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RESUMEN

Antecedentes: Los hongos solubilizadores de fésforo dependen de los nutrientes del medio para su
desarrollo y de acuerdo con las fuentes nutricionales disponibles utilizan rutas metabdlicas alternativas
en los procesos de solubilizaciéon y mineralizacidn. Objetivo: Evaluar a nivel de invernadero, el efecto
de la interaccion de dos cepas de hongos solubilizadores de fésforo con diferentes fuentes de nitrégeno
sobre la solubilizacion de fosforo y produccion de fosfatasas. Métodos: Las cepas utilizadas fueron
Aspergillus niger y Penicillium brevicompactum las cuales se inocularon en plantas de jitomate
Solanum lycopersicum. A cada planta se le adicionaron diferentes fuentes de nitrégeno (fosfato de
amonio, urea y asparagina) y fosfato tricalcico. Cada tercer dia y durante un mes, se cuantificé el de
fésforo soluble y el pH al sustrato de las plantas; al mes se midi6 la actividad fosfatasas y se corrobord
la presencia de los hongos inoculados. Resultados y discusion: Los datos mostraron que la cepa A.
niger con sulfato de amonio en el dia 28 indujo la mayor concentracion de fosforo soluble y la mayor
actividad de fosfatasas &cidas. Se detectd una relacion negativa entre el fosforo soluble y el pH del
sustrato; lo cual sugiere que la solubilizacion de fosforo ocurre principalmente por la produccion de
acidos organicos. La relacion positiva detectada entre el fosforo soluble y la produccion de fosfatasas
sugiere que la mineralizacion y la solubilizacién de fdésforo ocurren de manera simultanea. Es
importante resaltar que se evidenci6 la presencia de los hongos inoculados en el sustrato de las plantas.
Palabras clave: Aspergillus niger, Penicillium brevicompactum, fosfato tricalcico, urea, asparagina,
sulfato de amonio.
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ABSTRACT

Background: Phosphorus solubilizing fungi depend on the nutrients of the medium for their
development and, according to the available nutritional sources, they use alternative metabolic pathway
in the solubilization and mineralization processes. Objective: Evaluate at greenhouse level, the effect
of interaction between two of phosphorus solubilizing fungi strains (alone and consortium) with
different nitrogen sources on the phosphorus solubilization and phosphatase production. Methods: The
strains used were Aspergillus niger and Penicillium brevicompactum, both were inoculated into tomato
plants Solanum lycopersicum. Different nitrogen sources (ammonium phosphate, urea and asparagine)
and tricalcium phosphate were added to each plant. During a month and every third day, the soluble
phosphorus content was quantified and the pH was measured. At the end of the month, the enzymatic
activity of acid and alkaline phosphatases was measured. Results and discussion: The data obtained
showed that A. niger strain with ammonium sulfate on day 28 induced the highest concentration of
soluble phosphorus and the highest activity of acid phosphatases. A negative relationship between
soluble phosphorus and the pH of the substrate was detected; which suggests that phosphorus
solubilization occurs mainly by the production of organic acids. The positive relationship detected
between soluble phosphorus and phosphatase production suggests that phosphorous mineralization and
solubilization occur simultaneously. It is important to highlight that the presence of the fungi inoculated
in the substrate of the plants was evidenced.

Keywords: Aspergillus niger, Penicillium brevicompactum, tricalcium phosphate, urea, asparagine,

ammonium sulfate.

INTRODUCCION procesos de transferencia de energia, ya que
El fosforo (P) es considerado el segundo forma parte de las moléculas de ADP y ATP,
elemento quimico mas importante después del asf como en la transduccion de sefiales quimicas
nitrogeno para el desarrollo y funcionamiento [2]. La disponibilidad del P en el suelo es
de las plantas [1]. Este elemento cumple roles limitada, esto se debe principalmente a que este
fisioldgicos y bioguimicos esenciales al formar elemento se transforma en el suelo a formas
parte de moléculas estructurales (fosfolipidos, insolubles por la asociacion a elementos idnicos
acidos nucleicos y nucledtidos). Participa en (calcio, hierro y aluminio); los cuales no pueden
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ser asimilados por las plantas [3].

