 5.0 125.5 0.021 2020 Muy alta

MO: materia organica, método por Walkley Black.

Tabla 7-1: (Continuacion) Clasificacion de los suelos usados, y analisis fisco quimicos de
estos.

Suelo A L Ar Textura CICE Al Ca Mg K P S Fe Mn Cu 2Zn B
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% cmol(+) kg™ mg kg’
Mollisol 52 22 26 FArA 8.2 NA 5.0 30 016 5 3 5 2 1 3 0.1
Oxisol 54 32 14 FA 0.2 1.9 012 0.06 003 4 ND 72 1 1 1 0.34
Andisol 64 30 6 FA 3.7 07 24 064 021 14 16 73 12 2 2 0.2

A: arena, L: limo, Ar: Arcilla; Textura: Bouyoucos. CICE: (Capacidad de intercambio catiénico
efectiva), Suma de cationes de cambio, Al: KCI 1M; Ca, Mg, K: Acetato de amonio 1M; P: Bray Il;
S: Fosfato monocalcico 0.008M; Fe, Mn, Cu, Zn: Olsen -EDTA; B: Agua caliente; NA: no analizado,
ND: no determinado.

Los suelos se esterilizaron en autoclave por dos ciclos de 1 h (121 °C, 0.1 MPa). Luego,
se secaron al aire, se pasaron por un tamiz (4 mm) y se transfirieron a macetas a razon de
1000 g de suelo (base seca). El suelo de Carimagua recibié cuarzo en una proporcion 4
(suelo):1(cuarzo), para mejorar la infiltracion y aireacion, para facilitar el crecimiento de
raices. Luego el suelo de cada maceta se fertilizé de acuerdo a los requerimientos de cada
uno para llevarlos a los mismo nivles y un valor de pH de 6.0.

Microorganismos

El hongo Mortierella sp. fue originalmente aislado a partir de un Andisol, del cual se ha
demostrado su efectividad para promover el crecimiento y la absorcion de P vegetal
(Osorio y Habte, 2001). Este hongo se multiplicé en medio PDA durante 3 dias y 28°C y
luego se suspendié en agua destilada estéril para luego ser inmovilizado en alginato de
calcio. Esto se hizo siguiendo el método descrito por de-Bashan et al. (2004) para
inmovilizar bacterias. Para tal fin, 40 mL de inoculo de Mortierella sp. (10" esporas mL™)
se mezclaron con 160 mL de una solucion estéril de alginato de sodio al 2%, la cual se
agité por 15 min a 40 rpm. Luego, se dejaron caer gotas de esta mezcla en una solucién
de CaClz al 2% con agitacion a 40 rpm y asi formar las perlas de alginato de calcio (de-
Bashan and Bashan, 2010). Posteriormente, las perlas se mantuvieron en CaCl; al 2%
para su estabilizacién por 1 h a 28 °C y finalmente se lavaron en solucién salina estéril y
agua destilada y se secaron en una estufa a 40 °C por 48 h.

El HMA Rhizoglomus fasciculatum (Sieverding et al., 2015), llamado también Rhizofagus
fasciculatum por Schifller and Walker (2010), se cultivd en un sustrato estéril suelo-arena
(4:1) con maiz, con 400 esporas por g de inoculo. La cantidad de propagulos micorrizales
infectivos g™ de indculo se medié con el método del nimero més probable (Porter, 1979)
con un valor 57.

Plantas

Las semillas de Leucaena leucocephala se escarificaron con acido sulfurico concentrado
por 20 min y se dejaron germinar por 2 dias en camara humeda. En cada maceta se
sembraron tres plantulas y luego de dos semanas de crecimiento se realizé un raleo,
dejando solo una. Cada maceta recibié solucion nutritiva Hoagland libre de P una vez por
semana. La frecuencia de riego o fertirriego fue la necesaria para conservar la humedad
del suelo al 50% de la maxima capacidad de retencion.
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La leucaena leucocephala es una leguminosa con un alta dependencia micorrizal (Habte y
Manjunath, 1987), es una planta indicadora de deficienica de P y en ella se establecieron
los esnayos para el método del pinulo de P foliar sin destruccion de planta (Habte y
Osorio, 2001).

Experimento No. 1.

El Oxisol se inoculdé o no con R. fasciculatum a razon de 35 g por kg de suelo, los cuales
se mezclaron homogéneamente con el suelo. El suelo no inoculado recibid 15 mL kg™ de
los filtrados (papel filtro Whatman No. 42) de una suspension del inéculo micorrizal al 10%,
para asi aportar la microbiota acompafante del HMA. El suelo se inoculd o no con
Mortierella sp. inmovilizado a diferentes dosis de perlas de alginato secas (0, 150, 300 y
600 mg/planta) que se aplicaron en el sitio de siembra. Luego de la inoculacion las plantas
crecieron por 6 semanas.

El disefio experimental fue completamente al azar, los tratamientos tuvieron un arreglo
factorial 2x4 (2 niveles de inoculacion micorrizal, 4 niveles de inoculaciéon con el HSP
inmovilizado en alginato). Cada tratamiento tuvo 5 repeticiones.

Experimento No. 2.

