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RESUMEN

En Colombia la mayoria de los suelos muestran deficiencia de fosforo disponible,
fundamental para el desarrollo de las plantas. Para superar esta dificultad de or-
den natural y mitigar la demanda de fosforo del suelo, dltimamente se adicionan
microorganismos solubilizadores de fosfatos (MSF). En esta investigacion, se es-
tudiaron los microorganismos Kocuria sp., B. subtilis, S. diversispora y P ochro-
chloron y el efecto que tienen sobre la disponibilidad de fosforo, en el desarrollo
de plantulas de café, bajo condiciones de invernadero, con 23 tratamientos y 10
repeticiones, en disefio estadistico, completamente al azar. Los experimentos se
desarrollaron en un suelo Typic Melanudand con pulpa de café descompuesta
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y microorganismos (tratamientos 1-11), adicion de roca fosforica (trata-
mientos 12-22) y un testigo Typic Melanudand, fertilizado con fosfato dia-
monico (tratamiento 23). Los resultados mostraron que la aplicacion de
pulpa de café descompuesta con y sin roca fosforica y microorganismos,
favorecio la disponibilidad de fdsforo, reflejandose en el crecimiento de
las plantulas de café, en el analisis quimico del suelo y en las variables de
respuesta del fosforo y el drea foliar. Se encontro ademas, una relacion
inversa entre la concentracion de polifenoles y fosforo en suelo y planta.

ABSTRACT

Most soils in Colombia shown available phosphorus deficiency, which is
a fundamental element for the plants development. In order of overco-
me this natural difficulty and mitigate the demand for phosphorus in the
soils, phosphate solubilizing microorganisms (PSM) are added. In this re-
search, were studied the microorganisms Kocuria sp., B. subtilis, S. and
P diversispora ochrochloron and the effect they have on the availability
of phosphorus in the development of coffee seedlings under greenhouse
conditions, with 23 treatments and 10 replications in Statistical design,
completely randomized. The experiments were carried out in Typic Mela-
nudand soil with decomposed coffee pulp and presence or absence of
microorganisms (treatments 1-11) and adding phosphate rock (12 to 22
treatments). Typic Melanudand was used as a witness in the treatment
23, fertilized with diammonium phosphate. The results showed that the
application of decomposed coffee pulp with and without phosphate rock
and microorganisms, favored the availability of phosphorus, reflected in
the growth of coffee seedlings, in the chemical analysis of the soil and the
response variables match and leaf area. There was an inverse relationship
between polyphenols and phosphorus in soil and plant.

RESUMO

Na Colémbia a maioria dos solos apresentam deficiéncia de fosforo, um
elemento fundamental para o0 desenvolvimento das plantas. Para superar
esta dificuldade de ordem natural e diminuir a demanda de fosforo do solo,
ultimamente sdo adicionados microrganismos Solubilizadores de fosfa-
tos (MSF). Nesta pesquisa foram estudados 0s microrganismos Kocuria
sp., B. subtilis, S. diversispora y P ochrochloron e o efeito que tem sob a
disponibilicade do fosforo, no desenvolvimento de plantulas de café em
estufa, com 23 tratamentos e 10 repetigées utilizando-se desenho estatis-
tico completamente ao acaso. 0s experimentos foram desenvolvidos em
soloTypic Melanudand com polpa de café decomposta e microrganismos
(1-11 tratamentos), adigao de rocha fosforica (12-22 tratamentos) e Typic
Melanudand como testemunha, fertilizado com fosfato diaménico (trata-
mento 23). Os resultados mostraram que a aplicagao de polpa de café
decomposta com e sem rocha fosforica e microrganismos, favoreceu a
disponibilidade do fosforo, refletindo-se no crescimento das plantulas de
café, na analise quimica do solo e nas variaveis de resposta do fosforo e
na area foliar. Além disso, encontrou-se uma relagao inversa entre a con-
centragdo de polifendis e fosforo no solo e na planta.
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INTRODUCCION

