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RESUMEN

Antecedentes: Los hongos solubilizadores de fosforo juegan un papel muy importante en el ciclo del
fosforo porque pueden transformarlo de insoluble a soluble; estos organismos dependen de los
nutrientes del medio para su desarrollo y su actividad en los procesos biogeoquimicos. Objetivo:
Evaluar a nivel in vitro la capacidad de tres cepas de hongos para solubilizar fosfato con diferentes
fuentes de carbono y de nitrégeno y relacionar la solubilizacion con el pH del medio de cultivo y
biomasa fangica. Métodos: Las cepas utilizadas fueron Aspergillus niger, Penicillium brevicompactum
y P. waksmanii, estas se inocularon con diferentes fuentes de carbono (arabinosa, fructosa y glucosa)
y de nitrdgeno (asparagina, sulfato de amonio y urea); como testigo se utiliz6 el medio sin
carbono/nitrogeno. Cada tercer dia se midio el fosforo soluble, el pH del medio de cultivo y la biomasa
fangica. Resultados y discusion: En los datos con las fuentes de carbono, la cepa de A. niger mostré
una mayor solubilizacion en presencia de glucosa, mientras que para P. waksmanii y P.
brevicompactum la mayor solubilizacion se present6 con fructosa. Respecto a las fuentes de nitrogeno,
para A. niger, el sulfato de amonio favorecid una mayor solubilizacion, mientras que en P.
brevicompactum y P. waksmanii fue el tratamiento con control (nitrégeno limitado). Mediante

regresiones se detectd que en A. niger y P. brevicompactum con diferentes fuentes de carbono, que la
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capacidad de solubilizar fosfato tricalcico aumento significativamente con la acidificacion del medio
de cultivo y con la biomasa fungica. Sin embargo, para las tres cepas evaluadas en diferentes fuentes
de nitrdgeno, la actividad fosfato solubilizadora no se relaciond significativamente con el pH del medio

de cultivo ni con la biomasa fangica.

Palabras clave: Hongos filamentosos; fosfato tricalcico; fésforo soluble.

ABSTRACT

Background: Phosphorus solubilizing fungi are very important in the phosphorus cycle because they
can transform it from insoluble to soluble. These organisms depend on the nutrients of the environment
for their development and are active in biogeochemical processes. Objective: Evaluate in vitro the
capacity of three strains of fungi to solubilize phosphate with different carbon and nitrogen sources
and to relate the solubility with the pH of the culture medium and fungal biomass. Methods: The
strains used were Aspergillus niger, Penicillium brevicompactum, and P. waksmanii, they were
inoculated with carbon sources (arabinose, fructose, and glucose), and nitrogen sources (asparagine,
ammonium sulfate, and urea); as a control, we used the medium without carbon/nitrogen. During a
month, every third day, the soluble phosphorus, the pH in the culture medium, and the fungal biomass
was measured. Results and discussion: Among the data with carbon sources, when the strain of A.
niger grew with glucose, it presented the highest solubilization, while for P. waksmanii and P.
brevicompactum, it was detected the highest solubilization when grown with fructose. Regarding the
nitrogen sources, for A. niger, the growth with ammonium sulfate favored higher solubilization, while
in P. brevicompactum and P. waksmanii, it was with the control treatment (limited nitrogen). By
regression we detected that in A. niger and P. brevicompactum with different carbon sources, that the
capacity to solubilize tricalcium phosphate significantly increased with the acidification of the culture
medium and with the fungal biomass. However, for the three strains evaluated in different nitrogen
sources, the solubilizing phosphate activity was not significantly related to the pH of the culture

medium or to the fungal biomass.

