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RESUMEN

El potencial solubilizador del fosfato (Ca, (PO,),y la roca fosférica) por varios hongos aislados de la rizosfera de
Arachis hypogaea , fue evaluado in vitro. De un total de 13 organismos, sélo 5 presentaron |la capacidad para solubilizar
estas fuentes insolubles de P. Los hongos con esta habilidad, pertenecieron en su totalidad a los géneros Penicillium y
Aspergillus. La mayor capacidad solubilizadora de la fosforita correspondié a: P. brevicompactum, P. chrysogenum,
Penicillium sp y A. niger. La mayor eficiencia solubilizadora del Ca, (PO,), se report6 para P. citrinum. Todos los hongos
estudiados provocaron la acidificacion del medio. Los andlisis de correlacion entre el pH y la solubilizacion del Ca, (PO,),
llevada a cabo por P. brevicompactum y P. chrysogenum, resultaron altamente significativas (r= 0.89*** y r = 0.97***,
respectivamente). P. brevicompactum y Penicillium sp, mostraron las mayores correlaciones (r = 0.91*** y 0.93***
respectivamente) para la solubilizacion de la roca fosforica. Los resultados sugieren la potencialidad de algunos hongos
aislados de la rizésfera del mani como inoculantes para incrementar la solubilizacién del P en suelos &cidos enmendados con
fosforita o Ca, (PO,),
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ABSTRACT

In this study, we evaluated in vitro the ability of several fungi, isolated from the rhizosphere of Arachis hypogaea, to
dissolve phosphate Ca, (PO,), and phosphate rock. Out of a total of 13 organisms, only 5 of them were able to dissolve
these phosphate sources. All the fungi that presented this ability belonged to the two genera Penicillium and Aspergillus.
The fungi that could most efficiently dissolve phosphate rock were P. brevicompactum, P. chrysogenum, Penicillium sp.
and A. niger. The fungus that could most efficiently dissolve Ca,(PO,), was P. Citrinum. All the fungi under study provoked
an acidification of the medium.The correlation analyses between the pH and the phosphate-dissoving ability of P.
Brevicompactum and P. Chrysogenum proved to be highly significant (r= 0.89*** and r= 0.97*** respectively). P.
brevicompactum and Penicillium sp., showed the highest correlations (r= 0.91*** and r= 0.97***, respectively) in their
ability to dissolve phosphate rock. The results suggest that some fungi isolated from the rhizosphere of Arachis hypogaea
L. have a potential as inoculators to increase the solubilization of phosphate in acid soils amended with phosphate rock
or Ca, (PO,),.

Kevy Worps: Arachis hypogaea, Aspergillus, P solubilization, phosphate rock, Ca, (PO,),, Penicillium and pH.

INTRODUCCION

Esampliamente conocido, quelas|eguminosas poseen
un alto contenido de fésforo y que dependen
marcadamente de su disponibilidad en el suelo (Chhonkar
y Subba-Rao, 1967). No obstante, en suel os &cidos, existe
unamarcadafijacion del Plo cual limitasu productividad
primaria(Holdford, 1991; Sanchezy Salinas1983). Enes-
tossuelosesposibleincrementar €l nivel del fésforo exis-
tenteenlasolucion del mismo, o lacantidad de Pincorpo-
rado por las plantas, mediante mecani smos biol gicos adi-
cionales tales como: 1) lasimbiosis de las raices de las
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plantas superiores con hongos micorrizales, 2) la varia-
cién dd pH delazonadelarizosferacomo mecanismo para
incrementar ladisociacion del P (L épez-Herndndez y Flo-
res- Aguilar, 1979) y 3) la existencia de poblaciones de
microorganismos en la rizésfera que excreten sustancias
que solubilicen el P inorgénico insoluble y que compitan
con €l fosfato por los sitios de adsorcién.

Enlarizosferaparece existir un efecto preferencial so-
brelos organismos solubilizadoresdel P (Paul y Sundara—
Rao, 1971y Sylvester-Bradly et al., 1982). No obstante, la
capacidad de solubilizacion depende delamicrobiotay de
las condiciones del suelo (Nahas, 1991). Los organismos
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rizosféricos, permiten laliberacién del P solubleapartir del
fosfato insoluble mediante una variedad de reacciones de
solubilizacion (Kapoor et al., 1989y Kucey et al., 1989).