En este experimento se usaron los tres suelos (Mollisol, Oxisol y Andisol) que se llevaron
a los materos donde se inocularon o no con R. fasciculatum a razén de 35 g por kg de
suelo (los no inoculados se trataron de la misma forma descrita arriba) y con el hongo
Mortierella sp. inmovilizado a una sola dosis de perlas de alginato secas 150 mg/planta
(basado en el resultado del experimento No. 1).

Cada suelo se consideré como un experimento separado. El disefio experimental de cada
uno fue completamente al azar, los tratamientos tuvieron un arreglo factorial 2x2 (2 niveles
de inoculacion micorrizal, 2 niveles de inoculacién con el HSP inmovilizado en alginato).
Cada tratamiento tuvo 4 repeticiones.

Los experimentos 1 y 2 se llevaron a cabo en el invernadero de la Universidad Nacional
de Colombia sede Medellin. Al final de estos experimentos (6 semanas) las variables
evaluadas fueron: biomasa aérea seca (g) (60 °C por 72 h) y contenido de P foliar (%) a
través de muestreos no destructivos (Aziz and Habte, 1987) y de la determinacion
cuantitativa de P por el método del azul de molibdato (Murphy and Riley, 1962). La
colonizacion micorrizal, se determind por tincién con fuscina acida (0.15%) por 48 h
(Kormanik et al., 1980), y se cuantifico la intensidad de la colonizacidon micorrizal mediante
las lineas de intercepcion (Giovannetti and Mosse, 1980). Igualmente, en las raices se
cuantifico la colonizacion del HSP.

Experimento No. 3.
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Este experimento se realizd bajo condiciones in vitro para evaluar la biosolubilizacién de
RP con el HSP inmovilizado en alginato en presencia de muestras de los tres suelos
(Mollisol, Oxisol y Andisol) y asi obtener informacién que permita explicar las interacciones
detectadas en los experimentos previos. La composicion basica del medio de cultivo fue
(g L"): glucosa: 10, NH4CI: 1, KCI: 1.87, CaCl,.2H,0: 0.2, MgS04.7H,0: 0.4 y RP: 3.5 como
unica fuente de P (Osorio, 2008). Erlenmeyer de 250 mL que contengan 75 mL de este
medio se esterilizaré en autoclave a 120°C, 0.1 MPa, por 20 minutos. Una vez inoculados
los erlenmeyers con el HSP inmovilizado se agitaron continuamente a 100 rpm, 28°C,
durante 13 dias.

La roca fosfdrica (RP) usada fue una muestra comercial proveniente de las minas del Huila,
Colombia, pasada a través de un tamiz de 250 um. Su férmula molecular es
Cag.69Nao.22Mgo.09(PO4)s.14(CO3)o.86F2.34, con una concentracion de P del 12%.

Luego del periodo de incubacion, se determiné el pH y la concentracion de P, Ca, Mg y K
y elementos menores del medio de cultivo Cu, Fe, Mn y Zn, y nimero de esporas. El pH
se medi6 usando un potenciometro (WTW electrodo Sentix 81). La concentracion de P (mg
L") se determiné mediante el método del azul-molibdato (Murphy y Riley 1962) a 890 nm
(espectrofotometro Genesys 20 Thermo Spectronic), previa filtracion en papel filtro
Whatman No. 42 y centrifugacioén (centrifuga Jouan MR 1812) a 4000 rpm (1520xg) durante
10 minutos, para cada medida se realizé una curva de calibracion. Ca, Mg, K, Fe Mn, Cu
y Zn, se midieron por Espectofotometria de absorcion atémica Perkin Elmer 2380. La
conductividad eléctrica con un electrodo Schoott LF413T.

El disefio experimental fue completamente al azar, los tratamientos tuvieron un arreglo
factorial 3x2 (3 suelos, 2 niveles de inoculacion con el HSP inmovilizado en alginato). Cada
tratamiento tuvo 4 repeticiones.

Analisis estadistico

En todos los experimentos el efecto de los tratamientos se evalué mediante analisis de
varianza y cuando estos tuvieron efectos significativos se utilizé la prueba de separacion
de medias de Duncan. Los analisis se hicieron con un nivel de significancia (P) <0.05,
mediante el software STATGRAPHICS version centurion XVI. Todos los experimentos se
repitieron en el tiempo.

7.3 Resultados y discusion

Experimento No. 1.