Keywords: Filamentous fungi; tricalcic phosphate; soluble phosphorus.
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INTRODUCCION

El fésforo (P) es considerado como uno de
elementos mas importantes para el crecimiento
y desarrollo de las plantas, sin embargo, este
compuesto se encuentra en muy bajas
concentraciones en el suelo ya que forma
enlaces ionicos con elementos quimicos (Ca*?,
Al*® y Fe*®). Este se puede agrupar en dos
fracciones: fosforo inorganico (Pi) y fdsforo
orgénico (Po), el primero se refiere al P de
naturaleza mineral y el segundo al que se
encuentra unido con la materia organica [1]. En
el sistema edafico mediante el proceso de
meteorizacion se degrada la roca ignea y son
liberados fosfatos inorganicos; mientras que en
el proceso de  mineralizacion, los

microorganismos del suelo realizan la
conversion del P orgéanico a P inorganico, entre
ellos los hongos. La mayoria de los hongos del
suelo son saprobios, organismos que obtienen
sus nutrimentos a partir de materiales organicos
inertes como restos vegetales y animales. Junto
con las bacterias y la macrofauna, los hongos
saprobios participan en la descomposicion de la
materia organica; mediante este proceso se
promueve el reciclaje de elementos esenciales
raices e
[2].

Aproximadamente, el 10% de la poblacion

que seran absorbidos por las

incorporadas al metabolismo vegetal
microbiana del suelo transforma activamente el
fosforo, en su mayoria se tratan de organismos

habitantes de la rizésfera [3].
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En los suelos éacidos, el fosforo soluble es
facilmente convertido en complejos insolubles,
como fosfatos de aluminio o hierro, mientras
que, en los suelos alcalinos, este se precipita en
forma de fosfatos de calcio 0 magnesio [4]. El
mecanismo principal de solubilizacion del
fosforo es a través de la produccion de acidos
organicos, esta accion puede atribuirse a que
disminuyen el pH y a la formacion de
complejos estables con cationes de Ca*?, Mg*?,
Fe*® y AI™ lo cual permite la liberacion del
fosfato [5]. Varios estudios han evaluado la
capacidad de algunos géneros de hongos para
solubilizar compuestos insolubles de fosfato
inorganico, como el fosfato tricélcico, fosfato
dicélcico, hidroxiapatita y roca fosforica
mediante la produccion de acidos organicos [6,
7,8, 9, 10]. Los géneros de hongos aislados con
mejor capacidad solubilizadora de fosfato
tricalcico son Aspergillus y Penicillium [11].
Debido a que los hongos son organismos
heterétrofos, dependen de los nutrientes del
medio para su desarrollo, se ha sugerido que, de
acuerdo con la cepay a las fuentes nutricionales
disponibles en el medio, los hongos utilizan
rutas metabolicas alternas para producir
[12]. La

composicién fundamental de la materia seca

diferentes  acidos  organicos
microbiana tiene aproximadamente un 50% de
carbono, 20% de oxigeno, 14% de nitrégeno,

8% de hidrogeno, 3% de fosforo, 1% de azufre,
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1% de potasio, 0.5% de calcio, 0.5% de

magnesio, y 0.2% de hierro [13]. Estos
elementos son los nutrientes que los
microorganismos necesitan para su

crecimiento, no obstante, los microorganismos
varian considerablemente respecto a los
nutrientes que pueden necesitar segun sean las
condiciones en que se desarrollen. En
condiciones in vitro, un medio de cultivo debe
contener todos los elementos necesarios para
favorecer las reacciones metabdlicas que les
permitan la produccion de biomasa [3]. Las
fuentes de carbono representan la fuente
principal de energia en las células, siendo la
glucosa la méas ampliamente utilizada por los
hongos; la fructosa y manosa son los siguientes
azucares mas comunmente utilizados seguidos
por la galactosa, pero a menudo se requiere un
periodo de adaptacion para que las enzimas las
degraden [14]. El nitr6geno por otro lado es un
elemento vital para la biosintesis de proteinas,
acidos nucleicos y polimeros de la pared celular
y la mayoria de los hongos pueden utilizar una
gran variedad de fuentes de nitrégeno [15];
como son las sales de amonio (NH4"), nitratos
(NOs?), aminoacidos y otros compuestos
organicos, entre ellos, quitina, urea y purinas.
Las fuentes de nitrégeno como glutamato,
glutamina, aspartato y asparagina son ejemplos
de aminoéacidos utiles para los hongos [2], sin

embargo, aun es escasa la informacion que se
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tiene al respecto. El objetivo del presente
estudio in vitro versa sobre los requerimientos
nutricionales de cepas de hongos con alta
capacidad fosfato solubilizadora nativas del
la finalidad de

establecer la fuente de carbono y nitrégeno que

estado de Veracruz con

promueva un aumento en la solubilizacién del

fosforo.