El fosfato de calcio escomunmente usado para aliviar
lasdeficienciasde Pen el suelo (Agnihotri, 1970), aunque
en los Ultimos afios, ha cobrado especial interéslaaplica
cién del fosfato de roca como fuente de P (Kucey et al.,
1989). Esterepresentauna opcion econdmicaparalaferti-
lizacién delas plantas, en especial en paisesdondeladis-
ponibilidad delamateriaprimaparalaproduccién defosfato
soluble es escasa (Haynes, 1984); no obstante, existen
algunas propiedades de la misma, que determinan su
solubilidad; talescomo e pH (Van Raij y Van Diest, 1980),
la habilidad de absorcion del Ca*? o del H,PO, (Cabala-
Rosand y Wild, 1982), el grado definezade sus particulas
y su origen (Nahas, 1996).

Aunque diversos microorganismos del suelo partici-
pan en la solubilizacion del fosfato insoluble (Swaby y
Sherber, 1958), sehadeterminado, queloshongosposeen
unamayor habilidad parasolubilizar larocafosforicaque
las bacterias (Arora'y Gaur, 1979) y producir &cidos
(Agnihotri, 1970; Nahasy Assis, 1992).

En este sentido, la presente investigacion tuvo como
objetivo, determinar lacapacidad y eficienciasolubilizadora
del Ca,PO, y larocafosféricadeloshongosaisladosdela
rizésferadel mani paraestablecer laposibilidad de suem-
pleo como indcul o en suel os &cidos enmendados con fuen-
tes insolubles de P.

MATERIALESY METODOS
Obtencién delasmuestrasderizésfera

La micoflora fue aislada a partir de la rizosfera del
mani (Arachis hypogaea L.). Las muestras de rizosfera
fueron obtenidas por remocion cuidadosa de las raices
delasplantas, alas cuales sdlo selesdej6 lafraccion de
suelo que permanece en intimo contacto con las raices.
Esta fue recolectada con la ayuda de un pincel previa-
mente esterilizado. Unavez obtenidas |as muestras, 1 gr
de las mismas fue suspendido en 100 ml de solucion de
Ringer estéril y agitado por 30 minutosa200 rpm. 1 ml de
la suspension fue afiadido al medio de cultivo (agar
Czapex-dox) eincubado por 48 horas atemperaturaam-
biente. Concluido el periodo de incubacién se procedio
al aislamiento e identificacion de cada una de las cepas
desarrolladas en el medio. Laidentificacion sellevé a
cabo, mediante €l empleo de clavesespecializadas (Barnett
y Hunter, 1972; Domsch y Gams,1980; Samson,1995; y
Hanliny Tortolero, 1995).

Determinacién de la actividad solubilizadora del
fosfatoinorganico

Estaactividad sellevd acabo bajo condicionesasépticas,
tanto en medio sdlido como en medioliquido, empleando la
fosforitaconocidacomo Riecitoy e CO, (PO,), como Uni-
cas fuentes de fésforo. Las estimaciones en medio sdlido,
se llevaron a cabo, mediante el medio descrito por Young
(1990). Los cultivos se incubaron a 25 °C por 14 dias. La
presenciade zonas clarasarededor delascoloniasindico la
capacidad solubilizadoradel Pdelasmismas.

La estimacion de esta actividad en medio liquido, se
llevd acabo mediante el uso defiolasde 250 ml contentivas
de 50 ml del medio (Agnihotri, 1970), distribuidos en un
areglode3sets Losprimerosrecibieron 50mg deCa, (PO,),,
el segundo 50 mg defosforitay e tercero como control. El
pH del medio fue gjustado a 6.5 por adicién de NaOH. El
cultivo fueesterilizado a15 Ib por 30 minutos. El mediofue
inoculado con discosde micdiojovendelascoloniasaisa
daspreviamente. Estos se agitaron a200 rpm atemperatura
ambiente por 20 dias; a cabo de los cuales, € cultivo fue
filtrado atravésde un papel whatman N° 1y centrifugado a
3000 g por 5 minutos. El fasforo liberado fue determinado
fotocol orimétricamente a660 nm seglin € método de Bray-
1. El Psolubilizado seexpresd enmg/ml.

Lavariacion del pH del medio se determind en cada
caso.

Deter minacién delaeficienciadesolubilizacion

Se determind segin el método descrito por Young
(1990). Paraello, tapones de 4 mm de diametro de un culti-
vo joven de las colonias solubilizadoras del P seinocula-
ron en un medio de cultivo suplementado con fosfato in-
soluble. Laeficienciasolubilizadora (E) se determin6 me-
diante laecuacion:

E = didmetro de solubilizacion / didmetro de crecimien-
to X 100.

