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RESUMEN

El banano en Colombia es en importancia, después del café y las flores, el tercer producto
agricola de exportacion. Las plantaciones de banano se caracterizan por extraer grandes
cantidades de nutrientes del suelo, normalmente absorben mas fosforo (P) del requerido en el
ciclo de cultivo. Los hongos solubilizadores de fosforo (HSP) son organismos que tienen la
capacidad de solubilizar formas no disponibles de fésforo. En este trabajo se evalua la
presencia y capacidad solubilizadora de los HSP, en tres departamentos de Colombia:
Cundinamarca (zona 1), Antioquia (Uraba antioquefio, zona 2) y Magdalena (zona 3), estos
dos dltimos destacados por la mayor produccién de banano en el pais. Para ello se realizaron
aislamientos de hongos, caracterizando e identificando los que presentaron una eficiencia
relativa de solubilizacion (ERS) > 200% en medio s6lido Sundara & Sinha (S&S). También
se establecieron pruebas de correlaciones entre factores edaficos (caracteristicas
fisicoquimicas) y la presencia de HSP por fincas, con el fin de analizar como afectan cada
una de las caracteristicas edaficas a la variabilidad en las poblaciones de HSP. Se aislaron 66
cepas de las cuales 35 presentaron una ERS >200%, que posteriormente fueron identificadas.
La zona 3 aport6 la mayor cantidad de cepas con un total de 17, mientras que lazona 1y la
zona 2 tuvieron un aporte de 11 y 7 cepas respectivamente. De los HSP se encontraron: 3
especies (Paecilomyces fumosoroseus, Penicillium glaucum y Paecilomyces lilacinus), 7
géneros (Penicillium spp., Alysidium spp., Humicola spp., Fusarium spp., Aureobasidium
spp., Coniothyrium spp., Aspergillus spp.), 9 morfoespecies y Mycelia sterilia. La
morfoespecie 6 presentd la mayor ERS, con un porcentaje de 412,8 %, y fue encontrada en la
zona 3, sin embargo no es estadisticamente diferente a cepas con ERS entre 293,1% y
407,0%, como la morfoespecie 3, morfoespecie 7, morfoespecie 8, morfoespecie 9,
Penicillium sp.2, Penicillium glaucum, Fusarium sp.1 y Paecilomyces lilacinus. Con

respecto a la influencia de las caracteristicas edéaficas en la variabilidad de la poblacion de los
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HSP, las Unicas correlaciones significativas se dan con la arena (r = 0,7741, P = 0,003) y con
la arcilla (r =-0,7505, P = 0,005), este comportamiento se podria atribuir a que aunque la
arcilla permite el crecimiento de microorganismos como bacterias y hongos entre los espacios
aereos, estos son menores a 10u lo cual dificulta el desarrollo de hifas de los hongos,
mientras que en las arenas finas hay mayor presencia de hongos ya que los espacios porosos
son de mayor tamafio. Finalmente no existié una homogeneidad estadistica en la distribucién
de los hongos hallados, esto puede deberse a la adaptacion de estos organismos, a habitats

con diferentes caracteristicas edafoclimaticas.
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1 INTRODUCCION

El modelo de agricultura convencional o revolucion verde, es una de las principales causas de
pérdida de biodiversidad a nivel mundial, entre otros porque requiere una continua expansion
de area productiva, para poder suplir una creciente poblacion y sus necesidades, al punto de
sobrepasar capacidades de carga en suelos agricolas (Altieri & Nicholls, 2000). Esto hace
que los sistemas productivos requieran una continua, y cada vez mayor cantidad de insumos

externos como biocidas y fertilizantes (Moreno, Blanco, & Mendoza, 2009).

Debido a que el sistema productivo de banano se realiza de manera intensiva, al ser éste un
producto de gran demanda para la exportacion, los requerimientos extractivos minerales para
su nutricion como el fosforo, hacen de este elemento uno de los factores limitantes para el
crecimiento y desarrollo del cultivo, més aun teniendo en cuenta que del 75% al 90% de los
fertilizantes fosfatados solubles en agua, se precipitan en formas insolubles de fosfato
tricalcico Caz(PO,), en suelos alcalinos, y fosfato de hierro (FePO,) o fosfato de aluminio

(AIPOy) en suelos acidos (Khan, Zaidi, Ahemad, Oves, & Wani, 2010).

Con el animo de incursionar en la sostenibilidad productiva de los agroecosistemas, se hace
necesario investigar posibles mecanismos que permitan reducir la alta dependencia de
insumos, para el adecuado ensamble de las interacciones entre componentes bidticos y
abidticos; en ese sentido se hace relevante, profundizar sobre los organismos que habitan en
los sistemas productivos y sus funciones biol6gicas. Ahora bien, los microorganismos son
fundamentales para regular el ciclo del fésforo (P) en los sistemas suelo-planta, debido a que
éstos son capaces de liberar el P no disponible para las plantas, mediante la solubilizacion y

mineralizacion de P inorganico y organico (Walpola & Yoon, 2012), y de su identificacion,



evaluacion de solubilizacion y aptitud bajo parametros de la biotecnologia, depende que estos

sean usados como biofertilizantes en la agricultura (Sanjuan & Moreno, 2010).

Aunque las bacterias son los microorganismos mas numerosos del suelo, en términos de
biomasa, los hongos representan los mayores aportes en la trasformacion del fosforo (Patifio,
2010). Los hongos solubilizadores de fosfato (HSP) constituyen del 0,1-al 0,5% de las
poblaciones de hongos totales en el suelo, y por lo general éstos producen mayor cantidad
acidos organicos y enzimas (Khan, Zaidi, Ahemad, Oves, & Wani, 2010). Ademas, son
capaces de atravesar largas distancias, y por ende pueden cumplir la funcién de hacer
aprovechable los altos contenidos de fosforo en el suelo no disponibles para las plantas

(Khan, Zaidi, Ahemad, Oves, & Wani, 2010).

Por lo tanto, este estudio tuvo por objetivo realizar el aislamiento, identificacion y
evaluacion, de hongos solubilizadores de fosfato tricalcico in-vitro, a partir de la rizosfera de
banano en tres zonas productoras de banano en el pais, Magdalena y Antioquia, conocidas
por su produccion intensiva en monocultivo, y Cundinamarca como una zona de contraste por
su produccién de mediana y pequefia escala en asociacion con otras especies agricolas y
disimil topografia; ademas, este estudio relaciona caracteristicas edaficas, con la presencia y
cantidad de cepas seleccionadas bajo el criterio de eficiencia relativa de solubilizacién (ERS)

> 200%



2. PROBLEMATICA

La agricultura es una de las principales causas de la pérdida de biodiversidad, aunque
probablemente mucho mas significativos que los cambios visibles como la deforestacion son
los cambios invisibles, como la contaminacion o la eutrofizacion de habitats y biotopos (Von

Meyer, 1996).

El suelo fértil es la base del crecimiento vegetal y la produccion de alimentos (Nebel &
Wrigth, 1999), sin embargo, el suelo esta siendo explotado hasta el limite de sus
posibilidades con el fin de proporcionar alimentos a una poblacion cuyo ritmo de crecimiento
ha desbordado las previsiones mas aventuradas (Elegido, 1975). EI fenémeno de la erosién se
ha considerado siempre como un problema central de la gestion del suelo, siendo una fuente
importante de nutrientes y emision de contaminantes (Von Meyer, 1996). En este sentido, los
pastos se convierten en desiertos, las tierras de regadio se vuelven demasiado salinas para los
cultivos, se agotan los suministros de agua de riego y cientos de miles de hectareas de tierras

cultivables se sacrifican en aras del progreso (Nebel & Wrigth, 1999).

Tanto en los ecosistemas naturales, como los bosques tropicales, las relaciones equilibradas
entre componentes producen un ambiente eficiente, estable y con una alta capacidad de
resistencia al cambio, en contraste, el monocultivo y uso intensivo de insumos como en fincas
bananeras ha provocando cambios sustanciales en el ambiente tropical donde se establecen
los sistemas de produccion, incluidos la disminucién de la biodiversidad, la pérdida del
recurso suelo por erosién, y desequilibrios entre los componentes quimicos, fisicos y

bioldgicos de los suelos (Rosales, Pocasangre, Trejos, Serrano, & Pefia, 2008).

La aplicacion de dosis de fertilizantes por encima de la capacidad de extraccion del cultivo y

otras practicas agricolas contaminantes, constituyen elementos de manejo critico que han



deteriorado los suelos donde actualmente se desarrolla la industria bananera (Rosales,
Pocasangre, Trejos, Serrano, & Pefia, 2008). Para poder entregar una fruta de 6ptima calidad
al mercado tanto nacional como internacional, la explotacion tradicional del banano consume
principalmente fertilizantes, fungicidas, herbicidas, nematicidas, plasticos, cajas y estibas de
madera; cada una de estas précticas deterioran en mayor o menor grado la rentabilidad del
cultivo y los componentes del ambiente: aire, suelo, agua, flora y fauna (Mejia & Gomez,

1999).

Aln mas preocupante es, cuando la aplicacion y fabricacion de estos fertilizantes acelera la
contaminacion y eutrificacion de ecosistemas acuaticos, erosiona y nitrifica los suelos, libera
gases de efecto invernadero a la atmosfera terrestre, y en general conduce a problemas de
salud publica (Stoorvogel & Vargas, 1998; PNUMA, 2010). La creciente aportacion de
nutrientes agrarios y contaminantes representa una amenaza, no sélo para las plantas y

animales, sino también para los seres humanos (Von Meyer, 1996).

Se ha demostrado que la produccidn industrial de fertilizantes no puede satisfacer las
necesidades de una poblacion mundial en creciente aumento, cuyo consumo per-capita
demanda alimentos, fibras y energia ha obligando a expandir e intensificar las areas
destinadas a la agricultura y por lo tanto al uso de fertilizantes inorganicos (Tilman, et al.,
2001). Esto se convierte en un problema ecoldgico de grandes dimensiones al alterar: i) los
ciclos biogeoquimicos, ii) los usos de la tierra, iii) la biodiversidad global en todos su niveles,
y iv) la dispersion de la biota més all4 de los limites geogréficos naturales (De la Fuente &
Suérez, 2008). En consecuencia, se han presentado procesos de extincidn de especies por la

simplificacién de habitats y una pérdida sin precedentes de servicios y bienes ecosistémicos.

Actualmente, para cumplir con los requerimientos nutricionales del cultivo de banano,

muchos productores utilizan una cantidad considerable de fertilizantes de sintesis industrial,



lo cual econdmicamente hablando no es favorable como lo menciona el Departamento de
Estudios Econdmicos de la Sociedad de Agricultores de Colombia SAC (2006), debido a que
el rubro en fertilizantes quimicos constituye entre el 10 y el 11 % de los costos totales de la
produccion de banano por hectarea y que en ultimos afios, la volatilidad de los precios del
petroleo y el consecuente encarecimiento de los productos derivados de éste ha sembrado

mucha incertidumbre en el sector agricola (Dibut, 2009).

En el caso del cultivo de banano, cuya produccion convencional es altamente dependiente de
fertilizantes, esta situacion se torna mas dificil, si se tiene en cuenta que los productores por
lo general aumentan la dosificacion, haciendo uso irracional de estos productos, por tanto los
costos totales son mayores. Asi mismo, los fertilizantes fosfatados solubles en agua se
precipitan del 75 al 90% (Khan, Zaidi, Ahemad, Oves, & Wani, 2010), aumentando los

costos de produccidon y el consumo de energia en el sistema.

Ademaés de los altos costos de produccidn, el productor debe enfrentarse a suelos altamente
meteorizados de los tropicos y subtrépicos himedos, caracteristicos de las zonas de
explotacion bananera. Estos suelos, a menudo presentan bajos contenidos de P disponible,
debido a la alta absorcion del Fe y Al activos, no cristalinos. Para alcanzar los niveles criticos
de P en la solucion del suelo se hace imprescindible la incorporacion de fertilizantes
(Vazquez, Morales, & Dalurzo, 2004; Pradhan & Sukla, 2005). Sin embargo, la
sobrefertilizacion puede superar los limites de retencion del Fe y del Al quedando como

resultado exceso de nutrientes y por tanto contaminacién del suelo por los mismos.

Muchas fincas han sido abandonadas o han tenido que salir del negocio de produccion de
bananos por su baja productividad y competitividad (Rosales, Pocasangre, Trejos, Serrano, &
Pefia, 2008). El colapso de sistemas tan importantes en Colombia como el cultivo del banano

generaria desastres tanto economicos como sociales, ya que segun la Asociacion de



bananeros en Colombia (Augura), esta industria genera aproximadamente 32.000 empleos
directos y 96.000 empleos indirectos en Antioquia y Magdalena, sin contar con el gran
desastre ambiental por el deterioro de los recursos naturales generado por malas practicas

agricolas (AUGURA, 2013).

La solucidn de este problema y el mejoramiento de la calidad de vida de las sociedades
actuales, no puede provenir de un freno al crecimiento, sino de la construccion de nuevas
alternativas de desarrollo, igualitarias y sostenibles a largo plazo, fundadas en la basqueda de
nuevas formas de produccion, vinculadas directamente con la dinamica de los procesos
naturales, que tomen en cuenta la incidencia de las practicas productivas sobre la dotacién y
las condiciones de regeneracion de los recursos, asi como la contribucion de la productividad
ecologica y cultural en el desarrollo de las fuerzas sociales de produccion (Montes & Leff,
2000). Por estas razones, la produccion de banano requiere adoptar un cambio tecnolégico
que racionalice, cambie y minimice al maximo los agroinsumaos, sin perder su competitividad

y favoreciendo su sostenibilidad y equidad (Mejia & Goémez, 1999).

Lograr que las practicas agricolas mejoren sus productividades para cumplir con la meta de
alimentar a miles de millones de personas en el mundo, sin deteriorar los suelos, es posible
gracias a la biotecnologia y el uso de microorganismos (Sanjuan & Moreno, 2010). El uso de
inoculantes que contienen microorganismos solubilizadores de fosfatos representa una
alternativa para aumentar la eficiencia de le fertilizacion con fosfatos solubles y disminucién
de costos de produccion (Narloch, Lopes, Ternes, & Nunes, 2002). Siendo el fésforo uno de
los principales macroelementos para cualquier produccion, es necesario el desarrollo de éste
tipo de inoculantes que brinden beneficios para cultivos de importancia como lo es el banano,

sin deteriorar los recursos naturales.



Teniendo en cuenta la problematica ambiental que se viene dando con el uso de fertilizantes
de sintesis y el detrimento de los suelos en zonas de produccidn bananera, se hace necesario
el desarrollo de nuevas alternativas de fertilizacion, resaltando el gran potencial que tienen
los microorganismos, mas especificamente los fosfatosolubilizadores. Para esto, el presente
trabajo pretende realizar la identificacion de los potenciales hongos fosfatosolubilizadores
para el posterior desarrollo del inoculante, el cual se pretende potencializar con asociacion de

otros microorganismos como micorrizas.

2.1. Pregunta problema
¢ Qué morfoespecies fungicas eficientes en la solubilizacion de fosfato tricalcico (HSP) estan

asociados a la rizosfera del cultivo de banano?



3. JUSTIFICACION

El banano se sitla en el tercer lugar de los principales cultivos de exportacién en Colombia
(Avrias, Dankers, Liu, & Pilkauskas, 2004), ocupando aproximadamente 47.800 hectareas
superficie cosechada de banano de exportacion en el afio 2011 (Sociedad de Agricultores de

Colombia, SAC, 2012).

En Colombia los departamentos con mayor produccion de banano son Magdalena y
Antioquia en la zona de Uraba, de esta produccién depende econ6micamente una gran parte
de la poblacion de dichos departamentos generando asi, 32.000 empleos directos y 96.000
empleos indirectos (AUGURA, 2013). Teniendo en cuenta lo anterior, es necesario el
desarrollo de préacticas agricolas, que permitan la conservacion de los recursos naturales, y asi
mismo garantizar su permanencia en el tiempo, brindando el sostenimiento del sistema

productivo.

Las plantas de banano normalmente absorben mas P del requerido en el ciclo de cultivo, entre
los tres y nueve meses después de la plantacion; durante la fase reproductiva e inicio del
desarrollo de fruto (4 semanas después de emergencia de inflorescencia), la absorcion
decrece cerca del 80% (Robinson,1996). Una tonelada de fruto fresco de banano “Dominico”
puede extraer un total de 403 g de N; 189,6 g de P; 1,7 kg de K; 219 g de Ca 'y 154 g de Mg

(Castillo, et al., 2011), donde los valores de P son considerablemente altos.

Ademas, seguin Olalde & Aguilera, (1998), el fosforo estimula el desarrollo del sistema
radicular, lo cual es importante debido a que una raiz sana es la base fundamental de la
nutricion del cultivo de banano y a que en muchos casos los programas de fertilizacion de las

plantaciones no funcionan debido a la falta de un sistema radicular en buen estado.



La reduccion y especialmente la eliminacion de los agroquimicos requieren de cambios
mayores en el manejo de los agroecosistemas para asegurar la provision adecuada de
nutrientes (Altieri & Nicholls, 2000). Para una agricultura mas sostenible, se debe reducir la
aplicacion de agroquimicos, manteniendo e incluso aumentando las productividades, y para
ello seré necesaria una decidida aplicacion de inoculantes o insumos bioldgicos de creciente

eficacia (Sanjuan & Moreno, 2010).

El uso de biofertilizantes no solo constituye una alternativa para minimizar el impacto
ambiental, sino también econdmica, tanto para grandes industrias dedicadas a la explotacién
de banano, como también para pequefios productores. Para el afio 2001, el costo de la
fertilizacion quimica por hectarea constituye un total de $480.544 pesos (Moneda
colombiana), mientras que la fertilizacion organica representa solo el 33% de esa suma, con
un total de $160.000 pesos. Este ahorro es representativo, si se tiene en cuenta que no hay
diferencia estadistica respecto al peso del racimo entre estos dos métodos de fertilizacion

(Echeverri, 2001).