Los problemas de escasez de P son resueltos
generalmente a través de la aplicacion de
fertilizantes, sin embargo, estas practicas son
costosas y conducen a la pérdida de la fertilidad
del suelo y de la diversidad microbiana [4]. Con
el fin de reducir el uso de estos agroquimicos
surge la agricultura sostenible, que propone
delegar estos compuestos por abonos verdes,
humus, compostas y  microorganismos
benéficos del suelo, entre ellos se encuentran

los hongos solubilizadores de fosforo (HSF)
[5].
Los HSF ponen a disposicién de las plantas el

P de la

transformacion, principalmente a través de

roca del suelo mediante su
procesos de mineralizacion y solubilizacion. El
primero consiste en la produccion de las
enzimas fosfatasa y fitasa, para convertir el P
organico a inorganico [6]; mientras que el
segundo, consiste en la transformacion de P
insoluble a soluble por medio de la produccion
de acidos organicos (acido lactico, citrico,
acético, oxalico, succinico) que actian como
agentes quelantes de los cationes asociados a
los fosfatos insolubles (calcio (Ca), magnesio
(Mg), hierro (Fe) y aluminio (Al) [7, 8]. Existen
diversos factores que influyen en el proceso de
la solubilizacion del fosforo, los mas
importantes debido a que tienen una relacién

directa con los procesos metabdlicos de los
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microrganismos son: el pH en el suelo,
contenido de materia organica, iones en el
suelo, y elementos como el carbono, potasio,
azufre, fosforo y nitrégeno [9, 10]. La
influencia de los nutrientes en la solubilizacion
de P se debe principalmente a la capacidad que
tienen los hongos saprobios para utilizar una
gran variedad de nutrientes como fuentes de
carbono y de nitrégeno, desde carbohidratos
simples hasta moléculas de dificil degradacion
como pectinas, celulosas, ligninas, proteinas,
acidos nucleicos, aminoacidos y otros
compuestos nitrogenados [11], que utilizan
para sintetizar sus propias moléculas (proteinas,
acidos nucleicos y polimeros de la pared
celular) [12]. EI nitrogeno es uno de los
principales elementos que ejerce un efecto
directo sobre los microorganismos que
solubilizan fésforo, el cual es provisto a través
de diferentes fuentes como la materia organica
(MO) y los compuestos nitrogenados (amonio,

nitritos, nitratos).

Debido a que los hongos son organismos
heteré6trofos dependientes de los nutrientes del
medio para su desarrollo, la limitacion en la
disponibilidad de nitr6geno afecta directamente
su desarrollo, y por ende, la produccion de
metabolitos. Por tanto, la adicion de nitrégeno
podria ser una alternativa para mejorar la
disponibilidad de fésforo en los suelos

mediante la estimulacion de los HSF. Relwani
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et al., [13] han sugerido que los hongos utilizan
diversas rutas metabdlicas para producir
diferentes &cidos organicos de acuerdo con el
tipo de cepa y fuentes nutricionales disponibles
en el medio. Investigaciones in vitro han
demostrado la influencia del nitrégeno sobre en
el crecimiento fangico y, por lo tanto, sobre la
solubilizacion de P y la produccion de acidos
organicos que disminuye el pH del medio [14].
En la acidificacion, los acidos organicos acttan
como agentes quelantes o secuestradores del
ion asociado (AI**, Ca®*, Fe** y Mg?*) dejando
disponible el fosforo en forma de ortofosfato
[8]. La forma en como el nitrégeno interviene
en la solubilizacion es mediante el mecanismo
de asimilacion de amonio por parte de los
hongos, el cual provoca la liberacion de
hidronios al medio, causando acidificacién y al
mismo  tiempo  contribuyendo a la
solubilizacion [15;12]. En las ultimas décadas
se han realizado estudios para demostrar el
efecto que tienen distintas fuentes de nitrégeno,
tanto organicas como inorgéanicas, sobre la
capacidad solubilizadora de hongos de
diferentes cepas de Aspergillus niger vy
Pencillium sp. [14, 12, 13, 18, 10, 19, 20, 21].
Asimismo, se ha evaluado el efecto que tiene
adicionar diferentes concentraciones de fuentes
de nitrégeno sobre la solubilizacién que llevan
a cabo Aspergillus niger y Penicillium