Andlisis estadisticos

Los resultados fueron tratados estadisticamente me-
diante el andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba a
posteriori de Duncan, con el objeto de determinar laexis-
tencia de diferencias significativas entre las capacidades
solubilizadorasdel P deloshongos estudiados. El andlisis
deregresién multiple, permitié establecer lasposiblesrela-
cionesexistentesentreel pH del medioy el contenido de P
soluble presente en el Ca,(PO4), y la fosforita (Sokal y
Rolph, 1981; Steel y Torrie, 1980).
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RESULTADOS Y DISCUSION

A partir delarizésferadel mani, seaislaron untotal de
13 especies micdticas de las cuales, sdlo 6 de ellas mos-
traron capacidad solubilizadora del P en medios con
Ca,(PO,),y fosforita(Tabla1). Se hareportado en gene-
ral, que sélo un pequefio porcentaje de los aislados del
rizoplano y de la rizésfera, poseen esta habilidad
(Katznelsonet al., 1962).

Tabla 1. Capacidad y eficiencia de solubilizacion de
los hongos ailados de la rizosfera de mani, determinada
en medio de cultivo conteniendo Ca,(PO,), y fosforita.

Ca,(PO,), Fosforita Eficiencia de

Organismo (g / ml) (ug / ml) solubilizacion (%)
Control 544 36¢ —

P. brevicompactum 88.85° 94.54 2 111.5

P. chrysogenum 88.13 ° 95.44 2 113.5
Penicillium sp. 88.40 94.098 2 104.8

P. citrinum 102.91 2 70.99 © 119.5

A. terreus 80.56 © 74.25 © 110.35

A. niger 55.46 °© 97.40 @ 105.56

Los valores medios seguidos de la misma letra no difieren segin el
rango multiple de Duncan.

En sutotalidad, loshongos solubilizadoresdeP, aidla-
dos de larizésfera del mani, pertenecieron alos géneros
Aspergillus y Penicillium (Tabla 1). Kucey (1983) y
Thomas et al. (1985) reportaron, que |os hongos pertene-
cientes a estos géneros eran capaces de solubilizar en for-
ma efectiva el fosfato y que A. Niger es un eficiente
solubilizador del mismo (Khany Bhatnagar, 1977). Resul-
tados similares se han reportado paralarizésferade cocos
y leguminosas, lo cua indica, que estahabilidad no esuna
caracteristica comun de los hongos en general. Nahas
(1996), reportd que P. purpurogenumy P.implicatumeran
capaces dellevar acabo unaaltaactividad solubilizadora
del P cuando estos eran inoculados al suelo. Asea et al.
(1988) y Kucey et al., (1989) consideran, que lainocula-
¢ién con organismos sol ubilizadores de fosfato, asociado
a empleo delarocafosfdricaen suel o &cido, podrian con-
tribuir aincrementar losnivelesde Pen larizésferadelas
plantas.

La Tabla 1 muestra, como P. brevicompactum, P.
chrysogenumy Penicillium sp., representaron |os hon-
gos con mayor capacidad solubilizadora del P aislados
en estainvestigacién. Mientras que P. brevicompactum,
P. chrysogenum, Penicilliumsp., P. citrinumy A. terreus,
fueron més eficientes que A. niger en solubilizar el
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Ca,(PO,),. Lamayor eficienciasolubilizadoradelas espe-
ciesde Penicilliumreportadas en estainvestigacion, co-
rroboran los hallazgosde Nahas (1996) quien afirma, que
ocurre unamayor solubilizacion de fuentesinsolubles de
fosforo cuando el medio liquido es inoculado con agu-
nas especies de Penicillium. Aseaet al, (1988), reporta-
ron, queP. bilaji eracapaz deliberar masP del fosfato de
roca, que €l liberado por adicion del HCI 0.1N. No obs-
tante, Khany Bhatnagar, (1977), reportaron que A. niger
podia solubilizar el P presente en ocho fuentes de roca
fosforica

Se ha determinado, que la capacidad solubilizadora
del P por parte delos microorganismos, estarelacionada
con la habilidad de produccion de acidos orgénicos
(Swaby y Sherber, 1958 y Rochey De Barac, 1959) y por
decrecimiento del pH (Speber, 1958 ); aunque no se des-
carta, que otros mecanismos pudieran estar involucrados
(Aseaetal., 1988); talescomo €l tipo de microorganismo
y lafuentedefosfato insoluble usada (Leyval y Berthelin,
1985).

El andlisis de losfiltrados de cultivos provenientes de
aislados puros de microorgani smos solubilizadores del
fosfato, han revelado, lapresenciade unadiversidad de
acidos orgénicos incluyendo: acido |actico, malénico,
tartarico, lactico, glucdlico, citrico, - cetoglucdnico,
malico, y &cido succinico, lamayoriade |los cual es po-
seen propiedades quelantes (Banik y Dey, 1981, 1982 ;
Taha et al., 1969). Caracteristica de interés, ya que la
produccion de material es quel antes en un microambiente
tal como lavecindad inmediatadelasraices, esposible,
que el fosfato de roca pudiera ser solubilizado en sufi-
ciente concentracion paralas plantas (Moghimi y Tate,
1978y Tinker, 1980).