Por lo tanto, el uso y aplicacion de inoculantes bioldgicos o biofertilizantes en los sistemas
productivos, permite una produccion a bajo costo, y conserva el suelo desde el punto de vista
de fertilidad y biodiversidad (Otero, 2011). EI empleo de cepas de microorganismos con un
alto potencial de accidon sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas y el estudio de la
diversidad bioldgica de sus patégenos son factores clave en su control y, por tanto en el

manejo integral de los cultivos (Olalde & Aguilera, 1998).

Como uno de los grupos de microorganismos de importancia biotecnologica, se tienen a los
microorganismos solubilizadores de fosfatos (MSP), y méas teniendo en cuenta que segun

Raghothama (1999), el P es uno de los elementos més limitantes en la produccion de banano



debido a que este elemento afecta significativamente el crecimiento y el metabolismo de la

planta.

Asimismo, los microorganismos solubilizadores de fosfatos también tienen interacciones con
otros organismos los cuales son de gran beneficio para el sistema productivo. Segun Osorio
& Habte (2001), podria existir una interaccion sinérgica entre los microorganismos

solubilizadores de fosfatos y las micorrizas, la cual estimula el crecimiento de las plantas.

Segun los registros del ICA en febrero del 2015, existen aproximadamente 228 bioinsumos,
de los cuales 55 corresponden a inoculantes bioldgicos, a su vez, 21 de ellos pueden ser
aplicados al cultivo de banano y solo 5 con especificidad para plantas del género Musa L
(banano y platano) de los cuales 4 tienen la caracteristica en comdn de ser agentes
microbianos, 3 tienen como principio activo Bacillus subtillis para el control biol6gico de la
Sigatoka negra, 1 tiene como principio activo Bacillus thuringiensis para el control biol6gico
del gusano peludo o defoliador y el bioinsumo restante se trata de un extracto vegetal que

tiene como principio activo romero, hierbabuena y tomillo.

Sin embargo, ninguno de los inoculantes bioldgicos registrados es especifico para ejercer
actividad solubilizadora, ni tienen asociados microorganismos solubilizadores de fosfatos ni
micorrizas para el cultivo de banano. Esto puede representar una oportunidad para la
busqueda de alternativas de fertilizacion que proporcionen a los productores de banano una

oportunidad de mejorar sus practicas agronémicas para hacerlas mas sostenibles.

Numerosas investigaciones anteceden el estudio de microorganismos solubilizadores de
fosfato, sin embargo, pese a estos conocimientos, muchos autores coinciden en que aun falta
profundizar mas en este campo y en especial cuando se trata de la produccion de
bioinsumos, puesto que aunque la solubilizacion de compuestos por los microorganismos, es

muy comun en condiciones de laboratorio, los resultados en campo han sido muy variables,
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lo que ha dificultado el uso de estos a gran escala en la agricultura (Gyaneshwar, Neresh,

Parekh, & Poole, 2002).

El presente estudio hace parte del proceso para el desarrollo de un inéculo biolégico
especifico para banano, el cual tiene como principio activo microorganismos simbioticos
(micorrizas y hongos fosfatosolubilizadores de fosfato tricalcico). Para poder desarrollar

dicho biofertilizante, es necesario realizar el aislamiento, identificacion y evaluacion de

microorganismos solubilizadores de fosfato tricalcico potencialmente eficientes, asociados al

sistema productivo de banano el cual es el objeto de la presente propuesta. Esta investigacion,

constituye la primera etapa del desarrollo del inoculante, debido a las asociaciones

simbidticas, que brindan beneficios al sistema productivo y que actualmente ningun producto

registrado en Colombia proporciona estas caracteristicas.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general

v Evaluar presencia y actividad de hongos solubilizadores de fosfatos asociados al
sistema productivo de Banano (Musa paradisiaca) en Magdalena, Antioquia y
Cundinamarca, Colombia.

4.2. Objetivos especificos

v" Aislar e identificar hongos solubilizadores de fosfato asociados al sistema productivo
de banano.

v' Evaluar in-vitro la actividad solubilizadora de los hongos aislados.

v Evaluar la repetitividad de los grupos de hongos solubilizadores de fosfatos en las

zonas y fincas muestreadas.
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5. MARCO TEORICO

5.1. Marco conceptual

5.1.1. Microorganismos fosfatosolubilizadores y procesos de solubilizacion

Por definicién un microorganismo solubilizador de fésforo (MSP) es un organismo que tiene
la capacidad de solubilizar formas no disponibles de fésforo inorganico (Walpola & Yoon,
2012; Sharma, Kumar, & Tripathi, 2011), son importantes en los agroecosistemas debido al
porcentaje elevado de los suelos cultivables en el mundo, que poseen un especial problema
con relacién a la cantidad de fosforo fijado, no soluble, incapaz de ser utilizado por las
plantas (Holford, 1997). La concentracion de P soluble en suelos tropicales, suele ser muy
baja, disponible s6lo en cantidades micromolar o menor (Khan, Zaidi, Ahemad, Oves, &
Wani, 2010), su disponibilidad es afectada por procesos fisicoquimicos tales como dilucion
de minerales, precipitacion con cationes del suelo, adsorcion, retencion por 6xidos e
hidréxidos de hierro (Fe) y aluminio (Al) en el caso de suelos &cidos y de calcio (Ca) y
magnesio (Mg) en suelos alcalinos; retencion por arcillas y cambios en el pH (Berrocal,
Durango, Barrera, & Diaz, 2009; Nopparat, Jatupornpipat, & Rittiboon, 2009; Khan, Zaidi,

Ahemad, Oves, & Wani, 2010).

Los microorganismos fosfato solubilizadores, son omnipresentes en el suelo (Gyaneshwar,
Neresh, Parekh, & Poole, 2002; Khan, Zaidi, Ahemad, Oves, & Wani, 2010), incluso
encontrados en los suelos libres de raiz, por lo tanto, éstos podrian desempefiar un papel
importante en el suministro de P para las plantas, inclusive en situaciones de estrés (Santos, et
al., 2013) Ademas de constituir una importante reserva de P en el suelo a través de su
biomasa (Cerdn & Aristizabal, 2012), también pueden contribuir al suministro de fosforo, por
la solubilizacion de distintas fuentes de fosforo tales como roca fosforica, fosfato de aluminio

y fosfato tricalcico (Nopparat, Jatupornpipat, & Rittiboon, 2009), bacterias de los géneros
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Bacillus sp, Pseudomonas sp., Rhizobium sp. y Enterobacter sp., son abundantemente
conocidas como fosfatosolubilizadores en la literatura; por su parte dentro de los hongos se
encuentran principalmente los géneros Aspergillus sp. y Penicillium sp, pero se reportan
muchos mas (Pradhan & Sukla, 2005; Khan, Zaidi, Ahemad, Oves, & Wani, 2010; Yadav &

Verma, 2012; Walpola & Yoon, 2012).

Aunque las bacterias son los microorganismos mas numerosos del suelo, en términos de
biomasa, los hongos representan los mayores aportes (Patifio, 2010), ya que los hongos P-
solubilizantes constituyen aproximadamente el 0,1-0,5% de las poblaciones de hongos
totales, en general estos producen mas &cidos organicos y son capaces de atravesar largas
distancias, a diferencia de las bacterias, por lo tanto consiguen ser mas importantes en la
solubilizacion del fésforo en el suelo (Khan, Zaidi, Ahemad, Oves, & Wani, 2010; Yadav &

Verma, 2012).

Si bien la actividad de éstos microorganismos se especializa en la produccién y liberacion de
metabolitos (acidos orgénicos y enzimas), que permiten solubilizar el fosforo de tal manera
que sea disponible para la asimilacion de las plantas (Nautiyal, 1999; Khan, Zaidi, Ahemad,
Oves, & Wani, 2010), existen diferentes teorias de los mecanismos por los cuales los

microoganismos transforman el fosforo:

v Produccidn de sideréforos, estos son moléculas en su mayoria péptidos no ribosomales
que poseen alta afinidad con el hierro y actiian como agentes quelantes para secuestrar
hierro en presencia de otros metales y reducirlo a Fe?*, estos ademas tienen
caracteristicas como control biologico y promotor de crecimiento de las raices

(Aguado, Moreno, Jimenez, Garcia, & Preciado, 2012).
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v" Oxido-reduccion, por la cual los microorganismos utilizan el fosfito y lo transforman
en fosfato dentro de la célula, lo cual permite la movilizacion de este elemento dentro
del sistema suelo (Bobadilla & Rincon, 2008).

v Inmovilizacion, que consiste en la asimilacion microbiana del fésforo, el cual queda
represado en su biomasa (Otero, 2011).

v’ La produccion de enzimas (fosfatasas o fosfohidrolasas) que catalizan la hidrdlisis de
ésteres y anhidricos del acido fosforico (HzPO,), responsables de la mineralizacion del
fésforo orgénico en el suelo, éstas se clasifican en fosfatasa &cidas, y alcalinas y se
diferencian por el pH éptimo donde actlan, la fosfatasa acida puede estar presente en
suelos con valores de pH entre 4 a 6,5 mientras que las alcalinas en un rango 9 a 10;
sin embargo, es comUn que estén simultdneamente en el suelo, éstas enzimas son
significativamente afectadas por el pH, la disponibilidad de P y el contenido de
materia organica (Narvéez, Sanchez, & Menjivar, 2010).

v’ La produccién de acidos organicos, que es la teoria mas aceptada y estudiada en el
mundo. Este mecanismo consiste en la reduccién en el pH del medio y liberacion de
acidos organicos por parte de diferentes microorganismos. Se asocia a la quelacion
mediada por el P inorganico que se solubiliza por la accion de los acidos organicos e
inorganicos secretados por los microrganismos solubilizadores de fosfatos, en que los
grupos hidroxilo y carboxilo de los cationes acidos de quelatos (Al, Fe, Ca)
disminuyen el pH en suelos basicos (Sharma, Kumar, & Tripathi, 2011). Dentro de los
acidos mas conocidos se encuentran succinico, citrico, glucénico, a-cetoglucénico y
oxalico (Nopparat, Jatupornpipat, & Rittiboon, 2009). En la Tabla 1, se puede
evidenciar los principales géneros de hongos productores de &cidos, capaces de hacer

procesos de fosfatosolubilizacion.
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Tabla 1. Produccion de acidos organicos por los principales HSP. Tomado y adaptado de:

(Khan, Zaidi, Ahemad, Oves, & Wani, 2010)

Organismo

Acido predominante

Aspergillus flavus, A. candidus,
A. niger, A. terreus, A. wentii,
Fusarium oxysporum, Penicillium
sp., Trichoderma isridae,
Trichoderma sp.

Lactico, maleico, malico,
Acético, tartarico, citrico,
Fumérico, gluconico

A. flavus, A. candidus

Glutarico

Penicillium oxalicum

Malico, gluconico, oxalico

Aspergillus flavus, A. Niger,
P. canescens

Oxalico, citrico, gluconico,
Succinico

Penicillium rugulosum

Citrico, gluconico

A. niger Succinico
Penicicllium variabile Gluconico
Penicillium rugulosum Gluconico
Penicillium radicum Gluconico

A. niger

Citrico, oxalico, glucénico

A. awamori, A. aoetidus, A. terricola,
A. amstelodemi, A. tamari

Oxalico, citrico

A. japonicus, A. foetidus

Oxalico, citrico, gluconico
Succinico, tartarico

Penicillium bilaji
A. niger, P. simplicissimum

Citrico, oxalico
Citrico

A. awamori, P. digitatum

Succinico, citrico, tartarico

Penicillium sp.

Oxalico, etaconico

A. niger

Succinico

Aspergillus sp., Penicillium sp.,
Chaetomium nigricolor

Oxalico, succinico, citrico

A. fumigatus, A. candidus

Oxalico, tartarico

5.1.2. El fosforo (P)

El fosforo constituye aproximadamente el 0.12% de la corteza terrestre, éste elemento
proviene de las apatitas y depositos de fosfato natural de donde es liberado a través de
procesos de meteorizacion, lixiviacion, erosion y extraccion industrial como fertilizante
(Ceron & Aristizabal, 2012), el ciclo de fosforo tiene como particularidad no poseer ninguna

etapa atmosférica, es sedimentario (Monge, Gomez, & Rivas, 2002). El fosforo esta presente
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en los suelos y rocas como fosfato de calcio [Caz(PO4)2] y como hidroxiapatita

[Cas(PO,4)3(OH)], puesto que la roca fosforica es sélo ligeramente soluble, por lixiviacion se

disuelven cantidades muy pequefias, lo cual origina bajas concentraciones como 0.001 ppm

(Glynn & Gary, 1999). El fésforo en el suelo depende de la textura, en general, el contenido

de fosforo disminuye con la profundidad del suelo y también de factores como la

temperatura, la precipitacion, la acidez del suelo, la actividad bioldgica y el grado de
desarrollo de los suelos que determinan la participacion de las fracciones orgénicas e
inorgénicas en el P total (Fassbender & Bornemisza, 1994). Los compuestos de fésforo
inorganico pueden encontrarse en forma de sales en solucion, sales cristalinas o sales

absorbidas por los coloides del suelo (Tabla 2).

Tabla 2. Formas de fosforo inorgénico presentes en los suelos. Adaptado por Bobadilla &

Rincon, 2008
Tipo de fosfato Denominacion Composicion Caracteristicas
Hidroxiapatita i;a:'PHD Muy abundante
Oxiapatita 3Ca,(PO,),Ca0 Menos abundante
Fluoroapatita 3Ca (PO, Cake, Muy abundante

Fosfatos de caldio Catbonatoapatita

3Ca,(PO,),Cac0,

Menos abundante

Fosfato tricilcico 3Ca, (PO Menaor solubilidad

Fosfato dicilcico CaHPa, Mayor solubilidzd

Fosfato monocdlcico Ca(HPO,), Mayor solubilidad

Livianita Fe,(PO,), BH,O Poco solubles
Fosfatos de hierro

Estrengita FePO, 2H,0 Poco solubles
Fosfato de aluminio Variscita AIPO, ZHO Poco solubles

El fésforo en suelos agricolas se puede encontrar como fdsforo inorganico (Pi) y fosforo

organico (Po); el primero a su vez procede de la descomposicion y trasformacién del fosforo
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organico, este proceso es realizado por varios organismos, el Pi puede ser soluble (iones
ortofosfato bivalente, monovalente) e insoluble (iones ortofosfato trivalente) (Berrocal,
Durango, Barrera, & Diaz, 2009), se presenta fuertemente fijado a formas de fosfato de Ca*"
Fe?*, Mg?"y AI**, especialmente en arcillas del grupo de las caolinitas y ocluido en los

oxidos de hierro y aluminio (Cerdn & Avristizabal, 2012).

El fésforo organico representa entre un 15 y un 80% del contenido de fosforo en el suelo
dependiendo del contenido del material parental (Ceron & Aristizabal, 2012), haciendo parte
de residuos de plantas, animales y microorganismos, que liberan compuestos como
fosfolipidos, acidos nucleicos, fosfatos metabdlicos, fosfoproteinas y fosfatos del acido
hexahidroxiciclohexano (inositol) (Fassbender & Bornemisza, 1994), que al mineralizarse
forma nuevamente Pi (HP0,> y de H,PO*) y pueden ser nuevamente absorbidos y utilizados
por las plantas, bacterias y otros organismos (Monge, Gomez, & Rivas, 2002) permitiendo asi

el reciclaje del elemento (Cerdn & Aristizabal, 2012; Glynn & Gary, 1999).

Es un elemento nutricional para los seres vivos (Walpola & Yoon, 2012), siendo un
componente muy importante para todas las células, crucial para las moléculas bioldgicas,
incluyendo las de transferencia de energia como ATP y NADP, acidos nucleicos y

fosfolipidos de las membranas celulares (Monge, GOmez, & Rivas, 2002).

El P influencia procesos de los ciclos bioquimicos, permitiendo procesos de respiracion,
fotosintesis en las plantas y ayudando a la activacion de intermediarios energéticos (Vargas,
2012). Ademas, éste elemento esta asociado con varias funciones para la nutricion de las
plantas, logra intervenir en el desarrollo de las raices, fortalecimiento de los tallos, formacion
de flores y semillas, madurez de cultivos y la calidad de la produccion, la fijacion de
nitrégeno en las leguminosas, fortalecimiento de la planta contra enfermedades y la division

celular (Walpola & Yoon, 2012).
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5.1.3. Cultivo de banano

El banano es una planta monocotiledonea y pertenece al orden Escitaminales, a la familia
Musaceae, subfamilia Musoideae y al género Musa, el cual contiene entre 30 y 40 especies
diploides (Palencia, Gomez, & Martin, 2006). Como todos los sistemas productivos, el
banano, requiere de ciertas condiciones ambientales y nutricionales para su 6ptimo
desarrollo. La altitud adecuada para la siembra de banano esta desde el nivel del mar hasta los
2.000 m.s.n.m. y la temperatura Optima se encuentra en un promedio de 26°C (Palencia,
Gbmez, & Martin, 2006). Los suelos aptos para el desarrollo del cultivo son aquellos que
presentan una textura: franco-arenosa, franco-arcillosa, franco-arcillo-limoso y franco-
limoso; por otro lado deben poseer buenas propiedades de retencion de agua, los suelos
arcillosos con un 40% no son recomendables para el cultivo y el pH del suelo es de 6,5;

pudiendo tolerar pH de 5,5 hasta 7,5 (Moreno, Blanco, & Mendoza, 2009).

Las plantaciones de banano se caracterizan por extraer grandes cantidades de nutrientes del
suelo, tanto de elementos mayores como menores, cuyas funciones son importantes para la
fisiologia de la planta, lo que demanda dosis Optimas de estos elementos y adecuadas a las
necesidades del cultivo (Moreno, Blanco, & Mendoza, 2009). Segun el estudio de Castillo, et
al., (2011), la extraccion total de nutrientes (en kg/ha) considerando 16.875 Kilogramos por

hectarea fue de 71,2; 29; 386,6; 102,7 y 41 para N, P, K, Ca y Mg, respectivamente.

