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RESUMEN

Gran parte del fosforo (P) contenido en los fertilizantes inorganicos aplicados al cultivo
de papaya var. Maradol (Carica papaya L.) se inmoviliza al precipitarse con algunos
cationes del suelo (Ca*", Mg®", Fe’" y AI*"), quedando indisponible para las plantas.
Una alternativa para dejar el P nuevamente disponible es el uso hongos microscdpicos
solubilizadores de este elemento (HMSP). Sin embargo, estos microorganismos son
susceptibles a residuos de herbicidas en los suelos. Los objetivos de este estudio fueron
aislar HMSP de la rizosfera de Carica papaya, evaluar en cultivo semisélido y liqui-
do su habilidad para solubilizar Ca3(PO4)> y FePOs, y determinar su susceptibilidad
a los herbicidas glifosato y 2,4-D. De los 15 aislamientos obtenidos, SP5 solubilizo
cualitativamente mejor el Ca3(POg4); con un indice de solubilizacion (IS) de 5.6,
mientras que el mayor IS (1.4) para FePO4 se observo con Beauveria bassiana SP9.
En fermentacion liquida, Penicillium sp. SP1 (108.5 mg/L) y Penicillium hispanicum
SP16 (106.5 mg/L) solubilizaron al 100 % el Ca3(PO4)2, en tanto que P, hispanicum SP16
solubilizé la mayor cantidad de FePO4 con 39.6 mg/L. En los analisis de exposicion
de los HMSP a herbicidas, P. hispanicum SP16 resulto tolerante al glifosato al obtener
una concentracion letal media (CLso) de 5376.0 mg/L, valor mayor a la dosis aplicada
en campo (1836 mg/L); sin embargo, fue susceptible al 2,4-D al obtener una CLso de
3256.0 mg/L, valor menor a la dosis aplicada en campo (3705.0 mg/L). La rizosfera de
C. papaya alberga HMSP con potencial para el desarrollo de biofertilizantes, tomando
en cuenta su capacidad para solubilizar fuentes inorgédnicas de P (Caz[POs]» y FePOj)
y tolerancia a herbicidas convencionales (glifosato y 2,4-D).
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ABSTRACT

A high amount of phosphorus content (P) from the inorganic fertilizers that are applied
in papaya var. Maradol orchards (Carica papaya) is precipitated within the soil cations
(Ca*", Mg*", Fe** y AI*"), resulting in an immobilized and unavailable P for plants. An
alternative to release immobilized P is the use of P-solubilizing microfungi (PSMF).
However, these microorganisms are susceptible to herbicide residues in soils. The objec-
tives of this study were to isolate PSMF from the rhizosphere of C. papaya plants (var.
“Maradol”), to evaluate in semisolid and liquid fermentation their ability to solubilize
both Ca3(POs); and FePOs, and to determine their susceptibility to glyphosate and
2,4-D herbicides. In 15 isolates, qualitatively the SP5 isolate was the best solubilizer of
Ca3z(PO4)> with a solubilization index (SI) of 5.6, while the highest SI (1.4) for FePO4
was achieved by Beauveria bassiana SP9. In liquid fermentation, Penicillium sp. SP1
(108.5 mg/L) and Penicillium hispanicum SP16 (106.5 mg/L) solubilized at 100 % the
Caz(PO4)>. In addition, P. hispanicum SP16 solubilized the highest amount of FePO4
with 39.6 mg/L. Penicillium hispanicum SP16 resulted tolerant to glyphosate with a
mean lethal concentration of (LCso) of 5376.0 mg/L, a greater value than the field ap-
plication rate (1836 mg/L); however, it was susceptible to 2,4-D with a LCso of 3256.0
mg/L, which was a smaller value than the field application recommended rate (3705.0
mg/L). Carica papaya rhizosphere host PSMF with potential to develop biofertilizers,
if we take into account their ability to solubilize inorganic P sources (Caz[PO4]> and

FePOs) and their tolerance to conventional herbicides (glyphosate and 2,4-D).

INTRODUCCION

El fosforo (P), uno de los macronutrientes que
las plantas requieren para su adecuado desarrollo y
crecimiento, es esencial debido a que forma parte
de los fosfatos portadores de energia (ATP-ADP),
fosfolipidos, acidos nucleicos y varias coenzimas
(Khan et al. 2014). Las plantas absorben el P como
iones dihidrégeno fosfato (HoPO4 ) y trihidrogeno
fosfato (HPO4 ). Sin embargo, una gran parte de
estos iones (aproximadamente 95-99 %) esta en el
suelo en forma de fosfatos insolubles, los cuales no
pueden ser absorbidos por la mayoria de las plantas
(Hernando-Posada et al. 2013).

En la agricultura se aplican grandes cantidades
de fertilizantes fosforicos, a manera de fertilizacion
de fondo, para aumentar la disponibilidad de P en
los suelos (Barrios-Diaz et al. 2015); sin embargo,
una gran porcion del P contenido en los fertilizantes
se transforma rapidamente a la forma insoluble, al
fijarse a la materia organica y a los cationes del suelo
(Ca®", Mg?", Fe** y AI*") (Khan et al. 2010). Por lo
tanto, un bajo porcentaje del P aplicado se encuentra
disponible para las plantas, lo que hace necesario
la aplicacion continua de fertilizantes fosforicos
(Barrios-Diaz et al. 2015). Esta situacion se refleja
en el incremento en la produccion de fertilizantes a
nivel nacional, la cual se elevd de 2.0 a 2.27 millones
de toneladas por afo a partir de 2008, y para 2018
se pronostica un aumento del 3.0 % (FAO 2015,

Gaucin-Piedra 2017). Esto se debe principalmente
al incremento en la fabricacion de fertilizantes
fosforicos (Gaucin-Piedra y Torres-Garrido 2011,
Gaucin-Piedra 2017).

La fertilizacion quimica representa uno de los
mayores costos en la produccion agricola; ademas,
conlleva problemas asociados como desequilibrio en
la fertilidad del suelo y contaminacion de agua de uso
humano, animal y vegetal (Mora-Ravelo et al. 2014,
Barrios-Diaz et al. 2015). Tomando en cuenta tanto
el alto costo econdomico como las potenciales conse-
cuencias ecoldgicas adversas en algunas circunstan-
cias, es necesario utilizar alternativas ambientalmente
amigables para hacer disponible el P para los cultivos
(Hernandez-Leal et al. 2011). Una alternativa de bajo
impacto ambiental es el uso de hongos microscopicos
solubilizadores de P (HMSP), los cuales son capaces
de convertir en formas solubles las formas insolu-
bles de este elemento, tales como fosfato tricalcico
[Caz(POa):], fosfato de aluminio (Al3PO4) y fosfato
férrico (FePO4). Los HMSP generalmente son mas
efectivos para la solubilizacion de estas fuentes fos-
foricas en comparacion con otros microorganismos
como bacterias, microalgas y asociaciones simbio-
ticas, p. ¢j. las micorrizas (Toro 2007). Ademas, los
HMSP son maés versatiles en cuanto a la adaptacion
a ambientes hostiles, como suelos contaminados por
plaguicidas (Torres 2003).

