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RESUMEN

EI Araza (Eugenia stipitata McVaugh), es una planta originaria de la regi6n amaz6nica,
que ha sido descrita como especie promisoria ya que su fruto comestible presenta
excelentes posibilidades de comercializaci6n (Quevedo, 1995). EI frutal muestra una
elevada productividad aun en suelos con muy bajo concenido de fosforo. La presencia
de microorganismos solubilizadores de fosfaros podrfa concribuir a aumentar la dispo-
nibilidad de este macroelemento. Dado que no se han publicado estudios al respecto,
durante esta investigaci6n se realiz6 el aislamiento y la caracterizaci6n de hongos so-
lubilizadores a partir de 12 muestras de suelo en cultivos de Araza, procedentes de 2
Unidades Fisiograficas (paisajes) del departamento del Guaviare (Colombia), utilizando
el rnerodo de lavado de suelo. Se obtuvieron 18 aislamientos de hongos a partir de
1.152 agregados de suelo, los cuales dernosrraron capacidad de solubilizar fosfato no
disponible, procedente de 2 fuentes diferentes (hidrogenofosfato de calcio y fosfato de
hierro IIIhidrarados). Los principales solubilizadores del fosfato de calcic fueron Trichoderma
aureoviride, Aspergillus aculeatus, Trichoderma cepa 1 y Trichoderma cepa 2 y para el fosfato
de hierro: Aspergillus oryzae, Paeci/omyces cepa 3, GongroneJla but/eri y Fusarium oxysporum.

Palabras clave: Hongos solubilizadores de fosfatos, rizosfera, Araza, Eugenia,
eficiencia solubilizadora.

ABSTRACT

Araza is an eatable plant, original from the Amazon region which has been described
as a promising species for commercialization (Quevedo 1995). This plant has high
productivity even in low content phosphate soil but the presence of phosphate
solubilizazing microorganisms may contribute to increase this element availability.
In this study we report the isolation and characterization of solubilizing fungi
processed using the soil washing method, from soil samples were Araza is cultivated at
two regions in Guaviare, Colombia. Eighteen isolates of fungi capable of solubilizing
phosphate were obtained from 2 different sources. The most importat species that
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solubilized phosphate from calcium were Trichoderma aureoviride, Aspergillus aculeatus,
Trichoderma strain 1 y Trichoderma strain 2 and for phosphate from iron: Aspergillus oryzae,
Paecilomyces strain 3, Gongronella but/en' & Fusarium oxysporurn

Key words: Phosphate solubilizer fungi, rhizosphere, Araaa, Eugenia, solubilizer
efficiency.

INTRODUCCION

Es frecuente que en 105 suelos tropicales, los bajos niveles de nutrientes disponibles para
las plantas, principalmente aquellos indispensables como el f6sforo (P), condicionen
la productividad de los cultivos (Swift, 1997); especial mente en las regiones sornetidas
a precipitaciones copiosas y temperaturas altas. EI f6sforo es un limirante del creci-
rnienro de las plantas en regiones como la Amazonia, dada su caracterfstica estabilidad
al ligarse a elementos abundantes en estes suelos como el aluminio yel hierro, 10 cual
10 hace muy poco soluble (Fernandez y Novo, 1988). EI fenorneno de fijacion y preci-
pitacion del fosforo en el suelo, {el cual es altamente dependienre del pH), causa una
baja eficiencia de 105 fertilizantes fosforados solubles, como el superfosfato, el cual
tiende a precipirarse en forma de fosfato dicalcico 0 fosfatos de aluminio y hierro
(Fernandez y Novo, 1988); los microorganismos solubilizadores de fosfatos son un
componente del suelo, el cual puede solubilizar f6sforo precipitado y otros fosfata-
dos compuestos (Chabot el al., 1993; Chabot et al., 1996). EIAraza (E. slipilala), debe
exhibir estraregias que Ie permitan un mejor aprovechamiento de las diflciles con-
diciones de estos suelos, especial mente en 10 referente a la disponibilidad de f6sforo;
y aunque presenta un desarrollo adecuado, la fertilizacion fosforica genera respuestas
posirivas. Los hongos filarnentosos poseen ventajas en suelos acidos y presentan carac-
rensticas rnorfologicas y rnetabolicas que los hacen organismos promisorios. Adicio-
nalmente, ha side reportada una mayor habilidad de solubilizar fosfatos en relaci6n con
las bacterias (Nahas, 1996). Asl, su utilizacion en la solubilizaci6n de este elemento
podrta conducir a un incremento de la productividad, y con ello permitir mayores
beneficios para ta comercializaci6n de los frutos del Araza y sus derivados. En Colombia
ya se han efectuado investigaciones acerca de bacterias que realizan este proceso, pero
los datos sobre hongos son particularmente escasos.