5.1.4. Cultivo de banano en Colombia

El banano en Colombia es en importancia, después del café y las flores, el tercer producto
agricola de exportacion. Los cultivos de banano en Colombia ocupan aproximadamente el
7% de la superficie total plantada de cultivos fruticolas. La produccién se concentra en
Antioquia y Magdalena, que son zonas en conflicto. Antioquia abarca casi el 70% de la

superficie plantada de banano y la mayoria es para exportacion (Arias, Dankers, Liu, &
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Pilkauskas, 2004). Colombia fue el principal exportador de bananos a la UE y a Suiza en
2013, con participaciones de mercado equivalentes al 25,5% y al 27,1%, respectivamente

(Mufoz, 2014).

Colombia exportd 1.720.708,53 Toneladas de banano en 2012. Estas exportaciones le
generaron al pais USD 763.8 millones en divisas (Asbama, 2013). En el Magdalena, la
agroindustria bananera representa el 51% del PIB agricola y el 13,1% del area cosechada del
departamento. Asi mismo, participa con el 22,7% del PIB agricola y el 13,2% del area
cosechada del departamento de la Guajira, de este modo, el banano reafirma su posicion en la
regién como el principal producto de exportacion del Magdalena y principal producto

agricola exportable de la Guajira (Asbama, 2013).

El departamento del Magdalena hace parte de las regiones naturales de la Sierra Nevada de
Santa Marta y Valle del Bajo Magdalena, la actividad bananera de este departamento
comenzd a finales del siglo XIX y genera 8.000 empleos directos y 24.000 indirectos, exporta
anualmente alrededor de 22.000.000 de cajas de banano, generando ingresos por valor de

aproximadamente 170.000.000 de ddlares a la economia nacional (AUGURA, 2013).

En cuanto al Uraba Antioquefio, la actividad bananera se desarrolla desde 1960 en el llamado
eje o corredor bananero que conforman los municipios de Chigorodd, Carepa, Apartadd y
Turbo. A lafecha, hay 35.000 hectéreas en produccion, genera 24.000 empleos directos y
72.000 indirectos, exporta anualmente alrededor de 72.000.000 de cajas de banano, es decir,
unas 1.440 toneladas, generando a la economia nacional ingresos anuales por valor de 576
millones de ddlares y participando con el 35% en el total de las exportaciones antioquerfias y

con el 4% en el total de las exportaciones a nivel nacional (Castillo, et al., 2011).
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5.1.5. Fertilizacion del cultivo de banano

El principio fundamental de la fertilizacion en el cultivo del banano es proveer a la planta, a
través de todo el ciclo de vida, los nutrimentos necesarios para el crecimiento y produccion,
teniendo en cuenta que para la aplicacion de abonos se debe conocer la fertilidad del suelo y
los requerimientos del cultivo de platano (Lopez & Espinosa, 1995). Para que la aplicacion de
nutrientes sea eficiente y econdmica, la recomendacion se debe basar en el andlisis de suelos
(Palencia, Gomez, & Martin, 2006). En una produccion sostenible establecida en suelos
acidos, se recomienda aplicar un mes antes de la fertilizacion, 200 gramos de cal dolomita,
mas 2 kilogramos de materia organica por planta/afio, elementos que se deben fraccionar por
partes iguales en el primero y segundo semestre, aplicados antes del periodo de lluvias

(Palencia, Gomez, & Martin, 2006).

Una de las mejores estrategias en el cultivo del banano es el uso de férmulas completas, ya
sean fisicas o quimicas, que llenen todas las necesidades nutricionales de la planta en el
momento de la aplicacion (Lopez & Espinosa, 1995). No hay restricciones en cuanto a los
tipos de fertilizantes apropiados, primando para su eleccion, criterios de costos por unidad de
nutriente, y el balance apropiado en un programa que incluya a todos ellos, en particular los
principales, N, K, P, Sy Mg (Figueroa & Lupi, 2004). Estudios realizados en 19 paises
productores de banano permitieron conocer que las dosis de fertilizantes recomendadas

alcanzarian a 211 kg N/ha/afio, 35 kg P/ha/afio y 323 kg K/ha/afio (Figueroa & Lupi, 2004).

Algunos ejemplos de fertilizantes en férmulas fisicas dados por Lopez & Espinosa (1995) en
el manual de nutricion y fertilizacion del banano desarrollado en Ecuador, son 14-2-25-7
(26% SO,%) y 17-4-29 (11% SO,%) (los nimeros corresponden al porcentaje de N, P,0s, K,0
y MgO en la formula). Lopez & Espinosa (1995) nombran otras formulas comunes como: 15-

3-25-6 y 15-3-31; Figueroa & Lupi (2004), también reportan formulas como: 14-2-25-26-7 0
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14-4-29-11-6 (corresponden a N-P,0s-K,0, S y Mg respectivamente). Los porcentajes de
nutrientes de la formula pueden ajustarse de acuerdo a la recomendacion de analisis de suelo /
planta que permite algin grado de manejo de nutrientes por sitio especifico (Figueroa &

Lupi, 2004).

Otra alternativa para disminuir las pérdidas de fertilizantes en zonas lluviosas es el uso de
fertilizantes de liberacion lenta o controlada. EIl uso de abonos organicos como complemento
de la fertilizacion quimica, es una practica corriente en algunas zonas bananeras del mundo;
la materia organica mejora la estructura del suelo, aumenta la capacidad de retencién de

nutrimentos y funciona como estimulante del sistema radicular (Lépez & Espinosa, 1995).
5.1.6. Fertilizantes fosfatados

La historia de los fertilizantes fosfatados inicia hacia 1840, cuando Liebing publicd
resultados sobre el uso de huesos molidos como nutriente vegetal; que al agregarles acido
sulfirico se obtenian mejores resultados. En 1861 se produjeron 150.000 toneladas de
superfosfato en Inglaterra y por 1961 surge el diamoniaco como nuevo fertilizante, tan solo 5
afios mas tarde, la escasez de azufre impone nuevos problemas que derivan en procesos
productivos y distintos productos (Morel, 1971). Entre 1950 y 1995 se aplicaron alrededor de
600 x 10° t de fertilizantes fosforados en el mundo, principalmente en &reas agricolas
(Carpenter, et al., 1998). Como consecuencia de las aplicaciones continuas de fertilizantes
fosfatados a dosis altas, la mayoria de los suelos agricolas generalmente contienen grandes

reservas de fésforo acumulado (Walpola & Yoon, 2012).

Cuando se aplican fertilizantes fosfatados al suelo, a menudo se hacen insolubles y se
convierten en complejos, tales como fosfato de calcio, fosfato de aluminio y fosfato de hierro
(Walpola & Yoon, 2012), aproximadamente el 95-99% del fosforo presente en el suelo esta

de forma insoluble (Pradhan & Sukla, 2005), y alrededor del 75 al 90% fertilizantes
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fosfatados solubles en agua se precipitan mediante la formacién de un complejo con ciertos
elementos del sistema de suelo (Khan, Zaidi, Ahemad, Oves, & Wani, 2010) aspectos que se

traducen en consumo de energia y detrimento econémico del productor.

En Colombia la Ilamada roca fosférica es la fuente de fosforo mas utilizada en los
fertilizantes agricolas. Esta contiene aproximadamente un 30% de P,Os Yy generalmente
viene acompafiada con otros elementos tales como nitrégeno y potasio (NPK). Los
fertilizantes fosfatados se obtienen como resultado del procesamiento quimico y térmico de la
fosforita y la apatita, obteniéndose superfosfatos, superfosfatos dobles, termofosfatos, etc; los
fosfatos tricalcicos se utilizan para la fabricacion en especial de los superfosfatos (GI.

Georecursos, 2005).

5.1.7. Biofertilizantes

La interpretacion del término biofertilizante es muy amplia, significando desde
microorganismos, abonos verdes y estiércoles, hasta extractos de plantas. Para el presente
estudio, se referird ala actividad microbiana y sus aplicaciones en los sistemas de
produccion. En Colombia, segun la Resolucién 0698 del 4 de febrero de 2011 del Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA), un insumo biologico se define como “Sustancia o mezcla
de sustancias que contienen microorganismos viables benéficos que no debe contener

microorganismos patogenos a humanos, plantas y animales”.

Muchos hongos, bacterias, actinomicetos y otros microorganismos, pueden realizar funciones
como: la fijacion del nitrégeno atmosférico, la solubilizacion de elementos minerales o la
mineralizacion de compuestos organicos, mejorando la estructura del suelo por su
contribucion a la formacion de agregados estables en el suelo de manera natural (Grageda,
Diaz, Pefia, & Vera, 2012), y cumpliendo con funciones de antibiosis, estimulacion del

crecimiento y desarrollo vegetal, entre otras (Dibut, 2009).
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Estos procesos naturales, han atraido la atencion de muchos investigadores, interesados en
una agricultura més sostenible, quienes han estudiado los mecanismos de accion de los
microorganismos y su aplicacién, garantizando asi la obtencion de productos ecoldgicos, que
cumplan toda la normativa de calidad e inocuidad, y que a su vez permitan alcanzar los
rendimientos que ofrecié en su momento la revolucion verde, la cual es un conjunto de
practicas con una fuerte oposicion debido a la continua demanda de fertilizantes inorganicos
a los que se enfrentan esquemas convencionales de produccion, los cuales deberian ser
sustituidos parcial o totalmente (Goldstein & Krishnaraj, 2007; Khan, Zaidi, Ahemad, Oves,

& Wani, 2010).

Si bien, el uso de microorganismos es tan antiguo como la agricultura misma, por parte de
las distintas y distribuidas culturas indigenas y campesinas de todo el mundo, es en los afios
50 donde se adelantaron los primeros trabajos sobre microorganismos solubilizadores de
fosfato a nivel industrial. La desaparecida Union Soviética fue el primer pais interesado en
aprovechar la potencialidad de algunos microorganismos capaces de solubilizar nutrientes
en formas disponibles para plantas; en consecuencia, aparecid la fosfobacteria, el primer
biofertilizante producido en el bosque soviético y en algunos paises de Europa Oriental

(Sperber, 1956 citado por Rodriguez & Rubiano, 2002).

Aunque por casi 100 afios se han producido comercialmente inoculantes a base de Rhizobium
spp., con las crisis energéticas en la década de 1970, el estudio de los biofertilizantes avanzo
rapidamente en algunos paises europeos y asiaticos; sin embargo, el avance fue menor en

paises latinoamericanos (Grageda, Diaz, Pefia, & Vera, 2012).
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5.2. Marco Geografico
La presente investigacion fue desarrollada en tres zonas de Colombia: la zona 1 corresponde
al departamento de Cundinamarca, esta zona ofrece un contraste en la produccion de banano,
debido a su produccién a pequefia escala y usualmente cultivado como policultivos
acompafados de especies agricolas y forestales como café, citricos, yuca, guatila, cacao,
cedro entre otros; la zona 2 corresponde al departamento de Antioquia y la zona 3 al
departamento del Magdalena.

5.2.1. Zona 1 (Cundinamarca):

La variada topografia del departamento, hace posible que se presente la diversidad de climas
propios de la zona tropical. El departamento goza de una posicion favorable dentro de la
region Andina porque cuenta con todos los pisos térmicos, desde el célido con el del valle del
rio Magdalena y el piedemonte de los Llanos Orientales, hasta el pAramo como el del
Sumapaz lo que ofrece grandes posibilidades en términos de diversificacion de produccién
agricola y en general, de utilizacion del suelo (Gobernacién de Cundinamarca, 2013). En este

departamento se realizaron los muestreos en dos municipios los cuales fueron:

v El municipio de Alban, presenta los siguientes limites geodésicos: por el norte con los
Municipios de Villeta y Sasaima, por el occidente con el Municipio de Guayabal de
Siquima, por el Sur con el Municipio de Anolaima y por el Oriente con los
Municipios de Sasaima y Facatativa; sus coordenadas geograficas son de 4° 53’
latitud norte y 74° 26’ latitud oeste; sus altitudes que oscilan entre los 1500 m.s.n.m.
en su parte baja y los 3100 m.s.n.m. en sus cerros mas altos, encontrandose su
cabecera municipal alos 2246 m.s.n.m.; tiene una temperatura promedio de 16°C

(Alcaldia de Alban - Cundinamarca, 2015).

v El municipio de La Vega, se encuentra ubicado en la provincia del Gualiva, cuenta

con una extension de 15.352 Ha (153.52 Km?), de las cuales 94 Ha corresponden al

25



area urbana, su cabecera municipal se halla a 1.230 metros sobre el nivel del mar
(m.s.n.m.) y cuenta con una temperatura promedio de 22°C; en cuando al sector
agricola los cultivos predominantes son el café con 1.150 hectareas, la cafia de azlcar
220 hectéreas, el platano 400 hectareas en asocio con otros cultivos y 17 hectéreas en
monocultivo en las veredas de tierras viejas, tabacal, Chupal y la Alianza, entre otros

(Alcaldia de La Vega- Cundinamarca, 2015).
5.2.2. Zona 2 (Antioquia):

El relieve variado del departamento esta representado, por una parte, por areas planas que
comprenden las dos terceras partes del total del suelo, y que estan localizadas en el valle del
Magdalena, en Bajo Cauca, en las zonas préximas al departamento del Choco, y en las zonas
préximas a la costera region de Urabd; y por otra parte, el relieve estad conformado por una
extensa area muy montafiosa que hace parte de las cordilleras Central y Occidental de los
Andes, que componen una tercera parte del suelo antioquefio, y en la cual sobresalen 202
altos importantes, con elevaciones que oscilan entre los 1.000 y los 4.080 m.s.n.m.
(Gobernacién de Antioquia, 2012). En este departamento se realizaron los muestreos en dos

municipios los cuales fueron:

v El municipio de Apartado, se encuentra ubicado en la zona noroeste del departamento de
Antioquia en las coordenadas 7°52” 40” de latitud norte y 76° 37’ 44” de longitud oeste,
los limites municipales de Apartad6 son: por el norte con el Municipio de Turbo, por el
oriente con el Departamento de Cordoba, por el sur y occidente con el Municipio de
Carepa (Universidad del Valle, 2008). La altitud de la cabecera es de 25 m.s.n.m., el
4rea total del municipio es de 600 Km? de los cuales 5,65 km? pertenecen al area urbana,

la temperatura promedio es de 28°C (Universidad del Valle, 2008). La economia del
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municipio se basa en los cultivos de banano, platano, maiz, yuca y cacao (Alcaldia de

Apartado - Antioquia, 2015).

v El municipio de Chigorodo, tiene una temperatura promedio de 28C°, limita por el norte
con el municipio de Carepa, por el este con el departamento de Cordoba, por el Sur con
los municipios de Mutata y Turbo y por el oeste con el municipio de Turbo, la altitud de
la cabecera municipal es de 34 m.s.n.m., la economia del municipio se basa en agricultura
(Banano, Arroz, Platano, Maiz, Yuca), ganaderia, mineria y artesanias (Alcaldia de

Chigorodo- Antioquia, 2015).

5.2.3. Zona 3 (Magdalena):

El departamento del Magdalena se localiza al norte del pais sobre la margen oriental del Rio
del mismo nombre que cubre la parte baja y plana hasta encontrar las costas del Mar Caribe,
las cuales se extienden desde la desembocadura del Rio Magdalena, hasta la Boca de
Palomino, sitio limitrofe con el Departamento de la Guajira, su temperatura promedio es de
30°C, con una altitud aproximada de 2 m.s.n.m. La economia del departamento del
Magdalena esta centrada en las actividades agropecuarias, ganaderas, turisticas y portuarias.
Los productos que se cultivan son el algoddn, arroz, banano, palma africana, tabaco y algunos
frutales (Gobernacion del Magdalena, 2012). En este departamento se realizaron los

muestreos en el municipio de Zona Bananera (Prado, Sevilla).

El Municipio de Zona Bananera esté localizado al norte del Departamento del Magdalena, se
encuentra localizado entre los paralelos 10° 39 y 10° 55° Latitud Norte y entre los
meridianos 74° 06’ y 74° 17’ oeste de Greenwich y a una altura de 30 m.s.n.m, limitando por
Norte con el municipio de Ciénaga (Quebrada de Aguja); al Sur con el municipio de
Aracataca (agua divisoria del rio Tucurinca); al Oriente con el municipio de Ciénaga (pie de

monte Sierra Nevada de Santa Marta) y al Occidente con el municipio de Pueblo Viejo
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(terrenos de aluvion de la Ciénaga Grande de Santa Marta); cuenta con una temperatura
promedio de 29°C, y la economia se basa principalmente en la agricultura (banano, palma,
pan coger), seguido por la ganaderia y el comercio (Alcaldia de Zona Bananera - Magdalena,

2015).

5.3. Marco de antecedentes

5.3.1. Antecedes en investigaciones relacionadas con Hongos Solubilizadores

de Fosforo (HSP)

En Colombia se reportan varias investigaciones relacionadas con el aislamiento y evaluacion
de hongos solubilizadores de fosfatos, tales como las realizadas por Vera, Perez, & Valencia,
2002a en la rizosfera de Araza (Eugenia stipitata McVaugh), las cuales reportan aislamientos
de Paecilomyces spp; Aspergillus flavoclavatus; Penicillium janthinellum; Gliocladium
catenulatum; Trichoderma spp; Trichoderma aureoviride, Fusarium spp, entre otros. En
laboratorio, cepas de Trichoderma spp, Trichoderma aureoviride y Aspergillus aculeatus
demostraron una mayor capacidad solubilizadora de los fosfatos de calcio, mientras que para
el fosfato de hierro fueron encontrados hongos como Aspergillus oryzae, Paecilomyces spp,
Gongronella butleri y Fusarium oxysporum los cuales obtuvieron mejores resultados. Vera,
Perez, & Valencia, 2002a mencionan que Aspergillus spp. podria ser utilizado en la
elaboracion de biofertilizantes, de no ser porque podria resultar patégeno bajo ciertas
circunstancias y sobre algunas plantas de cultivo. Los mismos autores realizaron estudios de
distribucion de los microorganismos solubilizadores de fosfatos (MSP) en microhébitats
(suelo control y rizosférico) en 2 parcelas con cultivos de Araza (Eugenia stipitata), por
unidad fisiografica. El estudio demuestra que existe una mayor colonizacion y proporcion de
micelio activo de los HSP, en microhabitats de la rizésfera, respecto a suelo libre de raices,

esto se le atribuyo a que escasez de elementos nutritivos que pueden limitar la actividad
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metabdlica de los hongos, en el estudio no existio homogeneidad entre unidades muestreadas

de un mismo paisaje respecto a la composicion de especies.