En este tenor, cuando los HMSP se aplican al suelo
como biofertilizantes, el primer reto es que se adapten
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a las condiciones edaficas, crezcan y se reproduzcan
para lograr la solubilizacién de P (Chaves-Bedoya et
al. 2013). Un obstaculo para estos microorganismos
son los residuos de herbicidas contenidos en el suelo
que, de acuerdo con su naturaleza y toxicidad, pue-
den inhibir el crecimiento, desarrollo y esporulacion
de los micromicetos (Mahakhode 2016). Ademas,
pueden modificar la estructura de las comunidades
microbianas y suprimir sus principales actividades
bioquimicas, como la sintesis de aminoacidos y
enzimas (Bortoli et al. 2012).

En el sistema de produccion de papaya var.
Maradol (Carica papaya L.), dos de los herbicidas
mas empleados en la limpieza y preparacion del
terreno para el cultivo son el glifosato (N-fosfono-
metilglicina) y el 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxia-
cético). Este ultimo se aplica hasta que el cultivo
tiene cuatro meses de edad, ya que resulta toxico
para la planta (Bogantes-Arias et al. 2010). Por
otra parte, si se desea aislar y seleccionar HMSP
con el objetivo de desarrollar biofertilizantes
aplicables al cultivo de C. papaya, la seleccion
de aislamientos fungicos tolerantes al glifosato y
2,4-D es una actividad preponderante de estudio.
Por lo tanto, los objetivos de este estudio fueron:
1) aislar micromicetos nativos de la rizosfera de
plantas de C. papaya y caracterizar su crecimiento,
esporulaciéon y habilidad para la solubilizacién
de Ca3(PO4)2 y FePO4 en cultivo semisolido; 2)
evaluar cuantitativamente la solubilizacion de
Caz(PO4)2 y FePO4 en fermentacion liquida, y 3)
evaluar la toxicidad del glifosato y 2,4-D para el
crecimiento de micromicetos aislados de la rizos-
fera de plantas C. papaya.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion y analisis del suelo

Se recolect6 suelo rizosférico (0-35 cm) de plan-
tas de C. papaya con cuatro meses de trasplante en
una parcela con al menos dos afios de ausencia de
aplicacion de agroquimicos, ubicado en Tecoman,
Colima, México (18°51°41.8” N, 103°39°57.5” O).
El muestreo se realizdé en una superficie total de
1 ha. Se recolectaron 25 muestras simples (1 kg por
muestra) de suelo rizosférico en forma de zigzag a
una distancia de 20 m entre cada una. Las muestras
simples se agruparon y mezclaron en una muestra
compuesta. Posteriormente la particion se realizo por
cuarteo homogéneo, del cual se tomaron 2 kg de suelo
para su caracterizacion fisica y quimica (Cuadro I)
y aislamiento de HMSP.

CUADRO 1. PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS DEL
SUELO RIZOSFERICO DE Carica papaya VAR.

MARADOL
Parametro Resultado
Textura Migajon arcilloso-arenoso
Materia organica 1.47 %
N-NH4 3.98 mg/kg
N total 0.10 %
K 0.47 cmol/kg
P 13 mg/kg
C total 1.0
Relacion C/N 11
pH 7.26
Humedad 3.8%
Capacidad de campo 16.13 %

Capacidad de intercambio cationico 7.96 cmol/kg
Carbono organico 85 %

Conductividad eléctrica 0.18 mS/cm
Densidad aparente 1.872 g/em®
Densidad real 2.671 g/em’
Porosidad 2991

C: carbono, N: nitrégeno, P: fosforo, K: potasio, N-NHy: nitrégeno
amoniacal

Aislamiento e identificacion de micromicetos

El aislamiento de los micromicetos se realizo
mediante el método de lavado de particulas de suelo
descrito por Bills et al. (2004), que consiste en lavar
1 g de suelo con 3 L de agua destilada estéril sobre
tres tamices (Alcon® M¢éxico), uno sobre el otro,
con tamafios de malla de 500, 250 y 150 um, res-
pectivamente. Las particulas lavadas de 150 um se
depositaron sobre un disco de papel filtro estéril por
24 h para que perdieran el exceso de humedad. Diez
particulas se sembraron en agar de papa dextrosa
(APD) mas cloranfenicol (150 ppm). Se sembraron
diez cajas de Petri en total. Las cajas se depositaron
en una incubadora (Forma Scientific 3740, USA) a
25°Cy 75 % de humedad relativa (HR). Las colonias
fingicas se purificaron por reaislamiento en APD.
Los cinco aislamientos evaluados en el experimento
en fermentacion liquida fueron identificados a nivel
de género a través de microcultivos, empleando
literatura especializada (Rehner et al. 2011, Visagie
etal. 2014).

Unicamente los aislamientos SP9 y SP16 fue-
ron seleccionados para su identificacion a nivel
molecular, ya que poseen un adecuado crecimiento
y solubilizan el Ca3(POs4); de manera eficiente. La
produccion de biomasa y la extraccion de ADN se
realizaron empleando la metodologia de Challen et
al. (1995). Las amplificaciones en reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) de
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las regiones I'TS1-5.8S-1TS2 se realizaron empleando
los iniciadores (primers) ITS1 (TCCGTAGGTGA-
ACCTGCGG) e ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATAT-
GC) a través de la metodologia descrita por White
et al. (1990). Las amplificaciones purificadas de la
PCR fueron secuenciadas por el Centro de Biotec-
nologia Gendmica del Instituto Politécnico Nacional
(Reynosa, Tamaulipas, México). Los analisis de las
secuencias de ADN se realizaron utilizando el progra-
ma BLAST de alineacion de secuencias basicas, y se
compararon con la base de datos del Centro Nacional
de Informacion Biotecnoldgica (NCBI 2017).

Solubilizacion de Ca3(PQ4)2y FePO4 en medio de
cultivo semisolido

La solubilizacion de Ca3z(PO4)2 y FePOy se
evalud en 15 aislamientos en medio de cultivo
Pikovskaya-agar. Este se prepard disolviendo
(NH4)2S04 (0.5 g), KC1(0.2 g), MgSO4¢7H>0 (0.1 g),
MnSO4°H>0 (0.004 g), NaCl (0.2 g), D-glucosa
(10 g), FeSO4+7H,0 (0.002 g), extracto de levadura
(0.5 g) yagar (18 g) en 900 mL de agua destilada (Her-
nandez-Leal et al. 2011). La solucion se esterilizo en
autoclave a 120 °Cy 125 Ib de presion durante 15 min.
Por separado se le anadi6 una solucion estéril de una
mezcla de Ca3(PO4)2 0 FePO4 (0.5 g) y goma ardbiga
(0.5 g) en 100 mL de agua destilada. La mezcla de am-
bas soluciones se vaci6 en cajas Petri (90 mm de ©).
La solubilizaciéon del Ca3(PO4)2 y FePO4 se evaluo
mediante la deteccion de un halo de solubilizacion
(Nopparat et al. 2009), para lo cual se inocularon
2 pL de una solucion de 1x107 esporas/mL en el cen-
tro de las cajas de Petri con medio Pikovskaya-agar.
Las cajas de Petri se incubaron a 25 °C, 75 % de HR
y 12 h luz/oscuridad (L/O), y se emplearon cuatro
réplicas por aislamiento.

