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El objetivo de este trabajo fue aislar y seleccionar hongos nativos fosfato solubilizadores
en Coahuila con potencial para ser utilizados como biofertilizantes. El aislamiento de los
hongos se realizd por lavado de particulas y la capacidad fosfato solubilizadora por la
presencia de halos en medio con fosfato tricélcico y el indice de eficiencia de
solubilizacion. La evaluacion cuantitativa se realizo a través de la cuantificacion del P
soluble por el método de &cido ascorbico. Las plantas de jitomate se inocularon con las
tres mejores cepas con diferentes dosis de roca fosforica; después de 4 meses en
invernadero, se evalu6 el P disponible en el sustrato, P foliar y las variables agrondmicas.
En total, se aislaron 271 cepas de hongos; el 52.6% proyectaron resultados positivos a la
solubilizacion. Las cepas Sp.Mz54, Aspergillus sp.4C19, Penicillium sp.Mu73,
Penicillium sp. Mu77 y Penicillium sp.A56 presentaron los mayores indices de eficiencia
de solubilizacion. En la medicion cuantitativa, la cepa Penicillium sp.Mu73 solubilizé la
mayor cantidad de fosforo. En el ensayo en el invernadero, las cepas Aspergillus sp.Mu42
con 25% de roca fosforica y Penicillium sp.A56 con 50% de roca fosforica propiciaron
una mayor disponibilidad de P foliar en las plantas, favoreciendo a las variables
agrondémica. Mediante este trabajo se propone el uso de estos hongos solubilizadores
nativos como una alternativa para la aplicacion de los biofertilizantes en conjunto con la
roca fosfdrica, adoptando de esta manera una estrategia que considere la reduccion en los

costos de produccion, la conservacion y recuperacion de los suelos.

Palabras clave: biofertilizantes, hongos filamentosos, fosfato tricalcico, roca fosférica.
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ABSTRACT

SELECTION AND INOCULATION OF NATIVE FUNGI SOLUBILIZERS OF
PHOSPHORUS IN THE STATE OF COAHUILA, IN TOMATO UNDER
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The objective of the present study was to isolate and select native phosphate-solubilizing
soil fungi from Coahuila state with potential to be used as biofertilizers. Fungal strains
were isolated using the soil-particle washing technique. The selection of phosphate-
solubilizing strains was performed in a Sundara medium with tricalcium phosphate and
the solubilizing phosphate capacity was detected by the presence of hyaline halos and was
carried out by calculating the solubilization index. In the quantitative evaluation, the
cultures were incubated for 25 days and every five days, soluble P by the ascorbic acid
method. The tomato plants were inoculated with the three best strains fungi with
phosphate rock in different doses; after 4 months in the greenhouse, the available P in the
substrate, leaf P and the agronomic variables were evaluated. A total of 271 strains of
fungi were isolated. Of these isolates, 52.6% tested positive for phosphate solubilization.
The strains Sp.Mz54, Aspergillus sp.4C19, Penicillium sp.Mu73, Penicillium sp.Mu77,
and Penicillium sp.A56 presented the highest solubilization efficiency indices. In the
quantitative evaluation, the strain Penicillium sp. Mu73 solubilized the most phosphorus.
In the greenhouse experiment, strains Aspergillus sp.Mu42 with 25% phosphate rock and
Penicillium sp.A56 with 50% phosphate rock showed higher availability of foliar P in
plants, favoring agronomic variables. This work proposes the use of these native
solubilizing fungi as an alternative for the application of biofertilizers with phosphate
rock, thus adopting a strategy that considers the reduction in production costs,

conservation and recovery of soils.

Key words: biofertilizers, filamentous fungi, tricalcium phosphate, phosphate rock.
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INTRODUCCION
El cultivo del jitomate en México es de los mas importantes, ya que es el principal
proveedor a nivel mundial de este cultivo, con una participacion en el mercado
internacional de 25.11 % del valor de las exportaciones mundiales. En el mercado
internacional, durante el 2017 el jitomate mexicano cubrié 90.67% de las importaciones
de Estados Unidos y 65.31% de Canadd (SAGARPA, 2017). Los cultivos horticolas,
demandan grandes cantidades de fertilizantes para expresar su maximo rendimiento y
calidad. El fésforo (P) es uno de los nutrientes mas importantes que determinan el
rendimiento y la calidad de la produccion en las plantas (Noh-Medina et al., 2010; Reta
et al., 2007).
En el suelo, el P se encuentra en muy bajas concentraciones (5-30 mg Kg™) debido a que
la parte soluble del P forma enlaces con iones como el calcio, hierro o el aluminio lo que
provoca su precipitacion o fijacion, disminuyendo su disponibilidad para las plantas
(Tapia y Garcia, 2013). La deficiencia de este nutriente generalmente es atendida mediante
la aplicacion de fertilizantes sintéticos, sin embargo, éstos al ser aplicados en dosis
superiores a lo requerido por el cultivo, conducen a riesgos de contaminacién ambiental,
por la lixiviacion del fertilizante no absorbido hacia aguas subterraneas, ademas su
aplicacion excesiva conlleva a la degradacion de la calidad de los suelos por salinidad y
un incremento infructuoso en los costos de produccion (Cardenas et al., 2004).
Bajo este contexto se han desarrollado diversas alternativas para contrarrestar esta
situacion, tales como la agricultura organica y la agroecologia, procesos que implican una
transformacion en la conciencia sobre la agricultura, logrando como principal resultado la
sustitucion de insumos quimicos por biologicos o productos de origen natural como la
roca fosférica (RP) (Funes, 2001).
La aplicacion directa de RP en la agricultura puede ser ecol6gicamente viable cuando se
combina con microorganismos benéficos, dada su capacidad de promover la
solubilizacion y absorcion del P hacia la planta (Velazquez et al., 2017). La RP
constituyen un recurso de interés como fuente natural de P para la agricultura (Raigemborn
et al., 2010; Smith y Read, 2008). Si bien la RP presenta bajos contenidos de P, logra ser
una alternativa econémica y ecoldgica cuando se realizan aplicaciones directas de RP

solas 0 en conjunto con microorganismos capaces de solubilizar el P, tales como los



hongos solubilizadores de fosfato (HSF) (Gyaneshwar, 2002).

El aumento de la concientizacion sobre el cuidado del ambiente ha hecho que los
productores agricolas, vean como una alternativa la aplicacion de los biofertilizantes en
conjunto con RP, adoptando nuevas estrategias que van en aumento tanto en la agricultura
orgénica como en la convencional (Armenta et al., 2010).

Dichas aplicaciones, permiten una reduccion en los costos de produccion (hasta un 20 %),
la conservacion y recuperacion de los suelos, asi como de la biodiversidad (Fernandez y
Rodriguez, 2015). Numerosos estudios han demostrado una respuesta positiva de las
plantas a la aplicacion de RP en conjunto con hongos solubilizadores de fosforo en
cultivos como jitomate (Sibi, 2011), pepino (Garcia Lépez et al., 2015), chicharo
(Ramirez et al., 2013), arroz (Borges Chagas et al., 2015), frijol (Elias et al., 2016), Avena
(Lima- Riveraetal., 2016), café (Cisneros y Menjivar, 2016) y sorgo (Steiner et al., 2016).
Una caracteristica de estos microrganismos del suelo es que tienen la capacidad de
relacionarse entre si, dando lugar a interacciones sinergicas que favorecen el crecimiento
y desarrollo de las plantas (Fernandez y Rodriguez, 2015). Los organismos solubilizadores
tienen la habilidad de transformar el fosfato organico e inorganico, al romper los enlaces
que forma el fésforo con los iones metélicos (Fe, Ca y Al) y asi transformarlo en soluble
(Restrepo et al., 2015). Ademas, se ha observado que la utilizacidon de cepas nativas de
hongos en la elaboracion del inoculante bioldgico, presentan mayores posibilidades de
efectividad en el campo, por estar adaptados a las condiciones del suelo de cada region
(Armenta et al., 2010).

Asi, el uso de bioinoculantes constituye una alternativa ecoldégicamente aceptable para
reducir los insumos externos y mejorar la cantidad y calidad de los recursos internos,
mediante la utilizacion de microorganismos debidamente seleccionados por su alta
eficiencia e inocuidad, ademas pueden ser generados a partir de recursos locales y tener
caracter endogeno. En este estudio se pretende aislar cepas nativas de hongos
solubilizadores de fosforo de suelos del estado de Coahuila y evaluar el efecto de la
inoculacion de estos microorganismos sobre el desarrollo de plantas de jitomate bajo

diferentes dosis de fertilizacion organica en condiciones de invernadero.



Objetivo general

Seleccionar cepas nativas de hongos solubilizadores de fosforo y evaluar su efecto sobre
la disponibilidad de fésforo y el desarrollo de las plantas de jitomate (Lycopersicon
esculentum Mill) bajo diferentes dosis de fertilizacion orgénica en condiciones de

invernadero.

Obijetivos Especificos

1. Aislar y seleccionar cepas de hongos con capacidad fosfato solubilizadora de
suelos del estado de Coahuila.

2. Evaluar cualitativamente la capacidad fosfato solubilizadora de las cepas de
hongos aisladas.

3. Evaluar cuantitativamente la capacidad fosfato solubilizadora de las cepas
seleccionadas.

4. Evaluar el efecto de la inoculacion de tres cepas de hongos solubilizadores de
fosforo y cuatro dosis de fertilizacion organica sobre la disponibilidad de P y el

desarrollo de las plantas de jitomate.

Hipotesis
La inoculacion de hongos nativos solubilizadores de fosforo con la roca fosforica en
jitomate favorecera la disponibilidad de fésforo, lo cual se vera reflejado en un mayor

desarrollo y productividad de las plantas.



REVISION DE LITERATURA

Jitomate (Lycopersicon esculentum Mill)
El jitomate es un producto agricola con una gran importancia econdmica a nivel mundial
(FAOSTAT, 2011). Es una planta que pertenece a la familia de las Solanéceas, género
Lycopersicon, del cual se derivan un gran nimero de especies, variedades e hibridos. El
jitomate es originario de la region Sur Central de Peru, gracias a su capacidad de
adaptacion se cultiva tanto en ambientes secos como himedos. Evidencias etnobotéanicas
sugieren que su domesticacion se desarroll6 en México, distribuyéndose a Europa después
de la conquista espafiola (Rodriguez et al., 2001).
El jitomate es una de las hortalizas basicas de mayor valor y produccion a nivel mundial,
se estima una produccion de 170 millones de kilos con valor de 100.000 millones de euros
(FAO, 2017). Los principales paises productores son: China (31 %), India (11 %) y
Estados Unidos (8 %) respectivamente, en el mismo afio México se ubica en décimo lugar
(4.7 %) (SIAP, 2015) (Figura 1). Dentro de la produccion nacional, Sinaloa es el estado
con mayor produccion (36.6 %), seguido de Baja California (6.7 %) y Michoacéan (4.0 %)
(SIAP, 2015). Las principales variedades de jitomate producidas en nuestro pais son: bola,
saladette, cherry y rio Grande. De acuerdo a SIAP, (2015), la variedad saladette ocupa el
primer lugar en produccién y valor econémico.

China

India
Estados Unidos

Turquia

Egipto

Iran

Pais Productor

Italia
Espafia
Brasil

México |HE

0 10 20 30 40 50 60
Millones de toneladas

Figura 1. Clasificacion de los paises productores de jitomate a nivel mundial (en millones
de toneladas) (SIAP, 2015).



El cultivo de jitomate genera importantes divisas para el pais, se reportan 39.5 ha en
produccion, aproximadamente un tercio de la produccion nacional se exporta a Estados
Unidos. En México, esta hortaliza se ubica en la posicion nimero uno en productos de
exportacion agroalimentarios y representa una de las oportunidades de inversién mas
rentables y de mayor futuro, ya que es un producto que genera un alto valor econdémico y
gran demanda de mano de obra debido a que genera 72,000 empleos directos y 10.7
millones de empleos indirectos. Una de las razones que explica que el jitomate sea el
producto dentro de los que destacan mas en hortalizas en invernadero es su alta cotizacion
en los mercados internacionales, en la actualidad el comercio internacional se concentra
principalmente en Estados Unidos (su demanda proviene de México y de Canadd) y los
paises de la Union Europea (SIAP, 2015).

