Efecto del uso del suelo sobre hongos solubilizadores de fosfato y
bacterias diazotréficas en el paramo de Guerrero (Cundinamarca)

The effect of land use on phosphate solubilising fungi and diazotrophic bacteria
on the bleak uplands of paramo of Guerrero, Cundinamarca department
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Resumen: Se determino el efecto del uso del suelo so-
bre las poblaciones de hongos solubilizadores de fosfato
(HSF) y bacterias fijadoras biologicas de nitrogeno (BEN),
aislando y caracterizando especies de estos grupos bajo
cuatro condiciones de uso diferentes: cultivos de papa
‘Parda Pastusa’ (p), cultivo de papa ‘Pastusa Suprema’
(), suelos cultivados con papa actualmente en descanso
(d) y suelos de bosque (b). Se aislaron hongos en esta-
do activo, mediante la técnica de lavado del suelo (14
géneros), micelios estériles, con clamidosporas y tipo
basidiomycete. Se present6d baja incidencia de muco-
rales en suelos cultivados y en descanso, a excepcion
de Mucor racemosus. En (d) predominaron especies de los
géneros Circinella, Mucor y Qygorrhynchus, evidenciandose
la seleccion de hongos por efecto de uso del suelo. La
determinacién cuantitativa de la actividad solubiliza-
dora evaluada en medio liquido, registré porcentajes
altos en los hongos Trichocladium canadense, Mucor spl 'y
Penmicillium sp2, aislados de (d) y (b), los cuales solubiliza-
ron mas de 15% del fosfato. No hubo relacion entre el
fosforo solubilizado y la biomasa, pero si entre éste y el
pH. En las BFN se comprobo el efecto significativo de la
condicion de uso del suelo sobre los recuentos de sus
poblaciones. Se identificaron cuatro morfotipos aisla-
dos de (d), dos de (p), tres de (s) y tres morfotipos de (b),
correspondientes a especies de los géneros Azospirillum,
Begerinckia, Pseudomonas y Derxia. Se evidencio una res-
puesta sensible al uso del suelo por parte de los grupos
funcionales estudiados.

Palabras claves adicionales: microorganismos
del suelo, micelio activo, bioindicadores de calidad
del suelo

Abstract: The effect of land use on phosphate-solu-
bilising fungi (psF) and nitrogen-fixing bacteria (NFB)
populations was investigated. The soils selected were
that from two potato crop varieties [‘Parda Pastusa’ (p)
and ‘Pastusa Suprema’ (s)], agricultural soil at present
lying fallow (d) and soil from beneath forested areas
(b). Active fungi (14 genera) and sterile chlamydos-
pore- and basidiomycete-like mycelia were isolated
by washing the soil. Mucorales presented low in-
cidence in cultivated soil, except for Mucor racemo-
sus. Gircinella, Mucor and ygorrhynchus genera were
predominant in forest (b) soil. The most efficient
calcium phosphate solubilisation assessed in liquid
medium was registered for Trichocladium canadiense,
Moucor sp1 and Penicillium sp2 isolated from (d) and (b),
(>15% P- solubilisation). No correlation was found
between fungal biomass and P solubilising efficien-
cy; however, there was negative correlation with pH.
Qualitative differences were found between land use
and psF, while significant differences were registered
between N¥B and bacterial populations. Azospirillum,
Beyerinckia, Pseudomonas and Derxia dizotrophic bac-
terial species were isolated. The study revealed the
functional groups’ sensitive response to the microor-
ganisms being evaluated, according to land use.

Additional key words: soil microorganisms, active
mycelium, soil quality bioindicators
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Introduccion

EN COLOMBIA, LOS BOSQUES ALTOANDINOS y los paramos
ubicados en la alta montafia tropical juegan un papel
importante como generadores, reguladores y almace-
nadores del recurso hidrico, por su riqueza paisajistica,
el albergue de gran nimero de especies animales y ve-
getales endémicas, asi como de la microbiota asociada
al suelo, que es la base del sustento para el estableci-
miento y desarrollo de las comunidades vegetales alli
encontradas (Castanio, 2002; Garcia et al., 2005). En la
actualidad, el ecosistema de paramo ha sido un recurso
sobre-explotado y desplazado por otros tipos de paisajes
semiurbanos y agricolas (Castano, 2002).

Es vital conocer los cambios que ocurren en este eco-
sistema por la acciéon antropica, para la adopcion de
medidas de protecciéon y recuperacion. Por esta razon,
en los ultimos afios ha crecido la necesidad de conocer
el impacto que producen las practicas agricolas imple-
mentadas a lo largo de muchos afos, en especial con
cultivos de papa, sobre la diversidad bioldgica presente
en la region paramuna.

La comunidad microbiana es el componente funcio-
nal mas importante de la biota del suelo, ya que juega
un papel importante en el flujo de energia, la trans-
formacion de nutrientes y el ciclaje de elementos en el
ambiente (Filip, 2002; Hoffman e/ al., 2003). Las act-
vidades de estos organismos son irremplazables en las
transformaciones de la materia organica, pues la bioma-
sa microbiana contribuye en la formacion del humus, la
conservacion de la estructura del suelo y la biodegrada-
cion de contaminantes (Hoffman et al., 2003). Los mi-
croorganismos influyen directamente sobre la fertilidad
y productividad de suelos agricolas, en particular, con
respecto a la disponibilidad de nutrientes, la supresion
de enfermedades para las plantas nativas (Van Elsas et
al., 2002; Anderson, 2003), asi como la degradacion
de diferentes plaguicidas, derivando de ellos energia y
nutrientes para su metabolismo (Das e al., 2003). Esto
demuestra que un buen estatus de los microorganismos
del suelo (alta cantidad, actividad y/o diversidad) es un
prerrequisito de su buena calidad y fertilidad (Foissner,
1999; Hoffman et al., 2003). Ademas, el componente
microbiolégico del suelo es potencialmente uno de los
indicadores biolégicos sensibles utilizados para eviden-
ciar disturbios o perturbaciones en él (Pankhurst y Do-
ube, 1997). En algunos casos, cambios en las poblacio-
nes microbianas o en sus actividades pueden predecir
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modificaciones detectables en las propiedades fisicas y
quimicas del suelo (Nielsen y Winding 2002).