Variables evaluadas en cultivo semisélido
Diariamente se mideron los didmetros de la co-
lonia y del halo de solubilizaciéon empleando una
escuadra milimétrica. Cuando la colonia o el halo
de solubilizacion llenaron la caja Petri, se finalizaron
las mediciones. Con los didmetros de crecimiento
de la colonia y del halo, se calcularon las tasas
de crecimiento diaria de la colonia (TCDC) y del
halo (TCDH) empleando la féormula general 7CD
= [X=(R1- R2)/(T1 — T2),], donde n es el nimero
de evaluaciones, y Rl y R2 son el crecimiento (en
mm) del halo o la colonia en los tiempos 71 y 72
(en dias). Con los datos del crecimiento del halo y
la colonia se calcul6 el indice de solubilizacion (IS)
con la formula IS = A/B, donde 4 es el diametro del
halo mas la colonia y B es el diametro de la colonia.

Solubilizacion de Ca3(PO4):y FePOy4 en fermen-
tacion liquida

Unicamente se evaluaron cinco aislamientos
fingicos originarios del experimento anterior. Los
aislamientos SP9, SP11 y SP16 fueron seleccionados
por presentar un considerable IS de 2.2, 5.0 y 2.5,
respectivamente, en tanto que los aislamientos SP1
y SP18, fueron seleccionados por presentar un bajo
ISde 1.3y 1.6, respectivamente. El medio de cultivo
Pikovskaya liquido se preparé como se describio
anteriormente, sin la adicion del agar. Se depositaron
120 mL del medio de cultivo en matraces Erlenmeyer
(250 mL) y se esterilizaron. Posteriormente, en cada
matraz se inocularon cuatro discos de micelio-agar
(6 mm de @) de los aislamientos a estudiar. Los ma-
traces inoculados se depositaron en una incubadora
con agitacion orbital a 25 °Cy 120 rpm con 12 h L/O.
Cada 48 h se colectaron alicuotas de 7 mL del medio
de cultivo y se filtraron en papel Whatman ntim. 1. En
el filtrado se cuantificaron las variables de respuesta
que se describen a continuacion.

Variables evaluadas en fermentacion liquida

Se cuantifico el P-soluble por espectrofotometria
(Luzeren®, modelo L6S, USA) a 880 nm, utilizando
el método descrito por Watanabe y Olsen (1965);
la cantidad de P-soluble se calculd a partir de una
curva estandar con KH>PO4 (P-soluble = [absorban-
cia — 0.4306]/0.1188, R = 0.9915, p = 0.0011). El
contenido de proteina total se determiné empleando
el método Bradford; la absorbancia de la reaccidon
leida en un espectrofotometro fue de 595 nm; el
contenido total de proteina total se calculd a través de
una curva estandar con albumina de huevo (proteina
total = (absorbancia —0.1000)/0.009074, R?=10.976,
p=10.0001).

Bioensayos dosis-respuesta con glifosato y 2,4-D

Se emplearon formulaciones comerciales de los
herbicidas glifosato y 2,4-D. Para el glifosato se uso
el producto Rival® (Monsanto Comercial, México)
con una concentracion de 680 g/kg de ingrediente
activo (IA). De acuerdo con la recomendacion del
producto, la dosis aplicada en campo es de 1836 mg
de IA/L de agua (0.54 kg de producto comercial/200
L de agua/ha). Para el 2,4-D se empleo la formulacion
comercial Desmonte A® (SIFACTEC, México) con
una concentracion de 480 g/L. de IA. De acuerdo con
la recomendacion del producto, la dosis aplicada
en campo es de 3705 mg de [A/L de agua (1.5 L de
producto comercial/200 L de agua/ha).

Los bioensayos dosis-respuesta se establecieron
con cuatro concentraciones de cada herbicida y un
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testigo (sin herbicida). Las concentraciones evalua-
das para el glifosato fueron de 1836, 918, 459 y 229
mg de [A/L, en tanto que para el 2,4-D fueron de
3705, 1853, 926 y 463 mg de IA/L. Las diferentes
concentraciones de los herbicidas se afiadieron al
APD cuando éste se encontraba a una temperatura
de 40 £ 5 °C, después de esterilizado, para evitar la
degradacion de los herbicidas. EI APD mas herbicida
se agité manualmente y se vertié en cajas Petri de
90 x 15 mm de @ a razon de 20 mL/caja. La ino-
culacion de los aislamientos se realizé depositando
en el centro de la caja Petri 5 pLL de una solucion de
esporas a una concentracion de 1 x 107 esporas/mL.
Después de inocular las cajas de Petri se incubaron en
las condiciones descritas anteriormente. Unicamente
se evaluaron los aislamientos SP9, SP11 y SP16 por
solubilizar la mayor cantidad de Ca3z(PO4)2y FePOs.

Se emplearon cinco replicas independientes
por cada concentracion y testigo. Diariamente se
midi6 el diametro del crecimiento de la colonia
de los aislamientos al reverso de las cajas de Petri,
empleando para ello una escuadra milimétrica. Con
los diametros, las concentraciones de herbicidas y
el testigo se calculo el porcentaje de inhibicion del
crecimiento micelial (% ICM), con la formula % ICM
=[(C—-T)/C)] x 100, donde C es el crecimiento del
testigo y 7 es el crecimiento correspondiente a las
concentraciones de herbicidas. Ademas, con el %
ICM se calculd la concentracion letal media (CLso)
de ambos herbicidas sobre los aislamientos evaluados
utilizando un modelo logistico Probit.

Diseiio experimental y analisis de datos
Asumiendo una homogeneidad de varianzas en-
tre los tratamientos (prueba de Levene, p = 0.05) se
realiz6 un analisis de varianza y una comparacion de
medias (empleando la minima diferencia significativa
[MDS], p=0.05) a las variables de respuesta TCDC,
TCDH, esporulacion, IS del Ca3(POs)> y FePOus,
P-soluble y contenido de proteina total. Los analisis
se realizaron con el programa StatgGraphics-Plus.
Para calcular la CLsp se utiliz6 una regresion lineal
avanzada tipo Probit a través del programa SAS 8.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion morfolégica y molecular de los
aislamientos

Los aislamientos SP1, SP11, SP16 y SP18 co-
rrespondieron al género Penicillium, en tanto que el
aislamiento SP9 correspondio6 al género Beauveria.
Solo los aislamientos SP9 y SP16 se sometieron

a analisis molecular para su identificacion a nivel
especie. La secuenciacion de ADN indico que el
aislamiento SP9 corresponde a Beauveria bassiana
(Bals.-Criv.) (Vuill. 1912, Ascomycota: Cordycipi-
taceae) con el 100 % de identidad a las accesiones
KC753386.1 (Landa et al. 2013), KC461113.1 y
KC461106.1 (Carillo-Benitez et al. 2013), registradas
en el GenBank, mientras que el aislamiento SP16
correspondid a Penicillium hispanicum (Ramirez,
Martinez & Ferrer 1978, Ascomycota: Trichocoma-
ceae) (Ramirez et al. 1978), con 99 % de identidad
con la accesion NR 138307.1 (Chen et al. 2013)
registrada en el GenBank.