Los nutrientes en el jitomate juegan un papel muy importante en la productividad de las
plantas y la calidad de los frutos. Este cultivo, necesita de 16 elementos en diferentes
cantidades para expresar su maximo rendimiento y calidad de la produccion en las plantas.
El nitrégeno, fosforo y potasio se requieren en altas cantidades. Los fertilizantes de
nitrbgeno mas comunes son urea, nitrato de amonio, nitrato de calcio y nitrato de potasio.
Las fuentes de potasio son cloruro de potasio, sulfato de potasio y nitrato de potasio. Las
fuentes de fosforo son menos y las mas comunes son el fosfato monoamaénico y fosfato
diamonico. La eleccion del fertilizante depende del clima, forma del nutrimento, pureza,
salinidad, solubilidad y el costo; en todos los casos es necesario el analisis fisicoquimico
del suelo para la toma de decisiones (Tisdale et al., 2004).

La produccion comercial exitosa de cultivos horticolas exige que el productor haga uso
optimo de los recursos disponibles. Uno de estos recursos de mayor importancia es la
utilizacion de fertilizantes (organicos e inorganicos) que brindan los elementos necesarios
para un crecimiento y desarrollo 6ptimo para las plantas, logrando obtener un rendimiento
satisfactorio y asi obtener una buena cosecha para cumplir con los requerimientos que
demanda el mercado internacional. Si los nutrientes estan ausentes o en bajas
concentraciones el rendimiento y la calidad de la hortaliza sera pobre, en cambio cuando
existen excesos el costo de produccion aumenta, pudiendo ocasionar toxicidad en las

plantas y la posibilidad de una lixiviacion de los nutrientes (Reyes-Ocampo et al., 2017).



El fésforo (P) en el suelo

El fésforo (P) es considerado como uno de elementos méas importantes para el crecimiento
y desarrollo de las plantas (Smil, 2000). Este nutriente contribuye a la formacion de
biomasa, procesos metabdlicos de transferencia de energia, transduccion de sefales,
biosintesis de macromoléculas, fotosintesis y en reacciones de respiracion en cadena.
Ademas promueve la aceleracion de la formacién y crecimiento de las raices, mejora la
calidad de la fruta, hortalizas, granos y ademas es vital para la formacion de semillas,
ayuda a las raices y a las plantulas a desarrollarse rdpidamente y mejora su resistencia a
las bajas temperaturas, incrementa la eficiencia del uso del agua, contribuye a la
resistencia de algunas plantas a enfermedades y adelanta la madurez, es de suma
importancia para obtener rendimientos mas altos y calidad de los cultivos (Shenoy y
Kalagudi, 2005).

Este elemento se encuentra en muy bajas concentraciones en el suelo (5-30 mg Kg ), ya
que forma enlaces i6nicos con elementos (Ca*?, Al*3 y Fe**) lo que ocasiona su fijacion,
disminuyendo su disponibilidad para ser absorbido por las plantas (Rodriguez y Fraga,
1999). De igual forma el fosforo inorganico aplicado como fertilizante tiende a ser
inmovilizado en el suelo y como consecuencia no pueden ser aprovechados (Peix et al.,
2001). Este se puede agrupar en dos fracciones: fosforo inorganico (Pi) y fosforo organico
(Po), el primero se refiere al P de naturaleza mineral y el segundo al que se encuentra
unido o acomplejado con la materia organica (Sharma et al., 2013). El origen del Pi es la
descomposicion y desintegracion de rocas y materiales parentales que contiene apatitas
(Mackey y Paytan, 2009), sus formas estan asociadas con sesquioxidos amorfos y
cristalinos, ademas de porciones de compuestos calcareos, esta fraccion representa entre
el 35- 70 % del P total del suelo (Shen et al., 2011). Otro aporte de Pi es la transformacion
de la materia organica por diferentes microorganismos como bacterias y hongos a través
de la mineralizacion del Po (Restrepo et al., 2015). El Po se presenta en los suelos como
ésteres de acido ortofosforico, fosfato de inositol, fosfolipidos, acidos nucléicos y azlcares
fosfatados (Sharma et al., 2013). Antes de ser absorbido por las plantas, cierta cantidad de
fosforo que es aplicado como ortofosfato tiende a transformarse rapidamente en formas
poco solubles y para contrarrestar esta situacion se aplican fertilizantes fosfatados (Khan

et al., 2010); no obstante, sus repetidas aplicaciones pueden conducir a una pérdida de la



fertilidad del suelo ocasionando perturbaciones en la diversidad microbiana y sus
actividades metabdlicas asociadas (Gyaneshwar et al., 2002), lo que conlleva a una
reduccién en el rendimiento de los cultivos. Esto genera pérdidas en la rentabilidad y
obliga la busqueda de nuevas alternativas que mejoren la biodisponibilidad del P en los
suelos a través del uso de materias primas menos costosas y ambientalmente amigables
(Kaur y Reddy, 2014).

Mecanismos de transformacion del fosforo

La transformacion del P en los suelos implica complejos procesos mineralégicos, quimicos
y biolégicos. El ciclo del P en el suelo es un sistema dinamico bajo la influencia de
transformaciones quimicas a largo plazo y cambios a corto plazo debido a la absorcion por
la planta. La lixiviacion de bases, la eliminacion de carbonatos y el incremento de la
actividad AI'® y Fe3* que acomparfian el desarrollo de los suelos provoca un cambio de
formas Pi primarias a secundarias y también influyen en la estabilidad de la materia
organica y su Po asociado (Walker y Syers, 1976).

El carbono organico del suelo tiene un papel importante de promocion de procesos
relacionados en la transformacion del P, a través de su contribucion como fuente de energia
para la actividad microbiana (Stevenson y Cole, 1999). Los microorganismos estan
fuertemente involucrados en la transformacion de P de distintas maneras: 1) mediante la
promocion de la solubilizacion de formas minerales fijas o insolubles de P, a través de la
produccién de agentes quelantes; 2) por la descomposicion de compuestos de Po, con
liberacién de Pi disponible; y 3) por la inmovilizacion de P disponible en el material celular
(Stevenson y Cole, 1999).

Mineralizacion

Es la conversién microbiana del P organico a H,POs™* 0 HPO4? (ortofosfato), las cuales
son las formas del fosforo asimilables para las plantas, el fosforo P organico puede ser
mineralizado como subproducto de la materia organica del suelo o mediante la accion de
enzimas especificas que son reguladas por la demanda de este nutriente (Picone y
Zamuner, 2002). Este proceso esta mediado por las enzimas fosfatasas que pueden ser

sintetizadas por las raices de las plantas, las cuales producen fosfatasas acidas, los hongos



y las bacterias son capaces de producir fosfatasas acidas y alcalinas (Ridge y Rovira,
1971). Entre los compuestos organicos del fosforo que pueden estar presentes en el suelo
estan los &cidos nucléicos, la lecitina y la fitina los cuales en presencia de fuentes de
carbono y nitrogeno de facil asimilacién para los microorganismos pueden ser degradadas
por accion de estas enzimas logrando liberar fésforo en forma de fosfatos (Alexander,
1987).

Solubilizacién

La solubilizacion hace referencia a la liberacién de P inorganico (forma no asimilable) a
P inorgénico (asimilable) (Sharma et al., 2013). Una de las vias principales de
solubilizacion es mediante la produccion de acidos organicos tales como el &cido nitrico
y el &cido sulfarico (Sayer et al., 1995)

La solubilizacion puede producirse mediante dos mecanismos: por la accion de los acidos
organicos producidos por microorganismos o por quelacion de los elementos responsables
de la insolubilidad de los fosfatos presentes (Sharma et al., 2013). Un mecanismo indirecto
para la solubilizacién ocurre cuando los microrganismos asimilan directamente los
fosfatos insolubles acumulandolos en sus células y liberandolos posteriormente (Begonia
et al., 2004).

El mecanismo de solubilizacién en los suelos se ve favorecido cuando estos presentan pH
bajos, con un bajo contenido de calcio y alto contenido de materia organica ademas va a
depender también del contenido de fosforo presente en la solucién del suelo (Begonia et
al., 2004).

Inmovilizacion

La inmovilizacion se presenta cuando el P queda atrapado dentro de los microorganismos,
por lo tanto, deja de estar disponible para las plantas. Las concentraciones microbianas de
fosforo son 10 veces mas que las que se encuentran presentes en los vegetales. La mayor
concentracion de P presente en los microorganismos se va a localizar en el ARN con
rangos superiores que van de los 30 al 50% respectivamente siendo un proceso vital para

los microorganismos pues es la forma en como integran el P a sus células, constituyendo



los acidos nucleicos, fosfolipidos y otras moléculas. Siendo el resultado principal de este

proceso P organico no disponible (Oberson y Joner, 2005).

Oxido- Reduccién

Esta reaccion también se lleva a cabo dentro de los microorganismos y consiste en la
transformacion por oxidacién de los ésteres de P del suelo o fosfitos en fosfatos organicos.
Este proceso es aprovechado por las plantas ya que logran asimilar el fosforo que se
encuentra como reserva organica en el suelo denominado como “humus” (Bobadilla y
Rincén, 2008)

Fertilizantes organicos fosfatados

Los fertilizantes fosfatados constituyen tecnologias de gran importancia en
agroecosistemas y el conocimiento de sus propiedades resulta una herramienta importante
para optimizar su manejo en los sistemas agricolas (Gutiérrez Castorena et al., 2015).

La roca fosforica (RF) es una materia prima usada en la produccién de todos los
fertilizantes fosfatados (Sediyama et al., 2000) en la agricultura logra ser ecolégicamente
viable debido su capacidad de promover la solubilizacion y absorcion del P hacia la planta
(Veldzquez et al., 2017). La RP constituyen un recurso de interés como fuente natural de
P (Raigemborn et al., 2010; Smith y Read, 2008). Los depdsitos mas importantes son
materiales sedimentarios, depositados primero en capas ubicadas en el fondo de los
océanos, pero con el paso del tiempo se fueron elevando junto con la masa de la tierra, las
reservas conocidas de RF acumulan aproximadamente 40 billones de toneladas. Gracias a
las condiciones actuales de tecnologia, alrededor del 35 al 40 % de estas reservas han
logrado ser recuperadas economicamente. Los depdsitos y la produccion mas grande de
RF se encuentran ubicadas en paises como Estados Unidos, Marruecos, Togo, Rusia,
Jordania, China y Australia, (Le6n,1991).

En general la RF contiene alrededor de 10% de P, pero con el paso del tiempo estudios
han demostrado que puede ser sometida a procesos de purificacién que elevan el contenido
de P (estos procesos de beneficio remueven arcillas y otras impurezas). Finalmente, el

material se muele y es posible su aplicacién directa al suelo. En algunos paises se usa RF
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como fertilizante en suelos &cidos, generalmente se aplican altas cantidades
(aproximadamente 1 t/ha) obteniendo resultados iguales o superiores a aquellos obtenidos
con fertilizantes sintéticos solubles. Los rendimientos se ven incrementados a medida que
pasa el tiempo de la aplicacion y se sigue asi por varios afios a medida que el P y el Ca se
disuelven y se tornan disponibles para las plantas (Morillo y Ramirez, 2007).

Los fertilizantes fosfatados se pueden clasificar conforme a su manufactura en fertilizantes
tratados en acidos o en materiales procesados termalmente. El P tratado en &cido sin
discusion es el més importante. Los acidos sulfuricos (H2SOs) y fosforicos (HsPO4) son
usados para elaborar fertilizantes fosfatados. Al tratar la RF con acido sulfurico
concentrado (90 a 93%) se produce una mezcla de acido fosforico y yeso. Un proceso de
filtracion remueve el yeso presente dejando Unicamente acido fosférico denominado verde
de proceso humedo o de grado comercial (que contiene aproximadamente 54% de P20s)
(Bonomelli et al., 2003).

El acido de grado comercial se logra concentrar para la formacion de &cido superfosforico
El &cido superfdsforico (ASF) es fabricado mediante la evaporizacion del agua del acido
fosférico de proceso himedo. En este proceso se combinan dos o mas moléculas de
ortofosfato para formar polifosfatos. Las polifosfatos se usan mas en la fabricacion de
fertilizantes liquidos transparentes (con un contenido de 68 a 80%) de P,Os. El proceso
de acidulacion de la RF con &cido sulfurico es la técnica mas comun para solubilizar el P
de laroca (Leon, 1991).