Posada, Sanchez, Sieverding, Aguilar, & Heredia, (2012) realizaron un estudio, donde se
buscaron relaciones entre los hongos filamentosos y solubilizadores de fosfatos con algunas
variables edaficas y manejo de cafetales, en Colombia y México. Obtuvieron como resultado
el aislamiento de 76 hongos filamentosos (36 para Colombia y 40 para México)
solubilizadores de fosforo de hierro (PFe) y fésforo calcio (PCa). Los autores encontraron
que los aislamientos de los géneros Chaetomium, Aspergillus y Fusarium fueron comunes a
ambas zonas geograficas. Entre los aislamientos, Fusarium spp. y Cylindrocarpon spp. en
Colombia y Penicillium spp. en México, fueron los géneros que mas contribuyeron a la
rigueza de especies en el nimero de hongos solubilizadores de PFe y HSP-(Fe+Ca). Los
investigadores también encontraron que las diferentes intensidades de manejo se relacionaron
negativamente con HSP-Fe en cafetales colombianos.

Galindo, Sanchez, & Polonia, (2006), realizaron muestreos en rizésferas de manglares
Avicennia germinans y Rhizophora mangle del Caribe Colombiano, donde evidenciaron la
eficiencia fosfatosolubilizadora in vitro del hongo filamentoso Aspergillus niger y dos
bacterias no identificadas. En el estudio se sefiala, que los valores medidos de actividad
solubilizadora indican un excedente de fosfatos para al menos ocho aislamientos segun datos
de crecimiento, lo que sugiere que los HSP, hacen parte de un mecanismo presente en el
ecosistema, para suplir deficiencias edaficas de fosfatos.

Otros estudios como los adelantados por Hernandez, Carrion, & Heredia (2011), abren
nuevas posibilidades de investigacidon, como lo son las de control biolégico. En su estudio
con Paecilomyces lilacinus aislado de juveniles de Globodera rostochiensis, afirma que ésta
especie tiene eficientes capacidades solubilizadoras in-vitro en especial con fosfato de calcio,

y sugiere se hagan pruebas en campo, para que puedan ser evaluadas, en interaccion con otros
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microorganismos, ademas advierten que es probable que el principal mecanismo de
solubilizacion sea la produccion de &cidos organicos ya que en presencia de fosfato de hierro,
P. lilacinus inmovilizo la mayor parte del fosforo solubilizado y dej6 una proporcién minima
disponible. Estos hallazgos podrian ser eje de investigacion alternativa ante el uso de
nematicidas que han esterilizado suelos bananeros por su contenido en cobre (PNUMA,

2010).

En el mundo, el estudio de los microorganismos solubilizadores de fosfatos posee un papel
muy importante, ya que, estos estan involucrados en procesos del ecosistema que implican
la transformacion del nitrogeno y el fosforo, y ejercen efectos estimulantes sobre las plantas,
las cuales a su vez, seleccionan y estimulan a las comunidades microbianas a través de la
secrecion de exudados radiculares. Aunque éstas relaciones pueden estar condicionadas al
tipo de suelo, es necesario realizar mas investigaciones para establecer vinculos entre todos

estos factores (Ceron & Aristizabal, 2012).

En Brasil el estudio de Oliveira, et al. (2009), reporta aislamientos de microorganismos
solubilizadores de fosfato en la rizésfera de un cultivo de maiz como Streptomyces platensis,
Aspergillus terreus, Bacillus sp, Burkholderia sp, Talaromyces rotundus; Penicillium
citrinum. Los autores mencionan que éstos microorganismos son mas eficientes en la
solubilizacion de fuentes de P de aluminio, fitatos, y lecitina en relacion con algunas bacterias
halladas en el estudio; ademas presume que la eficiencia de los HSP esta relacionada con una
mayor diversidad microorganismos P-solubilizantes y de sus interacciones. El autor
establece como discusion la posibilidad de que los microorganismos podrian contribuir a la
solubilizacion dependiendo del genotipo de la planta, debido a la respuesta de los organismos
a diferentes raices y sus patrones de exudacion, especialmente cuando las plantas estan bajo

estrés ambiental.
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Otros estudios como el de Osorio & Habte (2001), reportan sinergias positivas entre HSP y
hongos micorricicos arbusculares en Leucaena leucocephala en suelos de Hawai. Los
autores aislaron microorganismos capaces de solubilizar roca fosforica, y seleccionaron a
Mortierella sp, para realizar evaluaciones en invernadero y comprobar la absorcion de
fosforo y el crecimiento de L. leucocephala con o sin el hongo de micorriza Funneliformis
aggregatum. El estudio revel6 que las plantas colonizadas por ambos microorganismos tenian
el mayor contiendo de fdsforo, seguido por plantas inoculadas con solo los hongos de
micorriza arbuscular. Ademas también indican que Mortierella sp. aumento el contenido de
fésforo en las plantas con micorriza un 13% en suelo no fertilizado y en un 73% en el suelos
fertilizado con roca fosférica y que el grado de sinergia fue mas pronunciado en términos de

absorcion de P que en términos de crecimiento.

Una de las investigaciones que mas se acercan a la utilizacion de microorganismos
solubilizadores de P y banano (Musa spp), es la realizada por Ezz, Aly, Saad, & Shaileb
(2011) en suelos semiaridos, arenosos, en la que se hace una comparacion entre la
fertilizacion con fésforo y microorganismos eficaces (EM1 - biofertilizante) evaluando el
crecimiento, rendimiento y calidad del banano (fruta). Como resultados, el tratamiento 40 kg
P,Os+EML1 resulto ser el que arrojo los mejores resultados en todos los parametros de
productividad. El biofertilizante utilizado estaba compuesto principalmente de
microorganismos fijadores de nitrdgeno como Rhizobium sp., Azotobacter sp., Azospirillum
sp., Azolla sp., algas verdes-azules, micorriza arbuscular y microorganismos como

Bacillus sp.y Pseudomonas sp.. Cabe destacar que los componentes nutricionales de la fruta

también presentaron mejores resultados.
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6. METODOS

6.1. Descripcion del area de estudio

La presente investigacion se desarroll6 en tres departamentos los cuales fueron denominados
como zonas, de la siguiente manera: Zona 1 corresponde al departamento de Cundinamarca,
esta zona ofrece un contraste en la produccion de banano, debido a su produccién a pequefia
escala y usualmente cultivado como policultivos. La zona 2 corresponde al departamento de
Antioquia (Urabd) y la zona 3 al departamento del Magdalena (Zona Bananera),

departamentos reconocidos por la mayor produccion bananera a nivel nacional.

6.1.1. Zona 1. Cundinamarca

Este departamento se encuentra a una altura promedio de 1515 m.s.n.m. y presenta manejo
tradicional y cultivos asociados con especies agricolas y forestales como café, citricos (limon,
naranja, mandarina), banano, yuca, guatila, cacao, cedro, entre otros (Gobernacion de
Cundinamarca, 2013). EI muestreo de suelo se realiz6 en época seca con precipitaciones
promedio de 131,56 mm en el mes de julio del afio 2013. En la Figura 1, se puede observar la
ubicacion geografica y en la Tabla 3 las caracteristicas de las 4 fincas de zona 1

correspondiente al departamento de Cundinamarca.
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Tabla 3. Caracteristicas geogréaficas de las fincas de zona 1- Cundinamarca

Municipio Finca | Nombre Coordenadas Altitud (msnm)
(aproximadamente)
La Vega 1 Campo Alegre | 5°01'16.0"N 1.435
74°18'18.0"O
2 El Recuerdo 4°58'09.3"N 1.383
74°22'07.1"0O
Alban 3 El Bohio 4°55'07.8"N 1.579
74°26'03.0"0
4 San Enrique 4°54'08.2"N 1.661
74°26'08.5"0
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Figura 1. Ubicacion geografica de las fincas de zona 1- Cundinamarca

6.1.2. Zona 2. Uraba

Presenta suelos tipo Inceptisol y Entisol (IGAC, 2011), una altura promedio de 27 m.s.n.m. y

manejo convencional tipo monocultivo. EI muestreo de suelo se realizé en época seca con
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precipitaciones promedio de 193,02 mm en el mes de julio. En la Figura 2, se puede observar

la ubicacién geografica y en la Tabla 4 las caracteristicas de las 4 fincas de zona 2

correspondiente al departamento de Antioquia.

Tabla 4. Caracteristicas geogréaficas de las fincas de zona 2- Uraba

Municipio Finca | Nombre Coordenadas
Apartado 1 Makaira 7°52'07.0"N
76°36'35.3"0
2 Las Victorias | 7°51'45.1"N
76°40'07.5"0
Chigorodo 3 Las Vegas 7°44'08.0"N
76°45'00.3"0
4 Dallas 7°42'06.1"N
76°43'08.1"0
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Figura 2. Ubicacion geogréfica de las fincas de zona 2- Uraba.

6.1.3. Zona 3. Magdalena

El municipio de zona bananera (Prado Sevilla), presenta suelos tipo Alfisol (Sanclemente,
2011), una altura promedio de 30 m.s.n.m. (SDIM, 2014) y manejo convencional tipo
monocultivo. El muestreo de suelo se realiz6 en época seca con precipitaciones promedio de

84,86 mm en el mes de julio. En la Figura 3, se puede observar la ubicacidn geogréafica y en
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la Tabla 5 las caracteristicas de las 4 fincas de zona 3 correspondiente al departamento de

Magdalena.

Tabla 5. Caracteristicas geogréaficas de las fincas de zona 3- Magdalena

Municipio Finca | Nombre Coordenadas
Zona Bananera 1 La Lorena 10°44'48.0"N
(Prado Sevilla) 74°09'55.0"0

2 La Marcela 10°47'00.9"N
74°08'32.7"0
3 Puerto Carrefio 10°54'21.0"N
74°12'09.1"0O
4 La Eloisa 10°53'08.0"N
74°09'17.0"O
= El'Reposo
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6.2. Muestreos edéaficos

Los muestreos de suelos se realizaron entre el 21 de julio y el 10 de agosto de 2013, en época
seca, donde fueron seleccionadas cuatro fincas de banano, separadas por al menos 20 km, y
en cada finca se seleccionaron 6 plantas al azar (separadas al menos por 100 m) para realizar

el muestreo.

En las tres zonas se empled como criterio de seleccion el que las plantas tuvieran la misma
distancia de siembra respecto a las plantas proximas, con similar: i) desarrollo fenoldgico
(Ilenado de racimo), ii) manejo previo (fertilizacién, fumigacién, preparacién del suelo,

presencia de rocas, irrigacion) (IGAC, 2015).

Alrededor de cada una de las plantas se tomaron cuatro submuestras de suelo en cruz
alrededor del fuste, a una distancia entre 5-20 cm de la planta seleccionada, las cuales se
homogenizaron y se obtuvo una muestra compuesta por planta de un peso aproximado a 1

Kg; para un total de 24 muestras por departamento con sus respectivas contramuestras.

Todos los materiales de muestreo fueron lavados y desinfectados antes y después de tomar las
muestras, éstas fueron dispuestas en bolsas de polietileno de cierre hermético con su
respectiva etiqueta de codificacion; luego transportadas en nevera, a una temperatura de
aproximadamente 4°C, hasta la disposicién de éstas en el laboratorio (Rosales, Pocasangre,

Trejos, Serrano, & Pefia, 2008).

A cada una de las muestras, se les realizd un andlisis fisico-quimico. Las valoraciones de
suelo fueron realizadas por parte del Instituto Geografico Agustin Codazzi (IGAC), (Bogota,
Colombia), incluyendo capacidad de intercambio cationico (CIC), magnesio (Mg), potasio
(K), sodio (Na), carbono organico (CO), textura y pH, fosforo total y disponible. Para los

cuales se utilizaron los siguientes métodos: Textura: Bouyoucos; Acidez intercambiable
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(A.1.): con KCI; Conductividad eléctrica (CE): en extracto de saturacion; Carbdn organico
(C.0.): Walkley - Black; Fosforo (P) disponible: Bray Il; CIC (capacidad intercambio
cationico) y bases intercambiables (magnesio, potasio y sodio): Acetato de amonio 1 normal

y neutro; pH: con potenciémetro: suelo, agua.

También se midio el contenido de humedad del suelo, para ello se tomaron muestras de 10
gramos de suelo en bolsas de papel; estas muestras fueron llevadas a un horno mufla a 70°C
durante tres dias, obteniendo la muestra seca la cual se peso y con los datos obtenidos se

aplicé la siguiente formula:

Mh — Ms
Contenido de humedad de la muestra= ——  « 100
Ms — Mr

Donde:

Mh = peso recipiente mas la muestra de suelo himedo (g).

Ms = peso recipiente mas la muestra de suelo seca (g).
Mr = peso recipiente (g).
6.3. Aislamiento y purificacion de los hongos solubilizadores de fosforo
(HSP)
Una vez en el laboratorio, cada muestra fue previamente tamizada en seco en una malla de 2
mm, seguidamente se aplicd el método de filtrado de particulas mediante tamizado hiumedo
descrito por Mueller, Bills, & Foster (2004), para luego sembrar los granulos de suelo en
cajas de Petri con agar Sundara y Sinha (S&S), y finalmente se realiz6 la purificacion de los

HSP en Papa Dextrosa Agar (PDA).

Para el método de filtrado de particulas mediante tamizado himedo, cada muestra fue lavada
con 2 litros de agua destilada en tamices de 0,5mm (500y), 0,25mm (250p) y 0,125 mm

(125u), obteniendo granulos de suelo con micelio vivo adherido, sin esporas o propagulos
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libres (Gualdron, Suérez, & Valencia, 1997; Posada, Sanchez, Sieverding, Aguilar, &
Heredia, 2012). Los granulos fueron dispuestos sobre papel filtro en cajas Petri, las cuales se

dejaron durante 5 a 7 dias en una desecadora de vidrio con silica gel para su secado.

Una vez obtenidas las muestras secas, se realizd la siembra de granulos para el aislamiento de
HSP, tomando 5 granulos de suelo y sembrandolos en una caja de Petri con agar S&S,
enriquecido con 0.5¢g/L de fosfato tricalcico (Anexo 1), el cual es un medio indicativo por su
facilidad para distinguir el halo de solubilizacion. EI medio se esterilizé en autoclave durante
15 minutos a 22 psi y 121°C, posteriormente se incluyé una mezcla de antibidticos
(Cloranfenicol-0.1g/L, Gentamicina-50mg/L, Rifampicina-50mg/L y Tetraciclina-50mg/L),
para evitar bacterias y hongos de rapido crecimiento (Posada, Sanchez, Sieverding, Aguilar,
& Heredia, 2012). Con el mismo procedimiento fueron realizadas 4 repeticiones, obteniendo
en total 20 granulos por muestra compuesta. Los granulos de suelo en el medio de cultivo
fueron incubados de 3 a 6 dias a una temperatura promedio de 21°C (Gualdron, Suérez, &

Valencia, 1997).

Posteriormente, se seleccionaron las colonias con capacidad solubilizadora, evidenciadas por
la presencia de un halo claro o transparente alrededor de la colonia fungica, lo cual indica
actividad solubilizadora (Vera, Perez, & Valencia, 2002a). Los hongos obtenidos fueron
purificados en medio PDA para su posterior identificacion. Para la conservacion de las cepas
fue utilizado glicerol al 10% como crioprotector (Nopparat, Jatupornpipat, & Rittiboon,
2009).

6.4. Evaluacion de la actividad solubilizadora de fosfatos de los hongos

seleccionados

Para la seleccion de cepas con los mayores valores de capacidad de solubilizacion, los hongos

aislados y purificados, se sometieron a la evaluacion de su actividad empleando como fuente
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de fosforo, fosfato tricalcico Cas (PO,), (Vera, Pérez, & Valencia, 2002a; Hernandez,

Carrion, & Heredia, 2011) en el medio de cultivo S&S e incubados a 21°C por 8 dias.

La seleccion preliminar de cepas fue realizada mediante la cuantificacion de la eficiencia
relativa de solubilizacion (ERS) (Vera, Perez, & Valencia, 2002a; Mahamuni, Wani, & Patil,
2012) midiendo el didmetro con un calibre, los halos de solubilizacion y la coloniaalos 3y 7
dias posteriores a la inoculacion (Hernandez, Carrion, & Heredia, 2011). La eficiencia

relativa de solubilizacion se cuantifico utilizando la siguiente formula:

Diametro promedio del halo de solubilizacion (mm)

ERS= X 100

Diametro promedio de la colonia (mm)

Posteriormente, se promediaron los datos de ERS (Figura 4), tanto del tercer como del
séptimo dia después de la siembra de cada repeticion de las cepas aisladas, con el fin de tener
un porcentaje de ERS por cepa. Como criterio de seleccidn se tuvieron en cuenta los hongos

que tuviesen una ERS superior al 200%.

Figura 4. Medicion del diametro del halo de solubilizacion y de la colonia.
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6.5. Caracterizacion e identificacion de los hongos solubilizadores de fosfato
Las cepas fungicas solubilizadoras de fosfato aisladas y seleccionadas fueron transferidas a
medio PDA donde se hizo una caracterizacion macroscopica y microscopica.
Posteriormente, se procedi6 a hacer la respectiva identificacion a especie y género cuando las
caracteristicas lo permitian, y en caso de no poder hacerlo, los aislamientos fueron
catalogados con codigo y determinadas denominados morfoespecié en forma secuencial (una

morfoespecie es una especie no identificada, disimil en caracteristicas morfologicas).