Crecimiento flingico y solubilizacion de Ca3(PO4):
en placas de agar

El aislamiento SP6 mostré la TCDC mas rapida
con 32.9 mm/dia, estadisticamente mayor (f=4208.0,
p = 0.00001) a lo observado en el resto de los ais-
lamientos evaluados (Cuadro II). Por el contrario,
los aislamientos con la TCDC maés lenta fueron
SP16 (Penicillium hispanicum) y SP17, con 1.6 y
2.0 mm/dia, respectivamente. En cuanto a la TCDH,
el aislamiento SP11 obtuvo la mayor (f = 65.46,
p =0.00001) velocidad en la formacion del halo de
solubilizacion del Caz(PO4)2 con 38.4 mm/dia. Los
aislamientos SP5 (30.5 mm/dia) y SP15 (28.6 mm/
dia) mostraron un considerable crecimiento del halo
de solubilizacion, estadisticamente mayor al resto de
los aislamientos, pero menor al obtenido con SP11.
El aislamiento con menor TCDH fue SP17 con 3.5
mm/dia (Cuadro II).

Respecto al IS, el aislamiento SP5 obtuvo el
valor mas alto (f = 1016.45, p = 0.00001) con 5.6,
seguido de los aislamientos SP11 (5.0) y SP16 (2.5,
P. hispanicum), los cuales fueron estadisticamente
menores al IS de SP5. Por otra parte, el aislamiento
con menor IS fue SP15 con 0.65 (Cuadro II). En
cuanto a la produccion de esporas, el aislamiento
con mayor esporulacion (f = 115.69, p = 0.00001)
fue SP12 con 3.0 x 10° esporas/mL, mientras que
las cepas SP3, SP6 y SP13 mostraron una esporula-
cion considerable con 1.4, 1.4y 1.3 x 10° esporas/
mL, respectivamente, pero fueron estadisticamente
menores a la esporulacion de SP12. Por el contrario,
los aislamientos con menor esporulacion fueron SP1
(Penicillium sp.) y SP11 (Penicillium sp.) con 2.0 y
1.7 x 10° esporas/mL, respectivamente (Cuadro IT).

EL IS es un parametro cualitativo que inicamente
determina si un aislamiento tiene la capacidad o no
de solubilizar una fuente fosforica (Nopparat et al.
2009). Al respecto, Hernando-Posada et al. (2013)
reportaron 76 aislamientos de micromicetos con
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CUADRO II. VARIABLES DE CRECIMIENTO FUNGICO E INDICE DE SOLUBILIZACION (IS) DEL

Caz(POa)>

Aislamiento TCDC TCDH IS Esporulacion

(mm/dia) (mm/dia) (esporas/mL)
Penicillium sp. 523+ 027¢g 6.67+ 0.10def 1.3 +£0.08g  2.0% +20%f
SP2 136 + 0.08d 133 £ 0.0lc¢ 1.0 £001h 675 £ 1.05¢
SP3 26.7 + 0.10b NP — 1.4 + 6.5%p
SP4 7.6 + 0.18¢ 114 £0.10cd 1.5 £003f 605 £ 1.18cd
SP5 43 + 034h 250 +457b 56 £077a 2.6 +3.7%ef
SP6 329 + 0.13a NP — 145 + 135
Beauveria bassiana 24 + 0.03i 50 £0.10¢ 22 £021d 438 £55%de
Penicillium sp. 77.+ 0.03e 384 +£028a 50 £0.05b  1.7%5 + 14B4f
SP12 335 + 0.14a NP — 3.0 + 42F,
SP13 74 = 0.03ef 100 £0.10cde 1.3 +005g 135 +65%p
SP14 44 + 020h 89 + 0.10def 2.0 +0.08¢ NE
SP15 173 + 0.16¢c  26.67+ 0.10b 0.65 + 0.01i 7.08 + 6.1F4 ¢
Penicillium hispanicum 2.0 + 0.05i 52 + 0.06 ef 25 £008c  7.1% +65%c
SP17 1.6 + 0.07j 33 +£028¢ 20 £0.12e¢ 588 £ 65%cd
Penicillium sp. 70 £ 009f 114 £0.10cd 1.6 +002f 558 £ 61%cd

Medias (+ error estandar) entre filas. Letras distintas indican diferencias significativas (minima diferencia

significativa, p = 0.05,n =4)

TCDC: tasa de crecimiento diaria de la colonia, TCDH: tasa de crecimiento diaria del halo, NP: no presento,

NE: no esporuld, SP: especie

habilidad cualitativa para solubilizar Caz(PO4), a
través de la eficiencia relativa de solubilizacion
(ERS), que a diferencia del IS no se multiplica por
100 para expresarse en porcentaje. Los géneros
mas importantes reportados para la solubilizacion
de Ca3(PO4)2 fueron Chaetomium, Cylindrocarpon,
Fusarium, Penicillium y Paecilomyces, en que los
valores de ERS variaron de 100 a 529 % (este ultimo
valor no puede compararse con nuestros resultados).

En otro estudio, Yasser et al. (2014) informaron
sobre la solubilizacion de Caz(PO4), por micromi-
cetos de suelos egipcios con valores de IS de 1.08 a
1.45, destacando las especies Aspergillus japonicus
(1.45), Aspergillus niger (1.12), Penicillium expan-
sum (1.20), Penicillium funiculosum (1.40), Penici-
llium variable (1.13) y Penicillium purporogenum
(1.30). Recientemente, Elias et al. (2016) obtuvieron
IS de 1.10 a 3.05 con aislamientos nativos de suelos
etiopes, que en su mayoria fueron aislamientos de
los géneros Penicillium y Aspergillus. En ambos
estudios se reportaron IS menores a los obtenidos por
los aislamientos SP5 (5.6) y SP11 (5.0, Penicillium
sp.) del presente estudio.

Solubilizacion de Ca3(POg4)2y produccion de pro-
teina en fermentacion liquida

Se estudiaron unicamente cinco aislamientos,
tres con considerable IS (Beauveria bassiana SP9,
Penicillium sp. SP11 y Penicillium hispanicum SP16)

y dos con bajo IS (SP1 y SP18, ambos Penicillium
sp.). El cuadro III muestra los valores de P-soluble
durante un periodo de seis dias de cultivo. A los dos
dias de cultivo, en el aislamiento P. hispanicum SP16
(90.4 mg/L) se solubilizé estadisticamente (f=36.56,
p=0.00001) la mayor cantidad de P en comparacion
con el resto de los aislamientos evaluados. Los ais-
lamientos con menos solubilizacion de P fueron B.
bassiana SP9, Penicillium sp. SP11 'y Penicillium sp.
SP1 con25.8,15.5y 0.0 mg/L de P, respectivamente.
A los cuatro dias, el aislamiento P. hispanicum SP16
mostré nuevamente el mayor contenido de P-soluble
(96.6 mg/L) en el extracto de cultivo, resultando
estadisticamente mayor (f = 37.52, p = 0.00001)
que el resto de los aislamientos. Los aislamientos B.
bassiana SP9 y Penicillium sp. SP18 mostraron la
menor cantidad de P-soluble con 67.9 y 73.9 mg/L,
respectivamente. En el Gltimo muestreo (seis dias) el
aislamiento Penicillium sp. SP1 mostré un IS similar
al de P. hispanicum SP16, y ambos solubilizaron es-
tadisticamente (f = 3828.85, p =0.00001) la mayor
cantidad de P (108.5 y 106.5 mg/L), respectivamente,
en tanto que las cepas B. bassiana SP9 'y Penicillium
sp. SP18 mostraron nuevamente los menores valores
de P-soluble, con 66.2 y 62.2 mg/L, respectivamente.