A continuacion, se describen algunos de los fertilizantes fosfatados mas comunes

utilizados con fines agricolas (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Productos fosforados

Fertilizante Descripcion

Es fabricado tratando RF con una cantidad conocida
de &cido sulfarico (concentracién de 60 a 72%). El
superfosfato simple contiene aproximadamente 20%
de P,Osy 12% de S. Actualmente no se usa de
manera masiva a pesar de que es una buena fuente de
Py de S. Debido a que tiene la capacidad de absorber
amonio, se utiliza para elaborar superfosfatos
amoniacales.

Es obtenido de la reaccion del &cido fosférico de
proceso himedo con RF. Contiene aproximadamente
46% de P,0Os,

Son elaborados a base de amoniacion del &cido
fosforico. El fosfato monoamonico (MAP: 10 a 12%
Ortofosfato de amonio de N y 50 a 55 de P,Os) y el fosfato diaménico (DAP:
18-46-0) son fabricados controlando la cantidad de
amonio que reacciona con el acido fosforico.

Son una fuente liquida de P, hechas a base de
amoniacién del acido superfosférico logrando
Polifosfatos de amonio contenidos de polifosfato de 40 a 70%. La mayoria
de los fertilizantes liquidos a base de polifosfatos
tienen formulas de 10-34-0 y 11-37-0.

Son elaborados mediante la acidulacion de RF con
acido nitrico. Para lograr hacer el material mas
soluble en agua se utilizan &cido sulfurico o fosférico
junto con el &cido nitrico. Siendo los paises europeos
los de mayor produccion y consumo de este tipo de
fertilizante fosfatado.

Son fabricados mediante la reaccién de superfosfato
simple o superfosfato triple con amonio. Podemos
encontrarlos en diferentes férmulas y grados de
solubilidad en agua. La cantidad de P soluble en agua
de estos fertilizantes esta influenciada por la fuente
de fosfato, grado de amonicién, contenido de
impurezas (otras sales), contenido de humedad y
velocidad de secado.

Superfosfato normal o simple (SFS)

Superfosfato concentrado (SFC) o
Superfosfato triple (SFT)

Fosfatos nitricos

Superfosfatos amoniados

Fuente: Villarreal y Alfaro, (1997).

En general es mejor usar fuentes de P solubles en agua, pero se ha observado que, en
suelos acidos de los tropicos, la aplicacion de RF altamente reactiva logra ser una
excelente fuente de P para la mayoria de los cultivos (Sediyama et al., 2000). Con la
utilizacion de RF es indispensable saber que se obtienen mejores resultados cuando se
trabaja en suelos con pH acido (<5.5) y aplicando una roca muy reactiva (la reactividad
de la roca depende mucho de la estructura del cristal), las rocas igneas no reaccionan aun
en suelos &cidos, mientras que las llamadas rocas metamorficas tienen una mayor

actividad cuando el suelo presenta un pH acido, por lo tanto si no se satisfacen las
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condiciones ya mencionadas (suelo acido y roca altamente reactiva) la respuesta a la
aplicacion de RF directa en campo serd muy baja. Asi que la aplicacion de RF en suelos
tropicales acidos puede tener un impacto adverso muy significativo (Romero et al., 2003).
La capacidad de solubilizacién en agua del P presente en los fertilizantes fosfatados no
siempre indica que tan disponible esta el P. Sin embargo, existen métodos quimicos que
pueden facilitar la determinacion del contenido total del P, cuanto es soluble en agua y
cuando se encuentra de manera disponible (Villarreal y Alfaro, 1997). De igual forma
existe una clasificacion de los fosfatos presentes en un fertilizante, los cuales se clasifican
de la siguiente forma (Cuadro 2).

Cuadro 2. Clasificacion de los fosfatos presentes en los fertilizantes

Clasificacion del fosfato Descripcion

Faésforo soluble en agua Se logra extraer del fertilizante utilizando solo agua.
Es extraido con una solucion 1 normal de citrato de

Fosforo soluble en citrato amonio neutro (esto se realiza después de haber

removido el P soluble).

Es la suma total de las fracciones solubles en agua y
en citrato.

Se dice que es la porcion residual posterior a la
extraccién con agua Y citrato.

Es la suma total de P disponible y P insoluble en
citrato

Fosforo disponible
Fosforo insoluble en citrato

Fosforo total

Fuente: Villarreal y Alfaro, (1997).

Todos los nutrientes esenciales requeridos para la produccién en la agricultura tienen una
relacion con la calidad del ambiente. Generalmente ellos hacen una mejora en el potencial
de produccion y en la integridad ambiental de las parcelas cuando se utilizan cantidades
adecuadas y de forma balanceada. Los nutrientes tienen un papel muy importante ya que
promueven cultivos mas vigorosos y productivos, logrando desarrollar sistemas
radiculares mas grandes, abundantes residuos sobre la superficie, cobertura rapida del
suelo, eficiencia del uso del agua y mayor resistencia (ante estrés producida por sequia,
insectos, bajas temperaturas) (Reyes-Ocampo et al., 2017).

Aun cuando los nutrientes esenciales desempefian un papel vital en la agricultura, algunos
de ellos presentan riesgos ambientales cuando no se manejan adecuadamente. Por lo
general el P ha sido asociado con problemas ambientales principalmente a través de la

eutrofizacion de lagos y cuerpos de agua sin movimiento, generando un desequilibrio en
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los ecosistemas, lo cual afecta a sus poblaciones nativas (Nebel y Writght, 1996). Otra de
las desventajas de la fertilizacion quimica del P y haciéndola poco efectiva es su rapida
conversién de P soluble a insoluble (Moratto et al., 2005), provocando un bajo
aprovechamiento por parte de las plantas en la adquisicion de fosforo y elevando los costos
de produccion (Clesceri et al., 1992). Esta situacion hace que sea necesaria la creacion de
variedades vegetales altamente eficientes en su adquisicién y uso de nutrientes o la
implementacion de estrategias sostenibles de fertilizacion (Lambers et al., 2006).

Biofertilizantes

Como se sabe, las interacciones microbianas con las raices tienen un efecto profundo en
el estatus nutricional de las plantas (Kucuk et al., 2008); basados en este principio se han
desarrollado insumos biologicos, denominados biofertilizantes, que son reconocidos
como enmiendas microbianas producidas a partir de microorganismos que por lo general
se encuentra en el suelo y que gracias a su actividad bioldgica logran poner a disposicion
de las plantas una parte importante de sustancias nutritivas necesarias para el desarrollo
(Beltran, 2014). Se ha determinado que la aplicacion de biofertilizantes no perjudica la
calidad de los suelos, contribuye a préacticas de fertilizacion mas rentables y seguras para
el medio ambiente (Fankem et al., 2006)

Dentro de los microorganismos que pueden funcionar como base para la formulacion de
dichos insumos se incluyen microrganismos promotores del crecimiento vegetal (PGPRs
en sus siglas en inglés) (Richardson et al., 2009). Los microorganismos considerados
PGPR (en sus sigla en inglés) ayudan a solubilizar fosforo y otros nutrientes (Souchie et
al., 2005) aumentan la resistencia de las plantas ante el estrés tales como bajas
temperaturas (Chares et al., 1993), sequia (Ruiz- Lozano et al., 1995) y salinidad (Cantrell
y Linderman, 2001), ayuda a estabilizar los agregados del suelo mejorando su estructura
y el contenido de materia organica (Puente et al., 2010), aumentos en los rendimientos y
calidad de las cosechas (Moreno et al., 2007), obtencion de nutrientes de baja movilidad
tales como zinc, fosforo y cobre (Cantrell y Linderman, 2001), produccion de sideroforos
(Puente et al., 2010) ademas también secretan sustancias al medio como metabolitos
secundarios conocidos como fitohormonas las cuales son estimulantes para el desarrollo
vegetal (De-Bashan et al., 2012).
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Hongos Solubilizadores de Fosforo (HSF)

Los hongos solubilizadores de fosforo, son parte de un gran grupo conocido como
microorganismos promotores del crecimiento vegetal (PGPM). De igual manera se les
considera pieza clave en las técnicas de fitorremediacion como fitodegradacion,
fitotransformacidn, rizodegradacion, fitoextraccion y fitoestabilizacion (De-Bashan et al.,
2012). La incidencia de estos microorganismos se debe ademés de la solubilizacion de
fosfatos, a la produccion de fitohormonas y/o a la induccién de resistencia sistematica
contra un amplio espectro de patdgenos (Singh et al., 2011).

Los HSF juegan un rol fundamental en el ciclaje de fosforo en los suelos; gracias a su
actividad, las plantas pueden aprovechar las grandes reservas de fosforo insoluble que se
encuentran fijados a los minerales del suelo (Beltran, 2014). Los MSF incluyen cepas
bacterianas y fangicas (Vera et al., 2002; Khan et al., 2009). Sin embargo, diversos
estudios han determinado que los hongos, constituyen la mayor parte de la biomasa del
suelo, son abundantes en suelos &cidos y poseen una habilidad mayor para solubilizar roca
fosforica que las bacterias (Goméz- Guifian y Zabala, 2001).

Dentro del grupo de hongos destacan los géneros Aspergillus, Penicillium ya que poseen
una alta capacidad de solubilizacién debido a que producen una gran cantidad de acidos
organicos (Nunes- Silva et al., 2002).

Diversas investigaciones lo comprueban, Bank y Dey (1982) aislaron hongos que
pertenecen al género Penicillium, por otra parte, Ilimer y Schinner, (1992) trabajaron con
la cepa del hongo Penicillium aurantiogriseum. Ilimer et al., (1994), con Aspergillus
niger, Penicillium simplicissimum y Penicillium aurantiogriseum. Reyes et al., (1998)
aislaron la cepa del hongo Penicillium rugulosum. Narsian y Patel (2000), el hongo
Aspergillus aculeatus. Goenadi et al., (2000), Aspergillus niger. Khan, M. y Khan, S.
(2001) dos especies Aspergillus awamori, Aspergillus niger y Penicillium digitatum. Silva
Filho et al., (2002) Penicillium sp.. Nunes- Silva et al., (2002), concluyeron que los
géneros de Aspergillus y Penicillium tienen una alta capacidad de solubilizacién debido a
que producen una gran cantidad de &cidos organicos. Vera et al., (2002), aislaron
Trichoderma, Aspergillus aculeatus, Aspergillus oryzae, Paecilomyces sp., Gongronella
butleri y Furarium oxysporum. Souchie et al., (2005) Aspergillus niger y cuatro bacterias

solubilizadoras pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae.
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Nopparat et al., (2007) las cepas de los hongos Aspergillus niger y Aspergillus tubigensis.
Pandey et al., (2008) Penicillium citrinum. Whitelaw et al., (2009) Penicillium radicum.
Morales et al., (2011) Penicillium albidum. Herndndez- Leal et al., (2012) reportaron para
México de manera in vitro la solubilizacién de fosforo por parte de la cepa del hongo
nematdfago Paecilomyces lillacinus. Posada et al., (2012) aislaron hongos filamentosos
de suelos cafetaleros de diferentes sitios de México y Colombia, tales observaron las cepas
de los generos Fusarium spp. y Cilindrocarpon spp. para Colombia y Penicillium spp.
para México. Mahamed et al., (2014) Aspergillus niger y Penicillium italicum.

Inoculaciones de HSF en cultivos

Por otra parte existen investigaciones en condiciones de invernadero que demuestran la
efectividad de la inoculacion de este grupo de hongos en diferentes cultivos tales como
soya (Chakraborty et al., 2010): garbanzo (Kapri y Tewari, 2010); lechuga (Morales et
al., 2011); maiz (Sing y Reddy, 2011) cacahuate (Malviya et al., 2011); trigo (Sing y
Reddy, 2011) amaranto (Reena et al., 2013); arbol de sist (Dash et al., 2013); jitomate
(Anwer y Khan, 2013) palma de aceite (Nur et al., 2015); papa (Jain y Sing, 2015);
garbanzo (Saxena et al., 2015). De igual forma son considerados de gran importancia en
la fitorremediacion (De-Bashan et al., 2012).