Uno de los enfoques usados para estudiar la calidad
de los suelos es medir funciones microbianas tales como
las transformaciones especificas de carbono, nitrogeno y
tosforo, puesto que afectan directamente la disponibili-
dad de nutrientes y, por tanto, pueden reflejar mejor los
cambios en el funcionamiento del ecosistema y la cali-
dad de los suelos (Pankhurst y Doube, 1997). Ademas, las
funciones, el tamafio y la composicion de las poblaciones
microbianas han sido usados para ver los cambios en la
biota en respuesta al uso del suelo y, por tanto, son indica-
dores de su estado biologico (Pankhurst y Doube 1997).

Con base en lo anterior, se plante6 esta investigacion,
cuyo objetivo fue aislar, identificar y cuantificar hongos
solubilizadores de fosfato (HSP) y bacterias fijadoras bio-
logicas de N (BFN) y determinar el efecto del uso del suelo
(cultivos de papa, suelos cultivados en descanso y bosque)
sobre estos grupos funcionales de microorganismos.

Materiales y métodos
Area de estudio

La investigacion se realiz6 en el municipio de Zipaqui-
ra (Cundinamarca), vereda Paramo Guerrero Oriental,
finca Puente de tierra (04° 08’ latitud norte, 74° 02’ lon-
gitud oeste), a una altitud de 3.373 msnm. El principal
uso que se le da a estos suelos es el cultivo de papa, en
rotacién con pastos; también se encuentran algunos re-
lictos de bosques naturales. La toma de muestras se rea-
liz6 en: suelos cultivados con papa Solanum tuberosum va-
riedad ‘Parda Pastusa’ (p) y variedad ‘Pastusa Suprema’
(s); suelos que se encuentran en descanso (d), utilizados
durante 25 afios alternado cultivos de papa y pastos, y
suelos de bosque (b). Los muestreos se realizaron en tres
épocas del ano (septiembre y noviembre de 2004 y ene-
ro de 2005). Los suelos (p) y (s) correspondieron a tres
estados fonologicos diferentes (emergencia, floracion y
cosecha), cuyas cosechas pertenecen al segundo periodo
de siembra luego del arado.

Los agroquimicos empleados para ambos cultivos de
papa incluyeron: Manzate® (3 kg * ha), Tamaron® (900
mL -ha''), Cosmoin-d® (750 mL -ha™), Cosmoquel-ba-
lance® (1,5 kg - ha'), Lorshan® (1,5 L - ha''), Carbofu-
ran® (1,5 L -ha'), Methavin® (300 g -ha), Cymoxanyl®
(1,5 kg - ha''), Validacin® (1,5 L+ ha), Sandofan® (1,5
kg *ha'') y Rhodax® (2 kg -ha™'). En el caso de la varie-
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dad ‘Pastusa Suprema’, se realizaron tres aplicaciones y
para la variedad ‘Parda Pastusa’, siete.

En los suelos en descanso predomina Calamagrostis sp. y
en suelos de bosque se encuentran especies de Wemnman-
mia, Hypericum, Hesperomeles, Diplostephium, entre otras.

Toma de muestras

En los suelos con cultivos el muestreo se realiz6 en for-
ma aleatoria, tomando 10 plantas al azar, tres puntos
por cada planta. Las muestras fueron tomadas en la
base de las plantas, cubriendo el area cercana a la raiz
en los primeros 15 cm del suelo (n = 3), segin Valencia
(2005). En los sitios en descanso y de bosque, se realizo
un muestreo tipo extensivo al azar, en tres transectos de
aproximadamente 2 x 2 m, tomando cinco submues-
tras de 20 g de los primeros 15 cm de suelo. Todas las
submuestras se mezclaron para obtener una muestra
integrada de 300-400 g de cada tipo de uso de suelo
(n = 3). A todas las muestras de suelo se les midi6 el
pH en campo con un potenciémetro digital. Adicio-
nalmente, se les determiné la textura por el método de
Bouyoucos y el contenido de C organico por el método
de Walkley-Black, a partir del cual se calcul6 el porcen-
taje de materia organica y de N total; la capacidad de
intercambio cationico se determind por el método de
Bray II mediante desplazamiento con NaCl y P, segun
la metodologia del laboratorio de Agua y Suelos de la
Facultad de Agronomia, Universidad Nacional de Co-
lombia (tabla 1).