MATERIAlES Y METODOS

MUESTREO. Para la realizaci6n de este estudio fueron seleccionados dos cultivos de
Araza (E. stipitata), cada uno con una extensi6n de 0.25 Ha, ubicados dentro de los
paisajes: Planicies Disectadas Moderadamente Onduladas (Paisaje A) y Vallecitos y
Terrazas Erosionales poco Disectadas (PaisaJe B) (Fig. 1). En cada uno de ellos fueron
elegidos 6 arbustos del frutal, al azar, con el fin de colectar una muestra represen-
tativa de suelo rizosferico y de suelo libre, ambas con un peso de 600 g Ytomadas a
una profundidad entre 0 y 1Scm. Las muestras fueron conservadas a SoC hasta su
procesamiento. Ademas, fueron recogidas muestras de suelo para el anal isis qu(mico
en los laboratorios del Instituto Geografico Agustin Codazzi (Bogota, Colombia).
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Figura 1. Ubicacion de las parcelas de Araza en el area de estudio. Paisaje A. Planicies Disectadas
Moderadamenre Onduladas. Paisaje B. Vallecitos y Terrazas Erosionales poco Disectadas.

PROCESAMI ENTO. Las muestras de suelo fueron homogeneizadas antes de efectuarse
el aislamiento de los hongos de aeuerdo al merodo de "Lavado de Suelo" (Domseh
et at., 1967). Se dispuso el equivalente a 20 g de suelo seco en el tamiz de mayor
diametro de poro dentro del dispositive de lavado, el cual eonsta de dos eilindros
plasticos acoplados y en cuyo interior se encuentran los tamices de 1.5 y 0.6 mm
respectivamenre. separados entre sr. A craves de una manguera conectada a la parte
superior del dispositive, se hicieron tluir 6 litros de agua destilada esteril 10 que per-
mitic el lavado de esporas y otras estructuras fungicas, reteniendo unicarnente el
micelio adherido a los agregados de suelo. Luego dellavado, las partfculas deposita-
das en el tamiz de 0.6 mm de poro se pasaron a una placa de Petri con la ayuda de
SO mL de soluci6n acuosa de cloranfenicol (30 ~g/mL) y luego el exceso de humedad
fue extrafdo con papel absorbence, todo bajo condiciones esteriles.

AISLAMIENTO. Se utilize un medio de cultivo para microorganismos solubilizadores
de fosfatos (Sundara et al.,1963), modificado: ((NH,),50" 0.5 g; KCI, 0.2 g;
Mg50,.7H,O, 0.3 g; Mn50,.H,O, 0.004 g; FeSO,.7H,O, 0.002 g; NaCI, 0.2 g; D-
Glucosa, 10 g; extracto de levadura, 0.5 g; cloranfenicol, 0.1 g; agar, 18 g; agua, 900
ml + soluci6n de fosfato (goma arabiga, 0.5 g; fosfato de calcic 0 hierro, 0.5 g; agua,
100 ml). EI pH se corrigio hasta 7.2 con una soluci6n de NaOH 1N. Se esteriliz6 en
autoclave durante 15 minutos a 22 psi y 121°C.

REACTIVOS ESPECIAlES. FePO,AH,O, fosfato de hierro (III), 500 g Y CaHPO,.2H,O.
Hidrogenofosfato de calcic dihidratado, 500 g.