El café, género Coffea y familia rubidcea, variedad
Castillo fue desarrollado en Colombia por el Centro
Nacional de Investigaciones de Café, CENICAFE [1] y
entregado a agricultores nacionales [2]. El cultivo de
esta variedad, requiere suelos de estructura granular,
porosos y permeables, ricos en fosforo (P) y materia
organica [2,3]. En Colombia, los suelos destinados al
cultivo del café, en su mayoria de origen volcanico,
poseen baja disponibilidad del P por la acidez, debido
a la presencia de aluminosilicatos no cristalinos y ele-
vadas concentraciones de Fe y Al. Estos suelos estan
ubicados en los departamentos de Caldas, Quindio,
Risaralda, Antioquia, Valle del Cauca, Tolima y también
en el Cauca [4]; en ellos, es comun la aplicacion de
fertilizantes quimicos y la adicion de materia organi-
ca para mejorar la disponibilidad de los nutrientes y
conseguir el balance alimenticio de la planta. Los MSF
se emplean en menor escala; su uso es incipiente y
merece mas estudio y escalamiento [5,6]. La aplica-
cion de preparados microbianos biofertilizantes en el
cultivo de café, representa una opcion amigable con
el medio ambiente, para evitar el uso continuo de fer-
tilizantes quimicos. En la actualidad, en Colombia se
sabe poco acerca de los microorganismos que po-
drian ser asociados al cultivo del café (Coffea arabica)
y su accion en el desarrollo de la planta [6,7]. En con-
sideracion a mejorar el conocimiento de la biofertiliza-
cion, se estudio el efecto en plantulas de café (Coffea
arabica variedad Castillo), de cuatro microorganismos
solubilizadores de fosfato, dos hongos (Sagenomella
diversispora, Penicillium ochrochloron) y dos bacte-
rias (Kocuria sp, Bacillus subtilis), utilizando 23 trata-
mientos, con el fin de evaluar finalmente, el contenido
de fosforo en el suelo y en la planta; al igual que, los
polifenoles presentes en el tejido vegetal.

METODO

El estudio se realizo en los laboratorios de Quimica
de la Universidad Santiago de Cali del Municipio de
Cali (Departamento del Valle del Cauca, Colombia) y
en una finca del corregimiento El Palmar, Municipio de
Dagua (Departamento del Valle del Cauca, Colombia).
Los microorganismos solubilizadores de fosfatos, se
aislaron en estudios previos, de la rizosfera de plantas
de café, variedad Caturra de cuatro meses de edad,
sembradas en un suelo Typic Melanudand del Muni-
cipio de Cajibio (Departamento del Cauca, Colombia).

Posteriormente, se seleccionaron en la Universidad
Nacional de Colombia, sede Palmira, los microorga-
nismos Kocuria sp., Bacillus subtilis, Sagenomella
diversispora y Penicillium ochrochloron, todos de re-
conocida capacidad solubilizadora de fosfatos tricalci-
cos, de aluminio y de hierro [7,8].

Para llevar a cabo el experimento, CENICAFE suministr6
1000 semillas, las cuales se sembraron en arena de
cuarzo esterilizada, en un germinador de madera y se
mantuvieron bajo condiciones ambientales por 80 dias,
con riego de agua destilada. Posteriormente, el sistema
radicular de las plantulas mas homogéneas se inoculd
con los microorganismos. Aquellas que presentaban un
par de hojas cotiledoneas y un par de hojas verdaderas,
se sumergieron en suspension fungica de 1x108 UFC/mL
y solucion bacteriana de 1x108 UFC/mL por 30 minu-
tos, a temperatura ambiente, en condiciones asépticas.
Se sembraron en bolsas de polietileno negro (17 x 23
cm), con la mezcla de 1,0 kg del suelo de origen de los
microorganismos (7ypic Melanudand) y pulpa descom-
puesta de café en una proporcion 1:1 (t: 2-3 h) [9]. Las
bolsas se ubicaron a 4-5 cm de distancia, en invernadero
con polisombra (60%). En el Cuadro 1, se muestran los
tratamientos empleados.

Las plantulas se regaron 2 0 3 veces por semana, du-
rante seis meses. Después, se midio la variacion del
pH potenciométrico en agua 1:1 [10], Materia Organi-
ca: método Walkley-Black [10], Fasforo en suelo: mé-
todo Bray Il [10], Fésforo foliar: espectrofotometria,
método azul de molibdeno [10], Contenido de fenoles:
meétodo de Folin — Ciocalteu [11], Area foliar (AF): ana-
lizador LI-3100C Area Meter; se emple6 71 hojas x 20
plantas de Coffea arabica, Var. Castillo, con muestreo
al azar, de diferente tamario y edad.