Ambos hongos promovieron el desarrollo vegetal de las plantas con respecto al control, tal
como se puede ver en la Figura 7-1. Altura de planta (cm), masa seca aérea (g) y contenido de
P foliar (ug) en funcién de las dosis de perlas de alginato conteniendo Mortierella sp. inmovilizado
(0, 150, 300 y 600 mg por planta) y la inoculacion micorrizal con R. fasciculatum en el suelo de
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Carimagua. No micorrizado (columnas blancas) e inoculado con Mortierella sp. (columnas negras).
Cada columna representa el promedio de cuatro repeticiones. Las barras indican la desviacion
estandar. Columnas con las letras minusculas diferentes indican diferencia significativa de los
tratamientos segun la prueba de Duncan (P<0.05).. Claramente la inmovilizacién en las perlas
no afecto ni la viabilidad ni la efectividad de este hongo ya reportada en previos trabajos
(Osorio and Habte, 2013; Zhang et al., 2011). Es relevante que este es uno de los primeros
reportes de uso de este microorganismo solubilizador inmovilizado y que resulté exitoso
(Vassilev et al., 2001, 2006). Notese que la masa seca area de las plantas de leucaena no
micorrizadas aumentd significativamente con la dosis creciente de Mortierella sp.
inmovilizado con respecto al control no inoculado (0.157 g). Los efectos de las dosis de
perlas de 150 y 300 mg no presentaron diferencia significativa entre ellas (promedio de
0.302 g) y con la dosis mayor de perlas de 600 mg la masa seca aérea fue de 0.58 g. La
altura presenté un comportamiento similar al de la biomasa, donde al aumentar la dosis
del HSP se mejor¢ la altura de la Leucena. En las pantas no inoculadas la altura fue de 7,4
cmy con 600 mg de HSP inmovilizado fue de 12 cm.

Es claro que la inoculacién con el hongo Mortierella sp. mejora las variables biométricas
de la planta de leucaena, resultados similares se han encontrado con otros
microorganismos solubilizadores de P. Por ejemplo, Singh y Reddy, (2011) evaluaron los
efectos positivos al inocular el hongo Penicillium oxalicum sin inmovilizar en plantas de
maiz y econtraron que la biomasa fue el doble de las plantas control no inoculadas. Jain 'y
colaboradores (2010) evaluaron el efecto de la inmovilizacion del hongo solubilizador
Aspergillus awamori en alginato de calcio y agar en el crecimiento de plantas de frijol y
solubilizaciéon de roca fosférica y encontraron que la inoculaciéon mejord con respecto al
control, pero no se presentaron diferencias significativas entre tener el hongo libre o
inmovilizado.

Es importante resaltar que el crecimiento de las plantas micorrizadas fue significativamente
mayor que las no inoculadas. Y en estas también hubo efecto promotor de crecimiento con
la adicion de las perlas de alginato con el hongo Mortierella sp. Mientras que estas plantas
micorrizadas, pero no inoculadas con el HSP, presentaron valores de masa seca aérea de
0.803 g, las inoculadas con 150 y 300 mg de perlas alcanzaron valores significativamente
mas altos (1.553 y 1.493 g, sin diferencia significativa entre ellos). Con la dosis de perla
mas alta la masa seca aérea fue de 1.267 g, la cual fue significativamente superior a las
del control, pero menor que las anteriores (Figura 7.3). De nuevo, la altura tuvo un
comportamiento comparable. Plantas micorrizadas pero sin el HSP inmovilizado tuvieron
una altura de 19.4 cm, al co-inocular con el HSP el efecto fue mayor, siendo mejor con la
dosis de 150 mg de perlas (28.3 cm) que con las dosis de 300 y 600 mg (21.7 y 22.3 cm).
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El contenido de P foliar en las plantas de leucaena tuvo un efecto similar al de la altura 'y
masa seca aérea. Asi, las plantas no inoculadas (sin micorriza y sin HSP inmovilizado)
tuvieron un valor medio de P de 99.7 pg/planta; la inoculacion con 150 y 300 mg de perlas
de alginato en plantas libre de micorriza aumento el valor significativamente a 197.1 y 230.9
pg de P/planta (sin diferencias entre estos dos valores) y a 455.3 ug con la dosis mayor.
Si bien estos resultados con las perlas de Mortierella sp. son significativos y bastante altos
(2.0 a 4.61 veces mas que las plantas no inoculadas), el efecto fue significativamente
mayor en plantas micorrizadas. Las plantas micorrizadas, pero sin perlas, tuvieron un
contenido de P de 700.3 pg de P/planta (7 veces mas), al aplicar 150 mg de perlas el valor
aument6 a 2492.5 ug de P/planta (25 veces mas); con la dosis de 300 mg de perlas el
contenido fue de 1505.3 pg de P/planta (15 veces mas) y con 600 mg el valor fue de 1368.4
pg de P/planta (13.7 veces mas) (Figura 7.3).

Jeffries y colaboradores (2003) sugieren que el contenido de nutrientes en la planta es el
mejor indicador de la efectividad de las micorrizas, ya que tiene en cuenta no sélo la
adquisicion equilibrada de nutrientes, sino también los efectos positivos en la biomasa. En
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este caso en contenido de P foliar es un indicador tanto de la efectividad micorrizal, como
la del HSP y la coinoculacion con ambos.

La colonizacion de ambos microorganismos fue medida al finalizar el experimento. En el
caso de la colonizaciéon micorrizal, esta solo se presentdé cuando el HMA fue inoculado,
alcanzando valores de 72% en ausencia del solubilizador (Figura 7.3). Este valor disminuyé
significativamente con el incremento de la dosis de perla del HSP a 61, 52 y 34%,
respectivamente. En contraste, la colonizacion del solubilizador no se vio afectado ni con
la dosis perlas aplicadas ni con la presencia del hongo micorrizal, y se mantuvé en 100%.