En cuanto a la produccion de proteina total en
la solubilizacion de Ca3(POs)z se encontraron di-
ferencias significativas en las tres evaluaciones, a
los dos (f=36.56, p = 0.00001), cuatro (f=37.52,
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CUADRO III. SOLUBILIZACION DE Ca3(PO4), Y PRODUCCION DE PROTEINA POR MICROMICETOS AISLADOS DE LA
RIZOSFERA DE Carica papaya VAR. MARADOL

Aislamiento P-soluble (mg/L) Proteina total (mg/L)
2d 4d 6d 2d 4d 6d

Testigo 0.0d 0.0d 0.0d 16.5+£0.68c 182+1.1c 159+04¢
Penicillium SP1 0.0d 789+33Db 108.5+8.1a 17.8+0.53bc 16.8+0.1 ¢ 30.7+0.7d
B. bassiana 25.8+0.5¢ 679+24¢ 66.2+5.1c 19.0+0.12b 22.8+1.8b 752+0.1a
Penicillium SP11 155+03d 81.3+4.0b 89.3+6.7b 185+0.60b 10.8+0.6d 119+03f
P. hispanicum 904+43a 96.6+0.9a 106.5 + 5.4 ab 11.1£0.50d 19.6+0.6¢ 47.1+£02b
Penicillium SP18 63.4+6.5b 739+1.2bc 622+33¢ 22.8+0.16a 28.6+0.5a 439+02¢

Medias (+ error estandar), letras distintas indican diferencias significativas (minima diferencia significativa, p = 0.05, n = 4)

SP: especie, d: dias

p =0.00001) y seis (f =3828.85, p=10.00001) dias
de cultivo (Cuadro III). La evaluacion obtenida a
los dos y cuatro dias mostr6 que el aislamiento con
mayor contenido de proteina fue Penicillium sp.
SP18 con 22.8 y 28.6 mg/L, respectivamente. Sin
embargo, al final del experimento, el aislamiento con
mayor produccion de proteina fue B. bassiana SP9
con 75.2 mg/L; mientras que Penicillium sp. SP11
obtuvo la menor produccion de proteina con 11.9
mg/L (Cuadro III).

Los valores obtenidos de P-soluble son mayo-
res a los reportados por Hernando-Posada et al.
(2013) con las especies Paecilomyces marquandii y
Cylindrocarpon didymum, las cuales solubilizaron
unicamente 1.9 y 9.9 mg/L de P a los 24 dias de
cultivo. En otro estudio, Perea-Rojas (2013) reporto
eficiente solubilizacion de Caz(PO4), por Penicillium
brevicompactun, Penicillium waksmanii y Sageno-
mella diversispora, que liberaron 85.0, 62.0, y 49.0
mg/L de P, respectivamente, a los 10 dias de cultivo
en el medio Pikovskaya. Tanto Hernando-Posada
et al. (2013) como Perea-Rojas (2013) trabajaron
con aislamientos nativos de la rizosfera de cafetales
mexicanos (Coffea arabica).

Por otro lado, Toledo-Garcia et al. (2013) re-
portaron aislamientos nativos de la rizosfera de
banano (Musa sp.) con excelente habilidad para la
solubilizacion de Ca3(PO4)2. Algunos aislamientos
solubilizaron hasta 200 mg/L. de P a las 120 h (cepa
AT22H10). Estos valores de P son elevados, ya que
usualmente se adicionan 0.5 g de Ca3(POa4)> al medio
de cultivo base, obteniéndose asi aproximadamente
98.9 mg/L de P total en el medio de cultivo. Esta
divergencia en la cantidad de P-soluble podria estar
relacionada con la precision en el método analitico
para cuantificacion de P-soluble.

Asimismo, una aportacion del presente trabajo es
informar sobre la habilidad de Beauveria bassiana

SP9 como micromiceto solubilizador de P. Esta
especie es bien conocida por ser un parasito facul-
tativo de insectos (entomopatégeno) y saprobio del
suelo (Tamayo-Mejia et al. 2015). Sin embargo, de
acuerdo con los resultados obtenidos, posee una ex-
celente habilidad para solubilizar Ca3(POs),. Recien-
temente, Gudino-Gomez et al. (2015) realizaron un
andlisis de metadatos hasta marzo de 2011 empleando
la plataforma de ISI Web of Knowledge, concluyendo
que existen limitados reportes del género Beauveria
como solubilizador de P insoluble. La tinica especie
mencionada en la base de datos es Beauveria caledo-
nica, que tiene la capacidad de solubilizar Zn3(PO4),
(Fomina et al. 2004).

Por otra parte, la produccion de proteina total por
los aislamientos evaluados es un indicador que podria
sugerir la actividad de algunas enzimas fungicas
relacionadas con la solubilizacion de P. Algunas de
estas enzimas ya conocidas son la fosfatasa acida
y la alcalina, que estan implicadas en la solubiliza-
cion de fosfatos insolubles (Gomez-Guifian 2004).
Recientemente Gaind (2016) reportd que el meca-
nismo involucrado en la solubilizacion de Caz(PO4)2
en aislamientos fingicos es una cualidad especie
dependiente; por ejemplo, Trichoderma harzianum
incrementa su produccion de acido citrico y reduce su
pH en el medio de cultivo, en tanto que Aspergillus
niger incrementa la actividad enzimatica de fitasas y
reduce su actividad de fosfatasas acidas.