Gracias a la efectividad de este tipo de microorganismos se ha logrado la comercializacion
de dos importantes biofertilizantes. En 1990 Canada lanza al mercado el biofertilizante
denominado JumpStart® elaborado a base del hongo solubilizador Penicillium bilaiae,
probado en trigo. En Ameérica Latina tal es el caso de Colombia quien comercializa el
biofertilizante Fosfosol® a base del hongo solubilizador Penicillium janthinellum el cual
ha mostrado incrementos en la produccion con rangos que van del 5 al 38 % en cultivos

como el arroz (Moreno et al., 2007).
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MATERIALES Y METODOS

Localizacién de los sitios de muestreo

Se eligieron 4 sitios para tomar las muestras del suelo en el estado de Coahuila. Arteaga
(25°13°16”" N, 100°23°44>> O y 2870 msnm); Mizquiz (27°59°N, 101°42°41>> O y 510
msnm); Cuatro Ciénegas (26°55°22°> N, 102°7°22”’ O y 720 msnm) y La Muralla
(26°25°34° N, 101°19°5”* O y 940 msnm) (Figura 2).
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Figura 2. Localizacién de los sitios de estudio en el estado de Coahuila, México.

Colecta de muestras de suelo

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

De cada uno de los sitios, se tomaron 100 g de suelo para realizar los analisis

fisicoquimicos. El carbono organico (CO) se cuantifico por medio del método de Walkley-
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Black modificado (Wakley y Black, 1934), el pH con potenciémetro (Mckeen, 1993), la
capacidad de intercambio cationico (CIC) con acetato de amonio 1N (pH 7,0) (Henriquez
et al., 2005), nitrégeno total por micro-Kjeldahl (Bremner, 1965), fosforo disponible (P)
por Bray 1 (Bray y Kurtz, 1945) y el fosforo fijado se cuantifico con Blakemore
(Blakemore, 1981). Los anlisis se realizaron en el Laboratorio de analisis de suelos,
plantas y agua del Instituto de Ecologia A.C. Los resultados de los analisis fisicoquimicos

se concentran en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Caracteristicas fisicoquimicas del suelo de los sitios de muestreo. Fosforo (P),
conductividad eléctrica (CE), retencion de fosforo (RP), materia organica (MO), carbono
orgéanico (CO), carbono total (C), hidrogeno total (H), nitrogeno total (N), relacién
carbono- nitrégeno (C/N), arcilla, limo, arena y textura.

P CE RP ArcillaLimo Arena
Sitio pH mgKg1 mSem® o5 MO CO C H N CIN % % % Textura
Arteaga 74 18 027 14 1.73 9.12 13.2 1.36 059 22 53.28 29.64 17.08 Arcilla

Cuatro Cienegas 8.6 4 251 3 1 058 12 0.78 0.09 13 21.28 3.64 75.08 Migajon
Arcillo- arenoso

La Muralla 8.2 5 011 4 173 1 53 048 0.23 24 27.28 15.64 57.08 Migajon
Avrcillo- arenoso
Muzquiz 8.1 4 021 7 301 171 51 04 0.23 22 39.28 31.64 29.08 Migajon Arcilloso

Aislamiento y seleccion de los hongos solubilizadores de fésforo

El aislamiento de los hongos del suelo se realizd6 mediante la técnica de lavado de
particulas (Bills et al., 2004). Esta consiste en lavar 1 g de suelo con una serie de
microtamices (1 mm, 500 pm, 250 pm y 150 pm) con agua purificada. Se tomaron las
particulas de suelo atrapadas en el tamiz de 150 um y se colocaron en tubos con agua
destilada. Finalmente se tomaron 300 pl de la muestra de suelo y se colocaron en medio
de cultivo DBRC (rosa de bengala con dicloran y clorafenicol OXOID); las placas se
incubaron por 15 dias a 25°C. Una vez crecidas las colonias se transfirieron a tubos con
medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA BIOXON).

Para la seleccidn de las cepas con capacidad fosfato solubilizadora se empleé un medio
de cultivo revelador con 0.5 g L™ de Cas(PO.). (Sundara y Sinha, 1963). En las placas
Petri con el medio sélido, se realizaron las inoculaciones de cada una de las cepas aisladas

y se dejaron en incubacion a 25°C durante tres dias. La capacidad de solubilizacion de P
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se detectd mediante la presencia de un halo hialino alrededor de la colonia (Sundara y
Sinha, 1963) (Anexo 1).

Evaluacion cualitativa de la capacidad fosfato solubilizadora de las cepas de hongos
Una vez seleccionadas las cepas solubilizadoras de fosforo, se procedié a medir el indice
de eficiencia relativa de solubilizacion (ERS). Se inocularon las cepas (tres repeticiones)
en placas Petri con medio revelador con 0.5 g L™ de Cas(POs)2 (Sundara y Sinha, 1963);
diariamente y durante 10 dias se tomaron mediciones del diametro del halo y el diametro
de la colonia.

El indice de eficiencia relativa de solubilizacion se calculé mediante la formula: ERS=
(diametro de la colonia + halo de solubilizacion/ diametro de la colonia) (Vitorino et al.,
2012). Para categorizar el nivel de solubilizacion de las cepas que formaron halo, se
realizo una seleccion de acuerdo con su indice de ERS. Se establecieron tres escalas.
Escala baja 1= ERS de 2-3; Escala media I1= ERS de 3-4 y Escala alta I11l= ERS de 5-6
(escala empleada por Silva Filho y Vidor, 2000).

Evaluacion cuantitativa de la capacidad fosfato solubilizadora de las cepas de hongos
seleccionadas

Las cepas seleccionadas por su mayor indice de eficiencia relativa de solubilizacion se
inocularon en medio liquido de Sundara (Sundara y Sinha, 1963), adicionado con0.5¢g L
! de Caz(PO4). como fuente de fosforo insoluble. Los matraces fueron inoculados con
cinco discos de micelio de 5 mm de diametro de las cepas de los hongos solubilizadores
seleccionadas con 15 dias de crecimiento, se utilizaron tres réplicas para cada cepa
incluyendo un testigo (sin hongo).

Los cultivos se incubaron en la oscuridad a 25°C durante 25 dias. A partir del dia cinco y
cada cinco dias se realizaron los muestreos. En cada muestreo, se registré el pH y la
biomasa fangica. Para obtener los extractos fungicos, se filtran las muestras en papel filtro
Whatman® 42 y se procedio a medir el contenido de fosforo. El fésforo soluble se valord
por el método del acido ascorbico (Clesceri et al., 1992); las absorbancias se midieron en
un espectrofotometro a 880 nm. Los datos se compararon con una curva estandar de

fosforo y se expresaron en mg L™ (Anexo 2).
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Evaluacion del efecto de la inoculacion de las cepas de hongos solubilizadores de
fésforo seleccionadas y diferentes dosis de fertilizantes sobre la disponibilidad de P
y el crecimiento de las plantas de jitomate.

Preparacion del indculo de los hongos solubilizadores de fosforo (HSF)

Se emplearon tres cepas de hongos solubilizadores de fésforo Penicillium sp. A56,
Aspergillus sp. Mu42, Penicillium sp. Mu73; Estas fueron aisladas en el Laboratorio de
Micromicetos del INECOL A. C. Las cepas fueron seleccionadas debido a que presentaron
la mayor cantidad de fésforo solubilizado en la fase cuantitativa. Estas fueron reactivadas
en medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA) e incubadas a 25 °C por 15 dias y las
esporas fueron suspendidas en agua destilada estéril, posteriormente se realiz6 el conteo
en una camara de Neubauer bajo un microscopio compuesto. Cada cepa se ajusto a una

concentracion de 1 x 108 UFC mL™, tal como lo propone Souchie et al., (2010).

Desinfeccion de las semillas de jitomate

Las semillas de jitomate (Lycopersicon esculentum Mill) var. eterno se desinfectaron con
hipoclorito de sodio comercial al 50% durante 15 minuto, posteriormente se lavaron con
agua estéril varias veces y se dejaron en imbibicion durante 1 hora. Posteriormente se
transfirieron a charolas germinadoras de poliestireno con 200 cavidades con 180 mL de
sustrato y se colocaron en germinacion durante 30 dias en un invernadero de mediana

tecnologia.

Inoculacién de los hongos solubilizadores de fosforo a las plantas de jitomate

Las plantulas de jitomate de un mes de crecimiento se trasplantaron a macetas de 10 kg
las cuales contenian 7 kg de sustrato (peat moss y perlita 1:1 v/v). Los tratamientos
establecidos fueron: 1) testigo absoluto (sin hongo/ sin fertilizante), 2) fertilizante al 25%,
3) fertilizante al 50%, 4) fertilizante al 75%, 5) fertilizante al 100%, 6) Penicillium sp.
Mu73+25, 7) Penicillium sp. Mu73+50, 8) Penicillium sp. Mu73+75, 9) Penicillium sp.
Mu73+100, 10) Aspergillus sp. Mu42+ 25, 11) Aspergillus sp. Mu42+50, 12) Aspergillus
sp. Mu42+75, 13) Aspergillus sp. Mu42+100, 14) Penicillium sp. A56+25, 15)
Penicillium sp. A56+50, 16) Penicillium sp. A56+75y 17) Penicillium sp. A56+ 100. Se
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utilizé roca fosforica (RP) (10% soluble) como fertilizante. La dosis de fertilizante se
ajust6 a 12 g planta™ tal y como lo propone Torres y De Prager, (2013).

Se inocularon 6.4 mL del indculo Penicillium sp. A56, 5.29 mL del in6culo Aspergillus
sp. Mu42 y 6.08 mL del inoculo Penicillium sp. Mu73 (1x108 UFC mL 1) por planta. La
aplicacion de los inoculantes se realiz6 directamente al sustrato y sobre el sistema radical
de la planta. Las plantas se mantuvieron durante cuatro meses en un invernadero de
mediana tecnologia. El riego se realiz6 por goteo dos veces al dia y cada tercer se les
adiciono la solucion nutritiva de Hewitt sin P (Hewitt, 1969) (Anexo 3).

Disefio experimental
Se estableci6 un disefio completamente al azar de 17 tratamientos con cinco repeticiones

cada uno (Cuadro 4).

Cuadro 4. Disefio experimental

Tratamientos Repeticiones
Testigo (sin hongo) 5
Fertilizante 25% (F25)
Fertilizante 50% (F50)
Fertilizante 75% (F75)
Fertilizanrte 100% (F100)
Penicillium sp. Mu73+F25
Penicillium sp. Mu73+F50
Penicillium sp. Mu73+F75
Penicillium sp. Mu73+F100
Aspergillus sp. Mu42+F25
Aspergillus sp. Mu42+F50
Aspergillus sp. Mu42+F75
Aspergillus sp. Mu42+F100
Penicillium sp. A56+F25
Penicillium sp. A56+F50
Penicillium sp. A56+F75
Penicillium sp. A56+F100

o1 o1 o1 O1 O 01 O O O 01T O1 O 01 O 01 O1
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Una vez transcurrido el tiempo establecido, se evalud el P disponible en el sustrato, P
total radicular y foliar, nimero de flores, nimero de racimos, altura, diametro del tallo,

longitud de raiz y la tasa de crecimiento de las plantas.

Medicion de fosforo disponible del sustrato de las plantas de jitomate

Para la evaluacion de P disponible, se tomaron muestras del sustrato de cada uno de los
tratamientos y se cuantificd el fosforo disponible mediante la técnica de Bray y Kurtz
(1945). Se pesaron 2.5 g de sustrato y afiadieron 25 mL de la solucién extractante, después
se agitaron durante 5 minutos a 180 rpm en posicién vertical. Los extractos se filtraron
con papel filtro Whatman (N° 42). Posteriormente se tomd una alicuota de 5 mL de
muestra extraida y afiadieron 5 mL de reactivo combinado, se aforarona 50 mL con agua
destilada en matraces volumétricos. Las muestras se cuantificaron en un
espectrofotometro a 882 nm expresado en mg L™ (Anexo 4).

Para calcular la cantidad de fosforo soluble en el sustrato se utilizd la siguiente formula:

p(™9/,) = ppmen CC x DM x DV

donde:
ppm en CC: partes por millon en la curva de calibracion
DM: dilucion masa (volumen de la solucion extractante)/(gramos de muestra)

DV: dilucién del volumen (aforo)/(alicuota de muestra agregada)

Medicidn del fosforo total de la raiz y de la parte aérea de las plantas

La evaluacion cuantitativa del P total foliar y de la raiz se realizd mediante el método de
Murphy y Riley, (1962), para ello, se colocaron hojas vy la raiz de las plantas de jitomate
de cada tratamiento por separado en bolsas de papel y se secaron en una estufa a 70 °C
durante 72 horas. Posteriormente se pesaron 0.25 g de hojas secas Yy raiz, se colocaron en
crisoles de porcelana dentro de una mufla a 500 °C por 2 h (McKean, 1993). Las cenizas
obtenidas se disolvieron en 25 mL de HCI 0.3 M en tubos de ensayo, los cuales se taparon
y agitaron manualmente hasta disolverse. Los extractos se filtraron con papel filtro
Whatman (N° 42). Una vez filtrados se tomaron 2 mL de cada muestra y se adicionaron

18 mL del reactivo combinado y se dejaron reposar durante 20 min. Las muestras se
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cuantificaron en un espectrofotometro a 660 nmy se expresaron en mg g1. La preparacion

de reactivos y curva de calibracién se detalla en el Anexo 5.