Aunque la presencia del HSP disminuye el porcentaje de colonizacion micorrizal, el mejor
resultado en terminos de contenido de P y crecimiento vegetal se obtuvé con la dosis de
150 mg de perlas de Mortierella sp. inmovilizado. La disminucion en la colonizacion
micorrizal al coinocular con el HSP Aspergillus niger se ha reportado en D. pentaphyllum
inoculada con los HMA G. intraradices y G. deserticola (Caravaca et al., 2004). Osorio y
Habte (2013, 2015) tambien reportaron este efecto con G. fasciculatumy Mortierella sp. 'y
Claroideoglomus claroideum y Mortierella sp. no inmovilizada en leucaena. Es importante
resaltar que esta disminucion se da cuando en el suelo se tienen niveles de P en solucion
cercanos a los 0.02 mg L. Cuando este valor es menor es posible que al coinocular el
HSP mas el HMA se aumenten los porcentajes de colonizacién mcorrizal como lo
encontrado por (Cabral et al., 2012; Yousefi et al., 2011) y Osorio y Habte, (2001) al
adicionar fertilizantes fosforicos y cambiar el contenido de P en la solucion del suelo. En
cualquier caso es importante mencionar que Mortierella sp. tambien actua como un
endofito a diferencia de otros HSP que no se consideran endofitos.

La disminucién en el porcentaje de colonizacidon micoriizal en las plantas se puede deber
a:

¢ Ambos hongos son enddfitos, asi al aumentar la dosis de HSP se puede dar mayor
competencia por colonizar la raiz.

e Al aumentar la dosis del HSP se generd una mayor concentracion de P, por lo
tanto, la planta disminuye un poco la extensién del HMA en su raiz. Este efecto se
puede ver en el porcentaje de la colonizacién micorrizal con las mayores dosis del
HSP, sin embargo, los efectos alcanzados por el HMA siguen siendo mayores que
al no inocular el HSP. La colonizacion micorrizal se ve favorecida con bajas
concentraciones de P en solucion (Lebron et al., 2012; Senna et al., 2014;
Eskandari et al., 2017; Osorio and Habte, 2015), y a su vez disminuye con mayor
biodisponibilidad de P en el suelo (Cardoso et al., 2017), lo que se puede relacionar
directamente con el aumento en la dosis del HSP. A mayor dosis de HSP por
planta, mayor P en la solucion del suelo, lo que se ve reflejado en el aumento del
contenido de P foliar en la planta jError! No se encuentra el origen de la
referencia..
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Los efectos positivos en las plantas por la inoculacion individual de HMA y
microorganismos solubilizadores han sido reportados (Jeffries et al., 2003; Khan et al.,
2009). Por lo tanto, es atractivo usar los microorganismos coinoculados buscando efectos
sinergisticos o aditivos para la planta. En este experimento, si bien cada microorganismo
de forma individual tuvo una respuesta significativa con respecto al control, en la
coinoculacién se alcanzan mejores resultados. Algunos autores reportan que el HMA
estimula la efectividad de los HSP en la rizosfera (Osorio and Habte, 2001; Zhang et al.,
2011). Las micorrizas liberan compuestos orgnanicos a la rizosfera (Amos and Walters,
2006; Nguyen, 2003). Estos pueden ser usados por el HSP (hongo heterotrofo) para
producir acidos organicos y mejorar la concentracion de P en la solucién del suelo
(Hameeda et al., 2006; Osorno and Osorio, 2014, 2017; Reyes et al., 2007).
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Figura 7-2. Colonizacion (%) micorrizal (izquierda), del solubilizador (derecha), en funcién de Ila
inculcacion micorrizal (R. fasciculatum) y la inoculacién con Mortierella sp. inmovilizado alginato de
calcio en diferentes concentraciones (0, 150, 300 y 600 mg por planta) en el oxisol. No micorrizado
(columnas blancas) e inoculado (columnas grises) con Mortierella sp. Cada columna representa el
promedio de cuatro repeticiones. Las barras indican la desviacion estandar. Columnas con las letras
minusculas diferentes indican diferencia significativa de los tratamientos segun la prueba de Duncan
(P<0.05).

El HSP inmovilizado presenta un efecto significativo en el desarrollo de la planta, este
efecto es mayor al aumentar la dosis del solubilizador por planta. La inoculacién micorrizal
presenta mejores efecto que el HSP, pero este valor se puede potencializar al coinocular
los dos microorganimos. El consorcio entre el HSP inmovilizado y el HMA mejora el
desarollo de la planta. Sin embargo, se debe tener en cuenta que el HSP debe ir en dosis
relativamente pequefias para no afecta los beneficios del hongo micrrizal. La inmovilizacion
del HSP puede favorecer el establecimiento de la colonizacién micorrizal y evitar
competencia por la colonizacion de la riaz durante este proceso.
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Experimento No. 2.

En este experimento el objetivo fue evaluar el efecto que pueden tener suelos con
diferentes capacidades de fijacion de P en la respuesta de los inoculantes. De acuerdo a
los resultados del experimento No.1, cuando se inoculo de manera individual el HSP
inmovilizado se us6 una dosis de 600 mg por planta, pero cuando se coinoculo con el
hongo micorricico arbuscular se usé una dosis de 150 mg por planta, con el fin de
potencializar el efecto tanto de los hongos de manera individual como dual. Esto es
particularmente importante en suelos tropicales con alta capacidad de fijacién de P en
donde la coinoculaciéon con ambos microorganismos produce un mejor resultado (Osorio
and Habte, 2015).