6.5.1. Caracterizacion macroscopica

Una vez completados 20 dias de aislamiento se procedio a realizar la caracterizacion
macroscopica. Con el fin de clasificar los morfotipos por inspeccion al estereoscopio, se
realizo la observacion directa de las colonias aisladas, esta observacion constituy6 la primera
caracterizacion. Las cepas aisladas fueron agrupadas en el Anexo 2 siguiendo criterios de
similitud en caracteres, pigmentacion de la colonia, pigmentacion y/o plegamiento del medio
de cultivo, tamafio, textura y reverso, con estos datos, se construyd una base de datos con los

respectivos codigos y fotografias.

6.5.2. Caracterizacion microscopica

Las estructuras para la descripcion microscopica fueron tefiidas con azul de lactofenol e
identificadas a través del microscopio 6ptico OLIMPUS CX 31, Modelo CX31RTSF® vy la
obtencion de imagenes se hizo a través de una cdmara digital MOTIC 580, resolucion 5.0
MP®, en aumentos de 40X y 100X, evidenciando caracteres morfoldgicos como, hifas,
conidiogénesis (células conidiogenas, fidlides conidios y cicatrices) y caracteristicas de las

esporas cuando no correspondia a Deuteromicetes.
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6.5.3. Identificacion

Para la identificacion de los hongos fueron utilizadas las claves taxondémicas de Domsch,
Gams, & Anderson, (2007), Barnett & Hunter, (1998), la base actualizada de MycoBank y se
contd con la asesoria para la respectiva confirmacion de las identificaciones realizadas, de
parte de la Doctora Cinthya Ivonne Becerra, la cual obtuvo su maestria y doctorado en
Ciencias en el Instituto de Ecologia, A.C. Xalapa, Veracruz, ademas de tener formacion en la
“Taxonomia de hongos microscopicos asociados a restos vegetales” y en “Fundamentos

tedricos y practicos en la taxonomia de los hongos anamorfos asociados a restos vegetales”.

6.6. Evaluacion de la homogeneidad

A fin de conocer si los HPS obtenidos en el presente estudio, presentaban un patrén de
aparicion en las muestras de la rizosfera de banano, y comprender algunas interacciones y
variables que explicaran su posible distribucion, una vez aislados e identificados, se evalud la
distribucion de las cepas encontradas teniendo en cuenta relaciones de los hongos, respecto
las zonas y fincas de muestreo, por medio del uso de tablas de contingencia, las cuales
muestran estadisticamente (Mediante prueba de X? de Pearson) si existe relacién o no, de las
cepas con las fincas y/o las zonas de donde fueron obtenidas. Adicionalmente se buscaron
otros patrones de distribucion, que permitan conocer o hacer una aproximacion de su
especificidad. Esta evaluacion se realizo, con el fin de identificar si existen comunidades

concretas de HSP entre fincas y/o zonas o si por el contrario son propios de cada finca.
6.7. Analisis de datos

v' Atodas las variables evaluadas se aplicé la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk,
para aquellas variables que cumplian normalidad fueron realizadas pruebas de

ANDEVA de una via. Para las otras variables se emplearon pruebas no paramétricas
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de Kruskal-Wallis. Aquellas variables que mostraron diferencias significativas fueron
separadas entre zonas y aislamientos por medio de la prueba de Tukey. Todos los
analisis se realizaron con los programas SigmaStat para Windows version 3.11 e

InfoStat version 2014.

v' Se realizaron correlaciones parciales en bisqueda de posibles razones tanto de la
distribucion como de la presencia de los HSP en las zonas de muestreo; para esta
prueba se tuvieron en cuenta las caracteristicas edaficas i) Fisicas: Estructurales
(arena, limo y arcilla), Humedad; ii) Quimicas (K, Mg, Na, capacidad de intercambio
catiénico, carbono organico, pH, fosforo disponible, fosforo total) vs la presencia de
HSP. Adicionalmente se realiz6 un analisis de factores principales (AFP) de los
parametros edéaficos y la presencia de HSP por fincas para determinar como afectan

cada una de las caracteristicas edaficas a la variabilidad en las poblaciones de HSP.

v El analisis de homogeneidad o especificidad (HoE), se realizé con el fin de buscar las
tendencias de predominancia de morfoespecies de HSP entre fincas y de esta manera
determinar si alguna de estas morfoespecies se asociaba a las plantaciones de banano.

Para ello se realizaron tablas de contingencia, las cuales se evaluaron mediante prueba

de ¢

v Ademas se realizaron pruebas de correlaciones parciales con el fin de buscar las
posibles razones de la diferencia en las ERS de las cepas solubilizadoras méas
eficientes en relacion con los factores edaficos ya mencionados. Cabe destacar que
estas pruebas se hicieron solamente para las fincas que presentaron HSP con

ERS>200%.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Caracterizacion macro y microscépica de cepas seleccionadas

Una vez seleccionadas las cepas fungicas con mayor eficiencia, y luego de ser sembradas en
cajas Petri con PDA, fueron descritas macroscopicamente (Anexo 2). Microscopicamente, la
mayoria de las cepas presentaron aspecto tipico de hongos filamentosos; en el Anexo 3 se
presentan las caracterizaciones de los aislamientos, con su respectiva descripcion, asi como

su evidencia fotografica.

En la Tabla 6 se presentan los géneros, especies y/o morfotipos hallados, a partir de las
caracterizaciones realizadas. De las 35 cepas identificadas con potencial de solubizacién de
Ca3(POy),, se identificaron 3 especies, 7 géneros, 9 morfoespecies y una cepa como Mycelia
sterilia, para un total de 20 taxones macro y microscopicamente disimiles, algunos de ellos
citados en la literatura como organismos fosfatosolubilizadores, de importacia en la industria

y la agricultura.
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Tabla 6. Identificacion de hongos fosfatosolubilizadores aislados.

MORFOTIPO, GENERO
Y/O ESPECIE

CODIGO DE CEPA

DESCRIPCION

(ver: Anexo 2)

Macroscopica

Microscopica

CUNDINAMARCA (ZONA 1) Pag. Pag.
H6111. Penicillium sp. 1 83 95
H7121. Paecilomyces fumosoroseus 83 95
H1121. Penicillium sp. 2 84 95
H6211. Penicillium sp. 3 84 96
H5121. Penicillium sp. 4 85 96
H2111. Morfoespecie 1 85 97
H3211. Morfoespecie 2 86 98
H5311. Morfoespecie 3 86 98
H4131. Alysidium sp. 1 87 98
H2131. Humicola sp. 1 87 99
H3341. Humicola sp. 1 87 99

ANTIOQUIA (ZONA 2)
H2112. Penicillium glaucum 88 99
H3112. Paecilomyces lilacinus 88 100
H7142. Morfoespecie 4 88 100
H1112. Morfoespecie 5 89 100
H5132. Morfoespecie 5 89 101
H1142. Penicillium glaucum 89 101
H6132. Fusarium sp. 1 90 101
MAGDALENA ( ZONA 3)
H1133. Morfoespecie 6 90 102
H4243. Morfoespecie 7 90 102
H3243. Fusarium sp. 1 91 102
H2213. Morfoespecie 9 91 103
H4133. Morfoespecie 8 91 103
H1443. Aureobasidium sp. 1 92 103
H1113. Coniothyrium sp. 1 92 103
H5113. Penicillium sp. 4 92 104
H2313. Paecilomyces lilacinus 93 104
H2133. Humicola sp.2 93 105
H3213. Mycelia sterilia 93 105
H1343. Morfoespecie 7 94 105
H2123. Paecilomyces lilacinus 94 106
H2113. Penicillium glaucum 94 106
H5123. Penicillium glaucum 95 106
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H1213. Aspergillus sp. 1 95 107

H5223. Penicillium glaucum 95 107

Estudios como los realizados por Cao, You, & Zhou, (2002), reportan similes aislamientos a
los hallados en este estudio en plantas de banano (Musa acuminata). Los autores obtuvieron

aislamientos de hongos enddfitos como Aureobasidium sp., Penicillium sp. y Aspergillus sp.
hallados en las hojas de la planta, ademas de los generos Paecilomyces sp., Penicillium sp. y

Fusarium sp, que fueron aislados a partir de muestras en la rizésfera.

Especies del género Aspergillus sp. son bien conocidas por la produccién de acidos
organicos, como &cidos citrico, glucdnico, glicélico, oxalico y succinico (Pradhan & Sukla,
2005; Khan, Zaidi, Ahemad, Oves, & Wani, 2010; Yadav & Verma, 2012; Walpola & Yoon,
2012), a su vez es reportado como uno de los géneros mas eficaces solubilizando fosfatos,
debido a su alta actividad de fosfatasas (Tarafdar y Rao, 1996). Sin embargo, su uso ha sido
restringido debido a que este género puede ser patdgeno bajo ciertas circunstancias y sobre
algunas plantas de cultivo (Vera, Perez, & Valencia, 2002a). También se ha encontrado, por
ejemplo, que algunas especies de Aspergillus son eficientes en la biolixiviacion de varios
metales pesados, estas especies son tolerantes sobre una amplia gama de factores como
temperatura, pH, salinidad, y la desecacion (Xiao, Zhang, Fang, & Chi, 2013), y ademas
Aspergillus sp, podrian solubilizar el P presente en ocho fuentes de roca fosforica,

dependiendo de la especie fungica (Khan y Bhatnagar, 1977).

Garcia, Anaya, Flores, Ruiz-Gonzéalez, & Salvador-Figueroa, (2013), reportaron una alta
eficiencia de solubilizacion para cepas de Penicillium sp. aislados de la rizésfera de banano
clon “Gran Enano” en México; esto podria suponer un factor importante en el uso de este
género debido a que Gomez & Zabala, en el 2001, afirman que Penicillium sp., poseen una

mayor capacidad de solubilizacion de fuentes insolubles de fésforo cuando es inoculado en
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medios acuosos, respecto a cepas de Aspergillus sp. como A. terreus y A. niger. Por su parte
Gururaj & Mallikarjunaiah, (1995), sugieren sinergias positivas de Penicillium glaucum con
la bacteria Azotobacter chroococcum y el hongo de micorriza arbuscular Glomus
fasciculatum, en cuanto a la cantidad fdésforo solubilizado y precosidad en la floracion en la

herbacea Helianthus annuus L., conocida con el nombre comun de girasol.

De P. glaucum se ha reportado la produccién de acido gluconico, el cual ha sido asociado a la
solubilizacion de fosfatos como: fosfato dicalcico, fosfato tricalcico, y roca fosforica
(Corrales, Arévalo, & Moreno, 2014). Sin embargo, se presume que algunos hongos
anteriormente identificados como Penicillium sp., incluyendo P. glaucum, son cepas
potencialmente correspondientes a Talaromyces atroroseus, por su cercano parentesco
filogenético. Teniendo en cuenta que especies de Talaromyces sp., tienen como caracteristica

la exudacion de pigmentos rojos en varios medios de cultivo (Frisvad, et al, 2013).

Aunque otros estudios no han demostrado la estabilidad de estos exudados, en el presente
estudio las cepas H2112 , H1142, H2113, H5123, H5223 identificadas como P. glaucum,
aisladas y evaluadas in vitro en el laboratorio, no presentaron la difusion de pigmentos en el
medio PDA; en contra parte, si lo hizo la cepa H6211 Penicillium sp. 3, lo que hace suponer,
que probablemente sea una cepa perteneciente al género Talaromyces, por lo cual es
importante realizar posteriores identificaciones moleculares de estas cepas aisladas, para
poder diferenciar a su vez, su uso como HPS en la industria, debido a que algunos hongos
productores de pigmentos extracelulares también pueden producir micotoxinas (Frisvad, et al,

2013).

El género Aureobasidium, tambien ha sido reportado previamente con potencial
solubilizador de fosfatos de Ca, Fe y Al. En el estudio de Wang, Zhan, & Sun en el 2014,

encontraron que el principal mecanismo para la P-solubilizacion de Aureobasidium pullulans,
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es la produccion de acidos organicos, dentro de los que se encuentran los acidos citrico,
tartarico y oxalico, siendo este Ultimo el mas dominante. Pese a que Aureobasidium pullulans
es una especie biotecnoldgicamente importante, por su amplia distribucion en diferentes
ambientes y por la produccién de enzimas extracelulares como amilasa, proteinasa, lipasa,
celulasa, xilanasa, mananasa, transferasas, pululano y sideréforos (Chi et al, 2009), Gawas-
Sakhalkar, et al en 2012 sugieren una nula actividad de produccion de fosfatasas como
mecanismo de solubilizacion de Cas(PO,4), en medio Pikovskaya. Por otra parte, especies de
Aureobasidium sp. han sido aislados de frutos de banano por Tan Gana, (2010) y Alvindia,
Kobayashi, Yaguchi, & Natsuaki, (2002), quienes ademas lo describen como un organismo
no patogénico, en frutos de banano sin aplicaciones quimicas en pos-cosecha, pese a que fue

aislado apartir de una lesion.

Fusarium sp. por su parte también ha sido reportado por ser un organismo P-solubilizador en
suelos tropicales de Colombia en rizdésferas araza y chontaduro (Vera, Perez, & Valencia,
2002a; Riascos-Ortiz, Sarria-Villa, Agudelo, Gdmez-Carabali, & T., 2011), sin embargo, este
hongo es a menudo relacionado con especies patogénicas. Para el caso del banano, la
especie Fusarium oxysporum f.sp. cubense, es mundialmente conocida por ser causante de la
enfermedad denominada “Mal de Panama”, muy limitante en el cultivo (Rivas & Rosales,
2003), pese a ello, especies de este género no patogénicas han demostrado ser hongos
enddfitos capaces de parasitar larvas de Radopholus similis en cultivos de banano y platano

(Pocasangre, et al, 2004).

El hongo Humicola sp. también ha sido reconocido en varios estudios como un hongo con
capacidad solubilizadora, sobresaliente en medios acuosos (Moratto, Martinez, Valencia, &
Sénchez, 2005; Sharma et al, 2013). Humicola grisea var. Thermoidea, a sido estudiado por
la produccion de hemicelulasas en residuos de tallo, en platano, ademas de presentar

actividad de pectinasas y xilanasas, que debido a su bajo peso molecular es capaz de penetrar
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y modificar de manera mas eficiente las propiedades fibrosas del material vegetal (Medeiros
et al, 2000; Braz, 2004). Un estudio realizado por Radhakrishnan, Khan, Kang, & Lee,
(2015), analiza el beneficio para la soya (Glycine max), en términos de HPS y crecimiento de
la planta bajo estrés salino, utilizando los hongos enddéfitos Fusarium verticillioides y
Humicola sp. En el estudio encontraron que con respecto al control, la utilizacion de estas
cepas P-solubilizadoras mejoraron la longitud de brotes (7,3% y 2,5%) y contenidos de
proteinas (59,1% y 65,1%), destacando también la inhibicion del nivel de peroxidacion

lipidica en las plantas, es decir disminuyendo su estrés oxidativo.

La actividad del género Paecilomyces ha sido numerosamente documentada por distintos
autores (Vera, Perez, & Valencia, 2002a; Hernandez, Carrién, & Heredia, 2011; Sharma et
al, 2013). En el caso de Paecilomyces lilacinus sinonimia de Purpureocillium lilacinum
(MycoBank, 2015), evidencia actividad de solubilizacion de fosfatos de calcio y hierro in-
vitro, sin embargo el interés principal del estudio en éste hongo, se ha centrado alrededor de
su uso como controlador bioldgico. Este hongo ejerce un habito nematéfago en especies
como Meloidogyne incognita, Radopholus similis, y Rotylenchulus reniformi, (Hernandez,
Carrion, & Heredia, 2011); los cuales son considerados como agentes causales de dafio de
importancia econdémica en plantaciones de banano en suelos tropicales, ya que por ejemplo R.
similis puede ocasionar, dafios en las raices de plantas jovenes, he incluso en cornos, lo que
conlleva a la pérdida de peso en racimos y elongacion en el tiempo de cosecha (Rivas &
Rosales, 2003). P. lilacinus produce enzimas tales como proteasas, polisacaridasas, quitinasas
y tiene actividad extracelular productora de fosfatasas, igualmente tiene produccion de acidos
organicos como citrico, gluconico, malico, y succinico. Ademas este hongo también es
conocido por poseer una actividad metabdlica con potencial para remediacion en la
degradacion de herbicidas (Kilama, et al, 2007; Romero, Urrutia, Reinoso, & Kiernan, 2009;

Rinu, Pandey, & Palni, 2012).
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Por su parte, Shukla & Vyas, (2014), plantean una relacion entre la actividad P-solubilizadora
de controladores bioldgicos, ademas del anteriormente mencionado, también de
Paecilomyces fumosoroseus, que produce acido oxalico (Borges, Diaz, Juan, Nelis, &
Gobmez, 2010). Al parecer, muchos de los acidos orgénicos producidos en la solubilizacion de
fosfatos, tienen relacién también con mecanismos usados para ejercer su actividad como
entomopatogeno; esto resalta otra funcionalidad de estos microorganimos y su potencial, en
diferentes usos, ya que por ejemplo P. fumosoroseus es usado comercialmente
(FUMOGAN®), como controlador biolégico, de mosca blanca (Trialeurodes sp. y Bemisia
sp) en banano, y de otros artropodos plaga, pero no con el fin de ejecutar una actividad

especifica para la solubilizacion de fosfatos en el suelo.

No se encontraron en la literatura reportes de Alysidium sp. y Coniothyrium sp. como

géneros, que posean actividad solubilizadora de fosfato de calcio.