METODOLOGIA

Se utilizaron tres cepas de hongos filamentosos,
Aspergillus niger, Penicillium brevicompactum
y P. waksmanii (Figura 1), las cuales fueron
proporcionadas por el laboratorio de
micromicetos del Instituto de Ecologia A. C.,y
seleccionadas por su alta capacidad para
solubilizar fosfato tricalcico con base en
pruebas cualitativas y cuantitativas. Estas cepas
son nativas de agroecosistemas cafetaleros y del
bosque mesofilo de montafia del centro del
estado de Veracruz. Para su reactivacion, los
hongos se inocularon en medio de cultivo papa-
dextrosa-agar (PDA: BD BIOXON®) y se

incubaron en oscuridad a 25 °C durante 14 dias.

Para la evaluacion del efecto de diferentes
fuentes de carbono y de nitr6geno sobre la
solubilizacion de fosfato tricalcico por las cepas
de hongos filamentosos, se utilizd medio de
cultivo liquido de Sundara [16] adicionado con
0.5 g L de fosfato tricalcico como fuente de
fésforo insoluble y sulfato de amonio como

fuente de nitrogeno.
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Figura 1. Cepas de hongos fosfato solubilizadoras de izquiera a derecha A. niger, P. brevicompactum

y P. waksmanii.

El medio de Sundara se prepar6 con sulfato de
amonio 0.5 g L, cloruro de potasio 0.2 g L™,
sulfato de magnesio 0.3 g L?, sulfato de
manganeso 0.004 g L™, sulfato de hierro 0.002
g L, cloruro de sodio 0.2 g L y extracto de
levadura 0.5 g L. Se le adicionaron por
separado glucosa, arabinosa y fructosa (10 g
L) como diferentes fuentes de carbono y
sulfato de amonio, asparaginay urea (0.5g L™?)
por separado como fuentes de nitrégeno. Para
cada evaluacion se utilizdé un control (sin
carbono/sin nitrégeno) y se realizaron tres
repeticiones de cada tratamiento. En cada
matraz de cada tratamiento, se inocularon
cuatro discos de 2 cm de micelio activo, estos
se incubaron en la oscuridad a 25 °C durante 21
dias. A partir del dia nueve y cada tres dias (9,
12, 15, 18 y 21 dias) se efectuaron las
mediciones de fosforo soluble.

Para cada ensayo, los cultivos de cada
tratamiento fueron filtrados inicialmente con

papel filtro Fisherbrand® G6 para extraer la

5

biomasa fangica y posteriormente con papel
filtro Whatman® 42 para obtener el extracto y
proceder a cuantificar el fosforo soluble. El
fésforo soluble se cuantificd por el método del
acido ascorbico [17]; para ello se tom6 una
alicuota de 200 pL del extracto fingico y se
diluy6 con agua destilada hasta obtener un
volumen final de 10 mL. Posteriormente se le
agregaron 2 mL de reactivo combinado y se
agitaron en un vortex durante 10 segundos;
enseguida se incubaron por 20 minutos a
temperatura ambiente. Para preparar 300 mL de
reactivo combinado, se utilizaron 150 mL de
acido sulfarico 5N, 15 mL de tartrato
antimonilico potasico, 45 mL de molibdato de
amonio y 90 mL de &cido ascérbico. Las
absorbancias  se midieron en un
espectrofotometro (GENESYS 10S UV-VIS) a
880 nm, se utiliz6 agua con el reactivo
combinado como blanco y agua para calibrar a
Los datos se

cero el espectrofotometro.

compararon con una curva estandar de fosforo
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y se expresan en mg de fosfato (PO4) L.

La medicion del pH de los tratamientos se
realizé con un pHmetro (Science MED® mod.
SM-3BW). El micelio extraido de cada uno de
los tratamientos se secd en una estufa a 37 °C
durante 48-60 horas y posteriormente se
determind el peso seco en una balanza analitica
(RADWAG® mod. AS 220/C/2).

Andlisis estadisticos

Para determinar las diferencias del fosfato
solubilizado entre los dias de evaluacion y entre
los tratamientos con las fuentes de carbono y de
nitrogeno, se realizaron andlisis de varianza
(ANOVA: Analysis of variance) de una via en
el software “Statistica 10” [18]. Con el fin de
detectar la posible relacion entre la
solubilizacion de fosfato tricélcico con la
produccion de biomasa fangica y el pH del
medio de los tratamientos con las fuentes de
carbono y de nitrdgeno, se realizaron analisis de

regresion lineal simple.