Se hizo regresion lineal con el largo (Lh), ancho méxi-
mo (Ah) y el producto de ellos (Lh x Ah). Se escogio el
modelo AF = 0,67574 (Lh x Ah), por el mayor coefi-
ciente de determinacion, R? = 0,9987 [12]. El modelo
seleccionado se aplicd en el calculo del area foliar es-
timada [13]. El experimento se realizd bajo un diseno
completamente al azar, con 10 repeticiones por trata-
miento, tomando la planta como unidad experimental.

Para el estudio estadistico, se hizo analisis de varianza
de las variables de respuesta y en la prueba de Tukey
Se utilizo como criterio, la comparacion de promedios,
con nivel de significancia del 5% (software SAS ver-
sion 9.3, 2010).
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Cuadro 1. Descripcion de los tratamientos.

Cuadro 2. Acidez y MO del suelo-almacigos de café.

Sustrato Tratamiento Descripcion

Sin MSF, B1, B2,
H1, H2, B1*B2,

cte doscompuesa 1811 A2 B1HL
B1*H2, B2*H1,
B2*H2

Suelo + Pulpa de Sin MSF, B1, B2,

Café descompuesta H1, H2, B1*B2,

+ RF (40 r?w) 12222 H1*H2, B1*H1,

[10] PP B1*H2, B2*H1,
B2*H2

Suelo + DAP (2 ¢/ 23 Sin NS

planta)

B1: Kocuria sp., B2: Bacillus subtilis, H1: Sagenomella diversispo-
ra, H2: Penicillium ochrochloron. RF: Roca fosférica, DAP: fosfato
diaménico

RESULTADOS

El pH y el contenido de materia organica (MQ), del
suelo antes y después de los almacigos, con los dife-
rentes tratamientos, son mostrados en el Cuadro 2. En
conformidad con la literatura, el suelo Andisol (Typic
Melanudand), usado inicialmente, exhibio un pH aci-
do, altas concentraciones de materia organica (MO) y
contenido de fosforo, relativamente bajo [14].

Después de los almacigos de café, excepto en los tra-
tamientos con RF: 13 (Kocuria sp.), 20 (Kocuria sp.
+ Penicillium ochrochloron), 21 (Bacillus subtilis +
Sagenomella diversispora), 22 (Bacillus subtilis +
Penicillium ochrochloron) y el 23 (testigo absoluto),
se observo con la adicion de la pulpa de café, un in-
cremento en la MO y el pH, consistente con el reporte
de Diallo et a/, 2016 [15]. Cuando se usd DAP, en el
testigo absoluto aumentd la acidez, por liberacion de
iones H*, en la nitrificacion de iones amonio [16].

Fosforo en suelo

El andlisis de varianza mostro diferencias signifi-
cativas entre los tratamientos. En el Cuadro 3, se
muestra que la mayor concentracion de P se consi-
guio en los tratamientos sin RF: 9. (Kocuria sp. + P
ochrochloron), 10. (B. subtilis + S. diversispora) y
11. (B. subtilis + P ochrochloron).

Tratamiento pH MO (g/ka)
Suelo inicial* 5,08 207,09
1 5,24 248,43
2 5,38 268,69
3 5,40 267,10
4 5,30 248,05
5 5,25 256,79
6 5,27 262,35
7 5,35 242,51
8 5,31 253,62
9 5,57 283,78
10 5,26 252,84
11 5,22 279,23
12 5,36 278,23
13 5,03 239,37
14 5,17 256,03
15 5,18 253,65
16 5,10 242,55
17 5,11 237,00
18 5,22 261,59
19 5,10 275,07
20 4,98 268,73
21 4,99 251,29
22 5,07 262,39
23 4,45 214,84

“Condiciones antes del experimento

Por su parte, el menor contenido de P se dio en suelo
con RF, con los tratamientos: 12 (no inoculado), 18 (S.
diversispora + P ochrochloron), 20 (Kocuria sp. + P
ochrochloron) y 22 (B. subtilis + P ochrochloron).