Alysidium sp., se reporta como un género hallado principalmente adyacente a afluentes de
agua dulce, y en la superficie de los suelos con vegetacion lefiosa y sustratos minerales como
méarmol (Burford, Kierans, & Gadd, 2003; Bucher, Pointing, Hyde, & Reddy, 2004),
miembros de este género, son capaces de solubilizar compuestos ligninicos, mediante la

produccidn de enzimas con potencial celulolitico (Bucher, Pointing, Hyde, & Reddy, 2004.

El género Coniothyrium sp., ha sido aislado en sustratos de rocas como granito, marmol y
arena (Burford, Kierans, & Gadd, 2003 ). De este género se destacan especies como
Coniothyrium minitans, por su potencial uso en la industria y el control biolégico como
micoparasito, y productor de enzimas que son potencialmente Utiles para el control de
patogenos y degradacion de acido oxalico (Ren et al, 2007). Otro miembro de este género,
Coniothyrium sporulosum, ha sido investigado por su capacidad de solubilizar y degradar el

fluoreno (Garon, Krivobok, Wouessidjewe, & Seigle-Murandi, 2002); sin embargo, no se
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hallaron investigaciones especificas para la solubilizacion de fosfatos. Mucho de esto se debe
a que la identificacion de este género, se da gracias a su morfologia relativamente simple y
que ésta a su vez proporciona pocos caracteres de diagndstico, por lo tanto, la mayoria de
especies se han descrito a partir de su presencia en plantas o desde el suelo, por lo que existen
un gran numero de morfoespecies no determinadas (Verkley, da Silva, Wicklow, & Crous,
2004). En la rizésfera banano se reportan coincidencias de aislamientos por Li & Zhang,

(2005) aunque los autores precisaron que la presencia de éste hongo no fue dominante.

Lo anterior supone un hallazgo de importancia en cepas no descritas como fosfato
solubilizadoras, al ser este aparentemente el primer informe que reporte a miembros de
Alysidium sp. y Coniothyrium sp., por lo cual es imperante en estudios posteriores realizar
identificaciones mediante métodos moleculares, y estudiar posteriormente sus mecanismos de

accion como organismos con potencial en la P-solubilizacion.

Es relevante hacer notar la presencia de éstos microorganismos en distintos suelos y
agroecosistemas abordados en este estudio, aun, en los que han sido utilizados con manejos
convencionales de produccién, lo cual reafirma que éstos hongos son omnipresentes en el
suelo y de alli su importancia investigativa en el ciclaje y suministro de fésforo en formas
disponibles para las plantas, asi como sus interacciones y sus posibles efectos simbioticos

(Khan, Zaidi, Ahemad, Oves, & Wani, 2010; Santos, et al., 2013).

7.2. Evaluacién in vitro de la actividad solubilizadora de hongos aislados

7.2.1. Eficiencia relativa de solubilizacion (ERS)

Las cepas fueron evaluadas in vitro para seleccionar aquellas de mayor potencial de
solubilizacion teniendo en cuenta como criterio una eficiencia relativa de solubilizacion

(ERS) minima del 200%. Se aislaron un total de 66 cepas de las cuales fueron seleccionadas
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35 (53%) por su eficiencia al solubilizar fosfato tricalcico en condiciones de laboratorio
(Anexo 4). Por zonas, se tiene un porcentaje de seleccion de 42,3%, 50% y 65,4%

correspondientes a zona 1, zona 2 y zona 3, respectivamente (Figura 5).

120,0
26 14 26
100,0
80,0 o 34,6 %
57,7% 20
60,0
40,0
20,0
0,0
1 2 3
Zonas
m Cepas seleccionadas # Total de Cepas Aisladas

Figura 5. Numero total de cepas aisladas y porcentaje de cepas seleccionadas por zonas de
estudio

La cepa con mayor ERS, fue la Morfoespecie 6 con una ERS de 412,8 % la cual pertenece a
la zona 3, sin embargo no fue estadisticamente diferente de las cepas con mayor ERS (Letra
A, Fig. 5) que comprende entre los 293,1% y 407%, e incluye las Morfoespecie 3, 7, 8, 9,

Penicillium sp.2, Penicillium glaucum, Fusarium sp.1 y Paecilomyces lilacinus.

De igual forma, la cepa con la menor ERS con un 202,5% fue Fusarium spl, identificada con
el codigo H3243 de la misma zona, la cual tampoco tuvo una diferencia significativa con las
cepas representadas con la letra B (Figura 6), e incluye Penicillium sp.1, sp.2, sp. 3,
Penicillium glaucum, Paecilomyces lilacinus, Fusarium sp.1, Aspergillus sp.1,

Aureobasidium sp.1, Humicola sp.2 y a la Morfoespecie 7.

Como se puede observar, se obtuvieron distintas ERS para aislamientos de la misma especie,

lo cual puede atribuirse a diferencias genéticas dentro de una misma especie (Kajamuhan,
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Saslis-Lagoudakis, & Shaw, 2015), asi como también la diferencia de origen (zonas), y por
tanto sometidas a diferentes condiciones edafoclimaticas. Este hecho es corroborado con la
afirmacion del estudio de Xiao, Chi, Li, Xia, & Xia en el 2011, los cuales reportan que las
cepas difieren en sus capacidades para sobrevivir y liberar P soluble de roca fosférica bajo

diferentes condiciones.
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Figura 6. Eficiencia Relativa de Solubilizacion (ERS) de las cepas de cada zona
*No existen diferencias significativas en la ERS entre de las cepas que comparten las mismas

letras.

Al analizar por zonas, la cepa con mayor ERS (406,9%) en la zona de Cundinamarca,
corresponde a la Morfoespecie 3 identificada con el codigo H5311 y la cepa con menor
porcentaje de ERS de esa misma zona fue Penicillium sp2. con una ERS de 208,2%
identificada con el cddigo H1121. Los géneros de hongos solubilizadores mas estudiados son
Penicillium y Aspergillus (Chun-Chao et al., 2007; EI-Azouni, 2008; Pandey et al., 2008).
Segun el estudio de Gémez & Zabala (2001), se reportan especies del género Penicillium con
una capacidad solubilizadora (ERS) entre los 104,8 y 119,5%, el cual es un porcentaje
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inferior al resultado obtenido, sin embargo, en el estudio de Useche, Valencia, & Hernando
(2004), Penicillium spp. presentan una capacidad solubilizadora (ERS) superior con un 420-
300%. Esto podria indicar que el Penicillium sp2 encontrado en el presente estudio presenta
un gran potencial, a pesar de ser una de las cepas que arrojé un menor porcentaje de ERS.
Ademas, se puede decir, que la capacidad solubilizadora de este género depende tanto de la

especie como de las condiciones edafoclimaticas.

Mientras que la mejor cepa de la zona 2 (Uraba), con una ERS de 333,4 % fue la
Morfoespecie 5 identificada con el codigo H1112 y la cepa con menor porcentaje de ERS de
esa zona fue Paecilomyces lilacinus con un 218,2% identificada con el codigo H3112, ésta
especie ha sido reportada como solubilizadora en el estudio de Hernandez, Carrion, &
Heredia en el 2011, teniendo como resultado la solubilizacion de fosfato de calcio con una
ERS de 298% al décimo dia después de la siembra, cifra que concuerda con los resultados de
la presente investigacion resaltando que Paecilomyces lilacinus es considerado una cepa con

una gran capacidad solubilizadora.

Para la zona 3 (Magdalena) la Morfoespecie 6 fue la cepa con el mayor valor de ERS con un
412,8 % identificada con el codigo H1133, y la cepa con la menor ERS con un 202,5% fue
Fusarium spl identificada con el cédigo H3243 de la misma zona. El género Fusarium ha
sido reportado como solubilizador en el trabajo de Posada, Heredia, Sieverding, & Sanchez
en 2013 donde se reportaron diferentes especies del género Fusarium sp. como solubilizador
de fosfato de calcio con valores de ERS entre 123 y 208%, siendo éste ultimo, el mejor
porcentaje de ERS de Fusarium sp, dicho resultado fué similar al reportado en el presente

estudio.

Se resalta que aunque se trata de diferentes zonas geograficas y con diferentes practicas de

manejo del cultivo de banano en todas las zonas de muestreo se obtuvieron aislamientos con
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una alta eficiencia relativa de solubilizacion ya sea con cepas en comun o con cepas que al

parecer son éndemicas de las zonas.

7.2.2. Correlaciones entre las caracteristicas edaficas y presencia de HSP

Las correlaciones parciales se realizaron con el fin de conocer las posibles razones tanto de la
distribucion como de la presencia de los HSP en las zonas de muestreo; para esta prueba se
tuvieron en cuenta las caracteristicas edéaficas i) Fisicas: Estructurales (arena, limo y arcilla),
Humedad; ii) Quimicas (K, Mg, Na, capacidad de intercambio cationico, carbono organico,

pH, fosforo disponible, fosforo total) vs la presencia de HSP.

En el andlisis de factores principales (AFP, Figura 7), se puede observar la contribucion de
cada uno de los factores en la variabilidad de la abundancia de los HSP por finca. La
influencia de los factores explicaron el 85% de la varianza total de los datos. El primer eje
explico el 43.8% de esta varianza y las variables que mas contribuyeron fueron: Magnesio
(Mg, 0.89), pH (0.88), Sodio (Na, 0.87), Limo (0.81), carbono orgéanico (CO,-0.73) y
capacidad de intercambio catiénico (CIC, -0.8), por tanto se tiene en cuenta la materia
organica como elemento convergente que puede ser representativo para este factor. Por su
parte el segundo eje explicé el 25,2% de la varianza y los factores que méas contribuyeron
fueron arena (-0.92) y arcilla (0.76), es decir, la estructura del suelo y los HSP (-0.83). El
tercer eje explicé el 16% de la varianza y el factor que més contribuyé en fue el fosforo

disponible (0,87) (Anexo 5).
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Figura 7. Proyeccién de los casos en el factor - plano (1x2). Los casos con suma del cuadrado del coseno* Zona 1: Finca 1:

Campo Alegre (CAM); Finca 2: El Recuerdo (ERE); Finca 3: El Bohio (EBO); Finca 4: San Enrique (SEN); Zona 2: Finca

1: Makaira (MAK); Finca 2: Las Victorias (LVI); Finca 3: Las Vegas (LVE); Finca 4: Dallas (DAL); Zona 3: Finca 1: La
Lorena (LLO); Finca 2: La Marcela (LMA); Finca 3: Puerto Carrefio (PCA); Finca 4: La Eloisa (ELE).

En la Figura 7 se observa que en la finca Campo alegre (1-Zona 1) la presencia de los HSP

esta positivamente relacionada con el carbono organico (CO), la capacidad de intercambio

cationico (CIC) y la arcilla, y negativamente con el magnesio (Mg), el potasio (K), el sodio

(Na) y el pH, mientras que los HSP de la finca Las Vegas (3- Zona 2) se encuentran

relacionados positivamente con el potasio (K) y la arcilla y negativamente con el sodio (Na),

el magnesio (Mg), la capacidad de intercambio catiénico (CIC), el carbono organico (CO), el

pH y la arena y por Gltimo de forma totalmente contraria a la finca Campo alegre, los HSP de

la finca Puerto Carrefio (3- Zona 3) estan influenciados positivamente por el sodio (Na), el

magnesio (Mg), el pH y por los limos e influenciada negativamente con la capacidad de

intercambio catiénico (CIC) y el carbono organico (CO), indicando que los factores edéaficos

pueden influenciar a la presencia de los HSP positiva o negativamente, y por tanto no generar

un patrén comun entre las zonas.
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La cantidad de hongos solubilizadores de fosfatos (HSP), probablemente esté mas
relacionada a la proporcion de éstos en la flora microbiana total del suelo (Six, Bossuyt,
Degryze, & Denef, 2004) y a su vez por los contenidos de carbono orgénico, el cual es el

factor convergente del primer factor (Figura 7).

La matriz de correlaciones parciales (Anexo 6) arroja que las Unicas correlaciones
significativas se dan entre la presencia de los HSP con la arena (r = 0,7741, P = 0,003) y con
la arcilla (r =-0,7505, P = 0,005), es decir, segun estos resultados en los suelos arenosos
aumenta la presencia de estos microrganismos y presentan una relacion negativa con la

arcilla, lo cual se confirma en la Figura 7 y se explica de forma méas amplia a continuacion.

Aunque la correlacién entre la presencia de los HSP con la arena (r = 0,7741, P = 0,003) sea
significativa, se tiene en cuenta que, como lo nombra Pita & Pértega (2001) una correlacion
no implica causalidad, con los datos obtenidos no se puede determinar la causa por la cual se
presentaron dichos resultados. Sin embargo, otros estudios como el de Moratto, Martinez,
Valencia, & Sénchez (2005), mencionan que existen efectos significativos de la estructura del

suelo sobre los recuentos de los microrganismos hallados.

La relacién negativa con la arcilla se hace evidente en la zona 3 (Magdalena), ya que obtuvo
los menores porcentajes de arcilla y su distribucion es relativamente homogénea estando la
mayoria de sus fincas en el cuadrante inferior derecho de la Figura 7, lo cual se podria
atribuir a que las arcillas permiten el crecimiento de microorganismos como bacterias y

hongos entre los espacios aéreos (Six, Bossuyt, Degryze, & Denef, 2004).

Si se tiene en cuenta que el muestreo se realiz6 en época seca (21 de julio - 10 de Agosto de
2013), dicho resultado contradictorio al estudio de Vera, Pérez, & Valencia del 2002b, el cual
nombra que la época de muestreo de su estudio coincidié con un periédo denominado

comunmente “veranillo”, en el cual existe mayor exposicion de los suelos a la radiacion solar,
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incrementandose su temperatura y disminuyendo su contenido de humedad y como
consecuencia, el nimero de nichos espaciales disponibles tiende a disminuir rapidamente,
especialmente en suelos mas arenosos, generando una posible reduccién del estado micelial.
Vera, Pérez, & Valencia (2002b) se apoyan con la teoria de Thomas, Shantaram &
Saraswathy (1985), al aducir que la baja capacidad de retencion de humedad en suelos
arenosos da como resultado una escasa poblacion de hongos solubilizadores de fosfatos. Cabe
destacar que si bien la humedad es un factor limitante para la presencia de los HSP, no se
trata del Unico factor que influencia la presencia de éstos, ya que existen diversos factores

edafoclimaticos con relacién directa.

Por otro, lado el resultado de relacién negativa con la arcilla contrasta con el estudio de
Posada, Sanchez, Sieverding, Aguilar, & Heredia del 2012, el cual reporta que la arcilla se
relaciond positivamente con los grupos fangicos evaluados, sin embargo fue menor su
asociacion con los HSP. Este comportamiento se podria atribuir al alto contenido de fosforo
presentado en las zonas de muestreo de la presente investigacion, comparado con dicho
estudio, ya que a la cantidad de HSP y los contenidos de P, varian de forma inversamente

proporcional a la cantidad de arcilla por efecto de retencién.

Sin embargo, hay que considerar también la posibilidad que éstos hongos, aunque esten
presentes en el suelo, se encuentren ejerciendo su funcion como saprobios, mas no como
solubilizadores, ya que los suelos de las zonas muestreadas presentan altos contenidos de
fésforo disponible, por lo tanto no necesitan ejercer esta funcion. Dichos contenidos de
fésforo son posiblemente atribuidos a la sobrefertilizacion de los cultivos de banano, ya que,
aunque exista retencion por arcilla ésta probablemente fue superada dejando residuos de

fosforo.
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7.3. Repetitividad de los grupos de especies de los hongos solubilizadores de

fosfatos en las zonas y fincas muestreadas.
Contemplando futuras investigaciones para la creacion de un biofertilizante, con organismos
especificos que pudiesen adaptarse y cumplir su funcion solubilizadora, y bajo la hipotesis de
que la distribucion y abundancia de los HSP estan dadas en el suelo rizosférico, por
condiciones como la exudacién de sustancias radicales, la disponibilidad de material vegetal
y granulometria de sustratos metabolizables (Six, Bossuyt, Degryze, & Denef, 2004) y otros
factores que pudiesen sustentar una distribucion detallada de los hongos hallados en la
rizésfera de banano, se realizo el andlisis estadistico de tendencias chi cuadrado, el cual
arrojo como resultado que para las fincas (P=0,2263) y para la zonas (P= 0,2395), no se
encontrd correlacion entre el habitat de las unidades muéstrales y la composicion de la cepas

aisladas. En la Tabla 7 se muestran los aislamientos por finca y zona.
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Tabla 7. Contingencia de los HPS aislados por fincas y zonas.

Especies

Zona 1*
(Cundinamarca)

Zona 1*
(Antioquia)

Zona 3*
(Magdalena)

Repetitividad

ERE
Penicillium sp.1 X
Penicillium sp.2 X

Penicillium sp.3 X

Penicillium sp.4 X

P. glaucum X X
Humicola sp.1 X

Humicola sp.2 X
P. fumosoroseus X

P.lilacinus X X X
Aspergillus sp.1
Fusarium sp.1 X
Aureobasidium sp.1
Coniothyrium sp.1 X
Alysidium sp.1 X

Mycelia sterilia X
Morfoespecie 1 X

Morfoespecie 2
Morfoespecie 3
Morfoespecie 4 X

Morfoespecie 5 X X

Morfoespecie 6 X
Morfoespecie 7
Morfoespecie 8 X
Morfoespecie 9 X

CAM | EBO | SEN | MAK | LVI | LVE | DAL | LLO | LMA | PCA | LEL

XX

XX

X = presencia fangica; Fincas: ERE= El Recuerdo; CAM= Campoalegre; EBO= EIl Bohio; SEN= San Enrique;
MAK= Makaira; LVI= Las Victorias; LVE= Las Vegas; DAL= Dallas; LLO= La Lorena; LMA= La Marcela;
PCA= Puertocarrefio; LEL= La Eloisa.