Los tratamientos con los microorganismos HSP inmovilizado y HMA tuvieron un efecto
significativo sobre el crecimiento de las plantas de leucaena, tanto de manera individual
como combinada. El efecto fue mayor con el HMA que con el HSP inmovilizado. Por
ejemplo, en la altura de las plantas la inoculacién con HSP fue 1.4-1.5 veces mas que la
del control no inoculado (NI) en los tres suelos (Figura 7-3); con el HMA la altura fue 2.9 a
3.9 veces mas que en el control, siendo mejor en Mollisol de baja capacidad de adsorcidon
de P. Con la coinoculacion (HMA+HSP) la altura fluctué entre 3.9 a 4.9 veces mas que el
control no inoculado. Similarmente, la masa seca aérea fue mejorado con las inoculaciones
individuales y la coinoculacion en los tres suelos, excepto con el HSP en el Andisol, en el
que no se presenta diferencia significativa con respecto al control (Figura 7-4).

I |
| HSP+HMA|

Altura de planta (cm)
= N W b (&) (2]
o O o o o o O

HSP HMA HSP+HMA HSP HMA HSP+HMA HSP HMA

Mollisol Oxisol Andisol

Tratamiento

Figura 7-3. Altura de planta (cm) en funcién de la inoculacion individual y combinada con el HSP
(Mortierella sp., inmovilizado) y HMA (R. fasciculatum) en tres suelos (Mollisol, Oxisol, Andisol).
Cada columna representa el promedio de cuatro repeticiones. Las barras indican la desviacion
estandar. Columnas con letras minusculas diferentes indican diferencia significativa segun la prueba
de Duncan (P<0.05). Cada suelo es un experimento separado y por ello no comparten letras para
comparacion.
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Figura 7-4. Masa seca aérea (g) en funcién de la inoculacion individual y combinada con el HSPi
(Mortierella sp., inmovilizado) y HMA (R. fasciculatum) en tres suelos (Mollisol, Oxisol, Andisol).
Cada columna representa el promedio de cuatro repeticiones. Las barras indican la desviacion
estandar. Columnas con letras minusculas diferentes indican diferencia significativa segun la prueba
de Duncan (P<0.05). Cada suelo es un experimento separado y por ello no comparten letras para
comparacion.

El contenido de P foliar fue afectado significativamente con los tratamientos en cada uno
de los suelos Figura 7-5. De esta manera, el contenido de P aument6 1.3-4.6 veces mas
que el control no inoculado al inocular el HSP, este efecto fue mayor en el oxisol (suelo
con capacidad media de fijacion de P). En presencia del HMA el efecto fue mayor con
valores entre 7-27.4, veces mas que el control (NI), donde en el Mollisol se dieron los
mejores resultados. En la coinoculacion HSP+HMA el contenido de P en las plantas de
leucaena fue aun mayor en los tres suelos con incrementos entre 29.4-40.1 veces mas que
las plantas no inoculadas, este efecto fue de nuevo mejor en el Mollisol (baja capacidad
de fijacion), seguido del Oxisol (media capacidad de fijacion) y el Andisol (alta capacidad
de fijacion) como se puede ver en la Tabla 7-2.
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Figura 7-5 Contetido de P foliar (ug) en funcién de la inoculacién individual y combinada con el
HSPi (Mortierella sp., inmovilizado) y HMA (R. fasciculatum) en tres suelos (Mollisol, Oxisol,
Andisol). Cada columna representa el promedio de cuatro repeticiones. Las barras indican la
desviacion estandar. Columnas con letras minusculas diferentes indican diferencia significativa
segun la prueba de Duncan (P<0.05). Cada suelo es un experimento separado y por ello no
comparten letras para comparacion.
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La colonizacién del solubilizador solo se encontré cuando Mortierella sp. fue inoculado en
las plantas (HSP y HSP+HMA) Figura 7-6. Este fue del 100% tanto para cuando el HSP se
inoculo de manera individual como coinoculada con el HMA, para los tres suelos sin
diferencias significativas. De manera similar, la colonizaciéon micorrizal solo se encontré
cuando solo se inoculo con R. fasciculatum. El porcentaje de colonizacion de la raiz por
este hongo fue de 72-78 % cuando se inoculo de manera individual y disminuyd de manera
significativa con la presencia del HSP fue de 61-65 %. Estos resultados son similares a los
encontrado en el experimento 1y el trabajo realizado por (Osorio and Habte, 2015).

Tabla 7-2. Incrementos relativos al inocular HSP (Mortierella sp.), HMA (R. fasciculatum)y
HSP+HMA en plantas de leucaenas con respecto al control no inoculado, en tres suelos
con diferentes capacidades de fijacion de P, baja (Mollisol), media (Oxisol) y alta (Andisol).
Cada valor correponde al valor del tratamiento divido el valor de los controles.