El pH fue extremadamente acido, muy fuertemente
acido y fuertemente acido para los suelos de bosque,
en descanso y de cultivos, respectivamente. Por otro
lado, los suelos (d) y (b) presentaron una textura franca

Tabla 1. Propiedades de los diferentes suelos segun tipos de
uso de la finca Puente de tierra, paramo de Guerrero (Zipaqui-
ra, Cundinamarca).

s Uso del suelo

o (p) (s (d) (b)
pH 52-5,3 5,0-5,4 41-5,0 3,4-4,0
Materia orgnica (%) 19.4 38,1 62,0 53,5
Nitrogeno total (%) 0,97 1,91 0,77-3,10 0,87-2,67
(IC(meq - 100 g") 53,1 69,6 42,2-539  48,6-58,2
Fosforo (ppm) 99,5 65,6 16,0 59

(p), suelo cultivado con papa ‘Parda Pastusa’ (s), suelo cultivado con papa ‘Pastusa Suprema’; (d) suelo en
descanso; (b) suelo de bosque; CIC, capacidad de intercambio cationico.
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y franca arcillosa, respectivamente, mientras que en los
suelos cultivados (p) y (s) fue franca arenosa. El porcen-
taje de materia organica (MO) indicé contenidos altos
en todos los tipos de uso, ya que superaron el 10%. De
igual modo, en el porcentaje de N total se registraron
valores altos en todos los suelos con diferente uso. El
estimativo conceptual de la capacidad de intercambio
cationico fue alto (>20 meq 100 g"' de suelo) para todos
los suelos. El P disponible presento los valores mas altos
en los cultivos de papa ‘Parda Pastusa’ y ‘Parda Supre-
ma’ (99,5 y 65,6 ppm, respectivamente) por efecto de la
fertilizacion y para los suelos en descanso y bosque fue
16,0 y 5,9 ppm, respectivamente.

Aislamiento de hongos del suelo y seleccion de
HSF a partir de micelio activo

Se aislaron hongos a partir de particulas de suelo me-
diante la técnica de lavado del suelo que, segiin Gams y
Domsch (1967), permite el aislamiento de micelios ad-
heridos a las particulas en estado activo y no, a partir de
esporas y/o propagulos, como es lo usual por el método
con diluciones de suelo. Las particulas se pasaron con
ayuda de pinzas estériles a diferentes medios de cultivo;
para el caso de hongos del suelo en estado de micelio
activo, se utilizé agar-harina de maiz (Cabello y Aram-
barri, 2002), mientras que para el aislamiento de HSF
el medio empleado fue el sks (Sundara Rao y Sinha,
1963). Se colocaron cinco particulas por cada caja de
Petri, para un total de 50 particulas por réplica (n = 3)
para cada medio de cultivo empleado. Se incubaron a
temperatura ambiente durante 8 d, para proceder lue-
go ala determinacion del porcentaje de colonizacion de
particulas. Las cepas aisladas se transfirieron a cajas que
contenian papa-dextrosa-agar (PDA), extracto de malta
(AEM) y agar Czapeck (Acz), para su purificacion e iden-
tificacion taxondmica siguiendo las claves propuestas de
Von Arx (1974) y Domsch et al. (1980).

Capacidad relativa de solubilizacion de

fosfatos

Se determino la eficiencia relativa de solubilizacion de
los aislamientos sobre el medio original de aislamiento
(SRs), segin Sundara Rao y Sinha (1963), en el que las
colonias que desarrollan actividad solubilizadora se de-
tectan mediante la formacién de halos de transparencia
y/ola acidificaciéon del medio alrededor de ellas. Se tomo
cada una de las cepas puras de HsPy se realiz un repique
(disco de 8 mm de diametro) en medio srS (n = 4). Se
dejé incubar a temperatura ambiente, registrando a los
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10 d el diametro de la colonia y de los halos de solubili-
zacién. Se calculd la relacién diametro de solubilizacion
por didmetro de la colonia por cien para determinar la
eficiencia de solubilizacion (Lapeyre et al., 1990).

Solubilizacion de Ca (PO,), en medio liquido

Aquellas cepas de hongos que presentaron mayor halo
de solubilizacion, se inocularon en medio srs solido y se
dejaron durante 7 d a temperatura ambiente. Posterior-
mente, se prepararon tubos con 45 mL de medio SkS
liquido con Ca,(PO,), como fuente mineral de fosfato
(poco soluble) y sin indicador de pH, manteniéndose
una concentraciéon de P equivalente a 2,29 g+ L' de
P,O.. Estas alicuotas fueron inoculadas con discos de
micelio de 8 mm de didmetro de los hongos con 8 d de
crecimiento en SRS solido, utilizando dos réplicas para
cada aislamiento (Narsian et al., 1993). Se incubaron a
temperatura ambiente durante 7 d con agitacién cons-
tante de 160 rpm. Los controles negativos se realizaron
utilizando alicuotas de 45 mL del medio sin in6culo,
incubados bajo las mismas condiciones. Se tuvo un
control positivo con un microorganismo de referencia
(Penicillium janthinellum) utilizado como solubilizador de
fosfato en un producto comercial (Fosfosol®).

Luego del periodo de incubacion, las muestras fue-
ron centrifugadas a 7.000 rpm por 10 min. Se registrd
el pH de cada muestra y se determiné el contenido de
P disponible presente mediante un andlisis espectrofo-
tométrico, utilizando el método del molibdovanadato
por medio de la prueba analitica Spectroquant® Fos-
foro (vm) Merck. Finalmente, se determiné la biomasa
alcanzada para cada hongo por diferencia de peso, a
través de filtracion al vacio y secado a 95 °C por 24 h
(Cunningham y Kuiack, 1992).