Como se puede observar en la Tabla 7, se encontraron especies de Penicillium, en las 3 zonas
analizadas, si bien este género es cosmopolita, 4 de las 5 especies de Penicillium sp.,
encontradas en este estudio se reportan en las fincas El Recuerdo y Campoalegre (municipio
de La Vega), pertenecientes a la zona 1 (Cundinamarca). Autores como Chalfoun, Angélico,
Batista, & Pereira en 2005, reportaron una predominancia del género Penicillium en sistemas
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productivos de café organico, en zonas montafiosas de Brasil, y por su parte Escobar,
Delgado, & Jola, (2012), encontraron abundantes poblaciones de Aspergillus sp. y Penicillum
sp, asociadas a procesos de descomposicion (compostaje), de socas de banano en
Cundinamarca (Colombia). Teniendo en cuenta lo anterior, y que el municipio de La Vega se
caracteriza por ser una zona cafetera, en la que el banano o bien es un cultivo secundario, 0
una sucesion y/o asociacion con el café, se hallo que estas fincas tienen una relacion positiva
con el carbono orgéanico, en comparacion con el resto de fincas muestreadas (Figura 7), esto
podria suponer que algunas especies de Penicillium sp., ademas de cumplir una funcién
solubilizadora, también estan asociadas con la descomposicidn sustratos organicos, y que la
densidad poblacional de los microorganismos en general, entre ellos los de capacidad

solubilizadora, son resultado de la disponibilidad de la materia organica.

Especies de Paecilomyces sp., que han sido reportados como antagonistas de R. similis,
fueron también halladas en un estudio preliminar, en la rizésfera de banano, enfatizando un
mayor nimero de aislamientos de la especie P. lilacinus, pese a ello, los autores mencionan
que no se han hallado relaciones entre la densidad poblacional del nematodo y la del hongo
(Kilama et al, 2007), lo que sugiere que este organismo puede estar presente en varios
sistemas como un saprofito facultativo, y no ser estrictamente un indicador de infestacion,
pero si de la presencia de nematodos en las fincas de aparicidn, (este caso las fincas Makaira,
La Lorena y La Marcela), lo cual podria sugerir otra variable de distribucién no contemplada
en este estudio, que puede influir en la homogeneidad de aparicion de estas cepas,
interpretandose como que la repetitividad y abundancia de las cepas en los sistemas
muestreados, pueden estar condicionadas por habitos especificos de vida de los organismos y
el uso del suelo (Moratto, Martinez, Valencia, & Sanchez, 2005;Toro, Blones, & Hernandez,

2001).
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Pese a no haber encontrado un patrén de presencia de taxones, las cepas P. lilacinus, P.
glaucum y Fusarium sp se repitieron en las zonas del Magdalena y Antioquia. lo que podria
suponer un contraste, con la zona de Cundinamarca. Segin Vera, Perez, & Valencia, 2002b,
esto puede deberse a la existencia de microhabitats rizosféricos y condiciones
edafoclimaticas, lo cual se relaciona con las diferencias marcadas entre las zonas
mencionadas, puesto que Chigorodo6 y Apartadd en Antioquia y Zona bananera (Prado
Sevilla) en Magdalena, se caracterizan por la produccion extensiva e intensiva de banano, en
ubicaciones himedas tropicales de baja altitud, en cambio Alban y La Vega son municipios
donde el cultivo de banano se produce a pequefia y mediana escala, en su mayoria en
condicion de policultivos ubicados en territorios montanos y premontanos, en las que aplican
técnicas culturales de conservacion como la captura y aplicacion de microrganismos de
montafia y otras técnicas de produccion menos intensivas, abre la posibilidad de que la
distribucion de los HPS, también difieran debido a las estrategias de manejo, mas
especificamente las relacionadas con el uso de agrotoxicos y su posible efecto inhibitorio

sobre ciertas cepas (Costa, Souza-Motta, & E., 2012).

Otra posible causa por la cual no es posible afirmar que éstos hongos sean representativos,
endémicos, ni repetitivos en los paisajes departamentales estudiados, es debido a que si bien,
pueden haber coincidencias de los aislamientos, el objeto de esta investigacion se centro en la
identificacion y evaluacidn de las cepas bajo el criterio de ERS minimo de (200%),
desconociendo asi otras cepas de menor actividad solubilizadora, lo cual imposibilitaria
emitir juicios de distribucién en la diversidad, ya que este estudio también demostr6 que
pueden existir diferencias estadisticas de ERS entre especies, respecto a las fincas en las que
fueron hallados, un ejemplo de ello es la especie P. lilacinus la cual tuvo diferencias

estadisticamente significativas, de la mayor y menor eficiencia solubilizadora en las especies
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H2123 (323,09%) y H3112 (218,28%) respectivamente (Figura 6), lo cual podrian sugerir

una especializacion solubilizadora dependiendo de su nicho ecologico.

Para corroborar estas hipotesis, se realizd un analisis de correlaciones entre los hongos con
eficiencia relativa de solubilizacion > 200%, y el promedio de las caracteristicas edaficas de
las fincas en las que estos hongos fueron hallados (Anexo 8), sin embargo no se hallaron
correlaciones significativas, posiblemente a que puede haber un sesgo estadistico, por razones
anteriormente expuestas, y que conjuntamente pueden haber diferencias entre los sitios
muestreados (ver anexo 7), por el hecho de haber tomado un promedio de resultados edéaficos
para las fincas; del mismo modo puede deberse a que existen otros factores como el riego
(Bolarfios, Orellana, Bernal, & Morales, 2008), Fosforo-Microbiano (Toro, Blones, &
Hernandez, 2001), presencia de biocidas (Martinez et al, 2014), fuentes de fosforo, genética
de los hongos (Khan, Zaidi, & Ahmad, 2014), y complejos de los mismos, no evaluados, que

influyen en la aparicion homogénea de estas cepas.

Finalmente debido a que el método utilizado permite aislar cepas con micelio y propagulos
vivos adheridos a granulos de suelo, pero no permite hacer cuantificaciones poblacionales por
medio de conteo de unidades formadoras de colonia UFC (lo cual se ve reflejado en el bajo
namero de morfotipos obtenidos), indica que este procedimiento carece de una amplia
representatividad en correspondencia con este objetivo en particular, por lo cual no permite
hacer estimativos a profundidad de una repetitividad y homogeneidad, sin embargo en este
estudio se hace un acercamiento importante, en cuanto a las variables que influencian la
distribucion de la biota fungica solubilizadora, denotando especialmente, que la distribucion
de los HPS puede deberse a la especializacion y adaptacion a diferentes habitats, y que
independientemente de su biotopo en las tres zonas y fincas bananeras existen cepas
distribuidas capaces de solubilizar fosfato tricalcico, y que ademas en cada zona sobresalen

cepas con ERS>300%.
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8. CONCLUSIONES

La mayoria de las zonas y fincas bananeras muestreadas reportaron hongos con ERS
>200% en medio S&S adicionado con Ca3(POy),; de los cuales se lograron aislar e
identificar miembros de Fusarium sp Humicola sp., Aureobasidium sp., Penicillium
sp., Aspergillus sp, y las especies Paecilomyces fumosoroseus, Penicillium glaucum y
Paecilomyces lilacinus, los cuales previamente han sido descritos como HPS, ademas
se hallaron 9 morfoespecies, una cepa en estado de micelio estéril, y dos
contribuciones como nuevos reportes los géneros Alysidium sp y Coniothyrium sp.,

como organismos solubilizadores de fosfato.

La zona de muestreo en bananeras no determina la presencia de organismos con
mayor o menor potencial de solubilizacion de fosfatos, ya que una misma zona puede
presentar diferentes valores de ERS, tanto superiores como inferiores. Como se
observo en los resultados de la zona 3 (Magdalena), en donde la Morfoespecie 6 y
Fusarium spl presentaron tanto la mayor como la menor ERS con valores de 412,8%

y 202,5% respectivamente.

El alto contenido de P en zonas bananeras no inhibe la presencia de morfoespecies
fangicas con altas ERS de fosfato, incluso superiores a las encontradas en otros
estudios como en el caso de Penicillium sp2, el cual obtuvo una ERS de 208,2% y
otros estudios el género Penicillium ha reportado eficiencias entre los 104,8 y 119,5%

(Gémez & Zabala, 2001).

La ERS de fosfatos por aislamientos flngicos parece estar mas relacionada con
caracteristicas propias del aislamiento o de la zona que de las especies en si. Como es
el caso de Penicillium sp2., Penicillium glaucum, Paecilomyces lilacinus,
Morfoespecie 7 y Fusarium spl., donde obtuvieron distintas ERS, presentando
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valores tanto estadisticamente menores como superiores, en dos zonas diferentes aun

siendo de la misma especie.

Las Unicas correlaciones significativas entre la poblacion de los HSP y los factores
edaficos se presentaron positivamente con la arena e inversamente proporcional a los
contenidos de arcilla, esto puede ser atribuido a la porosidad del suelo proporcionada
por la estructura del mismo. Los hongos pueden tener un mejor desarrollo en suelos

con mayor proporcion de arenas ya que brinda espacios porosos superiores a 10 p.

No existe una homogeneidad estadistica en la distribucion de los HSP hallados o una
especializacion de algunas especies en las plantaciones de banano evaluadas, este
mosaico puede atribuirse a la especializacion y adaptacion de éstos a los diferentes
biotopos, y otros factores de influencia como la representatividad del método

empleado y caracteristicas edafoclimaticas.
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9. RECOMENDACIONES

Hacer identificacion mediante métodos moleculares de los organismos aislados con
potencial solubilizador de fosfatos. Para posteriormente hacer evaluaciones en

invernadero y campo.

Realizar pruebas de solubilizacion con otras fuentes de fosfato, como fosfato de hierro
y aluminio, método de bromofenol colorante azul (cambio de pH) para la
determinacion de tipos de &cidos organicos producidos por las cepas, cromatografia
liquida de alto rendimiento (HPLC) y/o métodos enzimaticos para poder determinar
los tipos de acidos organicos producidos por las cepas, con el fin de analizar si
efectivamente son acordes para la produccién del biofertilizante mixto especifico para

Banano (Musa paradisiaca), sin afectar la morfofisiologia de la planta.

Cuantificar la produccion acidos organicos, enzimas u otro mecanismo de
solubilizacion, y evaluar estos mecanismos en medios con diferentes concentraciones
de fosfatos, puesto que creemos que los resultados de la eficiencia “relativa” pueden

estar mediados tanto por la concentracion de fosforo, como por el volumen del medio.

Evaluar cepas aisladas y su ERS, en distintos tiempos por separado, debido a que
existen cepas cuyo crecimiento y expresion solubilizadora estan determinadas por
lapsos de tiempo, asi tambien experimentar con diferentes variables de temperatura y

oscuridad, en condiciones de laboratorio.

Repetir esta investigacion, aumentando el tamafio de la muestra experimental, para

realizar analisis de diversidad, hallar y comparar posibles cepas endémicas.
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ANEXOS

Anexo 1. Composicion del medio de cultivo Sundara & Sinha (S&S).

Compuesto Cantidad/L
(NH4),S0, 0.59
KCI 0.29
MgSO4*7H,0 0.3g
MnS0O4.H20 0.004g
FeSO4*7H20 0.002¢g
NaCl 0.29
Glucosa 109
Extracto de levadura 0.5g
Agar 18¢
Caz(PO,), 0.5¢g
Agua 900 ml




Anexo 2. Caracterizacion macroscopica en medio PDA de los hongos aislados con mayor capacidad de solubilizacion.

Fotografia

? - s 8 o) N
g 22 5 5 Es g & |3
N 33 & S = g > 2
5] — ) o o o
1 H6111 Finamente Centro gris- | Cilindricos Color crema | Si.
flocoso a marron, con | durazno.
granular. banda 1 extremos 2,
marron, redondeado |
banda 2 color | s =
crema simétricame £
durazno. nte. o
2
-
1 H7121 Flocoso Blanco, tenue | Ovoide. No | Color No
elevada rosado. blanco
ligeramente
crema.

Reverso

Frente
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H1121 Medianamente | Centro gris | Cilindrico; | No | Amarillo Si
granulado; claro con hifas en pastel;
moteado en el | (blanco); los bordes borde radial
centro; alta seguido de altamente ligeramente
elevacion. verde opaco. | ramificados. Mas oscuro.
H2111 Medianamente | Centro con Cilindrico; | No | Circulos No
granulado; Micelio con hifas en concéntrico
moteado en el | blanco; los bordes s; centro
centro. seguido de ramificadas. café claro;
verde opaco. b*amarilla
palido; b
café-pardo;
b3
anaranjado.
H6211 Moteado Verde con Bordes centro Si
abundante; variegado ramificados; rosado
ligeramente rosas. circular. S, | oscuro con
elevado. = | b* color rosa
< |claro (en
£ | secuencias
2 | decirculos
2 | concéntrico

)
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H5121 Granular. Verde-gris. Circularno | no | Centro no
uniforme. Amarillo
palido;
seguido de
matices
blancos y
borde
amarillo.
H3211 Bandas Centro Bordes No | Centrorosa | no
diferenciadas | marrén claro, | redondeado seguido por
y plegadas; seguido de s no matices de
levemente multi-bandas | simétricos. marrén bien
moteadas. b'color rosa, marcados;
café claro, borde hifa
b%blanco,b® amarillo
café; borde claro.
radial café
claro.
H5311 Flocoso Centro café Crecimiento | No | Color Si
elevado. claro seguido | circular no negro;
por marron uniforme borde radial
claro. ramificado. amarillo.
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H4131 Filamentado Blanco; con | No No | Anaranjado | No
con bordes estructuras de | uniforme; (durazno).
flocosos. resistencia con hifas

negras y que se

brillantes. expanden
hacia los
bordes.

H2131 Moteado Café claroen | No No | Café No
granular. la elevacion | uniforme. 0SCuro;

enla bordes color
superficie de blanco.

agar café

0scuro.

H3341 Elevacion Hifas grises | Circular No | Centro
moteada ligeramente borde liso color café;
medianamente | blancas; base | no b? café
pronunciada. | superficial uniforme. claro; b ?

del agar café. blanco

87



H2112 Granular. Centro verde | Circularno | No | Color No
opaco; anillo | simétrico. amarillo
intermedio ligeramente
ligeramente anaranjado.
gris;
zonificacion
radial.

H3112 Micélio Inicialmente, | Circularsin | No | Color No

aereo blanco luego | simetria. blanco;
flocoso; rosa ligeramente
levemente | posteriorment amarillo
elevado. e purpura. palido.

H7142 Micelio Blanco. Circular; No | Blanco. No

aéreo, bordes
proliferacio irregulares.
n ablndate.

(filalamenta

cion erecta

vellosa)
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H1112 Algodonosa | Centro rosa, | Circular; Naranja; Si.
; b' amarilla; bordes ~ | borde radial
elevaciones | borde radial | irregulares. | "2 | amarillo
globosas. blanco. § irregular.

T
9
5
=
<

H5132 Algodonosa | Centro rosa; | Circular; Naranja; Si.
; borde blanco. | bordes borde radial | (4)
elevaciones irregulares. amarillo
globosas. < | irregular.

2
T
P

H1142 Granular; Centro verde | Circular no Bandas No
pelusa. opaco; anillo | simétrico. 2 | color

intermedio ‘S | naranja, con
I|g_eramente = matices y
gris; e transiciones
zonificacion 2 a amarrillo;
radial. G | Bordes

S | flocoso

— | ramificado.

(9]
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H6132 Micelio Micelio Crecimiento | No | Color No
elevadasy | blanco irregular melocoton;
ramificadas. | posteriorment | ramificado conel

e melocotén. | sobre la tiempo
superficie naranja.
del agar.

H1133 Hifas Color ocre Crecimiento Melocotén | No
elevadas, palido. irregular palido.
ramificadas. circular. o

S
O
c
2
T
b

H4243 Crecimiento | Habano Pequefiasy | No | Habano No
superficial. | moderadame | pocas medianame

nte blanco. aglomeracio nte blanco.
nes

algodonosas
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H3243 Hifas Micelio Crecimiento | No | Color No
elevadasy | blanco irregular melocoton;
ramificadas. | posteriorment | ramificado con el

e melocotén. | sobre la tiempo
superficie naranja.
del agar.

H2213 Presenta Primera nada | Circulo Color No
leve amarilla concentrico marron;
elevacion; palido; b? irregular. borde radial
bandas marron con o | amarrillo
ligeramente | transiciones a c_:u
moteadas. amarillo S

palido; b°® <
amarilla
palido.
Crecimiento | Ocre Crecimiento | No | Ligerament | No

H4133 superficial | moderadame | irregular. e ocre.
liso; bordes | nte oscuro.
lisos.
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H1443 Hifas Elevacion Expansion | No | Gris Si
densas Gris borde de hifas de matices (5)
aterciopelad | radial y manera negros.
as. superficie cilindrica

ligeramente | no
negra. simétrica.

H1113 Inicialmente | Circulos Circulos Centro café- | No
flocoso con | concéntricos | concéntrico pardo,
el tiempo centro café; s irregulares borde
denso y bandas o | amarillo.
granular siguiente =

, ©
parda; café y =
borde radial <
amarillo

H5113 Elevaciones | Elevaciones | Crecimiento | no | Color Si
y bordes blancas irregular amarillo,
algodonosos | superficie negro, café

negra de
distribucion
no
uniforme;
borde radial
blanco
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H2313 Micélio Inicialmente, | Circular sin | No | Color No
aéreo blanco luego | simetria. blanco;
flocoso; rosa ligeramente
levemente | posteriorment amarillo
elevado. e purpura. palido y
posteriorme
nte café
pardo.

H2133 Elevacion Hifas grises | Circular No | Centro No
moteada ligeramente | borde liso forma
medianame | blanco; base | no uniforme estrellada
nte superficial color
pronunciada | del agar blanco; b?

0scuro borde café
ligeramente claro; b®
café. blanco

H3213 Elevacion Elevacion Bandas bien | No | Centro No
moteada, blanca; borde | marcadas color
abundante. | radial no marron

marron. uniformes. 0SCuUro;
banda
central café-
pardo; b?
marrén
oscuro; b
blanco.
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H1343 Superficie Blanco Crecimiento | No | Color No
lisa; ligeramente | de hifas de Blanco
abundantem | color crema. | manera ligeramente
ente irregular. color crema.
arrugada.