Suelo Altura Masa seca aerea Contenido de P foliar
HSP HMA HSP+HMA HSP HMA HSP+HMA HSP HMA HSP+HMA
Mollisol 1.4 3.9 4.9 1.7 11.6 14.5 1.3 274 401
Oxisol 1.4 2.9 4.1 2.9 6.5 9.0 4.6 7.0 24.9
Andisol 1.5 2.9 3.9 1.6 10.1 12.4 1.3 19.2 28.3
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Figura 7-6. Colonizacion del solubilizador (%) en funcion de la inoculacién individual y
combinada con el HSPi (Mortierella sp., inmovilizado) y HMA (R. fasciculatum) en tres suelos
(Mollisol, Oxisol, Andisol). Cada columna representa el promedio de cuatro repeticiones. Las barras
indican la desviacion estandar. Columnas con letras mindsculas diferentes indican diferencia
significativa segun la prueba de Duncan (P<0.05). Cada suelo es un experimento separado y por
ello no comparten letras para comparacion.
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Figura 7-7. Colonizacién micorrizal (%) en funcién de la inoculacion individual y combinada con
el HSPi (Mortierella sp., inmovilizado) y HMA (R. fasciculatum) en tres suelos (Mollisol, Oxisol,
Andisol). Cada columna representa el promedio de cuatro repeticiones. Las barras indican la
desviacion estandar. Columnas con letras minusculas diferentes indican diferencia significativa
segun la prueba de Duncan (P<0.05). Cada suelo es un experimento separado y por ello no
comparten letras para comparacion.

De acuerdo a los resultados se puede ver que cada microorganismo mejora el desarrollo
de la planta en los suelos tropicales, sin embargo, los efectos de la coinoculaciéon son
mayores comparados con los controles no inoculados (Tabla 7-2). Como lo encontrado por
Moreno et al., (2016) en un Andisol con especies forestales inoculado con el HSP
Mortierella sp. y el HMA R. fasciculatum; y los resultados reportados por Osorio y Habte,
(2015) en un Mollisol, Oxisol y Andisol en plantas de leucaena inocuados con Mortierella
sp. (HSP) y Claroideoglomus claroideum (HMA). Si bien estos microorganismos tienen muy
buenos efectos en las plantas creciendo en suelos con baja capacidad de fijacién de P
(Mollisol), es muy atractivo en los suelos tropicales donde el P es fijado rapidamente.
Ademas del P en los suelos tropicales se presentan toxicidades por Al y Mn, y deficiencias
de elementos menores como Cu, Mn, Fe y Zn, estos microorganismos mejoran tanto los
problemas de toxicidad (Nogueira and Cardoso, 2003; Seguel et al., 2013) como la
solubilizacion- desorcion (do Carmo Horta and Torrent, 2007; Li et al., 2015; Osorio and
Habte, 2012, 2014; Osorno et al., 2018) y absorcién de estos micronutrientes (Chen et al.,
2003) y macronutrientes (Aziz and Habte, 1987; Bonfante and Genre, 2010; Azcén-Aguilar
and Barea, 2015), mejorando la fertilidad de estos suelos (Cardoso and Kuyper, 2006;
Osorio, 2011; Osorio and Osorno, 2014; Cardoso et al., 2017; Osorio et al., 2017).

La coinoculacion de HSP y HMA presentan un efecto sinergistico mejorando los efectos
que cada hongo uno por separado en la planta, independientemente del suelo. Sin
emabrgo la capacidad de fijacion de P del suelo es un factor importante para determinar el
efecto de los este consorcio microbiano (Osorio and Osorno, 2014; Osorio and Habte,
2015; Moreno et al., 2016; Osorio et al., 2017).

Es claro que tanto los HSP y MHA y su co-inoculacion tiene un papel importante en el
crecimiento y desarrollo de las plantas, pero la magnitud de este efecto puede depender
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del suelo y su capacidad de fijacion de P. En los suelos tropicales estos microorganismos
adquieren mas importancia por las siguientes razones:

¢ EI HSP mantiene biodisponible el P en el suelo por fendmenos de solubilizacion y
desorcion.

o EIHMA mejora la absorcion de P, agua y otros nutrientes por la planta.

¢ EI HMA disminuye los efectos de toxicidad por Al, Fe y Mn en las plantas, si por el
contrario son deficientes, mejoran la absorcion de estos.

¢ EI HMA potencializa el efecto encontrado por el HSP de manera individual.

e La asociacién de los microorganismos con la planta puede prevalecer en el tiempo,
mientras que la adicion de fertilizantes es consumida o retenida rapidamente.

e La coinoculacién mejora la eficiencia de la fertilizacion P.

¢ Se puede reducir el uso de fertilizantes fosféricos de sintesis quimica, o se pueden
usar fuentes minerales (sin tratamientos quimicos) como la roca fosférica; lo que
se traduce en ahorros econdmicos y disminucion de posibles contaminaciones.

e Eluso de HSP y HMA no solo mejoran el crecimiento de la planta sino también la
fertilidad y fisica de suelo.

Experimento No. 3.