Los resultados obtenidos, exhibidos en el Cuadro 3,
son consistentes con los, reportados por Cisneros,
Sanchez de P y Menjivar [16,17], en la respuesta po-
sitiva de los almacigos de café, cuando se adiciona
pulpa de café, para suplir las necesidades nutriciona-
les propias del desarrollo y crecimiento de la planta.
En la Figura 1, se observa una clara diferencia entre el
tratamiento 23 (testigo) y otros, en cuanto al tamano
de la planta, longitud y peso.
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Cuadro 3. Variacion de propiedades por tratamiento.

P, suelo P tejido Polifenoles

Trat. _(l_ng/kg) ve g etal (%) (g-acido tanico/

(P inicial 1,92) g-muestra)
1 6,22 |defg 0,25 |de |7,85 |bc
2 5,07 |hi 0,24 |ef [598 |bcdef
3 6,10 |defg |0,27 |ab |6,46 |bcdef
4 898 |b 0,23 |fg 14,92 |bcdef
5 7,32 |d 0,22 |gh 3,78 |f
6 5,26 | ghi 028 |a [431 |ef
7 6,68 |def 0,26 |cd |54 |bcdef
8 6,62 |defg 0,21 |hi [4,82 |cdef
9 11,57 |a 0,26 |bc 3,88 |f
10 (10,84 |a 0,27 |ab |7,69 |bcd
11 110,95 |a 0,24 |ef [543 | bcdef
12 13,63 |] 0,24 |ef |526 |bcdef
13 1594 |efgh 0,20 |i 3,96 |f
14 |5,72 |fgh 10,22 |gh |6,77 |bcdef
15 |5,87 |efgh 0,20 |i 8,04 |b
16 |7,08 |de 0,21  |hi [6,49 |bcdef
17 |5,72 |fgh 10,24 |ef (7,43 | bcd
18 3,68 |] 0,24 |ef [4,62 |def
19 5,78 |efgh 10,24 |ef 1596 |bcdef
20 3,91 ij 0,24 |ef 1413 |ef
21 18,70 bc 0,23 |fg |7,25 |bcde
22 14,24 | hij 0,22 |gh |5,18 | bcdef
23 7,38 |cd 011 |j 1293 |a

Nota: promedios con la misma letra no difieren estadisticamente

Figura 1. Efectos en el crecimiento y desarrollo.

El resultado confirma que el uso de microorganismos
solubilizadores de fosfatos (MSF) mejora la disponibi-
lidad de P en el suelo; en conformidad con el reporte

de Muleta et al., 2013 [5] sobre el efecto positivo de
la aplicacion de bacterias como biofertilizantes, en el
desarrollo de la planta.

Patifio y Sanchez (2014), Sohail et al., (2014), Abbasi et
al., (2015) [18-20] concluyen que la fertilizacion con RF
es Util en ambientes tropicales, con mejor respuesta en
suelos dacidos deficientes en P, especialmente.

Es importante resaltar que los tratamientos sin RF
inoculados con los cuatro microorganismos presen-
taron los valores mas altos en pH y contenido de MO,
y P, con respecto a los demas tratamientos. Este re-
sultado, posiblemente se deba a un efecto sinérgico
entre los microorganismos inoculados y los nativos
presentes en la mezcla suelo-pulpa de café, los cua-
les se encargaron de incrementar la disponibilidad
del P procedente de la mineralizacion de la pulpa de
café como MO, solubilidad de fosfatos insolubles, y
la desorcion del elemento adsorbido en la superficie
coloidal. Estos procesos estan asociados con la pro-
duccion de acidos organicos y enzimas fosfatasas
por parte de los microorganismos y raices de las
plantulas [18,21].

Féstoro en tejido vegetal

El analisis de varianza mostro diferencias significativas
entre los tratamientos. De acuerdo con los resultados
obtenidos, el testigo absoluto (tratamiento 23) presen-
to la menor concentracion de P foliar; mientras que,
los tratamientos sin RF, 3 (B. subtilis), 6 (Kocuria sp. +
B. subtilis), 9 (Kocuria sp. +P ochrochloron) y 10 (B.
subtilis + S. diversispora) presentaron mayor canti-
dad de fosforo foliar.

Similar al contenido de P en el suelo, se encontré una
ligera tendencia en el aumento de P en los tratamientos
sin roca fosforica, consecuente con la incidencia que
tuvo en los tratamientos en los que se aplico.