Una vez realizado ellavado, se transfirieron 8 partfculas de suelo (de caracrer organico
y mineral) al medio de cultivo, efecruando 3 replicas por muestra. Los cultivos fueron
incubados durante 6 dfas a 25°C. Luego se evalu6 el numero de partfculas que fueron
colonizadas par hongos, as; como las colonias con capacidad solubilizadora, evidentes
debido a la presencia de un halo claro alrededor de su margen. Fueron practicados
aislarnientos sucesivos en agar maltosa al 4%, con el fin de obtener cultivos puros y fue-
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ron tambien utilizadas otras recnicas y medics de cultivo para inducir esporulacion en
los hongos recalcitrantes. Se elaboraron microcultivos y micropreparados como ayuda
para la descripcion y determinacion taxonornica de los hongos a genero y a especie para
aquellos que fue posible. Para la determinacion de la Eficiencia Relanva de Solubilize-
cion (ERS) de los aislamientos, se prepararon placas con el media para solubilizadores,
las cuales se inocularon con ahcuoras de los aislamientos puros, par triplicado, realizan-
do la punci6n en el centro de los medics de cultivo. La incubaci6n se IIev6 a cabo duran-
te 8 dias a 25°(, al final de los cuales se regisrro tanto el diarnetro promedio de las
colonias como el de los halos de solubilizacion alrededor de estas. Se determine la pre-
sencia de los aislarnientos por Unidad Fisiografica, as! como la ERS a partir de la evalua-
cion cualitativa sobre placas de Petri de 105 diarnetros relatives de solubilizacion de cad a
fosfato, para cad a aislamiento, de acuerdo con la rasa: Diarnerro promedio de solubili-
zacion (mmj/Diametro promedio de la colonia (mm)* 100 (Lapeyre et at., 1990).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los aislarnienros vl o especies obtenidas por Unidad Fisicgraflca se muestran en la
Tabla 1. Se advierte el elevado potencial de los suelos pertenecientes a los paisajes en
los cuales se efectu6 el muestreo, como banco de micobiontes capaces de incremen-
ta, la disponibilidad de fosforo.

AISLAMIENTO Planicies Disectadas Vallecitos y Terrazas
Moderadamente Erosionales
Onduladas (A) Poco Oisectadas (B)

Paeci/omyces cepa 1 X
Paecilomyces cepa 2 X
Aspergillus [iovoclavatus X
Paecilomyces cepa 3 X X
Penicillium janthinellum X
Gliocladium catenulatum X
Trichoderma cepa 1 agr. viride X X
Trichoderma cepa 1 agr. aureoviride X
Fusarium oxysporum X
Paecilomyces cepa 4 X X
Gongronella butleri X X
Trichoderma cepa 1 X X
Aspergillus oryzae X
Fusarium redo/ens X X
Trichoderma cepa 2 agr. aureoviride X X
Trichoderma cepa 1 agr. /ongibrachiatum X X
Trichoderma cepa 2 X
Aspergillus aculeatus X

Tabla 1. Aislamientos registrados en cada Unidad Fisiografica.

En especial los aislamientos del genere Trichoderma, muy representatives en este estudio,
podrfan constituir un elemento de notable aplicabilidad, gracias a la conocida actividad
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de algunas especies como control adores biologicos de hongos firoparogenos; siendo
cap aces de producir compuestos inhibidores del crecimiento micelial de una gran
variedad de hongos, entre ellos Pythium spp., Rhizoctonia solani, Fusarium spp., Botrytis
cinerea, Sclerotium rolfsii y Sclerotinia homoeocarpa. (Ghisalberti y Sivasithamparam, 1991;
Hayes et 01., 1993; Gonzalez et 01., 1999; Stefanova et 01., 1999; Cheah et 01., 2000).
Algunos aislamientos de G/iocladium catenulatum, han sido utilizados recientemente
como controladores biologicos de hongos fitopatogenos, como Rhizoctonia spp. (Fer-
nandez y Vega, 2001). Miembros del genero Aspergillus han sido reportados en la
literatura como los mas eficaces solubilizadores de fosfaros, debido a la destacada
actividad y efectividad mostradas por sus fosfatasas (Tarafdar y Rao, 1996); carac-
rerlsticas que segun Tarafdar et al. (2001). se hayan muy por encima de las evaluadas
en plantas. Por las anteriores afirrnaciones algunas especies de Aspergillus podnan
ser utiles en la elaboracion de biofertilizantes, de no ser porque pueden resultar pate-
genos bajo ciertas circunsrancias y sobre algunas plantas de cultivo (Fennell y
Kenneth, 1977). Por otro lado, se encontro un mayor numero de colonias fungicas
solubilizadoras de fosfato de calcic (CaHPO,.2H,O) (Fig. 2), 10 cual se debe a que
este presenta una constante de solubilidad de 2.18 x 10-7