Bajo condiciones in vitro los tres suelos al ser inoculados con el hongo Mortierella sp.
inmovilizado en alginato presentaron un aumento significativo en la biodisponibilidad del
P, Ca, Mg, Fe y Mn con respecto al control no inoculado (Figura 7-8). En el caso de K, Cu
y Zn no se presentaron diferencias significativas entre los suelos no inoculados e
inoculados (datos no mostrados). EI aumento en la concentracién de los nutrientes
dependié de cada tipo de suelo usado.

En el caso de P el suelo de Carimagua (Oxisol) aumenté 20 veces mas que el control no
inoculado, en el suelo de Guarne (Andisol) el aumento fue de 30 veces y el suelo de Neira
(Mollisol) 70 veces mas que el control no inoculado. Para calcio los valores cambiaron de
312.9, 94.9 y 87.4 a 455.4, 374.8 y 371.0 mg L para el Oxisol, Andisol y Mollisol,
respectivamente. Para Mg en el suelo de Carimagua el aumento absoluto fue de 19.2 mg
L', en Guarne fue de 9.2 mg L' y en Neira de 14.6 mg L. Para los micronutrientes en el
suelo de Carimagua los valores de Fe y Mn aumentaron con respecto al control de 0.4 a
6.74 yde 0.13 a 0.38 mg L™, respectivamente; para Guarne los valores de Fe y Mn fueron
de 0.002a5.60 yde 0.25a 0.95 mg L™, respectivamente. Para el suelo de Neira los valores
de Fe y Mn fueron de 0.004 a 13.45y de 0.35 a 1.58 mg L' respectivamente.

Varios autores han demostrado los efectos de la biosolubilizacion de RP bajo condiciones
in vitro con diferentes microorganismos inmovilizados (Fenice et al., 2000; Jain et al., 2010;
Vassilev et al., 1995, 2006) y sin inmovilizar (Bojinova et al., 2008; Hamdali et al., 2008;
Narsian and Patel, 2000; Osorno and Osorio, 2014). Pero hay pocos reportes en los que
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evalla el efecto que puede tener el suelo o arcillas del suelo en la biosolubilizaciéon de la
RP (Bar-Yosef et al., 1999; Osorio, 2008).

Al adicionar suelo en el sistema in vitro, ademas de simular lo que puede pasar en la
solucion del suelo, aumenta la intensidad de las reacciones y los sitios de adsorcion de los
elementos. En este experimento se puede ver que en presencia de suelo hubo
biosolubilizacion de la RP, tal como se deduce del aumento en solucion de P y Ca. Ademas,
la inoculacion con el hongo aumentd la concentracion de otros nutrientes en solucion (Mg,
Fe y Mn) que en el sistema suelo podrian quedar disponibles para las plantas. Estos
nutrientes pueden provenir del suelo o de minerales acompafantes de la RP.

La magnitud de este efecto depende del tipo de suelo, su contenido de materia organica,
nutrientes, y el tipo y la cantidad de arcilla. Las arcillas del suelo y los 6xidos e hidroxidos
de Fe y Al son determinantes para determinar la capacidad de adsorcion de P (Bortoluzzi
et al., 2015; Osorio and Habte, 2014; Osorno et al., 2018). En cada suelo predomina un
tipo de arcilla diferente. Asi, en el Mollisol la arcilla que esta en mayor proporcién es la
montmorillonita que tiene baja fijaciéon de P, mientras que en este Oxisol predomina la
caolinita (arcillas con capacidad media de fijaciéon de P). En contraste, en el Andisol
predomina la al6fana, la cual tiene una alta capacidad de adsorcion (Bolan et al., 1994;
Osorio, 2008).
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Figura 7-8. Concentracon de P, Ca, Mg, Fe
y Mn (mg L") en solucion para los suelos:
Carimagua, Guarne y Neira, inoculado o no
con Mortierella sp. inmovilizado en alginato.
No inoculado (columnas blancas) e inoculado
(columnas grises) con Mortierella sp. Cada
columna representa el promedio de cuatro
repeticiones. Las barras indican la desviacién
estandar. Columnas con las letras minusculas
diferentes indican diferencia significativa de
los tratamientos segun la prueba de Duncan
(P<0.05)

En la Figura 7-9 se puede observar como el pH del medio de cultivo in vitro disminuyo
significativamente al inocular con el microorganismo inmovilizado pasando de valores de
5.03-5.35 de los controles a 3.24-3.64. La cantidad de esporas (5.4x10° por mL) no
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presento diferencia significativa entre los tres suelos, pero si con el control no inoculado en
el que por supuesto no se encontraron esporas de Mortierella sp.
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Figura 7-9. pH de la solucion y nimero de esporas de Mortierella sp. para los suelos de Carimagua,
Guarne y Neira No inoculado (columnas blancas) e inoculado (columnas grises) con Mortierella sp.
Cada columna representa el promedio de cuatro repeticiones. Las barras indican la desviacion
estandar. Columnas con las letras minusculas diferentes indican diferencia significativa de los
tratamientos segun la prueba de Duncan (P<0.05).

El hongo Mortierella sp. inmovilizado en alginato de calcio biosolubilizd RP bajo
condiciones in vitro, este efecto esta afectado por la presencia de diferentes tipos de suelos
y su capacidad de fijacion de P. La inoculaciéon ademas de biosolubilizar la RP mejora la
fertilidad quimica del suelo, debido a que ademas del P y Ca, nutrientes proporcionados
por la RP se mejora la biodisponibilidad de otros nutrientes como Mg, Fe y Mn.