En general, el contenido de P foliar aument6 con el
desarrollo de las plantulas de café (Figura 1), lo cual
indica que el suelo, habria sido capaz de suministrar a
la planta sus requerimientos nutricionales. El conteni-
do de P foliar de 0,20-0,28%, fue similar al reportado
por otros investigadores [22,23].

Polifenoles en tejido vegetal

El analisis de varianza mostro diferencias significativas
entre los tratamientos. En esta consideracion, se incluye
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que el testigo absoluto reveld el mayor contenido de
polifenoles; mientras que en los tratamientos 5 (sin RF, P
ochrochloron), 9 (sin RF, Kocuria sp. + P ochrochloron) y
13 (con RF, Kocuria sp.), el contenido de estas sustancias,
fue menor. Estos resultados corresponden a una relacion
inversa entre los contenidos de P (suelo y planta) y la
presencia de polifenoles. Posiblemente, se relaciona con
el papel de los polifenoles en la planta, especialmente,
como protectores contra el estrés ambiental y reguladores
de los procesos del suelo, relacionados con la disponi-
bilidad de nutrientes [24]. En investigaciones anteriores
[25], se determind que el aporte de fertilizacion fosforica
provoco el crecimiento de la planta y la disminucion del
contenido de fenoles totales en las acidulas juveniles de
una especie de pino (Pina pinaster).

Area foliar

En esta investigacion, también se evalud, como com-
plemento a los resultados anteriores, el efecto que los
microorganismos tuvieron en el crecimiento y desarro-
llo de la planta, representado en las hojas. El analisis de
varianza de los datos del area foliar mostro diferencias
significativas entre algunos tratamientos. Los resultados
indican que el tratamiento 7 inoculado con la interaccion
fingica (sin RF) presento el valor mas alto de area foliar,
mientras que el testigo absoluto, fue el menos desarro-
llado, con valores significativamente menores, aprecia-
dos en el Cuadro 4 y en la Figura 1.

La promocion del crecimiento y desarrollo vegetal
esta relacionada con la capacidad de cada microor-
ganismo, de producir sustancias quimicas, tipo fito-
hormonas, como el &cido indol acético, citocianinas,
giberelinas vy etileno, entre otras [26]. EI mayor in-
cremento en el nimero de hojas de las plantas ino-
culadas se considera que se debe a un aumento en
la capacidad de absorcion de los nutrientes a través
del sistema radical de la planta, inducido por los mi-
croorganismos [27].

Para el caso de testigo se observd que, a pesar de
presentar un buen nimero de hojas por planta, éstas
eran demasiado pequefias en comparacion con las de
los demas tratamientos, lo cual se ve reflejado en los
resultados de area foliar.

CONCLUSIONES

La adicion de pulpa de café descompuesta al suelo
Typic Melanudand, en presencia 0 ausencia de RF,

Cuadro 4. Valor promedio de area foliar / tratamiento.

Tratamiento Area foliar (cm?)
1 54,01 abced
2 58,15 abcd
3 57,01 abed
4 58,14 abcd
5 59,37 abed
6 61,95 abc
7 64,88 a
8 53,96 abcd
9 56,31 abced
10 60,93 abcd
11 55,43 abced
12 46,09 cd
13 47,56 bcd
14 56,59 abcd
15 54,54 abed
16 47,22 bed
17 63,74 ab
18 55,52 abcd
19 55,62 abced
20 56,04 abcd
21 49,42 abced
22 446 d
23 11,61 e

incremento la cantidad de materia organica y el pH,
mejorando la disponibilidad de fosforo.

Los aislamientos microbianos solubilizadores de fosfatos
Kocuria sp., B. subtilis, S. diversispora 'y P ochrochlo-
ron, , se adaptaron a la rizosfera de plantulas de café
(Coffea arabica, variedad Castillo) e incrementaron la
disponibilidad de fosforo en el suelo (Typic Melanudand),
mezclado con pulpa de café y también, la absorcion
en tejido vegetal, debido a la posible mineralizacion de
la pulpa en ausencia de roca fosforica, presentandose
diferencias significativas en la respuesta del area foliar
como variable de desarrollo, respecto al testigo absoluto.

Se demostro una relacion inversa entre el contenido de
P en suelo y planta, y la concentracion de polifenoles,
siendo correlacionada con el desarrollo de las plantulas.
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