Crecimiento fingico y solubilizacion de FePO4en
placas de agar

En la TCDC de los aislamientos en medio de
cultivo Pikovskaya con FePOg4, se encontraron
diferencias altamente significativas (f = 3582.85,
p =0.00001). El aislamiento con mayor TCDC fue
SP12 con 67.6 mm/dia (Cuadro IV), mientras que
los aislamientos SP5, SP9 (B. bassiana), SP14,
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CUADRO 1V. VARIABLES DE CRECIMIENTO FUNGICO E INDICE DE SOLUBILI-

ZACION DEL FePOy4

Aislamiento TCDC TCDH Esporulacion
(mm/dia) (mm/dia) IS (esporas/mL)
Penicillium sp. 3.97+ 0.01 gh NP — 3.6 £ 3,18 fg
SP2 63 £0.02¢ NP — 8.6% + 3.1% bede
SP3 20.0 £0.01 ¢ NP — 7.05 £ 6.7% cdef
SP4 33 £0.08h NP — 1.0%6 + 424 ped
SP5 1.4 £0.021i NP — 265 £ 128g
SP6 332 +£02b NP — 1.056 + 8.4% bed
Beauveria bassiana 1.7 £0.06i  24+0.07 14£0.09 4.0% +64%fg
Penicillium sp. 42 +0.11g NP — 3.65 £ 3,154 defg
SP12 676 £ 1.1a NP — 3.7% + 6.9% a
SP13 6.4 £0.04¢e NP — 1.056 + 1.0%* bede
SP14 22 +0.071i NP — NE
SP15 9.2 +£0.03d NP — 1.2F6 + 5.4F4p
Penicillium hispanicum 1.8 £0.021 NP — 5.555 £ 3,58 efg
SP17 1.6 £0.071i NP — 6.155 + 8.2F4 g
Penicillium sp. 52 £0.08f NP — 1.286 + 5584 be

Medias (+ error estandar) entre filas con diferente literal son significativamente diferentes
entre si (minima diferencia significativa, p = 0.05, n =4)

TCDC: tasa de crecimiento diaria de la colonia, TCDH: tasa de crecimiento diaria del halo,
IS: indice de solubilizacion, NP: no presentd, NE: no esporuld, SP: especie

SP16 (P. hispanicum)y SP17 obtuvieron el menor
crecimiento de colonia con 1.4. 1.7,2.2, 1.8y 1.6
mm/dia, respectivamente. Por otra parte, TCDH
solo se obtuvo en el aislamientos SP9 (B. bassiana)
con un promedio de 2.4 mm/dia. Dicha cepa fue la
unica que mostr6 un halo de solubilizacion, por lo
tanto, obtuvo un IS de 1.4. En términos generales,
de manera cualitativa, solo la especie B. bassiana
SP9 mostré habilidad para la solubilizacion del
FePOs. En cuanto a la esporulacion, hay diferencias
altamente significativas (f = 125.92, p = 0.00001)
entre los aislamientos estudiados. El aislamiento con
mayor esporulacion fue SP12 con 3.2 x 10° esporas/
mL (Cuadro IV). Por el contrario, SP18 obtuvo la
menor esporulacion con 2.6 x 10° esporas/mL. El
resto de los aislamientos mostraron una esporula-
cion de 3.6 x 10° a 1.2 x 10° esporas/mL.

Son limitados los reportes respecto a la solubili-
zacion in vitro de FePOg. Al respecto, Hernando-Po-
sada et al. (2013) reportaron una ERS de 24 (Humi-
cola sp., Chaetomium sp.y Penicillium sp.) a353 %
(Paecilomyces marquandii) en la solubilizacion de
FePO4 por micromicetos nativos de la rizosfera
de plantas de C. arabica. En otro estudio, Vitorino
et al. (2012) aislaron microorganismos nativos de
la rizosfera de Hyptis marrubioides y encontraron
microorganismos capaces de solubilizar FePOg,
reportando IS de 0.3 (RG12) a 8.4 (RGS). Es bien
sabido que el Fe?" del FePO4 puede resultar toxico

para los microorganismo (Illmer y Buttinger 2006),
de ahi la complejidad bioquimica de este compuesto
para la solubilizacion.

Solubilizacion de FePO4y produccion de proteina
en fermentacion liquida

En el medio de cultivo Pikovskaya liquido con
FePO4 no se encontr6 P-soluble a los dos y cuatro dias
de evaluacion. Sin embargo, el dia seis se encontraron
valores de P-soluble. Los resultados indicaron que el
aislamiento con mayor solubilizacion de FePOs fue
P. hispanicum SP16 con 39.6 mg/L (Cuadro V), en
tanto que la cepa con menor solubilizacion de FePO4
fue Penicillium sp. SP18, con 18.1 mg/L. Por su parte,
los aislamientos B. bassiana SP9 y Penicillium sp.
SP11 no mostraron solubilizacién en ninguna de las
evaluaciones. En cuanto a la produccion de proteina,
alos dos dias de evaluacion el aislamiento con mayor
produccion de proteina (f = 145.08, p = 0.0001) fue
Penicillium sp. SP11 con 52.0 mg/L, en tanto que
B. bassiana SP9 (5.1 mg/L) y P. hispanicum SP16
(6.0 mg/L) obtuvieron los valores mas bajos. Sin
embargo, a los cuatro y seis dias el aislamiento B. bas-
siana SP9 obtuvo la produccion mas alta de proteina
con 70.5 mg/L (f=871.49,p=0.00001) y 105.2 mg/L
(f=421.66, p=0.0001), respectivamente.

La produccion de proteina es una variable bioqui-
mica en la fermentacion microbiana. El contenido de
proteina en los extractos de cultivo es un indicador
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CUADRO V. SOLUBILIZACION DE FePOs Y PRODUCCION DE PROTEINA POR MI-
CROMICETOS AISLADOS DE LA RIZOSFERA DE Carica papaya VAR.

MARADOL
Aislamiento P—soluble (mg/L) Proteina total (mg/L)
2d  4d 6d 2d 4d 6d

Testigo 0 0 0 92+09d 11.8£0.5b 10.7+0.6b
Penicillium SP1 — — 27.0+29b 182+1.7b 29+02c 63+02c¢
B. bassiana — — — 51+0.6e¢ 705+2.0a 1052+64a
Penicillium SP11 ~ — — — 52.0+29a ND 48=+0.6c
P. hispanicum — — 396+54a 6.0+06e 124+09b 9.6+0.01Db
Penicillium SP18 ~ — — 181=x1l.1lc¢c 13.8+0.7¢ 129+0.6b 9.7+0.5b

Medias (+ error estandar), letras distintas indican diferencias significativas (minima diferencia

significativa, p = 0.05, n = 4)
SP: especie, d: dias

de una buena actividad bioquimica de los hongos
solubilizadores de P (Babu et al. 2015). El conteni-
do total de proteina de una fermentacion donde se
incluye P insoluble (p. €j., Caz[PO4]2 0 FePO4) para
su mineralizacion, es comun que se relacione con
la actividad de enzimas especificas, especialmente
con las fosfatasas (4cida y alcalina) y fitasas, libe-
radas por los hongos en el metabolismo secundario
de manera extracelular (Khan et al. 2014). Por otra
parte, algunos iones metalicos como el Fe?" pueden
causar un estrés oxidativo en organismos fiingicos,
provocando lisis celular o incrementando la actividad
de algunas enzimas relacionadas con la defensa (p.
ej., lacasas fingicas), lo que podria repercutir en un
aumento de la produccion de proteina total (Illmer y
Buttinger 2006, Gomaa y Momtaz 2015).