7.4 Conclusion

La coinoculacién del hongo micorricico arbuscular (R. fasciculatum) y un hongo
solubilizador de P (Mortierella sp.) inmovilizado en alginato de calcio mejoro el crecimiento
vegetal y la absorcién de P en diferentes suelos tropicales (Oxisol, Andisol y Mollisol).
Estos microorganismos presentan efectos positivos al ser inoculado de manera
independiente. Cuando el HSP es inoculado solo presenta mejores efectos en mayores
dosis (600 mg), el HMA presenta también buenos resultados al ser inoculado solo, sin
embargo, la coinoculacién presenta efectos sinergisticos en el desarrollo de la planta, y
este efecto es mayor cuando la dosis del HSP es menor (150 mg). La inmovilizacién del
HSP es una estrategia que permite mantener la viabilidad y efectividad del solubilizador y
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lo va liberando lentamente al suelo, permitiendo que se forme la asociacién micorrizal.
Ademas, de la solubiliazcién de P, Mortierella sp. también mejora la biodisponibilidad de
otros nutrientes en el suelo mejorando las propiedades quimicas de este para el
establecimiento de las plantas.

El HSP es en realidad un hongo solubilizador de nutrientes que aumenta la
biodisponibilidad de estos en el suelo, asi, el HMA le ayuda a la planta a tomar estos
nutrientes, esto es particularmente importante en suelos tropicales.
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8.Conclusiones y recomendaciones

8.1 Conclusiones

e La inmovilizacion del hongo biosolubilizador Mortierella sp. proporciond un entorno
definido para el hongo, consistente en calidad y numero de esporas por perla. Las
perlas se disuleven en el suelo, liberando el microorganismo que mantiene la
misma actividad que el hongo sin inmovilizar.

e Los suelos de diferente mineralogia pueden afectar la viabilidad del hongo
inmovilizado solo en las primeras etapas de adaptacion y disolucion de la perla. Sin
embargo, el microrganismo alcanza tasa se respiracion muy similares
independientemente del tipo de suelo e incluso de la cantidad de materia organica.

e Lainmovilizacion de Mortierella sp. en alginato de calcio mantiene la viabilidad y la
efectividad del hongo para biosolubilizar roca fosférica bajo condiciones in vitro.

e La biosolubilizacién de la roca fosférica se ve favorecido al usar dosis pequefas
del microorganismo (1 mg perlas secas). El tiempo en el que se alcanza la maxima
concentracion de P es de 11 dias.

e El tiempo juega un papel importante ya que existen diferentes fases que implican
la disolucion de la perla y, por ende, la liberacion de esporas, su crecimiento micelial
y reproduccién. Durante estas etapas el hongo produce acidos organicos que
biosolubilizan la RP.

e La coinoculacion del hongo micorricico arbuscular (R. fasciculatum) y un hongo
solubilizador de P (Mortierella sp.) inmovilizado en alginato de calcio mejoro el
crecimiento vegetal y la absorcion de P en diferentes suelos tropicales (oxisol,
andisol y mollisol). Estos microrganismos presentan efectos positivos al ser
inoculado de manera independiente. Cuando el HSP es inoculado solo presenta
mejores efectos en mayores dosis (600 mg), el HMA presenta también buenos
resultados al ser inoculado solo, sin embargo, la coinoculacion presenta efectos
sinergisticos en el desarrollo de la planta, y este efecto es mayor cuando la dosis
del HSP es menor (150 mg). La inmovilizacion del HSP es una estrategia que
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permite mantener la viabilidad y efectividad del solubilizador y lo va liberando
lentamente al suelo, permitiendo que se forme la asociacion micorrizal. Ademas,
de la solubilizacion de P, Mortierella sp. también mejora la biodisponibilidad de otros
nutrientes en el suelo mejorando las propiedades quimicas de este para el
establecimiento de las plantas.

e EI HSP es en realidad un hongo solubilizador de nutrientes que aumenta la
biodisponibilidad de estos en el suelo, asi, el HMA le ayuda a la planta a tomar
estos nutrientes, esto es particularmente importante en suelos tropicales.

e La efectividad de Mortierella sp. no inmovilizados e inmovilizados para desorber P
esta controlada por la capacidad del suelo para adsorber este elemento y el nivel
de P adsorbido en él. El hongo tiene la capacidad de producir acidos organicos en
diferentes tipos de suelo, sin embargo, de acuerdo a la mineralogia del suelo estos
acidos podran desorber P o no. La inmovilizacion del hongo en alginato de calcio
no afecto el proceso de desorcion de P en el suelo.

8.2 Recomendaciones

e Usar dosis diferentes de HSP inmovilizado a las usadas en este estudio, menores
a 150 mg de perlas secas tanto bajo condiciones in vitro como en planta.

e Usar los microoorganismos HMA y HSP en suelo no esteriles y con estas especies
de plantas diferetes.

e Evaluar la efectividad de los HSP inmovilizados en alginato en el tiempo, a los dos
afios 0 mas.