Recuento de bacterias fijadoras de N

Las muestras se procesaron para el conteo de células
viables por series de dilucion y la siembra en placa con
medio NFB (Nitrogen Free Broth) (n = 3), que permite el ais-
lamiento selectivo de bacterias con el sistema enzimat-
co de la nitrogenasa (Débereiner, 1994). Se incubaron a
temperatura ambiente durante 3-5 d. Se realizaron los
recuentos y la descripciéon macro y microscopica de los
aislamientos obtenidos de las diluciones mas altas.

Para la caracterizaciéon de las cepas, se tomaron co-
lonias puras a partir de medio soélido para su identi-
ficacion, utilizando el sistema analitico de paneles de
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identificacion rapida BBL Crystal®. Adicionalmente, se
realizaron pruebas bioquimicas complementarias para
todos los morfotipos, tales como: prueba de oxidasa;
fermentacion de lactosa, glucosa, maltosa y sacarosa;
reducciéon de nitratos; rojo de metilo (MR); prucba de
Voges-Proskauer (vp), de citrato, de TsI (siglas en inglés
de triple azuicar hierro), de Lia (siglas en inglés de agar-
lisina-hierro), de siM (siglas en inglés de medio selectivo
inductor de brotes) e hidroélisis de gelatina (Koneman,
2001). Para aquellos morfotipos que presuntamente
pertenecian al género Azospirillum, se realizo la descrip-
ci6n morfolégica de colonias en medio rojo congo, se-

gun Stanley ez al. (1994).
Analisis estadistico

Con ayuda del programa Statgraphics version 5.0, se rea-
lizaron analisis de regresion simple para determinar la
relacion entre el P solubilizado y la biomasa producida,
asi como su relacién con el pH. Se realizé un analisis de
varianza de una sola via, para ver si habia diferencias
entre los hongos por su actividad solubilizadora, y la
prueba de comparaciones multiples de Duncan, para
establecer cudles eran los hongos con mayor o menor
actividad solubilizadora. Para los recuentos de BFN se
realiz6 un analisis de varianza factorial, con el fin de ver
el efecto del tipo de uso del suelo sobre sus poblaciones,
y una prueba de comparaciones multiples de Duncan,
para establecer en qué tipo de uso del suelo se presento
el mayor o menor niimero de BFN.

Resultados y discusion

Se obtuvo un total de 1.096 aislamientos distribuidos
entre los cuatro suelos con diferente uso, a partir de un
total de 1.800 particulas de suelo analizadas. El porcen-
taje de colonizacién por hongos en estado activo fue
similar en los cuatro tipos de uso estudiados, con un

rango entre 79% y 100% (figura 1).

El medio agar-harina de maiz sirve de sustrato a un
espectro amplio de hongos. No se presentaron diferen-
cias en el porcentaje de colonizacion de las particulas
lavadas, pero si, en los morfotipos de hongos obtenidos
con respecto al uso del suelo (tabla 2).

Se identificaron 14 géneros de microhongos, ademas
de cinco en estado de micelio estéril, un micelio con
presencia abundante de clamidosporas y uno del tipo
basidiomycete. Los suelos en descanso y de bosque pre-
sentaron el mayor nimero de morfotipos de hongos
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Figura 1. Porcentaje de colonizacion de particulas por hon-
gos en suelos con diferente condicion de uso. (p): cultivo de
papa ‘Parda Pastusa’; (s): cultivo de papa ‘Pastusa Suprema’;
(d): en descanso; (b): bosque.

(doce cada uno), con relacion a los suelos cultivados con
las dos variedades de papa [seis y ocho morfotipos para
(p) v (s), respectivamente] (tabla 2); esto puede deberse
a que aquéllos se hallan respectivamente en proceso de
recuperacion y no intervenidos, situacion en la que se
puede encontrar mayor cantidad de microorganismos
funcionando de forma activa, mientras que en los suelos
cultivados puede ocurrir la inhibicién de ciertos grupos
por efecto de los agroquimicos empleados (Nielsen y
Winding, 2002), evidenciada gracias a la técnica de ais-
lamiento empleada. Wardle ez al. (1994) también regis-
traron una reduccion de las poblaciones de hongos ac-
tivos en suelos cultivados con aplicacion de plaguicidas
y fertilizantes y una alta presencia de hongos en estados
latentes, como propagulos de resistencia. En cuanto a
los suelos cultivados, los de la variedad ‘Parda Suprema’
presentaron un ligero aumento en el nimero de mor-
fotipos aislados (seis) con respecto a los de la variedad
‘Parda Pastusa’ (ocho), posiblemente por la menor apli-
cacion de agroquimicos en estos suelos.

En los aislamientos de los microhongos, Mucor race-
mosus present6 una distribuciéon amplia, excepto en los
suelos de bosque, de donde no se aislé. Esta especie ha
sido reportada habitando ambientes extremos y con di-
ferentes grados de contaminacion; es un hongo tipico
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Tabla 2. Hongos en estado de micelio activo aislados de sue-
los con diferentes usos.