, en tanto que para el fosfato
de hierro (Fe PO,. 4H,O) dicha constante es de 1.35 x 10'" (Lutz, 1990), con 10 cual
el compuesto de hierro aparece como uno de los mas insolubles entre los fosfaros
inorganicos, aun mas que el fosfato de aluminio (Fassbender y Bornemisza, 1987).
Nahas (1996), indica que la solubilizaci6n de fosfatos depende del tipo de
microorganismo y el tipo de fosfato insoluble utilizado.
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Figura 2. Porcenraje de colonias de hongos capa-
ces de solubilizar los fosfatos utilizados en el me-
dio de cultivo.

Con base en los datos de solubilizacion registrados (en rerrninos de diarnetro relative
por aislamiento), cuatro de ellos: Trichoderma cepa 1 agr. aureoviride, Aspergillus aculeatus,
Trichoderma cepa 1 y cepa 2 son los solubilizadores mas eficientes del fosfato de calcio,
con diarnetros relativos superiores al 225% (Fig. 3). Registros previos presentan a
Aspergillus aculeatus como solubilizador de fosfatos dicalcico, trid.lcico y de aluminio
(Narisan etal., 1995) y a Fusarium oxysporum (Domsch etal., 1980) y Trichoderma viride
como solubilizadores de fosfato de calcio. En 10 referente a la efrciencia de solubili-
zadon para el fosfato de hierro, esta capacidad in vitro no es dominante entre los
aislamientos obtenidos, se destacan: Aspergillus oryzae, Paecilomyces cepa 3, Gongronella
butleri y Fusarium redolens con valores alrededor dell 00%, ninguno de los cuales habra
sido anteriomente registrado como solubilizador. La utilizacion de algunos de estos
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hongos como componentes de fertilizantes biol6gicos podrfa ser implementada, en
razon de gue ensayos realizados por varies investigadores (Young, 1990; Chabot et ot.,
1996; Tarafdar y Rao, 1996; Vazquez et al., 2000), utilizando diversos vegetales, han
indicado que los hongos solubilizadores de fosfatos pueden acentuar directamente la
disponibilidad del fosforo en suelos ferrilizados y no fertifizados, demostrando su
aplicabilidad en el incremento de la productividad de diferentes cultivos.
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3. Aspergillus flavo-clavatus
4. Paecilomyces cepa 3
5. Penicillium janthinellum
6. Gliodadium catenulatum
7. Trichoderma cepa 1 agr. viride
8. Trichoderma cepa 1 agr. aureoviride
9. Fusarium oxysporum

10. Paecilomyces cepa 4
11. Gongronella butleri
12. Trichoderma cepe 1
13. Aspergillus oryzae
14. Fusarium redolens
, 5. Trichoderma cepa 2 agr. aureoviride
16. Trichoderma cepa 1 agr. longibrachiatum
17. Trichoderma cepa 2
18. Aspergillus aculeatus

Figura 3. Diamerro relative de solubilizaci6n de fosfaros para cada uno de los aislamientos, ERS.
Ca (.), fosfato de calcio; Fe (0), fosfato de hierro.

CONCLUSI6N

Los aislamientos demostraron capacidad solubilizadora de los fosfatos de Hierro
y Calcic in vitro, encontrandose mayor propension hacia la solubilizacion del fosfato
de calcic explicable por su mayor constante de solubilidad. Trichoderma cepa 1 agr.
aureoviride, Aspergitlus aculeatus y Trichoderma cepa 1 y cepa 2, presentaron los mayores
diarnetros relatives de solubilizacion para el fosfato de calcio y Aspergitlus oryzae,
Paecifomyces cepa 3, Gongronelfa butleri y Fusarium oxysporum para el fosfato de hierro.
Algunos de los aislamientos encontrados no hablan sido anteriormence registrados
como solubilizadores de fosfatos, destaca.ndose la presencia de seis especies ylo aisla-
mientos de Trichoderma, constituyendo esta investigacion una importance contribu-
ci6n al conocimiento de las especies en referencia.
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