purpurogenum [22, 15]. Sin embargo, todos
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estos estudios solo se han llevado a cabo bajo
condiciones in vitro. Por tanto, este estudio tuvo
como objetivo, escalar dichas investigaciones
para determinar el efecto de la interaccion de
hongos solubilizadores de fésforo, Penicillium
brevicompactum y Aspergillus niger con
diferentes fuentes de nitrogeno (FN) sobre la
solubilizacion y mineralizacion de fosforo a
nivel de invernadero. Para ello se utilizaron
plantas de jitomate, Solanum lycopersicum,
como modelo experimental; en experimentos
previos [23] esta planta se adaptd a las
condiciones del invernadero y permitid el
establecimiento de los hongos solubilizadores.
Asimismo, se determind si existe alguna
asociacion entre la tasa de solubilizacion de
fosforo en el tiempo, con las trayectorias del pH
y de la actividad enzimatica de las fosfatasas
los mecanismos

para tratar de dilucidar

implicados  en  solubilizacibn 'y la

mineralizacion.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron plantas de Solanum lycopersicum
comercialmente Ilamado jitomate saladette
como planta modelo. Las semillas de jitomate
previo a la germinacion se desinfectaron con
cloralex comercial al 10% durante 1 minuto,
posteriormente se lavaron con agua estéril
varias veces, se agreg0 agua estéril y se dejaron

en imbibicion durante 1 hora, posteriormente se
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transfirieron a cajas Petri con papel filtro
hamedo y se colocaron en incubacion durante 5
dias a 28 °C en la cémara bioclimética
(Artificial Climate Chamber RTOP-430D). Se
tomaron plantas de la misma altura y de 6 dias
de germinada y se trasladaron a macetas de 250
g con arenay perlita estéril 1:1 (v/v); a cada una
se le agregd fosfato tricalcico como fuente
insoluble de fosforo (0.125 g), el inoculo de
cada una de las cepas de HSF (1 x 108 UFC/mL)
se realizd siguiendo la metodologia propuesta
[24]. De

independiente se adicionaron 0.5 g/L de cada

por Souchie et al., manera
una de las fuentes de nitrégeno (sulfato de
amonio, asparagina y urea).

La aplicacion de los inoculantes se realizd
directamente al sustrato y sobre el sistema
radicular de la planta. Las cepas de HSF
empleadas fueron Penicillium brevicompactum
Dierckx, y Aspergillus niger Van Tieghem, las
cuales pertenecen a la coleccion del Laboratorio
de micromicetos del Instituto de Ecologia, y
fueron aisladas de suelos de la region del centro
del estado de Veracruz, Meéxico y se
seleccionaron por su alta capacidad para
solubilizar fosfato tricalcico.

Se establecié un disefio experimental de 2
factores (HSF y fuentes de nitrogeno) con 4
niveles cada factor (HSF: P. brevicompactum,
A. niger, Consorcio (P. brevicompactum + A.