Morfotipo, género y/o Uso del suelo
especie ) = @ )

Acremonium sp. X

Alternaria sp. X

Circinella sp. X
Cylindrocarpon sp. X

Gilmaniella humicola X

Gilmaniella sp. X

Cliocladium catenulatum X
Gliocladium roseum X

Humicola grisea X
Mortierella sp. X

Mucor spl X
Mucor sp2 X
Mucor racemosus X X X

Penicillium frecuentans X
Penicillium glabrum X
Penicillium sp1 X
Penicillium sp2 X
Penicillium sp3 X

Penicillium sp4 X

Rhizoctonia sp. X

Trichocladium asperum X

Trichocladium  canadense X

Trichoderma koningii X

Trichoderma sp1 X X

Trichoderma sp2 X

Trichothecium spl X

Zygorrhynchus sp. X
Micelio estéril sp1 X

Micelio estéril sp2 X

Micelio estéril sp3 X

Micelio estéril spd X
Micelio estéril sp5 X

Micelio con clamidosporas X X

Micelio de basidiomycete X
Total morfotipos 6 8 12 12

(p), suelo cultivado con papa ‘Parda Pastusa’; (s), suelo cultivado con papa ‘Pastusa Suprema’; (d) suelo en
descanso; (b) suelo de bosque; x, indica presencia.

del suelo y la fertilizacion con NPK estimula su creci-
miento (Domsch et al., 1980). Estos resultados ayudan a
explicar el que se haya encontrado preferentemente en
suelos de cultivo activo y en suelos en descanso.

En los suelos cultivados se encontraron aislamientos
de Cylindrocarpon, género que se caracteriza por presen-
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tar un alto nimero de especies fitopatogenas que afec-
tan cultivos de papa. De la misma forma, especies de
los géneros Trichoderma y Gliocladium roseum, ahora recla-
sificado como Clonostachys rosea (Schroers et al., 1999), se
aislaron de los suelos cultivados; estos hongos son mi-
coparasitos de muchos hongos patdgenos de plantas,
aun de aquéllos que afectan a la papa (Li et al., 2002;
Harman et al., 2004). En el caso de especies de Tricho-
derma, los mecanismos clasicos para biocontrol, ademas
del micoparasitismo, incluyen antibiosis, competencia e
induccion de respuestas de defensa en las plantas hospe-
deras (Altomare et al., 1999).

En los suelos en descanso se presentaron dos especies
de Trichocladium y una de Alternaria, comtinmente repor-
tados como hongos celuloliticos, pero no se encontra-
ron en los suelos de bosque y cultivos. Es probable que
estas especies se seleccionaran, ya que su crecimiento es
tavorecido cuando las condiciones de uso se modifican.
En contraste, otras cepas nativas, como Mucor spl'y sp2,
ven reprimida su actividad y no logran permanecer en
los suelos donde se implementan las practicas del mo-
nocultivo de papa.

Respecto al micelio de basidiomycete, se ha encon-
trado que ciertas especies de macrobasidiomycetes son
potencialmente mas importantes en la determinacion
de las tasas de descomposiciéon y mineralizacion de nu-
trientes, ademas de ser vulnerables a disturbios debidos,
en especial, al estrés por humedad y a las sales prove-
nientes de fertilizacion (Lodge et al., 1996); esto podria
explicar el hecho de haberlo aislado tinicamente de los
suelos de bosque.

En general, se presentaron especies exclusivas en
los suelos con diferente uso. La técnica empleada de
aislamiento a partir de su estado activo permiti6 dife-
renciarlas de aquellas especies provenientes de propa-
gulos obtenidos por técnicas de aislamiento a partir
de diluciones. En los suelos con las dos variedades de
papa (‘Parda Pastusa’ y ‘Parda Suprema’), se aislaron
Trichoderma sp1, micelio con clamidosporas y Mucor race-
mosus, que se encontr6é ademas en el suelo en descanso.
Es de anotar que, tanto en el suelo en descanso como
de bosque, los aislamientos registrados corresponden
a especies o morfotipos exclusivos, con excepcion de
Moucor racemosus, como se indico arriba. De otra parte,
es importante senalar que los mucorales Circinella sp.,
Moucor spl, Mucor sp2 y Zygorrhynchus sp., presentes sélo
en suelos de bosque, pueden ser microorganismos de
interés como indicadores de uso, dada su sensibilidad
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a los fungicidas. Los microhongos tipo micelio estéril
predominaron en el suelo en descanso, asi como dos
especies de Trichocladium (1. asperum y 1. canadense).

Capacidad relativa de solubilizacion

Los valores mas altos del indice de solubilizacion se pre-
sentaron en las cepas de Mucor spl, Penicillium sp2, aisla-
mientos s2 y d5 y Mucor racemosus (tabla 3). En todos los
aislamientos hubo acidificacién del medio de cultivo,
evidenciado por el color del indicador de pH. Los aisla-
mientos donde se presentaron los indices mas bajos de
solubilizaciéon fueron: Alternaria sp, seguido por Trichoder-
ma komingii, Trichocladium canadense y Penicillium sp4. Estos
valores superaron en algunos casos al mayor valor regis-
trado por Valero (2003) para la bacteria Pseudomonas sp.,
con un indice de solubilizacion de 2,04 en ensayos en
cultivos de arroz evaluados con la misma metodologia.

Actividad solubilizadora de Ca,(PO,), en medio
liguido

Los porcentajes mas altos de P solubilizado se obtuvieron
para los aislamientos d2, b2 y b6, correspondientes a 7ri-
chocladium canadense, Mucor sp1y Penicillium sp2, que solubi-
lizaron mas de 15% del P insoluble presente en el medio
(tabla 3). Trichocladium canadense presentd el porcentaje de
solubilizacién mas alto (17,4%), mientras que la especie
1. asperum mostr6 uno de los valores mas bajos (3,47%).