Medicion de variables agronémicas

La altura de la parte aérea de las plantas se midié con una regla, a partir del cuello de la
raiz hasta el meristemo apical. Posteriormente con un vernier digital se midié de la misma
forma el didmetro del tallo y longitud de raiz. La tasa de crecimiento se calcul6 utilizando
la siguiente formula: Peso fresco total/ dias totales transcurridos.

Andlisis estadisticos

En la evaluacion cualitativa, para detectar diferencias entre los valores de los indices
solubilizacion se realizaron Anovas de una via. En la evaluacion cuantitativa, se
efectuaron Anova de una via con medidas repetidas para conocer las diferencias del
fosforo solubilizado entre las cepas inoculadas a través del tiempo de incubacion. Cuando
las diferencias fueron significativas se generaron prueba de comparacion de medias de
Tukey (p<0.05).

Para conocer la relacion entre el contenido de fosforo soluble con el pH y la biomasa
fangica, se llevo a cabo un analisis de regresion simple.

Para detectar diferencias en el P disponible en el sustrato, P total en la parte aérea, P total
en la raiz y las variables agronémicas, se realizdé un andlisis de varianza de una via y
pruebas de media de Tukey (p<0.05).

Para conocer la relacion entre las variables obtenidas, se llevo a cabo un analisis de
correlacién. Todos los analisis estadisticos se realizaron en el programa Statistica Ver.
8.0.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Aislamiento y seleccién de hongos fosfato solubilizadores de suelos del estado de
Coahuila
Poco se ha documentado sobre los hongos del suelo en el estado de Coahuila, entre los
pocos estudios publicados el de Samaniego et al., 1988 quienes aislaron cepas de huertas
de nogal; Samaniego y Chew, 2007 aislaron de suelo en un cultivo de alfalfa. En este
estudio, a partir de las muestras de suelos de las cuatro localidades (Muzquiz, La Muralla,
Arteaga y Cuatro Ciénegas) se obtuvo un total de 271 cepas de hongos del suelo. La mayor
cantidad de cepas se adquirieron en el sitio de MUzquiz (84) y La Muralla (83), seguido
de Arteaga (63) y finalmente Cuatro Ciénegas (41); cabe sefialar que estas areas no habian
sido muestreadas, por lo que representa una importante contribucion para el estado de
Coahuila.
A pesar de que no se detectaron relaciones significativas de estos datos de abundancias
con los parametros fisicoquimicos de los suelos, se observa una tendencia. El sitio Arteaga
presenta un mayor contenido de fosforo disponible (18 mg kg™) y carbono organico
(9.12). Diversos estudios (Vaidya et al., 2008, Posada et al., 2012) demuestran el efecto
estimulante del carbono organico en el crecimiento microbiano. Todos los
microorganismos Yy las plantas utilizan el fosforo disponible en el suelo y, en condiciones
de alta disponibilidad se incrementa su inmovilizacion bioldgica a través del desarrollo de
poblaciones microbianas, incluidas las fungicas (Rooney y Clipson, 2009).
Los hongos solubilizadores de fosforo, son parte de un gran grupo conocido como
microorganismos promotores del crecimiento vegetal (en sus siglas en inglés PGPM)
(Beltran- Pineda, 2014) y juegan un rol fundamental en el reciclaje de fosforo; estos
microorganismos estan fuertemente involucrados en la transformacién del P a través de la
solubilizacion, mineralizacion y de la inmovilizacion (Begonia et al., 2004). Gracias a la
efectividad de este tipo de microorganismos se ha logrado la disminucién de la aplicacion
de fertilizantes quimicos en algunos cultivos importantes como papa (Nustez y Acevedo,
2005), maiz (Patil et al., 2012) y chicharo (Ramirez et al., 2013).

El empleo de las pruebas reveladoras mediante halos hialinos alrededor de la colonia en

el medio solido resulté de gran utilidad para detectar de forma relativamente sencilla y
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rapida las cepas que tienen capacidad solubilizadora. La evaluacion de la actividad
solubilizadora reveld respuesta positiva (formacion de halos hialinos alrededor de la
colonia (Figura 3) en 143 de las 271 cepas evaluadas; este dato representa el 52.76 % de
los aislamientos totales. La Muralla present6 42 cepas positivas, seguido de Arteaga con
39, Muzquiz con 38 y por ultimo Cuatro Ciénegas con 24. El sitio La Muralla presento el

mayor porcentaje de cepas solubilizadoras (29.37%), seguido de Arteaga (27.27 %),
Muzquiz (26.57 %) y finalmente Cuatro Ciénegas (16.78%).

Figura 3. Halos de solubilizacion (zona hialina) de algunas de las cepas solubilizadoras
de fosforo en medio sélido de Sundara con fosfato tricAlcico a diferentes dias de
incubacion*. A. Sp. Mz76 (6*); B. Aspergillus sp. 4C39 (4*); C. Penicillium sp. A51
(4%); D. Sp. 4C16 (6*); E. Penicillium sp. 4C37 (3*); F. Cladosporium sp. 4C20 (4%).

Evaluacion cualitativa de eficiencia de solubilizacidn de los hongos
En los resultados de la evaluacion cualitativa, los indices de solubilizacion mostraron una
variacion significativa entre las cepas evaluadas (p < 0.05). Los valores de los indices de

solubilizacion estuvieron en un rango de 2.06-6.85. De acuerdo a las escalas establecidas;
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nueve cepas se ubicaron en la escala 111 (alta), 112 cepas en la escala Il (media) y 22 cepas
en laescala | (baja) de solubilizacion (Cuadro 5). Las cepas colocadas en la mayor escala
de solubilizacion (111) fueron: Sp. Mu82, Sp. Mu28, Penicillium sp. Mu54, Aspergillus sp.
Mu42, Sp. Mz54, Aspergillus sp. 4C19, Penicillium sp. Mu73), Penicillium sp. (Mu77) y
Penicillium sp. (A56). Entre las cepas de mayor escala de solubilizacion se revelaron
diferencias significativas entre los valores del indice de eficiencia de solubilizacidn
(p<0.0005). Los valores de eficiencia de solubilizacion de las cepas Sp. Mz54, Aspergillus
sp. 4C19, Penicillium sp. Mu73, Penicillium sp. Mu77 y Penicillium sp. A56 fueron
significativamente mayores que Sp. Mu82, Sp Mu28, Penicillium sp. Mu54 y Aspergillus
sp. Mu42 (t<0.005).

La mayoria de las cepas que expresaron respuesta positiva pertenecen a los géneros de
Penicillium y Aspergillus. A estos géneros se les ha relacionado como solubilizadores de
fosforo en numerosas investigaciones (Rathore et al., 2014, Mohamed et al., 2014, Kumar
et al.,, 2014, Verma y Ekka, 2015). Existen estudios que sefialan que los géneros
Aspergillus y Penicillium poseen una alta capacidad de solubilizacion (Asea et al., 1988;
Cunnigham y Kuiack, 1992; Vassilev et al., 1996; Nunes-Silva et al., 2002; Pandey et al.,
2008; Morales et al., 2011; Rathore et al., 2014; Gizaw et al., 2017). Se ha expresado, que
la capacidad solubilizadora del P por parte de los géneros indicados, esta relacionada con
la habilidad de produccion de acidos organicos (Swaby y Sperber, 1958; Roche y De
Barac, 1959) y por descenso del pH (Sperber, 1985). A la fecha, la mayoria de los estudios
sobre hongos solubilizadores in vitro se han desarrollado con diversas cepas de
Aspergillus niger (Vassilev et al., 1996; Narsian y Patel., 2000; Mohan Singh et al., 2005;
Ashok et al., 2012; Zeroual et al., 2012). Numerosos trabajos (Mesa Garriga et al., 2005;
Velasquez et al., 2010; Paredes y Espinosa, 2010; Leal et al., 2011; Pérez et al., 2012)
evidencian que A. niger producen una gran cantidad de acidos organicos tales acido
citrico, lactico, malico, oxalico o tartarico (Paredes y Espinosa, 2010; Pérez et al., 2012).
En la actualidad, existen en el mercado dos biofertilizantes elaborados con cepas de
Penicillium; Penicillium bilaiae es la base del producto JumpStart® elaborado en Canada
y Penicillium janthinellum de Fosfosol® hecho en Colombia. De acuerdo a los analisis

estadisticos, las mejores cepas considerando los valores de los indices de eficiencia de
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solubilizacion son: Sp. Mz54, Aspergillus sp. 4C19, Penicillium sp. Mu73, Penicillium
sp. Mu77 y Penicillium sp. A56.

En la medicion cualitativa, la cepa Penicillium sp. A56, present6 el valor del indice de
solubilizacion més alto (ERS= 6.85). Estos valores ERS pertenecen a diametros de los
halos de 3-8.2 cm. De Freitas et al., (1997) sugiere que cepas que forman halos alrededor
de sus colonias con didmetros superiores a 1.5 cm, se consideran buenos solubilizadores
de fésforo. En la literatura, se han registrado valores de indice de solubilizacion de fosfato
de hasta 5.3 para Trichosporum beigeii (Hajjam y Cherkaoui, 2017), de 3.0 para
Paecilomyces lilacinus (Hernandez-Leal et al., 2011); 2.87 para Aspergillus sp. (Elias et
al., 2016) 2.25 para Penicillium purpurugenum (Verma y Ekka, 2015). En esta
publicacion, los valores de ERS para las 9 cepas dispuestas en la escala méas alta de
solubilizacion (escala I11) fueron de 5.35-6.85. Narsian y Patel (2000), Reddy et al.,
(2002), Barroso y Nahas (2002) y Mittal et al., (2008) indican que la eficiencia de
disolucion del fosfato tricalcico depende del tipo de fuente de fosforo utilizada, el tipo de
microrganismo, asi como de la calidad y cantidad de &cidos organicos secretados en el

medio de cultivo.

Evaluacion cuantitativa de la capacidad fosfato solubilizadora de las cepas de hongos
seleccionadas

En la evaluacion de eficiencia de solubilizacion en el medio liquido; los valores de fosforo
soluble mostraron una variacion significativa entre las nueve cepas evaluadas (p < 0.05)
y a través de los dias de incubacion (p< 0.05). El dia de maxima solubilizacion en la
mayoria de las cepas fue el dia 15 de incubacion. En el dia de maxima actividad
solubilizadora, el rango de solubilizacion fue de 65.84-83.26 mg L La cepa Penicillium
sp. Mu73 exhibi6 la mayor concentracion de fésforo soluble (t<0.00005) (Figura 4). En

el tratamiento control, el rango de solubilizacion fue de 2.8-12.6 mg L™
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Cuadro 5. Indice de eficiencia de solubilizacion (ERS) (dia de méaxima solubilizacion) y
escala de solubilizacion de las cepas de hongos fosfato solubilizadoras aisladas de los
sitios de estudio: Arteaga (A), La Muralla (Mu), Mlzquiz (Mz) y Cuatro Ciénegas (4C).