Por otra parte, la solubilizacion de FePO4 ha sido
poco estudiada en comparacion con la de Ca3(POa),
debido a que quimicamente es mas compleja. Al
respecto, Paixao-Resende et al. (2014) reportaron
aislamientos del género Trichoderma nativos de la
rizosfera de Calophyllum brasiliense, capaces de
solubilizar FePQys; sin embargo, los valores de P-so-
luble fueron bajos, en un rango de 5.13 a 6.09 mg/L.
Recientemente, Ramos-dos Santos et al. (2015)
reportaron microorganismos fungicos aislados de
la rizosfera de C. brasiliense con habilidad para la
solubilizacion de FePO4. Los aislamientos fungicos
denominados PSF8 y PSF4 mostraron la solubiliza-
cion mas baja y alta con 1.18 y 3.78 mg/L, respecti-
vamente. Ambos estudios reportaron valores bajos de
P-Soluble en comparacion con Penicillium sp. SP1
(27.0 mg/L) y P. hispanicum SP16 (39.6 mg/L) a los
seis dias de cultivo. Sin embargo, es necesario seguir
evaluando ambos aislamientos con el objetivo de op-
timizar la solubilizacion de FePOga través de disefios

experimentales mas robustos y precisos que involu-
cren un mayor nimero de variables.

Bioensayos dosis-respuesta con glifosato y 2,4-D
La figura 1 muestra el crecimiento acumulado
de los aislamientos B. bassiana SP9, Penicillium
sp. SP11 y P. hispanicum SP16 con diferentes con-
centraciones de glifosato y 2,4-D. Con glifosato, B.
bassiana SP9 redujo su crecimiento en un rango de
4.1 a29.5 % (f=15.50, p=0.0001) en las concen-
traciones evaluadas (Cuadro VI). Esta reduccion
puede observarse en las concentraciones de 918 y
1836 mg/L (Fig. 1A). Penicillium sp. SP11 mostro un
patrén poco comun, ya que la concentracion mas baja
de glifosato (229 mg/L) indujo un mayor crecimiento
micelial de la colonia respecto al testigo (Fig. 1C),
en tanto que las concentraciones de 229 y 459 mg/L
no inhibieron ni estimularon el crecimiento del aisla-
miento; por el contrario, las dos concentraciones mas
altas del herbicida redujeron (f = 44.20, p = 0.00001)
el crecimiento del hongo en 4.6 (918 mg/L) y 14.4 %
(1836 mg/L, Cuadro VI), sugiriendo que las concen-
traciones elevadas de este herbicida pueden ser toxicas
para este aislamiento. Este mismo comportamiento se
observo con P, hispanicum SP16 (Fig. 1E), cuyo creci-
miento acumulado se redujo (f=92.71, p = 0.00001)
en presencia de las dos concentraciones mas altas de
glifosato (918 mg/L [4.3 %] y 1836 mg/L [20.2 %)]).
En cuanto al 2,4-D, B. bassiana SP9 (Fig. 1B) y
Penicillium sp. SP11 (Fig. 1D) mostraron una reduc-
cion en el crecimiento micelial acumulado con las
cuatro diferentes concentraciones del herbicida. La
dosis mas alta (3705.0 mg/L) inhibi6 significativa-
mente (62.9 %, f=67.36, p=0.00001) el crecimiento
de B. bassiana SP9 (Cuadro VI). Para Penicillium
SP11 la concentracion mas alta (3705.0 mg/L) redujo
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Fig. 1. (A y B) Crecimiento acumulado de Beauveria bassiana con diferentes concentraciones de glifosato y 2,4-D, respectivamente;
(Cy D) igual que Ay B para Penicillium SP11; (E y F) igual que A y B para Penicillium hispanicum

significativamente (56.0 %, f=191.12, p=0.00001)
el crecimiento de la colonia. En P. hispanicum SP16
la concentracion mas baja (463.0 mg/L) no redujo el
crecimiento acumulado de la colonia. Sin embargo, al
final de estudio, la concentracion mas alta de 2,4-D
disminuy6 significativamente (37.2 %, f = 191.12,
p =10.00001) el crecimiento de P. hispanicum SP16
(Fig. 1F, Cuadro VI).

Es de suma importancia conocer la capacidad
de los HMSP para tolerar el estrés por herbicidas
contenidos en el suelo, y una aproximacion para ello
son los estudios in vitro. El presente estudio sugiere
que el glifosato es menos fungitdxico para los HMSP
nativos de la rizosfera de C. papaya, ya que ninguna
de las concentraciones evaluadas present6 mas del

50 % de inhibicion en el crecimiento micelial, lo
cual sugiere una baja susceptibilidad al glifosato. En
estudios previos, Zain et al. (2013) evaluaron la sus-
ceptibilidad del glifosato en Mucor sp., Penicillium
sp. y Aspergillus sp. en concentraciones de 440, 880
y 1760 mg/L, reportando inhibiciones de 85 a 100 %
para las tres especies evaluadas. En otro estudio,
Eman etal. (2013) reportaron inhibiciones in vitro del
36.3 y 42.8 % al exponer a Aspergillus sp. (FDCZ2)
y Penicillium sp. (CGCZ3), respectivamente, a con-
centraciones de 300 mg/L.

Por el contrario, algunos hongos microscopicos del
suelo pueden incrementar su produccion de biomasa en
condiciones in vitro por efecto la aplicacion de concen-
traciones de glifosato. Tal es el caso de Aspergillus sp.,
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CUADRO VI. PORCENTAIJE DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO MICELIAL (%
ICM) DE TRES MICROMICETOS AISLADOS DE LA RIZOSFERA DE
PAPAYA CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE GLIFOSATO

Y 2,4-D
Glifosato (mg/L)

Aislamiento

229 918 1836
B. bassiana 41+04b 28+03b 20.8+0.6 a 205+48a
Penicillium SP11 0 46+0.1b 144+02a
P. hispanicum 0 43+0.1b 202+03a

2,4-D (mg/L)

Aislamiento

463 1853 3705
B. bassiana 292+04d 455+ 04 ¢ 520+04b 629+04a
Penicillium SP11 149+1.2d 31.0+1.7¢ 36.9+1.1b 56.0+0.6a
P. hispanicum 0 13.8+19¢ 213+39b 372+19a

Medias (+ error estandar), letras distintas indican diferencias significativas (minima

diferencia significativa, p = 0.05, n =4)
SP: especie

que incrementa en 26.09 y 21.74 % su crecimiento
micelial al exponerse a 50 y 100 ppm de glifosato,
respectivamente (Eman et al. 2013). En otro estudio,
Barberis et al. (2013) reportaron que el glifosato incre-
menta significativamente el crecimiento de Aspergillus
flavus en diferentes porcentajes, dependiendo de la
concentracion del herbicida, siendo mas evidente el
incremento en concentraciones de 5 y 10 mM.

En cuanto al 2,4-D, éste redujo mas del 50 %
el crecimiento micelial de los aislamientos SP9 y
SP11 a la concentracion mas alta, lo cual indica
que el aislamiento SP16 es menos susceptible a este
herbicida. El 2,4-D es toxico para la mayoria de los
hongos; sin embargo, algunos son capaces de emplear
al herbicida como fuente de carbono, entre ellos los
géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium sp.
(Bukowska 2006). Al respecto, Silva et al. (2007)
reportaron que Penicillium sp. es capaz de degradar
al herbicida hasta en un 29.8 %. En otro estudio mas
reciente, Ferreira-Guedes et al. (2012) reportaron un
31.0 % en la inhibicion del crecimiento de Penici-
llium chrysogenum por 2,4-D a una concentracion
de 1000 mg/L. Sin embargo, P. chrysogenum logrd
degradar hasta un 18.0 % el herbicida.