Los aislamientos con menor capacidad solubilizadora
de fosfato fueron pl, b4, d3 y s2, pertenecientes a los di-
ferentes tipos de uso del suelo. Estos datos fueron confir-
mados con la prueba de Duncan, en la que este grupo
de hongos resulté con la menor actividad solubilizado-
ra. De la misma forma, los porcentajes de solubilizacion
obtenidos para todos los aislamientos fueron mas bajos,
respecto al control empleado (Penicilliumn janthinellum),
pero mayores a los registrados por Cepeda ¢t al. (2005)
para hongos aislados en el paramo el Granizo, en donde
el mayor porcentaje de solubilizacion fue para Penicillium
spinulosum (16,35%) y el menor, para Mucor circinelloides
(2,31%), evaluados con la misma metodologia.

La mayor eficiencia de solubilizacién fue encontra-
da en hongos aislados en suelos con uso en descanso y
de bosque. Probablemente la aplicacion de fertilizantes
inhibe la actividad solubilizadora de microhongos en
cultivos de papa ‘Parda Pastusa’ y ‘Parda suprema’, en
donde se registraron valores altos de P (>40 ppm) en el
suelo. En otras investigaciones, se ha encontrado que
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Tabla 3. Indice de solubilizacion de fosfatos en medio sélido y determinacién cuantitativa de la actividad solubilizadora de

Ca,(PO,), en medio liquido (n = 2).

Eficiencia P solubilizado

Aislamiento Morfotipo, género y/o especie indice de solubilizacion® total (%) Biomasa (g)* pH final®
sl Micelio con clamidosporas 5,86 12,58 0,170 457
52 Micelio tipo basidiomycete 9,63 3,56 0,183 511
s3 Penicillium sp4 317 14,20 0,211 408
pl Micelio con clamidosporas 1,21 3,07 0,163 483
p2 Mucor racemosus 9,30 8,52 0,228 4,68
dl Trichoderma koningii 2,94 7,409 0,140 4,72
d2 Trichocladium canadense 3,03 17,42 0,143 4,40
d3 Trichocladium asperum 6,35 347 0,160 5,42
d4 nd 3,93 4,43 0,215 525
d5 nd 9,52 11,05 0,218 4,84
dé Alternaria sp. 2,38 12,09 0,225 472
b Penicillium sp1 4,35 9,45 0,185 4,9
b2 Mucor spl 17,02 16,49 0,215 4,67
b3 Mucor sp2 4,85 14,72 0,091 429
b4 Gliocladium catenulatum 53 3,10 0,066 5,07
b5 Humicola grisea 444 10,78 0,240 45
b6 Penicillium sp2 10,94 15,34 0,218 45

Control (+) Penicillium janthinellum 26,5 0,216 3,43

2 Resultados del promedio de cuatro réplicas.
®Resultados de promedios de tres réplicas.

(p), suelo cultivado con papa ‘Parda Pastusa’; (s), suelo cultivado con papa ‘Pastusa Suprema’; (d) suelo en descanso; (b) suelo de bosque; nd: no determinado.

la actividad solubilizadora de fosfato en diferentes mi-
croorganismos es afectada por la presencia de fosfatos
solubles en el medio (Mikanova y Novakova, 2002). Al
respecto, Goldstein (1986) comprobd que el incremento
de la concentracion de fosfato dicalcico en el medio de
cultivo genera represion de la solubilizacion de fosfatos
minerales en Frwinia herbicola. Esta bacteria inhibe par-
cialmente su capacidad de solubilizacion a partir 1 mM
de fosfato dicalcico y completamente a una concentra-
cion de 20 mM. Chhonkar y Subba-Rao (1967) deter-
minaron la actividad solubilizadora de fosfato mineral
de varios hongos en un medio que contenia también
una fuente de fosfato soluble (KH,PO,), comprobando
la inhibicién de la solubilizacion con el fosfato soluble
y una alta actividad solubilizadora en el medio sin esta
fuente de fosfato. Este efecto inhibitorio in vitro de altas
concentraciones de fosfatos disponibles sobre la acti-
vidad solubilizadora microbiana presenta analogia en
condiciones de campo. Asi, las bajas concentraciones
de P disponible encontrado en los suelos en descanso
y de bosque (<20 ppm) propician el crecimiento y la
actividad solubilizadora de los hongos.
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Los altos valores de solubilizacion registrados para los
aislamientos b2 y b6, correspondientes a Mucor sp1 'y Peni-
ctllium sp2, coinciden con los resultados obtenidos en me-
dio sélido. En contraste, los aislamientos s3, d2, d6, bl,
b3 y b3, que corresponden a Penicillium sp4, Trichocladium
canadense, Alternaria sp., Penicillium sp1, Mucor sp. y Humicola
grisea, presentaron porcentajes altos de solubilizacion en
medio liquido y los indices relativos de solubilizacion mas
bajos. De la misma forma, Gliocladium catenulatum, micelio
de basidiomycete, micelio con clamidiosporas sp1, Tricho-
cladium asperum y los aislamientos b4, p1, d3 y s2 presenta-
ron indices relativamente altos en medio solido, aunque
las eficiencias de solubilizacion fueron las mas bajas. Esto
coincide con resultados obtenidos por otros autores, en
los que no siempre una evaluaciéon en medio sélido con-
cuerda con lo obtenido en medio liquido (Whitelaw et al.,
1999). Estos mismos investigadores comprobaron que el
método cuantitativo es mas sensible, lo que esta acorde
con los resultados obtenidos en ensayos de eficiencia en
pruebas de campo. Los aislamientos s3 y b6, correspon-
dientes a especies de FPenicillium, registraron valores altos
del porcentaje de solubilizacion. Es bien conocida la ca-
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pacidad solubilizadora de fosfato entre especies de este
género (Whitelaw et al., 1999), con las que se han desa-
rrollado biofertilizantes comerciales, como es el caso del
Fosfosol ® en el pais.