|Spp. Clae ERS Escala Spp. Clae ERS FEscala Spp. Clae  ERS Escalal
Sp. Mu47 2.06 (3) I Sp. 4C16 341(6) Il Fusarium sp. A4l 423(7) I
Trichoderma sp. Mz34 2.32(3) I Sp. Mu6l 3.42(8) I Sp. Mu34  4.24(5) 1]
Sp. Mz11 2.34(7) I Fusarium sp. A40  343(3) Il Aspergillus sp.  4C17  4.26(4) I
Sp. Mu43 2.36 (4) | Acremonium sp. Mul9 3.47(5) Il Sp. Mudd  4.26(7) I
Sp. Mz62 244 (5) I Sp. Mz20 3.47(3) I Sp. Mu50  4.27 (9) I
Aspergillus sp.  Mu20 2.46 (5) I Sp. 4C9  350(11) Il Penicillium sp.  A57  4.27(6) 1]
Sp. Mz71 249 (7) I Penicillium sp.  Mu24 350(7) Il Penicilliumsp.  A50  4.31(6) I
Fusarium sp. Mz82 2.50 (6) | Penicilliumsp. A9  352(8) Il Penicillium sp.  Muld 4.32(6) I
Sp. 4C25 2.50 (6) I Sp. Mz40 352(10) Il Sp. Mu5  4.34(6) I
Sp. Mz29 2.50 (8) I Sp. 4C27 354 (8) Il Aspergillus sp.  Mz58 4.35(8) I
Penicillium sp.  Mul0 2.59 (4) I Sp. Al5  357(7) I Sp. Mz19  4.36(5) I
Sp. A27  273(3) | Trichoderma sp. Mu2l 358 (6) I Sp. Ab4  438(9) I
Sp. Mz70 2.79 (3) I Cladosporium sp. 4C20 3.60(8) I Sp. Mu83  4.38(9) 1]
Sp. Mu72 2.80(3) I Penicillium sp.  4C37 3.61(3) Il Sp. Mz76  4.38(9) I
Aspergillus sp.  Mz45 2.81(4) | Penicillium sp.  Mz83 3.63(4) I Sp. A26  438(4) I
Sp. A13 282(3) | Acremonium sp. Mzl7 3.66(4) I Sp. A36  440(8) I
Sp. A4 282(3) I Penicillium sp.  A43  3.66(3) Il Penicillium sp. ~ A53  4.42(6) 1]
Sp. Mz53 2.89 (7) I Sp. Mu67 367(10) Il Penicilliumsp.  Mu53 4.44(3) I
Aspergillus sp.  Mz63 2.91(5) I Penicillium sp.  Mu32 3.69(9) I Sp. 4C35  445(12) ]
Sp. Mz25 2.93(3) I Sp. AB0  3.70(5) Il Penicillium sp.  Mu36 4.47(3) I
Penicillium sp. A24  295(4) I Penicillium sp.  A38 3.75(3) I Sp. 4C34  4.48(3) 1]
Sp. Ad6 297 (9) I Fusarium sp. Mz36 3.75(5) Il Myrothecium sp. Mu33 4.48(8) I
Sp. Al6  3.00(5) Il Sp. Mz65 3.76 (9) Il Penicilliumsp.  A10  4.49(9) I
Sp. 4C23 3.13(4) Il Penicilliumsp. A2l 3.77(5) Il Penicilliumsp. A58  4.49(5) ]
Sp. Mz35 3.13(3) Il Sp. Mul8 3.77 (8) Il Penicilliumsp.  Al4  453(5) 1]
Sp. Al7  316(9) Il Aspergillus sp.  Mz24 3.78(5) Il Penicilliumsp. A5l  454(4) I
Fusarium sp. Mu6 3.16(3) Il Sp. A23 380(8) Il Penicilliumsp.  A45  459(3) I
Sp. Mu30 3.16 (6) Il Sp. Mu63 3.81(7) Il Sp. A39 466 (6) I
Sp. Mu9 3.19(9) Il Aspergillus sp.  4C1  382(9) I Sp. Mz44  4.67 (6) 1]
Sp. A25  319(3) Il Penicilliumsp.  A35 3.83(5 Il Cladosporium sp. 4C22  485(12) |1l
Penicillium sp.  A42 32(3) Il Sp. Mz52 3.83(5) Il Penicilliumsp. A1l 490(10) |l
Sp. 4C3  32(10) Il Fusarium sp. Mz68 3.84 (9) Il Sp. Mu59  4.94(3) I
Sp. Mul5 3.21(9) Il Sp. Mz74  3.89 (4) Il Aspergillus sp.  4C15 4.96(7) 1]
Sp. Mu49 321 (3) Il Sp. Mz75 3.89(8) I Sp. 4C2 497(11) 1l
Sp. 4C10 3.21(6) Il Aspergillus sp.  4C12 390(10) Il Aspergillus sp.  4C39 497(12) I
Sp. M80 322(3) Il Penicilliumsp. A2  391(3) I Sp. Mu35  4.98(7) I
Sp. 4C32 324(10) Il Aspergillus sp. Mz66 3.91(9) I Sp. Mz60  4.98(9) 1]
Sp. Mu27 3.25(8) Il Fusarium sp. Mz3  391(6) Il Fusarium sp. Mu52  4.99 (6) I
Penicillium sp. Mul 3.26(3) Il Sp. A37  392(5) I Sp. Mu82 5.35(6) m
Sp. 4C29 328(11) Il Sp. Mz46 3.92 (9) I Sp. Mu28 6.03(7) 1}
Aspergillus sp.  Mu70 3.28 (6) Il Sp. 4C38  3.97(11) Il Penicillium sp.  Mu54 6.26(11) 1l
Fusarium sp. Mu7 3.28(8) Il Sp. A49  3.97(5) Il Aspergillus sp.  Mu42 6.60(8) 1}
Aspergillus sp.  Mz73 3.29 (5) Il Penicillium sp. A5  4.06(4) I Sp. Mz54  6.71(7) 1}
Fusarium sp. Mz15 3.31(8) Il Sp. Mz2  4.09(9) Il Aspergillus sp.  4C19  6.73(6) ]
Aspergillus sp.  Mul7 3.38(9) Il Sp. Mu2 4.13(7) Il Penicillium sp. ~ Mu73  6.78 (5) ]
Penicillium sp.  A47  3.38(5) Il Sp. 4C21  4.13(6) Il Penicillium sp.  Mu77 6.82(7) 1}
Myrothecium sp. A34  3.39(9) Il Sp. Mzd  4.14(9) Il Penicilliumsp. A5  6.85(10) Il

Sp. AC36 340(10) Il Sp. Mz47 422(8) I
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En el presente trabajo las cepas evaluadas cuantitativamente revelaron diferentes niveles
de actividad de solubilizacion de fosfato en medio de cultivo liquido. Las cepas
Penicillium sp. Mu73, Penicillium sp. A56 y Aspergillus sp. Mu42 propiciaron la mayor
concentracion de fosforo soluble en lo matraces. La cepa Mu73 aumentd la mayor
concentracion de fosforo respecto al control (70.6 mg L™ el dia 15). Es importante sefialar
que, para la mayoria de las cepas, el dia 15 de incubacion ocurri6 la mayor solubilizacion
de fésforo. Este resultado concuerda con Mohamed et al., (2014); Moreno Quevedo et
al., (2015) y Selvi et al., (2017), quienes estan de acuerdo que la solubilizacion maxima
de fosfato sucede durante el dia 15 de incubacion bajo condiciones controladas.
Comparado los resultados, se observa que los valores de fosforo solubilizado en este
estudio son mayores a los reportados para una cepa de Paecilomyces lilacinus (Hernandez-
Leal et al., 2011); para diferentes cepas de Penicillium (Morales et al., 2011) Penicillium
aurantiogriseum y P. claviformis (Saxena et al., 2013); cepas Mucor sp y Penicillium sp.
(Rathore et al., 2014); Penicillium sp. (Moreno Quevedo et al., 2015); para Geomyces
pannorum (Lima-Rivera et al., 2016) y para cepas de Aspergillus, Fusarium, Trichoderma
y Penicillium (Selvi et al., 2017). Fueron similares a las obtenidas para Aspergillus niger
(Saxena et al., 2013, Moreno Quevedo

et al.,, 2015) para Paecilimyces carneus (Lima-Rivera, 2016). Sin embargo, la
concentracion de fosforo disuelto fue menor que los reportados para Aspergillus sp.

(Rathore et al., 2014); Aspergillus sp. y Penicillium sp.
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Figura 4. Concentracion de fosforo soluble (mg L™?) y pH del medio liquido con fosfato tricalcico inoculado con las cepas después de
5, 10, 15, 20 y 25 dias de incubacion. A. Aspergillus sp. 4C19; B. Penicillium sp. A56; C. Sp. Mu28; D. Aspergillus sp. Mu42; E.
Penicillium sp. Mu54; F. Penicillium sp. Mu73; G. Penicillium sp. Mu77; H. Sp. Mu82; 1. Sp. Mz54. Los datos son los promedios de 3

repeticiones * desviacion estandar.
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A través de un anélisis de regresion lineal simple se corrobord que el contenido de fosforo
soluble se relaciona de manera negativa y fuertemente significativa con el pH del medio
de cultivo (p<0.005) (Figura 5). La relacion entre el fosforo soluble y la biomasa fingica
no fue significativa (p>0.005). La concentracion de fosforo soluble en todas las cepas
evaluadas aumenta a medida que el pH del medio decrece; sin embargo, en el tratamiento
control el pH se mantiene sin descender. Los resultados sugieren la liberacion de acidos
organicos de bajo peso molecular por parte de los hongos, cuyas propiedades quelantes
favorecen la formacion de complejos insolubles con metales, con la consecuente
liberacion del fosfato (Fernandez et al., 2005). Estos resultados experimentales
concuerdan con estudios previos (Pandey et al., 2008, Saxena et al., 2013, Selvi et al.,
2017). Whitelaw et al., 1997; Pradhan y Sukla, (2005) y Varsha et al., 2010) quienes
mencionan que los microorganismos fosfato solubilizantes disuelven el fosfato insoluble
mediante la produccion de acidos inorganicos u organicos, lo que resulta en la caida de
los valores de pH. En este estudio, el cultivo que se obtuvo la mayor concentracion de

fosfato soluble tuvo una significativa caida de pH a 2.5.

90 r’=81.8
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70
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50 o® .0
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Figura 5. Relacion entre el fosforo soluble y el pH producido en medio de cultivo liquido
con fosfato tricélcico inoculado con las cepas fosfato solubilizadoras después de 5, 10,
15, 20 y 25 dias de incubacion.
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Evaluacion del efecto de la inoculacion de las cepas de hongos solubilizadores de
fosforo seleccionadas y diferentes dosis de fertilizantes orgéanicos sobre la
disponibilidad de P y el crecimiento de las plantas de jitomate.

Fosforo disponible en el sustrato

Para el fosforo disponible en el sustrato, se detectaron diferencias significativas entre los
tratamientos (p< 0.05) (Figura 6A). Los resultados obtenidos para el fosforo disponible
en el sustrato son prometedores, ya que las plantas inoculadas con los hongos
solubilizadores después de cuatro meses en el invernadero, presentaron un incremento del
271.31 % respecto a los tratamientos testigos.

El P disponible en el sustrato de las plantas inoculadas con el tratamiento Penicillium sp.
en conjunto con la dosis de fertilizante de 45% (Mu73+ F75) fue significativamente
mayor que el resto de los tratamientos (p< 0.05); este tratamiento incremento 226.82 %
el contenido de fosforo. Estos resultados son superiores a los a reportados por Sibi (2011)
quien logro un incremento de 164.62 % de P disponible en el sustrato en plantas de
jitomate inoculadas con el hongo Aspergillus awamori, Morales et al., (2011) reportan
incrementos del 14.11 % de P en lechugas inoculadas con la cepa Penicillium albidum,
Lima- Rivera et al., (2016) consiguieron incrementos de 47.4 % y 35.6 % en plantas de
avena inoculadas con los hongos Paecilomyces carneus y Geomyces pannorum. En todos
estos trabajos se utilizd roca fosforica como fuente de fosforo. No obstaste, los
incrementos de fosforo también fueron mayores que en estudios donde utilizaron fuentes
de fosforo sintéticos fosfatados. Chakraborty et al., (2010) alcanzaron un incremento del
51.23% de P en plantas de soya con Aspergillus niger; Wang et al., (2014) obtuvieron un
incremento del 63.08 % en col con una cepa Aspergillus niger y Chandra et al., (2016)
alcanzaron 81.25 % en plantas de trigo con Penicillium bilaii.

Los resultados en esta investigacion en el P disponible en el sustrato sugieren un efecto
favorable por parte de los hongos utilizados en esta investigacion (Aspergillus sp. y
Penicillium sp.) sobre el uso de fuentes de P organicas para las plantas, como la roca
fosférica. Esto evidencia la posibilidad de reducir o sustituir la aplicacion de fertilizantes

fosfatados sintéticos por fuentes organicas de fésforo que al ser combinadas con cepas de
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hongos capaces de solubilizar el P logran dejar disponible una mayor cantidad de fésforo

soluble a un menor costo y sin dafiar el medio ambiente (Velazquez et al., 2017).