RESULTADOS

Solubilizacion de fosfato tricalcico con
diferentes fuentes de carbono

Aspergillus niger: La mayor cantidad de fosfato
en el medio de cultivo de esta cepa fue a los 9
dias con glucosa (260.17 mg PO4 L), seguida

del tratamiento con fructosa en el dia 21
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(212.86 mg PO4 L. Los valores mas bajos de
fosfato soluble se obtuvieron en el tratamiento
con arabinosa (129.98 mg POs L) y en el
control. El contenido de fosfato a lo largo del
tiempo de incubacion presentd diferencias
significativas solamente en los tratamientos con
glucosa y arabinosa (F= 21201.58, p=
0.0000005, F= 13.10, p= 0.000549,

respectivamente) (Figura 2a).

Penicillium brevicompactum: La solubilizacion
de fosfato tricalcico en esta cepa, fue
significativamente mayor cuando se crecio en
fructosa y glucosa que en arabinosa y el control
(p> 0.05) y la maxima solubilizacién en cada
tratamiento se obtuvo a diferentes dias de
incubacion (F= 558.78, p= 0.0000005). La
mayor capacidad solubilizadora se detectd en el
medio con fructosa (207.57 mg PO4 L) y se
registro al dia 21 de incubacion. En glucosa fue
al dia 9 (119.04 mg PO, LY. De igual forma
que para A. niger, los valores méas bajos de
solubilizacion de P. brevicompactum se
obtuvieron en el tratamiento con arabinosa
(35.85 mg PO4 L) y el control. En cuanto a la
capacidad solubilizadora de la cepa, sélo en los
medios con fructosa y arabinosa se detectaron
diferencias entre los dias de incubacion
(F=19.78, p=0.000097, F=6.06, p=0.009638,

respectivamente) (Figura 2Db).
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Figura 2. Fosfato solubilizado por la cepa de A. niger (a), P. brevicompactum (b) y P. waksmanii (c)
crecidas en diferentes fuentes de carbono durante 21 dias de incubacién. Los datos son el promedio de
tres repeticiones + desviacion estandar.
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Penicillium  waksmanii: La  méaxima
solubilizacion de esta cepa se observo al dia 21
de incubacién en el medio con fructosa (235.77
mg POs L7), seguida del tratamiento con
glucosa en el dia 21 (174.58 mg POs L),
aunque en este medio no se encontraron
diferencias significativas entre los dias de
incubacion. De manera similar que en las cepas
de A. niger y P. brevicompactum, los valores
mas bajos de solubilizacion se obtuvieron en el
tratamiento con arabinosa (138.58 mg PO4L™).
Solamente en los medios con fructosa y
arabinosa los valores de fosfato solubilizado
presentaron diferencias significativas entre los
dias de incubacion (F=19.34, p=0.000107,
F=17.95, p=0.000147 respectivamente) (Figura

2C).

Solubilizacion de fosfato tricalcico y su
relacion con el pH del medio

Para las cepas de A. niger y P. brevicompactum
crecidas en los tratamientos con diferentes
fuentes de carbono, se encontraron relaciones
significativas entre la solubilizacion del fosfato
tricalcico y los valores de pH del medio (Figura
3ay 3b). En el caso de P. waksmanii, a pesar de
que la relacion no fue significativa, claramente
se visualiza una tendencia. En todos los casos,
la solubilizacién de fosfato tricalcico aumento a
medida que el pH del medio baj6 (Figura 3c,
tabla 1).
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Figura 3. Regresion lineal entre el fosfato
solubilizado y el pH del medio con diferentes
fuentes de carbono para las cepas de A. niger
(@), P. brevicompactum (b) y P. waksmanii (c).
Los datos son el promedio de 15 repeticiones.