Relacion de P soluble y biomasa producida por
HSF después de incubacion

El analisis de varianza demostrd que la biomasa produci-
da no es estadisticamente significativa (> 0,05). El ana-
lisis de regresion entre el logaritmo natural del P solubili-
zado y la biomasa mostr6 una relacion baja entre las dos
variables, puesto que la biomasa explica sélo un 9,56%
de la variabilidad en el P soluble. Los aislamientos que so-
lubilizaron mayor cantidad de P en el medio (d2, b2, b6,
b3y s3) produjeron cantidades similares de biomasa, con
respecto a cepas con menor capacidad solubilizadora y
al control. El aislamiento b3, perteneciente a una especie
de mucoral, si bien present6 una baja produccion de bio-
masa, su porcentaje de P solubilizado se encontr6 entre
los valores mas altos (14,72%). Esto permitié evidenciar
el hecho de que una alta produccion de biomasa no esta
necesariamente acompanada de una alta capacidad de
solubilizacion de fosfatos.

Relacion de fosforo soluble y pH

El analisis de varianza mostr6é que el pH es significativo,

extraccion de varios metales provenientes de minerales
que los contienen y también en el contexto de la ferti-
lizacién mineral para incrementar la productividad de
los cultivos (Vassilev et al., 1995).

El hecho de que ciertos microorganismos del suelo
sean capaces de disolver formas no solubles de com-
puestos fosfatados, abre la posibilidad de inducir la solu-
bilizacién microbiana de fosfatos en el suelo (Goenadi e
al., 2000), puesto que se ha visto que hongos que poseen
actividad solubilizadora también participan en la pro-
mocion del crecimiento vegetal (Whitelaw et al., 1998).

Recuento y aislamiento de bacterias
diazétrofas

El mayor recuento de bacterias fijadoras de N se obtuvo
en los suelos de bosque, excepto para el primer mues-
treo, en el que se registr6 el menor valor (tabla 4) por
corresponder a una muestra del mantillo y no edafica. Se
observo un efecto estadisticamente significativo del uso
del suelo sobre los recuentos de poblaciones de bacterias
diazotroficas, con el mayor valor para los suelos que se
encuentran en descanso, con respecto a los cultivados.

Tabla 4. Recuento de bacterias diazotroficas (n = 3).

con un 95% de confianza (P < 0,05). El analisis de regre- Uso del suelo Msestroo fokfg

sion para el P solubilizado (ppm) y el pH producido por ! 2 3
las cepas de Hsp luego del periodo de incubacion esta- i () 910 50-10 %10
blecié que el pH explica un 54,9% del P solubilizado. E1 v () 72:10° 810 78-10°
pH esta inversamente relacionado con el P solubilizado, ~ Descanso 88-10° 57-10° 95-10°
como se observa en la figura 2 (m = -88,6). En estas con-  Bosque 46-10° 75-10° 17-100
diciones experimentales, una disminucion en 0,1 unida- (0): papa Parda Pastusa’ (5): papa Parda Suprema’

des del pH implica el aumento en 8,9 ppm

del P solubilizado. Asi mismo, las cepas que

solubilizaron mas P en el medio registraron 300 -

valores de pH mas bajos (4,4—4,6), como fue T 250 | ¢

el caso de Trichocladium canadense, Mucor sp1, g

Penicillium sp2. Esto permite inferir que la 9 2001

produccion de acidos organicos es el princi- E 150 A +

pal mecanismo utilizado por estos microor- S 400 *
ganismos para la solubilizacion de fosfatos, E y = -88,573x + 522,95

como se registra en otros trabajos (Halstead & a0 R?=0,549 3. 2 e

y Mc Kerchner, 1975). La producciéon de 0 - . - , . .
acidos organicos por los microorganismos 3 3.5 4 4.5 5 5.5 6
solubilizadores de fosfato, ademas de ser pH

una alternativa promisoria en la solubiliza-

cion de fosfatos, puede emplearse con éxito  Figura 2. Regresion lineal del fosforo solubilizado (ppm) y la produccion

en el tratamiento de contaminantes, en la
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de biomasa luego del periodo de incubacién.
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Estos altimos no presentaron diferencias significativas
(P> 0,05). En forma analoga se ha comprobado un efec-
to significativo del uso del suelo sobre la abundancia de
las poblaciones nativas de rizobios (Escobar, 2003).

Las muestras de suelo en el cultivo de papa ‘Parda Pas-
tusa’ presentaron el menor numero de bacterias diazo-
troficas, debido posiblemente a la mayor aplicacion de
agroquimicos requeridos en esta variedad. Es conocida
la inhibicién de poblaciones de BEN en presencia de altas
concentraciones de N combinado, como urea, nitratos y
amonio (Balows et al., 1992). Por otro lado, se registraron
los valores mas altos de los recuentos de BEN en el tercer
muestreo (cosecha), debido a que en esta época ya no se
hace ninguna aplicacién a los cultivos.