Fosforo total en la parte aérea

La variable fosforo total en la parte aérea, mostro diferencias significativas entre los
tratamientos (p < 0.05) (Figura 6B). Los tratamientos inoculados con las cepas de los
hongos solubilizadores en combinacion con la dosis de fertilizacién organica presentaron
valores de P significativamente mayores a los tratamientos con solo fertilizacion y el
testigo (F100, F75, F50, F25y T) (p < 0.05).

La concentracion de P total en la parte aérea en las plantas de jitomate oscilé en un rango
de 7.4 a11.1 mg g?, cabe sefialar que los rangos estandar de concentracion de P foliar en
cultivos de jitomate en etapa madura son de 3 a 9 mg g (Jones, 1999).

Los tratamientos con las cepas Aspergillus sp. en combinacion con la fertilizacion de 25%
(Mu42+F25) y Penicillium sp. con fertilizacion al 50% (A56+F50) exhibieron los
mayores incrementos de 258.06 % de fosforo respecto al testigo.

Al comparar los incrementos reportados para esta investigacion con trabajos similares en
plantas con roca fosforica y los hongos solubilizadores en condiciones de invernadero
resultan superiores a los de Garcia- Lopez et al., (2015) quienes consiguieron un
incremento del 35.29 % de P aéreo en pepino con Trichoderma asperellum, Elias et al.,
(2016) 25.58 y 20.93 % de P aéreo en plantas de frijol con Aspergillus sp. y Penicillium
sp., Ramirez et al., (2013) reportan 150 % de incrementos en el P aéreo en plantas de
chicharo con Mortierella sp. y a los de Steiner et al., (2016) quienes alcanzaron 87.5 %
de incremento en el P aéreo en plantas sorgo con Aspergillus terreus.

En los resultados obtenidos del P total en la parte aérea, se demostrd una mayor cantidad
de fosforo total aéreo con las dosis de roca fosférica de 50 y 25% (Aspergillus sp. A56+50
y Penicillium sp. M42+25). Por lo que resulta interesante comparar los incrementos
obtenidos en esta investigacion con trabajos similares en condiciones de invernadero
fertilizacion fosforada sintética. Nistez y Acevedo, (2005) logran un incremento del
126.66 % con Penicillium janthinellum en papa con superfosfato triple, Malviya et al.,
(2011) reportan incrementos del 34.14 % con Aspergillus niger y 21.95 % con

Penicillium notatum en plantas de cacahuate con fosfato tricalcico, Patil et al., (2012)
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obtuvieron incrementos del 69.56 % de P aéreo con Penicillium bilaji en maiz con fosfato
diamdnico (DAP) y a los de Chandra et al., (2016) quienes mencionan incrementos del
81.25 % en trigo inoculado con Penicillium bilaji y superfofato.

Considerando estos resultados, se puede inferir que en dosis bajas de fertilizante orgéanico
(50 y 25 %) el uso de hongos fosfato solubilizadores es mas efectiva; debido a que les
brinda las condiciones favorables para lograr los procesos de solubilizacién en la
produccion de &cidos organicos o en la mineralizacion (Begonia et al., 2004).

Por otra parte la comparacién de los resultados obtenidos de la inoculacién de cepas
nativas de hongos solubilizadores en combinacidn con roca fosférica versus la aplicacion
de fertilizantes sintéticos fosfatados son de gran relevancia, ya que podemos observar que
se logran alcanzar incrementos en el P total aéreo superiores que con aplicaciones de
fertilizantes quimicos, por lo que podria reducir aplicaciones excesiva de fertilizantes
quimicos en cultivos como el jitomate en condiciones de invernadero. Ademas, incidir en
los productores sobre el uso de estos hongos nativos como una alternativa para la
aplicacion de los biofertilizantes en conjunto con la roca fosforica, adoptando de esta
manera nuevas estrategias que vayan en aumento en la concientizacion sobre el cuidado
del ambiente, una reduccién en los costos de produccidn, la conservacion y recuperacion

de los suelos, asi como mantener la biodiversidad (Fernandez y Rodriguez, 2015).
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Figura 6. A) Fosforo disponible en el sustrato y B) Fdsforo total en la parte aérea de las
plantas de jitomate inoculadas con los hongos solubilizadores de fosforo y diferentes
dosis de fertilizacion organica. Testigo: T; Fertilizacion 25% (F25); Fertilizacion 50%
(F50); Fertilizacion 100% (F100); Penicillium sp (Mu73); Aspergillus sp. (Mu42);
Penicillium sp. (A56). Los datos son los promedios de 5 repeticiones + desviacion
estandar. Letras idénticas entre las columnas indican que no existen diferencias

significativas entre los tratamientos (p < 0.05).
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Variables agronémicas de las plantas de jitomate

Entre los beneficios que producen la inoculacion de hongos solubilizadores de fosforo en
plantas horticolas destacan las siguientes: facilitan su nutricion, crecimiento y desarrollo;
mejoran su tolerancia frente a diferentes tipos de estrés y a los agentes patdgenos; facilitan
la adaptacion a diferentes tipos de suelos y contribuyen con la disminucion de la erosion
del suelo (Ruiz- Lozano et al., 1995; Moreno et al., 2007; Singh et al., 2011). Estos
beneficios son la base fundamental que le permite a la planta mayor adaptacion al medio,
mayor competencia con las plantas acompafiantes no inoculadas y mayor productividad
(Molina et al., 2005).

Los beneficio por parte de los hongos solubilizadores en las variables agronémicas ya
habian sido estudiado en investigaciones previas en condiciones de invernadero en
diferentes cultivos tales como soya (Chakraborty et al., 2010): garbanzo (Kapri y Tewari,
2010); lechuga (Morales et al., 2011); maiz (Sing y Reddy, 2011) cacahuate (Malviya et
al., 2011); trigo (Sing y Reddy, 2011) amaranto (Reena et al., 2013); jitomate (Anwer y
Khan, 2013) papa (Jain y Sing, 2015) y garbanzo (Saxena et al., 2015). Por lo que su rol
en la transformacion del P es de gran importancia.

En este estudio, para todas las variables agrondmicas las diferencias entre los tratamientos
fueron significativas (p<0.05) (Figura 7 y 8). Los mayores valores en el niamero de flores,
racimos, diametro del tallo y altura resultaron con los tratamientos Aspergillus sp. Mu42
y Penicillium sp. A56 bajo las dosis de 25 y 50% (Figura 7 y 8). Para todas estas variables
agrondmicas, los valores fueron fue significativamente mayores en las plantas inoculadas
con los hongos solubilizadores que con los tratamientos exclusivos de fertilizacion (F100,
F75, F50, F25) (p < 0.05). Mediante el analisis de correlacion lineal simple se corrobord
que existe una relacién positiva y significativa del foésforo del sustrato y del fésforo de la
parte aérea con el numero de flores, diametro de tallo, la altura y la tasa de crecimiento
(p <0.05) (Cuadro 6).

La variable nimero de flores y el nimero de racimos es uno de los componentes
principales que se puede considerar un indicativo del rendimiento en la produccion de las
plantas de jitomate (Ramirez Vargas y Nienhuis, 2012) por lo que su medicién es de gran
importancia. Algunos estudios concuerdan con esta teoria, Machaco et al., (2007)

evaluaron diferentes tipos de racimos/planta en dos hibridos comerciales de jitomate
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(Heinz 9780 y Katia) en condiciones de invernadero; sus resultados indicaron que a
medida que se aumento el nimero de racimos/ planta, la produccion total y comercial fue
mayor. Asi mismo, Mueller y Wamser, (2009) evaluaron los racimos/planta, y
encontraron aumento en la produccion total en funcion del nimero de racimos por planta.
El beneficio que ofrece el uso de los hongos, fue notorio en los resultados obtenidos para
la altura de las plantas de jitomate ya que al final del experimento se alcanzé una altura
maxima de 106 cm versus 58 a 70 cm en los tratamientos con las diferentes dosis de
fertilizantes y el testigo (F25, F50, F75, F100 Y T). Existen estudios que demuestran la
efectividad de estos hongos para incrementar la altura de las plantas por ejemplo en
plantas de jitomate con Aspergillus awamor (Sibi, 2011), cultivos arroz con Trichoderma
harzianum (Borges et al., 2015); en plantas de avena inoculadas con el hongo
solubilizador Paecilomyces carneus (Lima Rivera et al., 2016); en frijol con Aspergillus
sp (Elias et al., 2016) y en plantas de trigo inoculadas con Penicillium bilaji (Chandra et
al., 2016). Sin embargo, el incremento alcanzado en este trabajo utilizando ademas de
hongos solubilizadores roca fosforica como fuente de fosforo, resulto superior a los
trabajos publicados anteriormente.

Es interesante mencionar la longitud de las raices de las plantas sin hongos, con las
diferentes dosis de fertilizacion (F25, F50, F75 y F100) mostraron mayores valores que
con en los tratamientos conjuntos de hongos y fertilizacion organica. Estos resultados
pudieran ser debido a que, dadas las condiciones de poca disponibilidad de nutrientes en
que se encontraban las plantas, las raices se extendieron en busca del nutriente (Barea et
al., 2008). Ademas, otro suceso interesante de mencionar es que la longitud de raiz de la
mayoria de los tratamientos con los hongos solubilizadors a excepcion de Penicillium sp.
A56+F100, presentaron valores estadisticamente inferiores a los tratamientos testigos,
esto probablemente se deba a que la inoculacion con las cepas de los solubilizadores
proporciond una mayor concentracion de nutrientes a la planta, por lo que no fue necesaria
la elongacion de la raiz ya que los nutrientes se encontraban de manera directa (Barea et
al., 2008). A traves del analisis lineal simple se corroboré que la longitud de raiz se
relaciona de manera negativa y significativa con el P disponible en el sustrato y el P total

en la parte aérea (p < 0.05) (Cuadro 6).
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En la variable de tasa de crecimiento, las plantas inoculadas con el tratamiento
Penicillium sp. A56 con la dosis de fertilizacion del 25% (F25) mostraron valores
estadisticos superiores que el resto de los tratamientos (p < 0.05). Todos los tratamientos
fueron estadisticamente superiores que el tratamiento testigo (p < 0.05) (Figura 7H).

Los hongos solublizadores de fosforo tiene la capacidad de producir y sintetizar acidos
organicos, enzimas y fitohormonas (Cubillos et al., 2009), por lo que se sugiere que estos
mecanismos son los responsables del aumento en la solubilizacion de las distintas fuentes
de P, debido a esto la plantas aumentan su capacidad de absorcion de nutrientes y por lo
tanto su crecimiento (Moreno et al., 2007).

Del mismo modo autores como Richardson y Simpson, (2011) sefialan que la inoculacion
con hongos solubulizadores en cultivos horticolas logran aumentar el crecimiento de
raices al estimular el crecimiento del pelo radicular a través de la produccion de
fitohormonas, o la alteracion de la membrana de la raiz y el flujo de salida de iones.

Asi mismo Idriss et al., (2002) mencionan que los hongos del género Aspergillus y
Penicillium producen enzimas extracelulares denominadas fitasas las cuales estimulan el
crecimiento vegetal ya que logran aumentar la disponibilidad de fosfatos. Del mismo
modo Ghaham y Miller, (2015) indican que los microorganismos solubilizadores pueden
excretar enzimas con actividad fosfatasa que hidrolizan mono, di y tri ésteres de fosfato

y &cidos organicos los cuales incrementan la disponibilidad del fosforo.
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Figura 7. A) Numero de flores, B) Numero de racimos y C) Diametro del tallo de las
plantas de jitomate inoculadas con los hongos solubilizadores de fosforo y diferentes
dosis de fertilizacion organica. Testigo: T; Fertilizacion 25% (F25); Fertilizacion 50%
(F50); Fertilizacion 100% (F100); Penicillium sp (Mu73); Aspergillus sp. (Mu42);
Penicillium sp. (A56). Los datos son los promedios de 5 repeticiones + desviacion
estandar. Letras idénticas entre las columnas indican que no existen diferencias

significativas entre los tratamientos (p < 0.05).
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Figura 8. A) Altura, B) Longitud de raiz y C) Tasa de crecimiento de las plantas de

jitomate inoculadas con los hongos solubilizadores de fésforo y diferentes dosis de

fertilizacion organica. Testigo: T; Fertilizacion 25% (F25); Fertilizacion 50% (F50);
Fertilizacion 100% (F100); Penicillium sp (Mu73); Aspergillus sp. (Mu42); Penicillium

sp. (A56). Los datos son los promedios de 5 repeticiones * desviacion estandar. Letras

idénticas entre las columnas indican que no existen diferencias significativas entre los

tratamientos (p < 0.05).
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Cuadro 6. Correlacion lineal simple entre las variables agronémicas evaluadas, fosforo
total en la parte aérea (PA), fosforo disponible en el sustrato (PS), nimero de flores (NF),
namero de racimos (NR), diametro del tallo (DT), altura (A), longitud de raiz (LR) y tasa
de crecimiento (TC) de las plantas de jitomate inoculadas con los hongos solubilizadores
de fdsforo.