Solubilizacién de fosfato tricélcico y su
relacion con la biomasa flngica

Para las cepas de A. niger y P. brevicompactum
inoculadas en medios con diferentes fuentes de
carbono, se detectaron relaciones significativas
entre la solubilizacién de fosfato tricalcico y la
produccion de biomasa en las diferentes fuentes

de carbono (Figura 4ay 4b, tabla 1); en la cepa
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de P. waksmanii aunque la relacién no fue
estadisticamente significativa, se visualiza una
tendencia. En todos los casos se observa una
mayor solubilizacién a mayor biomasa fungica
(Figura 4c, Tabla 1).

Solubilizacion de fosfato tricélcico con
diferentes fuentes de nitrégeno

Aspergillus niger

Cuando la cepa de A. niger se cultivo en las
diferentes fuentes de nitrogeno, se detectaron
diferencias significativas entre los dias de
maxima solubilizacion (F= 162.34, p=
0.0000005). EI valor méas alto del fosfato
solubilizado se detectd con sulfato de amonio
en el dia 9 de incubacién (260.17 mg PO4LY);
en orden descendente le siguieron los
tratamientos control en el dia 21 (242.38 mg
PO, L), asparagina en el dia 18 (208.87 mg
PO4 L) y por dltimo urea en el dia 12 (164.31
mg PO4 L™). En todos los casos los valores de
fosfato solubilizado variaron
significativamente entre los dias de incubacion
(sulfato de amonio F=21201.58, p= 0.0000005;
asparagina F= 11.06, p= 0.001080; urea F= 20.
59, p= 0.000081; testigo F= 4.29, p= 0.028)
(Figura 5a).

Penicillium brevicompactum
Cuando la cepa de P. brevicompactum se
cultivé en las diferentes fuentes de nitrégeno, se

detectaron diferencias significativas entre los
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Figura 4. Regresion lineal entre el fosfato
solubilizado y la biomasa fungica con
diferentes fuentes de carbono para las cepas de
A. niger (a), P. brevicompactum (b) y P.
waksmanii (c). Los datos son el promedio de 15
repeticiones.

dias de maxima solubilizacion (F= 162.34, p=
0.0000005). El valor méas alto del fosfato
solubilizado se observo en el tratamiento
control en el dia 21 de incubacién (174.77 mg
PO, L); en orden descendente le siguieron los
tratamientos con sulfato de amonio en el dia 9
(119.04 mg PO4 L), asparagina en el dia 18
(94.51mg PO4 L) y por Gltimo urea en el dia 9
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(43.36 mg POs4 L1). S6lo en el medio con
asparagina y en el tratamiento control los
valores de fosfato solubilizado variaron
significativamente entre los dias de incubacion
(F=22.58, p=0.000054, F=28.02, p=0.000021
respectivamente) (Figura 5b).

Penicillium waksmanii

Cuando la cepa de P. waksmanii se cultivo en
las diferentes fuentes de nitrogeno, se
detectaron diferencias significativas entre los
dias de maxima solubilizacion (F=38.14,
p=0.00004). La mayor solubilizacion se detecto
cuando la cepa creci6 en el tratamiento control
en el dia 21 de incubacion (217.81 mg PO4 L
1: en orden descendente le siguieron los
tratamientos con sulfato de amonio en el dia 21
(174.58 mg PO4 L), asparagina en el dia 21
(168.34mg POs L) y urea en el dia 12
(108.75mg PO, LY). En los tratamientos con
asparagina, urea y en el control los valores de
variaron

fosfato solubilizado

significativamente entre los dias de incubacion

AyTBUAP 6(23):1-19
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(asparagina F=10.03, p=0.0015; urea F=10.95,
p=0.001124; control F=32.88, p=0.000010)
(Figura 5c¢).

Solubilizacion de fosfato tricélcico y su
relacion con el pH del medio

En ningln caso se detectaron relaciones
significativas entre la solubilizacion del fosfato
tricalcico con el pH de los tratamientos de
fuentes de nitrégeno (A. niger R2= 0.78, p=
0.11; P. brevicompactum R2= 0.61, p=0.21; P.
waksmanii R2=0.55, p=0.25) (Tabla 1).

Solubilizacién de fosfato tricélcico y su
relacion con la biomasa fungica

En ningln caso se detectaron relaciones
estadisticamente  significativas entre la
solubilizacion de fosfato tricalcico con la
produccion de biomasa fangica de los
tratamientos de fuentes de nitrégeno (A. niger
R2= 0.55, p= 0.25; P. brevicompactum R2=
0.51, p=0.28; P. waksmanii R2=0.48, p= 0.30)

(Tabla 1).