Atn se desconoce cuales son los mecanismos por
los cuales los hongos incrementan o disminuyen su
tasa de crecimiento y produccion de biomasa ante
el estrés ocasionado por los herbicidas glifosato y
2,4-D. Estas respuestas son individuales, depen-
den de cada especie y pueden variar dependiendo
de su susceptibilidad al herbicida. Por ejemplo, el
glifosato actta bloqueando la enzima 5-enolpiruvil

shikimmato-3-fosfato sintetasa (EPSPS, por sus siglas
en inglés) e inhibiendo la ruta del acido shikimico, tan-
to en plantas como en hongos, lo que da como resultado
la reduccion de la sintesis de aminoacidos aromaticos
como fenilalanina, tirosina y triptofano (Anderson y
Kolmer 2005). Sin embargo, numerosos hongos son
capaces de metabolizar la molécula de glifosato mos-
trando un incremento de biomasa en los medios de
cultivo con el herbicida (Carranza et al. 2014).

En cuanto al 2,4-D, se conoce muy poco sobre el
mecanismo especifico de accion. Este herbicida actia
a nivel celular sobre las auxinas y provoca cambios
que producen dafos en la planta. La molécula se
enlaza al receptor del acido indolacético (AIA) y
activa genes en la célula, desencadenando respues-
tas secundarias como epinastia, elongacion celular,
cierre de estomas y reduccion en la produccion de
etileno (Song 2014). Recientemente, Chanclud y
Morel (2016) describieron la sintesis de fitohor-
monas por organismos fungicos, mencionando que
tanto los hongos micorrizicos y microscopicos de
suelo como las bacterias poseen el mismo precursor
(indol-3-acetamina) para la produccion de AIA, a
través de una misma ruta metabodlica. Por lo tanto,
este precursor tanto en organismos fingicos como
en bacterias podria ser inhibido por el 2,4-D, dando
como resultado una reduccion en la produccion de
biomasa, como se observo en el presente estudio. Sin
embargo, para aclarar los mecanismos de accion, se
requieren estudiar a futuro las respuestas fisiologicas
(metabolomica) y enzimaticas de los hongos a los
herbicidas glifosato y 2,4-D.
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CUADRO VIIL. CONCENTRACION LETAL MEDIA (CLso) DE LOS HERBICIDAS GLIFOSATO Y 2.4-D EN TRES
MICROMICETOS SOLUBILIZADORES DE P AISLADOS DE LA RIZOSFERA DE Carica papaya

Glifosato

Aislamiento

CLso (mg/mL) IC (mg/mL) Modelo Probit 7 P>
B. bassiana 2748.0 a 2215.0 — 3704.0 Y =-2.4489X+0.7121 69.1 0.0001
Penicillium SP11 7560.0b 5202.0 —13687.0 Y =-2.7658X+0.7131 62.4 0.0001
P. hispanicum 5376.0b 4648.0 — 6450.0 Y =-7.0260X + 1.8834 221.6 0.0001

2,4-D

Aislamiento

CLso (mg/mL) IC (mg/mL) Modelo Probit 7 P>
B. bassiana 3248.0a 2716.0 — 4086.0 Y =-6.0225X + 1.7150 193.08 0.0001
Penicillium SP11 4450.0a 3545.0 — 6297.0 Y =-9.7345X +2.6682 78.56 0.0001
P. hispanicum 3256.0a 2811.0 — 4017.0 Y =-11.533X +3.2833 101.61 0.0001

Letras diferentes muestran diferencias significativas de acuerdo con el traslape de los intervalos de confianza

IC: intervalo de confianza al 95 %, SP: especie

Concentracion letal media (CLso)

El aislamiento B. bassiana SP9 es mas suscep-
tible al glifosato (CLsp = 2748 mg/L) comparado
con los aislamientos SP11 (CLso= 7560.0 mg/L) y
SP16 (CLso= 5376 mg/L). Es decir, requiere menor
concentracion de glifosato para que inhibir el 50 %
de su crecimiento micelial, en comparacion con SP11
y SP16. Sin embargo, las CLso encontradas con el
modelo Probit para los tres aislamientos estudiados
son altas en relacion con la concentracion de glifosato
aplicado en campo (1836 mg/L); esto significa que
los tres aislamientos son tolerantes a este herbicida
(Cuadro VII). Respecto al 2,4-D, los valores de CLsq
para SP9, SP11 y SP16 fueron de 3248.0, 4450.0 y
3256.0 mg/L, respectivamente. Los tres aislamientos
poseen estadisticamente la misma CLsy, si se toman
en cuenta los traslapes de los intervalos de confianza.
Unicamente SP11 posee un valor de CLsomayor que
la dosis aplicada en campo del 2,4-D (3705 mg/L),
por lo tanto, SP11 es el aislamiento mas tolerante
entre los evaluados.

La CL5sg es un parametro empleado para determi-
nar la toxicidad de un contaminante sobre microorga-
nismos fingicos. Recientemente Zaller et al. (2014)
dieron a conocer que el glifosato reduce de 50 a 56 %
la colonizacion de Trifolium repens por micorrizas
arbusculares. Por otra parte, Joshi y Gupta (2012)
reportaron que una concentracion de 138.0 mg/L
de 2,4-D inhibi6 el crecimiento del 50 % de la po-
blacion total de hongos microscopicos filamentosos
de un suelo de la India. Recientemente, el efecto
fungicida del 2,4-D fue confirmado por Mahakhode
(2016), quien informo que el herbicida posee efectos
negativos fuertes sobre Oomycetos, Zygomycetes y

Ascomycetes. Aunque no se calculo la CLso, el autor
sugiere que el 2,4-D posee efectos letales a partir de
1000 mg/L en micromicetos.

CONCLUSIONES

Las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo y
la rizosfera del cultivo de papaya var. Maradol per-
miten albergar micoflora benéfica, en especial hongos
microscopicos solubilizadores de Ca3(POs4)2. Solo
Penicillium sp. SP1 'y Penicillium hispanicum SP16
solubilizaron al 100 % el Ca3(PO4);. Los micromi-
cetos aislados no fueron capaces de solubilizar efi-
cientemente el FePOj4. A este respecto, inicamente el
aislamiento Penicillium hispanicum SP16 solubilizd
un 39 % del FePO4 contenido en el medio de cultivo.
Ademas, por la presion de seleccion de plaguicidas
aplicados al cultivo de C. papaya, especificamente
por los herbicidas glifosato y 2,4-D, el aislamiento
mas tolerante a ambos herbicidas fue Penicillium
hispanicum SP16. Por lo tanto, este aislamiento es
candidato a emplearse en estudios de campo para
evaluar su efectividad en la promocién del creci-
miento vegetal en C. papaya, como un biofertilizante
microbiano de origen nativo.
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