Variabless| PA PS NF NR DT A LR TC
PA 1.00 0.63 0.66 0.33 0.67 061 -0.77 054
PS 0.63 1.00 067 033 052 046 -065 054
NF 0.66 0.67 100 082 0.77 0.87 -0.61 0.86
NR 033 033 082 1.00 059 0.72 -040 0.67
DT 0.67 052 0.77 059 1.00 0.91 -0.60 0.87
A 061 046 087 072 091 1.00 -0.51 0.95
LR -0.77 -0.65 -0.61 -0.40 -0.60 -0.51 1..00 -0.43
TC 054 054 0.86 067 0.87 0.95 -043 1.00

*NuUmeros en rojo indican una correlacion significativa entre los tratamientos (p < 0.05).

En este trabajo tal como se planted en la hipotesis la inoculacién con hongos
solubilizadores favorecio la disponibilidad de P para las plantas de jitomate a nivel de
invernadero y se vio reflejado en un mayor desarrollo y productividad de las plantas
inoculadas.

Las cepas Aspergillus sp. Mu42 con 25% de roca fosférica y Penicillium sp. A56 con 50%
de roca fosforica propiciaron una mayor disponibilidad de P foliar en las plantas,
evidenciandose esto en las variables agronomicas. Dada la importancia de los hongos
solubilizadores de fosforo en los procesos de solubilizacidn, su aplicacién en los cultivos
resulta de gran importancia, se propone continuar con investigaciones que permitan
evaluar el efecto de la inoculacion de este tipo de microorganismos sobre el crecimiento
y desarrollo de las plantas a nivel de campo. Ademas, es importante continuar con la
investigacion de cepas nativas solas o en consorcio para detectar cepas 0 consorcios con
alto potencial para ser utilizadas como biofertilizantes, asi mismo estudiar inoculaciones
combinadas de hongos solubilizadores de fésforo con otro tipo de microorganismos como
las micorrizas, también apoyarse de herramientas moleculares para el monitoreo del P en
las plantas y de las poblaciones microbianas inoculadas con el fin de detectar posibles

cambios en las comunidades fungicas nativas.



41

CONCLUSIONES

Los suelos muestreados del estado de Coahuila resguardan un alto porcentaje de
cepas de hongos con capacidad para solubilizar fésforo.

La mayoria de las cepas que expresaron respuesta positiva pertenecen a los géneros
de Penicillium y Aspergillus.

De acuerdo con la evaluacion cualitativa, las mejores cepas fueron Sp. Mz54,
Aspergillus sp. 4C19, Penicillium sp. Mu73, Penicillium sp. Mu77 y Penicillium
sp. A56.

Considerando los resultados de la evaluacion cuantitativa, las cepas Penicillium
sp. Mu73, Penicillium sp. A56 y Aspergillus sp. Mu42 propiciaron la mayor
concentracion de fosforo soluble in vitro.

A nivel de invernadero, el tratamiento Aspergillus sp. 42 con 25% de roca fosforica
y Penicillium sp. A56 con 50% de roca fosforica incrementaron la disponibilidad
de fésforo en la parte aérea de las plantas de jitomate, esto se vio reflejado en un

mayor desarrollo de las plantas.
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AnNexos

Anexo 1. Elaboracion del medio de Sundara (Sundara y Sinha, 1923)
Reactivos para la elaboracion del medio de cultivo revelador con Caz(PO4)2.

Reactivos 1L (9) YaL ()
Cloruro de Potasio 0.2 0.05
Sulfato de Amonio 0.5 0.125
Sulfato de Magnesio 0.3 0.075
Sulfato de Manganeso 0.004 0.001
Cloruro de Sodio 0.2 0.05
Glucosa 10 2.5
Levadura 0.5 0.125
Clorofenicol 0.1 0.025
Agar 18 4.5
Sulfato de Fierro 0.002 0.0005

Preparar por separado:

Goma Arabica 0.5 0.125
P de Calcio 0.5 0.125
P de Hierro 0.5 0.125
P de Aluminio 0.5 0.125

Nota: Las cantidades ya mencionadas corresponden segun lo que se quiera preparar



56

Anexo 2. Determinacion de fésforo soluble con el método de reduccion del acido
ascorbico

Curva de calibracion:
Se disuelve 5 mL de la solucién de fosfato monopotasico (a una concentracién de 50

mg/L) en 500 mL de agua destilada, posteriormente se toman las siguientes cantidades

para obtener las concentraciones indicadas en la siguiente cuadro:

mL de sol/ 1 mg Concentraciones

1 0.02
3 0.06
5 0.10
10 0.20
20 0.40
30 0.6

Seguido se aforan a 50 mL con agua destilada en matraces volumétricos, se agitan durante
15 egundos y de cada una de las muestras se toman 10 mL. Se le agregan 2 mL de reactivo
combinado, se agitan en vortex durante 10 segundos y se dejan reposar durante 20
minutos. Finalmente se efecttan las lecturas en el espectrofotdmetro (esta reaccion tiene

una estabilidad de hasta 24 horas de confianza).
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Preparacion de los reactivos:

Reactivo combinado

Reactivo 300mL 200 mL 150mL 50mL 25mL
Acido sulfurico 5N (mL)
150 100 75 25 12.5
Tartrato de antomonio (mL)
15 10 7.5 2.5 1.25
Molibdato de amonio (mL)
45 30 22.5 7.5 3.75

Acido ascorbico (Disolver en agua
destilada) (g)
Agua destilada (mL) 90 60 45 15 7.5

Nota: Los reactivos mencionados deben de agregarse en ese orden, de lo contrario no se

1.584 1.056 792 .264 132

llevara a cabo la reaccion.

Cuadro 7. Métodos de preparacion de los reactivos

) ] En 600 mL de agua destilada se agregan 140 mL de H2S04
Acido sulfarico
concentrado y se aforaa 1 L.

Se disuelven 3 g de (NH4)3C4H40s en 50 mL de agua destilada,

Tartrato de antimonio ]
posteriormente se aforan a 100 mL

Molibdato de amonio | Disolver 4 g de (NH4)2MoO4 en 100 mL de agua destilada.

Se disuelve la cantidad a utilizar en agua destilada hasta que
Acido ascorbico desaparezcan los granulos (este reactivo se prepara al

momento de utilizarce)
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Anexo 3. Elaboracién de la solucion nutritiva de Hewitt (1969)

Es indispensable la elaboracion de una solucion madre y a partir de esta tomar las
cantidades correspondientes para preparar 1 o 5 litros de solucion, la cual se elabora de la

siguiente forma:

Solucién Para 1l L de Para5 L de
Reactivos madre solucién solucién

gr/100 mL nutritiva nutritiva (ml)

(mL)
1. Nitrato de Potasio NO3K 3.03 10 50
2.Nitrato de Calcio (NO3).Ca 7.08 20 100
3. Sulfato de Magnesio SOsMg 7H,0 1.84 20 100
4. EDTAFe (1) 0.25 10 50
5. Sulfato de Manganeso SOsMn 4 H,O 0.22 1 5
6. Sulfato de Cobre SO4Cu 5 H,O 0.24 0.1 0.5
7. Sulfato de Zinc SO4Zn 2 H20 0.29 0.1 0.5
8. Acido Borico BO3H3 1.86 0.1 0.5
9. Molibdato de Amonio (NH4)6Mo 7024  0.03 0.1 0.5

Nota: Las cantidades ya mencionadas se aforande 1 L 0 5 L segun lo que se quiera prepara
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Anexo 4. Determinacion del fosforo soluble en el sustrato: Método Bray y Kurtz,
(1945)

Preparacion de los reactivos y curva de calibracion.

Solucién extractante de Bray y Kurtz (floruro de amonio 0.03 N y acido clorhidrico 0.025
N): Se disuelven 1.11 g de floruro de amonio en agua destilada. Se diluyen a 900 mL y se
adicionan 2 mL de HCL concentrado (pureza 37.23 %).

Acido Sulfurico 14 N: Se diluyen 196 mL de 4cido sulfdrico concentrado en agua destilada
y se aforan a 500 mL (el &cido debe de agregarse al agua).

Tartrato de antimonio y potasio 0.5 %: se disuelven 0.5 g de tartrato de antimonio y
potasio en 100 mL de agua destilada.

Solucion Stock: Se disuelven 10 g de molibdato de amonio en 150 mL de agua destilada.
Se agregan lentamente 225 mL de acido sulfurico 14 N y 50 mL de tartrato de amonio y
potasio al 0.5 %. Se aforan a 500 mL con agua destilada (es recomendable que se guarde

en frasco ambar).

Reactivo combinado: Se adicionan 1.5 g de L-acido ascorbico a 100 mL de la solucion

stock (este reactivo debe de prepararse a la hora de utilizar).

Estandar de P de 200 ppm: Se disuelven 0.8786 g de fosfato de dihidrégeno de potasio en

1 L de agua destilada (debe de ser guardado en frascos de plasticos y conservar a 4 °C).

Estandar de P 2.5 ppm: Se diluyen 12.5 mL de la solucién de 200 ppm de P y se afora a 1
L con agua destilada (A partir de esta solucion se toman las alicuotas para la curva de

calibracion).
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Estandar de  Solucion Reactivo Agua Concentracion

P 2.5 ppm* extractante** combinado destilada*** de P ppm

mL
0 5 5 40 0
1 5 ) 40 .05
2 5 ) 40 10
4 5 5) 40 .20
8 5 5) 40 40
12 5 5 40 .60

*Debe de realizarse en matraz volumétrico de 50 mL.

**|_as alicuotas de 5y 10 son las mas adecuadas para suelos con bajos contenidos de P.
***Esta cantidad puede variar segun el contenido de la alicuota que se tome (50 10
mL).

Para calcular la cantidad de fésforo soluble en el sustrato se utilizé la siguiente formula:

P(mg/kg)zppmenCCxDMxDV

donde:
ppm en CC: partes por millon en la curva de calibracion
DM: dilucion masa (volumen de la solucion extractante)/(gramos de muestra)

DV: dilucién del volumen (aforo)/(alicuota de muestra agregada)
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Anexo 5. Cuantificacion del fosforo total de la parte aérea

Reactivos:

Solucion desarrolladora de color: Se toman 25 ml de la solucion A 'y se agregan 800 ml
de agua destilada, mezclar bien. Afiadir 10 ml de la solucién B, aforara 1 L.

Solucién A: Disolver 60 gr de molibdato de amonio en 200 ml de agua, afiadir 1.455 gr de
tartrato de antimonio y potasio, posteriormente agregar lentamente y con agitacion suave
700 ml de acido sulfurico concentrado (98%). Cuando la solucion se enfrie aforara 1 L
con agua destilada.

Solucion B: Disolver 13.2 g de &cido ascorbico en 100 ml de agua destilada.

Acido clorhidrico 0.3 M: Tomar 24.83 ml de HCI concentrado (37%) y aforar a 1L con
agua destilada.

Estandar de P 50 mg/L: Disolver 0.05 gr de fosfato dihidrogeno de potasio (KH2PO4) en
1 L de agua destilada. Almacenar en frasco de vidrio y conservar a 4 °C. A partir de esta
solucion se toman las siguientes alicuotas para la curva de calibracion (Cuadro 8)
Cuadro 8. Descripcion de las diferentes concentraciones de fosforo, en la curva de

calibracion.

Estandar de P (50mg

L) ml Agua destilada ml Concentracion mg L*

“)ym
1 49 1
2 48 2
4 46 4
6 44 6
8 42 8
10 40 10
12 38 12
14 36 14
16 34 16

Debe realizarse en matraz volumétrico de 50 ml.
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Figura 9. Curva de calibracion para la cuantificacion del fosforo total de la parte area,
medida a 660 nm.
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