Tabla 1. Datos de regresion y niveles de significancia de las diferentes fuentes de carbono y nitrégeno
con el pH y la biomasa de las cepas de hongos solubilizadores de fdsforo.

Fuente de carbono Fuente de nitrogeno
pH | Biomasa pH Biomasa
R’ p R® p R’ p R’ p
Aspergillus niger 0.997  0.001 0.92 0.03 0.78 0.11 0.55 0.25
Penicillium brevicompactum 0.93 0.03 0.99 0.002 0.61 0.21 0.51 0.28
Penicillium waksmanii 0.87 0.06 0.88 0.58 0.55 0.28 0.48 0.3
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Figura 5. Fosfato solubilizado por la cepa de A. niger (a), P. brevicompactum (b) y P. waksmanii (c)

crecidas en diferentes fuentes de nitrégeno durante 21 dias de incubacion. Los datos son el promedio

de tres repeticiones + desviacion estandar.
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DISCUSION
Durante el proceso de solubilizacion en
condiciones de laboratorio, es muy importante
tipo vy
concentracion de nutrientes, pH, temperatura,

disefiar condiciones de cultivo,
tiempo de incubacion y oxigenacion, optimos
para cada especie, puesto que estos factores
influyen sobre los mecanismos involucrados en
la solubilizacion de fosfato tales como la
produccion de &cidos organicos y enzimas.
Para la cepa de Aspergillus niger abordada en
este estudio, el crecimiento con glucosa como
fuente de carbono y sulfato de amonio como
fuente de nitrégeno proporciond una mayor
solubilizacion de fosfato. Estos resultados
coinciden con los descritos por Saber et al. [19]
y Yadav et al., [20]; quienes reportaron para
otras cepas de A. niger que la mayor
solubilizacion se detectd cuando se cultivaron
con glucosa que con otras fuentes de carbono.
Es posible que, en este estudio, para la cepa de
A. niger la solubilizacion esté ocurriendo por la
via de produccidon de &cidos organicos, ya que
existen estudios donde se reporta que el acido
citrico y oxalico son los agentes mas frecuentes
para la solubilizacion de fosfato [21; 22; 23].
Adicionalmente, Xu et al. [23] detectaron para
A. niger, una mayor solubilizacién de fosfato y
mayor concentracion de acido citrico cuando se
cultivo en un medio de cultivo con glucosa. Jinu

et al., [24] encontraron que para la cepa
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Aspergillus awamori la maltosa fue la mejor
fuente de carbono, seguida de la glucosa. Por
otro lado, Relwani et al. [12] no descartan que,
ademas de la accion de los acidos organicos, las
enzimas fosfatasa acida y fitasa juegan un papel
importante en la solubilizacion del fosfato in
vitro. Asimismo, en este estudio, cuando las
cepas de P. brevicompactum y P. waksmanii
crecieron en fructosa se vio favorecida la
solubilizacion del fosfato tricélcico. Existen
pocos estudios donde se evalle el efecto de
fuentes de carbono sobre la solubilizacion de
fosfato con cepas de Penicillium [25; 19; 8] y
solo en dos de ellos se utiliza fructosa como
fuente de carbono. Relwani et al. [12] sugieren
que los hongos, de acuerdo con la cepay a la
disponibilidad de la fuente de carbono en el
medio, utilizan rutas metabdlicas alternativas
para producir diferentes &cidos organicos. De
esta forma, es posible que para este estudio, las
cepas de P. brevicompactum y P. waksmanii
estan solubilizando fosfato en presencia de
fructosa mediante la produccion de é&cidos
organicos a través del ciclo de los &cidos
tricarboxilicos [26]. Para las cepas estudiadas
(A. niger, P. brevicompactum y P. waksmanii)
se detectd que la solubilizacion de fosfato
tricalcico aumentd al acidificarse el medio de
cultivo. Este evento ya se ha reportado en
diversos estudios [26; 22; 27] y se menciona

que esta intimamente relacionado con el
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mecanismo principal por el cual los fosfatos son
solubilizados, consistente en la produccion de
acidos organicos que provocan la acidificacion
del medio extracelular [27]. Este dato sugiere
que para las cepas evaluadas en este estudio
cultivadas con glucosa, fructosa y arabinosa la
solubilizacion pudo haber sido principalmente
la via de la produccién de acidos organicos, sin
embargo, es necesario plantear futuros estudios
los é&cidos