Se sabe que factores ambientales, tales como disponi-
bilidad de fuentes de C y energia, presencia de N fijado,
pH y humedad, afectan la abundancia y distribuciéon
de diazoétrofos. La fijacion de N por diazoétrofos de vida
libre se favorece en ambientes en donde hay deficiencia
de N asimilable (Balows et al, 1992). Adicionalmente,
los aislamientos de bacterias diazotréficas de los suelos
en cultivo de papa pertenecen a géneros conocidos por
presentar granulos de reserva. Se ha reportado que la
acumulacién, degradacion y utilizacién de poli B-hi-
droxibutirato por parte de las bacterias en condiciones
de estrés es un mecanismo que favorece su estableci-
miento, proliferaciéon, supervivencia y competencia,
especialmente en ambientes donde las fuentes de C y
energia son limitadas (Park et al., 2005).

Los suelos en descanso (d), donde los recuentos de BFN
fueron altos, presentaron la mayor variedad de morfo-
tipos (cuatro), en comparacién con los demas tipos de
uso del suelo: en suelos cultivados, dos morfotipos en
suelos (p) y tres morfotipos predominantes en suelos (s),
y en suelos (b), tres morfotipos (tabla 5). Se sabe que la
fijacion biolégica es una forma eficiente de incorporar
N, con un papel importante en la actividad microbiana
y, en consecuencia, en procesos de remediacion, recu-
peracion vy fertilidad del suelo (Zahran, 2001; Bossuyt
etal., 2001).

Los resultados de las pruebas bioquimicas revelaron es-
pecies de los géneros Azospirillum, Beyerinckia, Pseudomonas
y Derxia (tabla 5). Estos géneros han sido ampliamente
reconocidos como BFN de vida libre (Balows, 1992).

Las especies del género Derxia, encontradas en los sue-
los (s) y (d), estin ampliamente distribuidas en suelos
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Tabla 5. Géneros y especies de bacterias diazotroficas aisla-
das de suclos con diferente uso.

Aislamiento Género y/o especie
BFN-p1 Beijerinckia sp.
BFN-p2 Pseudomonas saccharophila
BFN-s1 Derxia sp.
BFN-s2 Azospirillum sp.
BFN-s3 Pseudomonas sp.
BFN-d1 Azospirillum sp.
BFN-d2 Azospirillum lipoferum
BFN-d3 Beijerinkia indica
BFN-d4 Derxia sp.
BFN-b1 Azospirillum lipoferum
BFN-b2 Beijerinckia sp.
BFN-b3 Pseudomonas saccharophila

BFN: bacteria fijadora de nitrégeno.
(p), suelo cultivado con papa ‘Parda Pastusa; (s), suelo cultivado con papa Pastusa Suprema; (d) suelo en
descanso; (b) suelo de bosque.

tropicales con alta humedad. En condiciones de para-
mo, los suelos presentan por lo general un contenido
alto de humedad; este factor, junto con las condiciones
de pH, favorecieron su presencia en estos suelos.

De otro lado, especies del género Beyjerinckia, encon-
tradas en los suelos (p) y (d), se caracterizan por habitar
suelos muy acidos de las regiones tropicales y sus requeri-
mientos minerales estan generalmente relacionados con
el estado mineral de los suelos, estos microorganismos
pueden ser usados como indicadores del contenido de
hierro en suelos tropicales, puesto que pueden tolerar ni-
veles extremadamente altos. En este caso los niveles de
hierro fueron 180 ppm para (p) y 114 ppm para (d). Tam-
bién soportan valores de pH bajos (5,5-4,0 y algunas ve-
ces hasta 3,0) (Ballows, 1992), lo que explica el hecho de

encontrarlos también en los suelos de bosque.

En suelos cultivados y de bosque se encontraron cepas
pertenecientes a Pseudomonas. Estos microorganismos
han sido aislados de la rizosfera de diversos cultivos de
plantas (Park et al., 2005). Ademas, es bien conocida su
versatilidad bioquimica, por la variedad de fuentes de
C que pueden asimilar, permitiendo la colonizacion de
varios ambientes (Madigan et al., 1998).

En general, los resultados obtenidos demuestran que
grupos funcionales de microorganismos, como son los
HSF y las BFN, pueden ser susceptibles a las perturba-
ciones que ocurren con el cambio en el uso del suelo,
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reduciendo el namero de sus poblaciones y su diversi-
dad en cuanto a morfotipos aislados. Se observé que en
suelos en descanso y de bosque, con relacion a los suelos
de cultivos existen condiciones mas favorables para el
desarrollo de hongos, puesto que en los dos primeros
se obtuvo mayor variedad de morfotipos, con predo-
minancia de mucorales en los suelos de bosque. Estos
suelos, de donde se originaron los sistemas agricolas en
estudio, mostraron morfotipos de hongos exclusivos, al-
tas poblaciones de BFN y cepas de HSF con alta eficiencia
de solubilizacion de fosfato.

La técnica de lavado del suelo empleada en este estu-
dio, con la que se obtienen hongos a partir del estado
de micelio activo, permiti6 el aislamiento de especies
y/ o0 morfotipos exclusivos de hongos segtin la condicién
de uso del suelo, diferenciandolos de aquellas especies
provenientes de propagulos que se obtienen por aisla-
miento a partir de diluciones.

Nutrientes como el N y el P son limitantes del creci-
miento vegetal; por esta razon, es fundamental el estu-
dio y seguimiento de los grupos funcionales de microor-
ganismos tratados en este trabajo, conjuntamente con
los procesos fundamentales que ellos median, para po-
der disefiar estrategias que conduzcan al manejo soste-
nible de estos sistemas agricolas, ya que la inhibicién o
disminucion de las poblaciones en cuestion afecta direc-
tamente la fertilidad y la productividad de los suelos.
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