H2123 Micélio Inicialmente, | Circularsin | No | Centro café; | No
aereo blanco luego | simetria. bordes
flocoso; rosa blancos.
levemente | posteriorment
elevado. e purpura.

H2113 Granular. Centro verde | Circularno | No | Color No

opaco; simétrico. amarillo
seguido por ligeramente
matices verde anaranjado.
hasta un

verde

amarela;

zonificacion

radial blanca.
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3 H5123 Granular. Centro verde | Circularno | No | Color No
opaco; simétrico. amarillo
seguido por ligeramente
matices verde anaranjado.
hasta un
verde
amarela;
zonificacion
radial blanca.
3 H1213 Moderadam | Centro con Cilindrico. | No | Café-pardo | No
ente hifas blancas claro,
elevado. pronunciadas zonificacion
;superficie radial
verde oscuro; blanca
borde radial
blanco.
3 H5223 Granular. Centro color | Circularno | No | Color No
rosa; seguido | simétrico. amarillo
de verde ligeramente
opaco; y anaranjado.
matices verde
hasta tener un
verde
variegado;
zonificacion
radial blanca.

*b1=color de banda 1, en el orden de del centro radial hacia extremos;b2;b3;bn.
**Los codigos de identificacion que se observan en evidencia fotografica fueron de forma temporal. Los cédigos finales de cada cepa corresponden a los vistos en la segunda columna de la
tabla.

95



Anexo 3. Caracterizacion microscopica de los hongos aislados con mayor capacidad de

solubilizacién

Zona

Cepas
(Codigo)

Descripcion de la
cepa

[E=N

H6111

Forma verticilos,
con fialides,
seguidas de
conidios
elipsoidales a
subcilindricas de
pared lisas en
colarete.

H7121

Hifas hialinas
conididforos
erectos; ramas
verticiladas con
verticilos que
llevan 3 0 mas
fialides
citriforme en su
parte basal que se
estrecha;
conidios
elipsoidales-
fusiformes de
pared lisa.

H1121

Hifas septadas
hialinas con
conidi6foros
simples o
ramificadas, con
métulas seguidas
de fialides y
conidias
elipsoidales
cadenas, sin
ramificar.

Fotografia
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H2111

Hifas hialinas
septadas,
conididéforos con
ramificacion
irregular, con o
sin métulas,
fidlides solitarias,
conidias hialinas,
de forma eliptica,
de pared lisa en
cadena que se
forman en la
punta de las
fialides.

H6211

Hifas septadas
hialinas con
conidi6foros
ramificadas, con
métulas seguidas
de fialides en
forma de botella
y conidios
elipsoidales con
rugosidades
cadenas, sin
ramificar.

H5121

Hifas septadas;
conidi6foros
rectos, hialinos,
con fialides que
nacen sobre
meétulas. conidias
producidas en
cadena, de forma
esféricas hialinas.

97



H3211

Micelio septado,
endoconidias
cilindricas y
alargadas, en
cadenas
obovadas de
paredes gruesas.

H5311

Hifas hialinas,
septadas y
ramificadas con
una forma
cilindrica
irregular en
forma de collar.

H4131

Micelio septado
irregular,
ramificado,
conidiéforos
erectos o
ascendentes con
evidencia de
cicatrices, células
conidiogenas
poliblasticas,
conidios
elipsoidales color
amarillo de
pared lisa oscura
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H2131

Conidioforos
cortos; conidios
solitarios,
esfericos y sub-
esféricos de color
marron oscuro, y
paredes gruesas.

H3341

Conidioforos
cortos; conidios
solitarios,
esféricos de color
marrén oscuro.

H2112

Hifas septadas;
conidi6foros
tabicados,
ramificado al
final, con
métulas y fialides
en forma de
botella, donde
nacen conidios
lisos elipsoidales
en cadenas.
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H3112

Hifas septadas;
con métulas
seguidade 30
mas fialides que
se estrechan en la
parte distal, con
conidios
elipsoidales que
forman cadena en
la punta de las
fialides.

H7142

Hifas septadas y
flexuosas; célula
conidiégena de
pared lisa con
vesicula en forma
esférica globosa,
conidios
lacrimoides y
esféricos

H1112

Conidioforos de
superficie lisa;
conidios en
cadenas acropeta
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H5132

Conidioforos de
superficie lisa;
conidios en
cadena acropeta

H1142

Hifas septadas;
conidiéforos
tabicados,
ramificado al
final, con
métulas y filides
en forma de
botella, donde
nacen conidios
ovoides en
cadena.

H6132

Hifas septadas
hialinas;
abundantes
macroconidias
encorvados con
2y 3septosy
extremos
truncados.
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H1133

Hifas septadas,
conidios
cilindricos

H4243

Hifas
vegetativas;
conidios
alargados,
ligeramente
fusiformes y
erectos con
extremos
truncados

H3243

Hifas septadas
hialinas,
abundantes
macroconidias
fusiformes
encorvados con
2y 3septosy
extremos
truncados,
escasas
microconidias
elipsoidales.
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H2213

Hifas septadas
hialinas;
conidiéforos
individuales y en
racimos (fidlides
en grupos)

H4133

Hifa septadas
solitarias y
ramificadas con
terminacion
cilindrica,
fusiformes con 2
celdas, septo
intermedio
hialino.

H1443

Hifas septadas
hialinos,
ramificaciones
irregulares;
Conidios
sincrénicos
elipsoidal;
aglomeraciones
de células.
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H1113

Picnidio de color
marrén, y de
pared
minuciosamente
verrugosa.

H5113

Hifas delgadas y
entrecruzadas;
conididforos
cortos
monoverticilado;
en su mayoria
con 3 fialides
pudiendo ser
mas, conidios
elipticos.

H2313

Hifas septadas;
con métulas
seguidade 30
mas fidlides que
se estrechan en la
parte distal, con
conidios
elipsoidales que
forman cadena en
la punta de las
fialides.
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H2133

Conidios
solitarios
esféricos y/o
globosos, que
nacen
directamente de
la hifa, hifas
delgadas y poco
abundantes.

H3213

Hifas delgadas y
entrecruzadas sin
septos, apices de
las hifas
tubiformes.

H1343

Conidios
alargados,
moderadamente
arrifionados y
erectos con
extremos
truncados.
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H2123

Hifas septadas;
con un par de
métulas seguida
de 3 0 més
fialides que se
estrechan en la
parte distal, con
conidios
elipsoidales que
forman cadena en
la punta de las
fialides.

H2113

Hifas septadas;
conidiéforos
tabicados,
ramificado al
final, con
métulas y filides
en forma de
botella, donde
nacen conidios
lisos elipsoidales
en cadenas.

H5123

Hifas septadas;
conidiéforos
tabicados,
ramificado al
final, con
métulas y fidlides
en forma de
botella, donde
nacen conidios
lisos elipsoidales
en cadenas
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H1213

El conidioforo
con vesicula
apical hinchada;
Conidios
redondos o
seudoesféricos en
cadena
(aparentemente
sin métulas), con
fialides

H5223

Hifas septadas;
conidi6foros
ramificado al
final, con
métulas y filides
en forma de
botella, donde
nacen conidios
lisos elipsoidales
en cadenas.
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ERS TOTAL: K-S Dist. = 0,150

Anexo 4. Prueba de Kruskal Wallis (ERS)

P <0,001 Failed

A test that fails indicates that the data varies significantly from the pattern expected if the

data was drawn from a population with a normal distribution.

A test that passes indicates that the data matches the pattern expected if the data was drawn

from a population with a normal distribution.

Prueba de Kruskal Wallis

Variable IDENTIF N Medias D.E.

Medianas H p

ERS Total H1112
ERS Total H1113
ERS Total H1121
ERS Total H1133
ERS Total H1142
ERS Total H1213
ERS Total H1343
ERS Total H1443
ERS Total H2111
ERS Total H2112
ERS Total H2113
ERS Total H2123
ERS Total H2131
ERS Total H2133
ERS Total H2213
ERS Total H2313
ERS Total H3112
ERS Total H3211
ERS Total H3213
ERS Total H3243
ERS Total H3341
ERS Total H4131
ERS Total H4133
ERS Total H4243
ERS Total H5113
ERS Total H5121
ERS Total H5123

3333,41 76,62
3285,57 134,00
3208,26 21,52
3412,84 102,93
3 293,07 20,32
3 207,63 24,16
3 375,38 58,14
3223,63 16,93
3237,83 20,17
3236,66 18,51
3224,54 33,56
3 323,09 67,09
3 290,67 85,03
3 203,59 28,96
3 296,15 50,46
3282,82 55,64
3218,28 21,72
3262,26 43,64
3273,14 79,73
3 202,52 33,03
3 235,30 13,87
3 257,81 74,65
3406,34 97,83
3207,35 50,23
3265,84 75,05
3273,79 110,08
3 240,60 13,09

314,39 58,41 0,0057
319,38
220,42
418,58
292,56
219,94
379,35
223,55
248,90
236,19
236,01
286,04
281,25
208,19
280,19
282,76
225,27
273,00
240,60
185,79
240,91
217,05
434,07
191,85
284,14
217,50
243,41
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ERS Total H5132
ERS Total H5223
ERS Total H5311
ERS Total H6111
ERS Total H6132
ERS Total H6211
ERS Total H7121
ERS Total H7142

3272,92 39,71
3 204,89 33,65

3406,98 153,03 442,45

3207,81 18,85
3300,08 15,87
3210,59 19,72
3249,12 25,63
3228,78 33,03

285,95
189,30

198,64
298,97
214,57
236,55
232,84
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Anexo 5. Cargas factoriales de componentes principales
Variable
Factor Loadings (Unrotated) (DATOS OBJ 2)
Extraction: Principal components

(Marked loadings are >,700000)

Factor Factor Factor
1 2 3
Arena 0,058734 -0,923065 -0,243779
Limo 0,809340 0,121694 -0,297212
Mg 0,894629 0,340430 0,117457
Na 0,871146 -0,139199 0,367174
K -0,154471 0,626513 -0,602749
CIC -0,807773 0,100340 0,412792
Arcilla -0,488795 0,765684 0,380283
Co -0,733584 -0,416696 0,456607
pH 0,887078 0,006028 0,393509
K 0,676225 0,582983 0,238878
Mgl  0,894629 0,340430 0,117457
PDis  0,610308 -0,444175 0,452675
PTot -0,249729 -0,119040 0,869806
Hum  -0,630644 0,515113 0,096744
HSP  0,143599 -0,829298 -0,157633
Expl.Var 6,568883 3,784958 2,404576
Prp.Totl 0,437926 0,252331 0,160305
Value
Eigenvalues (DATOS OBJ 2)
Extraction: Principal components
Eigenvalue % Total Cumulative Cumulative
variance Eigenvalue %
1 6,568883 43,79256 6,56888 43,79256
2 3,784958 25,23305 10,35384 69,02561
3 2,404576 16,03051 12,75842 85,05612
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Anexo 6. Matriz de correlaciones parciales
Variable
Correlations (DATOS OBJ 2)
Marked correlations are significant at p <,05000

N=12 (Casewise deletion of missing data)

HSP
Arena 7741
p=,003
Limo ,0996
p=,758
Mg -,2067
p=,519
Na ,1573
p=,625
K -,4839
p=,111
CIC -,3303
p=,294
Arcilla -,7505
p=,005
CoO ,1352
p=,675
pH ,0639
p=,843
K -,2725
p=,392
Mgl  -,2067
p=,519
PDis  ,3409
p=,278
PTot -,0301
p=,926
Hum  -3317
p=,292
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Anexo 7. Resultados de los analisis edaficos de las zonas muestreadas

Promedio de seis observaciones + error estandar para las variables fisicoquimicas edéaficas en 12 plantaciones de banano en 3 zonas geograficas

de Colombia

Plantaciones Zona 1l Zona 2

Parametro CAM ERE EBO SEN DAL LVE LVI MAK

Arena (%) 507+ | d 47.8+4.1 | cd 23.1+4.1 | ab 229+4.1 | ab 34.4 + | abcd 178+ | a 244+ | ab 38.3+4.5 | abcd
5.8 4.1 4.1 4.1

Limo (%) 29.7+ | a 35.1+2.7 | ab 35.1+2.7 | ab 309+2.7 | ab 489+ | D 41.8+ | bcd 38.7% | abc 42.7+2.9 | bcd
3.8 2.7 2.7 2.7

Arcilla (%) 19.6 + | abcd 17.1+2.4 | ab 41.8+2.4 | de 46.1+2.4 | E 16.7+ | Ab 403+ | de 36.8% | cde 19.0+ 2.6 | abc
3.4 2.4 2.4 2.4

pH 43+03 | a 45+03 | a 5.1+0.3 | abc 5.1+0.3 | abc 49+03 | Ab 47+03 | a 5.6+0.3 | abc 5.0+0.3 | ab

CO (%) 7.7+06 | d 6.6+0.6 | d 49+0.6 | cd 52+0.6 | cd 1.0+0.6 | Ab 1.1+06 | ab 1.3+0.6 | ab 0.8+06 | a

CIC 35.4% | bc 44027 | c 405+2.7 | ¢ 3727 | C 214+ | Ab 28.1+% | bc 28.7% | bc 179+27 | a
2.7 2.7 2.7 2.7

Ca 1.4+09 | a 21+09 | a 4.8+0.9 | bc 39+0.9 | ab 4.4+0.9 | Bc 44+0.9 | bc 7809 | c 3.7+20.9 | ab

Mg 0.5+0.2 | a 0.9+0.2 | a 1.1+0.2 | ab 1.0+02 | A 1.2+0.2 | abc 1.6+0.2 | bed 1.8+0.2 | cd 1.2+0.2 | abc

K 0.7+0.2 | ab 1.3+0.2 | bcd 1.1+0.2 | abc 0.8+0.2 | ab 22+02 | D 1.9+02 | d 1.9+0.2 | cd 1.8+0.2 | cd

Na 0.2+0.1 | a 0.4+0.1 | bcde 0.3+0.1 | abc 0.2+0.1 | ab 0.3+0.1 | abc 0.3+0.1 | abcd 0.4+0.1 | cdef 0.3+0.1 | abc

P Disponible 55.1%+ | a 2204+ | a 145+60.1 | a 885+ | A 859+ | A 53.6% | a 113+ | a 1044+ | a

60.1 60.1 60.1 60.1 60.1 60.1 60.1
P Total 863+ | abcd 1107 £ | bcde 1673+ | de 1612+ | E 690+ | abc 603+ | ab 688 + | abc 582+ | a
175.4 175.4 175.4 175.4 175.4 175.4 175.4 175.4
Humedad 30.8+ | f 20.0+2.2 | ab 27.9+2.6 | cdef 28.3+1.8 | def 24.2 + | bcde 28.7+ | ef 28.4+ | def 22.6+1.2 | abcd
(%) 1.2 1.1 1.3 2.1
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Continuacion anexo 7

Plantaciones Zona 3 ANOVA
Pardmetro LEL LLO LMA PCA F-H. P.
Arena (%) 483+41 | D 27.1+4.1 | Abc 47.5+4.1 | cd 39.6+4.1 | bed 8 | <0.0001
Limo (%) 41.9+2.7 | bcd 50.6+26 | E 38.9+2.7 | abc 50.3+2.7 | cd 37.238 | <0.0001
Arcilla (%) 9.8+24 | A 223+24 | Bcd 13.5+24 | ab 10.1+24 | a 55.592 | <0.0001
pH 49+0.3 | Ab 6.1+0.3 | Bc 6.3+0.3 | cd 7603 | d 12.197 | <0.0001
CO (%) 19+0.6 | Bc 1.9+0.6 | Bc 16+06 | b 15+06 | b 59.139 | <0.0001
CIC 15727 | A 17627 | A 158+2.7 | a 139+27 | a 58.536 | <0.0001
Ca 33+09 | Ab 5.3+009 | Bc 4.4+0.9 | bc 6.9+09 | c 36.495 | <0.0001
Mg 1.1+0.2 | Ab 1.6+0.2 | Bcd 20+02 | d 21+02 | d 40.01 | <0.0001
K 09+0.2 | Ab 0.8+0.2 | Ab 0.6+0.2 | a 06+0.2 | a 42.804 | <0.0001
Na 0.3+0.1 | abcd 0.7+0.1 | Ef 0.6+0.1 | def 1.0+01 | f 39.488 | <0.0001
P Disponible 160.1+£60.1 | A 195.7+60.1 | A 155.5+60.1 | a 243.1+60.1 | a 12.053 0.3596
P Total 969 +175.4 | cde 917 £175.4 | Abcde 848 +175.4 | abcd 1175+175.4 | de 31.77 0.0008
Humedad (%) 20.9+1.9 | abc 22.8+1.1 | Abcd 151+10 | a 21.3+1.0 | ab 43.31 | <0.0001

Promedios de fila con la misma letra no difieren estadisticamente entre plantaciones.
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Anexo 8. Correlaciones entre variables edaficas de las fincas que presentaron cepas con una
ERS>200% y los resultados de ERS de cada cepa.
Variable
Correlations (DATOS OBJ 3)
Marked correlations are significant at p <,05000

N=35 (Casewise deletion of missing data)

_ Eficiencias
variable ]
_ relativas de
edafica o
solubilizacion
-0,0284
ARENA
p=,871
0,1711
LIMO
p=,326
-0,0989
ARCILLA
p=,572
0,2831
Ph
p=,099
Carbono -0,1131
Organico p=,518
-0,1559
CIC
p=,371
0,2435
Ca
p=,159
0,2314
Mg
p=,181
-0,0782
K
p=,655
0,2826
Na
p=,100
P- 0,1139

114



Disponible p=,515
0,0032

P-Total
p=,985
Humuedad 0,0109
del suelo p=,951
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