para identificar y cuantificar

organicos implicados para llegar a una
aseveracion. Tanto el pH como la produccion
de biomasa fungica tiene una fuerte influencia
sobre la solubilizacion de fosfato tricalcico, ya
que un aumento de la biomasa y una
disminucion del pH promovié una mayor
solubilizacion. Algunos estudios muestran
similitudes con cepas de hongos filamentosos
crecidos con diferentes fuentes de carbono [25;
28].

El tratamiento con sulfato de amonio como
fuente de nitrogeno en la cepa de A. niger
favorecié una mayor solubilizacién de fosfato
tricalcico. Otras investigaciones con cepas de A.
niger han demostrado resultados similares [26;
29; 28; 12; 30]. Harinathan et al., [31] sefialan
que cuando las cepas se cultivan con sales de
amonio (nitrégeno inorganico) se favorece una
mayor  solubilizacion de  fosfato en
comparacion con nitrégeno organico (urea,

peptona y caseina). La asimilacion de amonio
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en las células fungicas para la sintesis de
aminoéacidos puede convertir el amonio (NHz")
en amoniaco (NHs), provocando la liberacion
de H*, asi mismo para mantener un pH
citoplasmatico oOptimo, la célula expulsa el
exceso de H* acidificando el medio, lo que
favorece la solubilizacion del fosfato [32]. Jain
et al., [24] con una cepa de Aspergillus
awamori encontraron que, entre las fuentes de
nitrogeno, el cloruro de amonio exhibio la
maxima solubilizacién, seguido por el sulfato
de amonio, el nitrato de sodio y la urea. Se
encontré ademas que, el amonio en lugar del
nitrato es mas efectivo como Unica fuente de
nitrogeno para la solubilizacion del fosfato.

En los resultados obtenidos, para las cepas de
P. brevicompactum y P. waksmanii aunque la
solubilizacion de fosfato tricalcico fue mayor
en los tratamientos con sulfato de amonio (38 y
56% respectivamente), en comparacion a las
otras fuentes de nitrogeno (asparagina y urea),
se detect6 una mayor solubilizacién en el
G657 y 1%

respectivamente). Es importante resaltar que, si

tratamiento control
bien el tratamiento control no se le adiciond
nitrogeno, el medio de Sundara utilizado
contenia extracto de levadura y este representa
un fuente minima de nitrégeno. Una respuesta
similar fue observada en P. rugulosum [33] y P.
purpurogenum [8] y se documenta que se

incrementa la solubilizacién de fosfato cuando

Articulo original




son cultivadas con bajas concentraciones de
nitrogeno. De acuerdo con Kristianses et al.
[34] y Vrabl et al. [35], en algunos hongos la
limitante de nitrégeno puede causar una alta
conversion de los carbohidratos en &cido
citrico. En este sentido, Cunningham y Kuiak
[36] y Gallmetser y Burgstaller [37], con cepas
de P. bilaii y P. simplicissium detectaron una
mayor produccion de 4&cido citrico bajo
limitadas concentraciones de nitrégeno. Es
posible que los &cidos organicos se concentren
en altas cantidades, ya que al no participar en la
biosintesis de aminoacidos por la falta
nitrégeno, ocurre una acumulacion de acidos,
en este caso el &cido citrico. Como se ha
mencionado anteriormente, el &cido citrico
tiene una alta efectividad para solubilizar
fosfato [22].

Al analizar la relacion entre la solubilizacion de
fosfato tricalcico con el pH del medio, no se
observaron relaciones significativas para
ninguna de las tres cepas empleadas, debido a
que el tratamiento control interfiri6 en este
resultado. A pesar de que las cepas tuvieron una
alta capacidad para solubilizar fosfato tricalcico
con el control, no se detectd un fuerte descenso
en el pH como con el tratamiento de sulfato de
amonio, que podria ser causado por la ausencia
de H* provenientes de la asimilacion del
amonio. En todas las cepas, al comparar de

manera aislada los medios con fuentes de
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nitrégeno (sin el control) se observa una
aumento de

marcada relacion entre el

solubilizacion del fosfato tricalcico y la

acidificacion, tal como se encuentra
documentado en Barroso et al. [28] y Rinu et al.
[30]. Por lo que se puede inferir que las cepas
del presente estudio cultivadas con sulfato de
amonio, arabinosa y con urea solubilizan el
fosfato por la produccién de &cidos organicos y
por laextrusién de H* durante la asimilacion del
amonio.