Eficienciade solubilizacion

Dada la rpida tasa de crecimiento de los hongos
solubilizadoresdel fosfato aidados delarizosferadel mani,
estaactividad sdlo pudo ser estimadaalos 7 diasdel cre-
cimiento. En este periodo sdlo fue posible visualizar €
hal o de sol ubilizacion en € medio con Ca,(PO,),; no asi en
el medio con fosforita, ya que ésta representa una fuente
de solubilidad més|enta.

El mayor grado de la eficiencia de solubilizacion del
Ca,(PO,), sereporto paraP. citrinum; mientras que no se
observaron diferencias significativas para P.
brevicompactum, P. chrysogenum, A. terreusy A. niger.
Lamenor eficienciade solubilizacion del Ca,(PO,), lapre-
sentaron A. niger 'y Penicillium sp.
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pH

Todos los hongos aislados en esta investigacion como
solubilizadores de fosfato, provocaron una disminucion
del pH en el medio (Tabla2), habilidad que estarelaciona
dacon lacapacidad de solubilizacion del fosfato (Rochey
DeBarac, 1959; Katznelsonet al., 1962).

Tabla 2. Efecto delaactividad solubilizadoradeloshongos
aislados dela rizdsfera de mani sobreel pH del medio
conteniendo Ca,(PO,), y fosforita en medio liquido.

Organismo Ca,(PO,), Fosforita
(Hg / mi) (Hg / mi)
Control 6.7 2 6.52
P. brevicompactum 3.10° 3.33°
P. chrysogenum 3.14° 3.35°P
Penicillium sp. 3.06 ® 3.29°
P. citrinum 3.09 ® 349°
A. terreus 344 ¢ 372¢
A. riger 2.07 2.97 ¢

Los valores medios seguidos de la misma letra no difieren segun el
rango multiple de Duncan.

Tabla 3. Coeficientede correlacion (r) entreel pH del medio
y €l fosforo soluble contenido en medio liquido con
Ca,(PO,), y fosforita

Ca,(PO,), Fosforita
Organismo (ug / mi) (g / ml)
P. brevicompactum 0.89"" 0.91
P. chrysogenum 0.97 ™ 0.18 NS
Penicillium sp. 0.52 " 0.93 ™
P. citrinum 0.66 " 0.26 Ns
A. terreus 0.30 NS 0.69 *
A. niger 0.78 " 0.58 *

Los valores medios seguidos de la misma letra no difieren segin el
rango multiple de Duncan.

LaTabla3, muestrael grado de correl acion existente entre

el pH del filtrado del medio, & P solubilizado del Ca,(PO,),
y de lafosforita por accion microbiana. Se observa, que
los hongos que provocaron un menor grado de acidifica-
cion del medio antelapresenciade Ca,(PO,), (A. terreus)
y delafosforita (P. citrinum), no presentaron correlacion
significativa. No obstante, a pesar de que A. Niger provo-
6 una mayor acidificacion del medio con Ca,(PO,),y la
fosforita(pH 2.07 y 2.97, respectivamente) (Tabla2), mos-
tré lamenor correlacion significativareportadaen estain-
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vestigacion paralafosforita(Tabla3). Esimportante sefia-
lar, que son la cantidad y variedad de &cidos organicos
excretados durante las actividades metabdlicas de los
microorganismos, las que determinan el grado de disolu-
cion del fosfato por los microorganismos (Speber, 1958y
Swaby y Sherber, 1958), por lo que se ha sugerido, quela
natural eza de | os &cidos organi cos posee un mayor efecto
sobrelasolubilizacién del fosfato, més quelacantidad de
cualquier &cido liberado (Chhonkar y Subba-Rao, 1967;
Kucey et al., 1989).

CONCLUSONES

Los resultados del presente estudio, indican las po-
tencialidades de algunos de los hongos existentes en la
rizésferadel mani como agentes solubilizadores del fosfato,
Esto sugiere, la posibilidad de su empleo como inéculos
para suelos &cidos en los cuales se realicen enmiendas
confosforitao Ca,(PO,), o fosforitacomo fuente de fdsfo-
ro. No obstante, esimportante considerar, queyaque exis-
te una estrecha dependencia entre la solubilizacion y €
tipo de &cido secretado, resulta prudente, tomar en cuenta
gue €l indculo no deberealizarse en formaaislada; yaque
el efecto sinergistico de los microorganismos puede per-
mitir una mayor respuesta, debido ala mayor diversidad
de &cidos secretados (Nahas, 1996).
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