Respecto a la relacion entre la solubilizacion de
fosfato tricalcico y la biomasa fungica, a pesar
de que no se detectaron relaciones
significativas, se observd un patron bien
definido para las tres cepas estudiadas.
Exceptuando en los medios con urea, se
manifestd una mayor solubilizacion en los
tratamientos con menor biomasa fungica,
siendo esta relacion mas evidente con el
tratamiento control, en el cual se produjo una
mayor solubilizacion y poca biomasa; estos
resultados demuestran que la eficiencia de
solubilizacion de P y la produccion de acidos
organicos dependen realmente del pH del
medio [8]; estos autores, han llevado a cabo
experimentos utilizando varias fuentes de
carbono y nitrogeno, y sugieren que los efectos
de diferentes composiciones de medios sobre la
solubilizacion de P podrian deberse a cambios

en la excrecion de acidos organicos.

Articulo original




Las fuentes de carbono y nitrogeno fueron
factores selectivos a nivel de género ya que para
la cepa de Aspergillus los valores mas altos de
fosfato solubilizado se detectaron con la
glucosa y el sulfato de amonio, mientras que
para las cepas de Penicillium, fue la fructosa y
el tratamiento con nitrégeno limitado favorecid
una mayor solubilizacion. Por lo tanto, es
factible suponer que la actividad solubilizadora
de los hongos filamentosos estudiados varia de
acuerdo con la fuente de carbono y nitrogeno
disponible en el medio [8].

De acuerdo con los resultados, es importante
sefialar que la cepa nativa de A. niger tiene un
gran potencial como solubilizador de fosfato,
ya que ademas de presentar el valor mas alto de
solubilizacion (85%), este valor se detectd
desde el dia 9 de incubacion. De manera
general, las cepas de A. niger, P.
brevicompactum y P. waksmanii muestran un
alto potencial de solubilizacién de fosfato (67-
85%), estos valores de solubilizacién resultan
superiores a los detectados para otras cepas, los
cuales no rebasan el 70% [38; 39; 26; 11; 29;
25; 28; 12; 19; 8; 20; 30]. De manera que, estas
cepas de hongos presentan un alto potencial
como bioinoculantes en suelos con baja
disponibilidad de fdsforo y altos contenidos de

fosfatos insolubles.
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CONCLUSIONES
En este estudio in vitro con las diferentes
fuentes de carbono se detect6 que la cepa de
Aspergillus  niger mostré una  mayor
solubilizacion de fosfato tricalcico cuando se
crecid en glucosa en el dia nueve de incubacion,
por su parte las cepas Penicillium
brevicompactum y P. waksmanii mostraron, en
el dia 21 de

solubilizacion de fosfato tricalcico cuando se

incubacion, una mayor

crecieron en fructosa. Para las cepas de A. niger

y P.
solubilizacién de fosfato tricdlcico aumenté

brevicompactum la actividad de
significativamente con la acidificacion del
medio de cultivo y con el incremento de la
biomasa fungica.

Bajo las diferentes fuentes de nitrégeno, la cepa
de A. niger mostré una mayor solubilizacién de
fosfato tricalcico cuando se crecid en sulfato de
amonio en el dia nueve de incubacion. P.
brevicompactum y P. waksmanii mostraron una
mayor solubilizacion de fosfato tricélcico
cuando se crecieron en el tratamiento control
(fuente limitada de nitrogeno) en el dia 21 de
incubacion. Para las tres cepas (A. niger, P.
brevicompactum y P. waksmanii), la actividad
fosfato solubilizadora no se relaciono
significativamente con pH del medio de cultivo,
ni con la produccion de biomasa flangica. Esta
contribucion aporta las bases para futuros

estudios encaminados al entendimiento de los
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mecanismos o rutas metabolicas implicados en
la solubilizacién de fosforo bajo diferentes

condiciones de nutrientes.
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