niger) y S/H. Fuentes de nitrogeno: asparagina,
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sulfato de amonio, urea y S/N) en total 16
tratamientos. Se realizaron 3 repeticiones de
cada tratamiento, a través de 5 mediciones en el
tiempo (4 x 4 niveles=16 trat. x 3 rep.=48
tratamientos x 5 mediciones = 240 unidades
experimentales). Las plantas se mantuvieron en
un invernadero no tecnificado durante 1 mes en
el Instituto de Ecologia, A.C. y se le adiciond
semanalmente 25 mL de solucion nutritiva de
Hewitt sin fosforo [25]. Se realizaron muestreos
cada 7 dias incluyendo el dia de la inoculacion
(dia cero) para medir las variables fosforo
soluble y pH. Al finalizar el ensayo se evalud
actividad enzimatica de fosfatasas &cida y
alcalina. Para corroborar la presencia de los
hongos, se realizé un monitoreo de exploracion,
mediante la técnica de lavado de particula de
suelo en tamices (1 mm, 500 pm, 250 pm y 150
pm) con agua purificada. Se tomaron 300 pL de
muestra y se colocaron en medio de cultivo
DBRC (rosa de bengala con dicloran vy
clorafenicol) y se incubaron por 15 dias a 25 °C.
La determinacion del fosforo soluble en el
sustrato experimental se llevé a cabo cada siete
dias durante un mes mediante la técnica de Bray
y Kurtz [26], la cual consiste en tomar 2.5 g de
sustrato afiadiéndole 25 mL de una solucion
extractante (fluoruro de amonio 0.03 N en acido
clorhidrico 0.025 N) y agitando a 180 rpm en
posicion vertical. Posteriormente cada extracto

se filtré utilizando papel filtro Whatman (No.
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42) y de cada filtrado se tomd una alicuota de 5
mL de muestra afiadiendo 5 mL de reactivo
combinado, se aford a 50 mL con agua destilada
dejando reposar durante 30 minutos. La lectura
de cada muestra se realizé en espectrofotometro
(GENESYS 10S UV-VIS) a 882 nm. Los datos
se transformaron mediante una curva de
calibracion. La cantidad de fosforo soluble se
calculo6 mediante la siguiente formula: P
(mg/kg): ppm en CC x DM x DV. Donde: ppm
en CC: partes por millon en la curva de
calibracion, DM: dilucion masa (volumen de la
solucion extractante)/(gramos de muestra) y
DV: dilucién del volumen (aforo)/(alicuota de
muestra agregada).

Por su parte, la actividad fosfatasa, i.e., acida o
alcalina, se determind mediante el método de
Tabatabai y Bremner [27]. Para ello, se coloco
1 g del sustrato de cada muestra y se les
adicion6 4 mL de buffer acido o alcalino segun
el caso, mas 1 mL de solucion de p-
nitrofenilfosfato. Las muestras se incubaron
durante 1 hora a 37 °C con agitacion a 120 rpm.
y después de la incubacién se sometieron a un
bafio de hielo para detener la reaccién, y, a
continuacion, afladiendo 1 mL de CaCloy 4 mL
de NaOH. Finalmente, la suspension se filtro
(papel Whatman No. 42) y se realizaron las
mediciones en el espectrofotometro a 400 nm.
Los datos se transformaron mediante la curva

de calibracion. La medicion del pH del sustrato
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de cada uno de los tratamientos se realizo cada
siete dias durante un mes de incubacion por el
método de Willard et al., [28], que consistio en
pesar 1 g de sustrato al cual se le afiadié 10 mL
de agua destilada (pH 7). Posteriormente se
agitaron y se dejaron reposar 10 minutos,
finalmente la medicion del pH se realiz6 con un
pH metro (Science MED® mod. SM-3BW)
Anélisis estadisticos

El efecto de los factores experimentales sobre
el fosforo soluble y el pH fueron determinados
mediante un andlisis de varianza factorial de
medidas repetidas [51], utilizando un nivel alfa
de 0.05. Similarmente, el efecto sobre la
actividad enzimatica al final del experimento
fue determinada mediante un analisis de
varianza factorial [29] con un alfa de 0.05. La
asociacion entre el fosforo soluble con el pH 'y
la actividad fosfatasa (acida y alcalina), se
explord mediante un Analisis de Componentes
Principales. y se realiz6 un analisis de varianza
factorial sobre el componente principal 1 (CP I)
para determinar algun efecto de los factores
experimentales sobre las variables
correlacionadas con dicho CP (i.e., fosforo
pH,
alcalina). La

soluble, fosfatasa 4&cida o fosfatasa

deteccion de un efecto
significativo en
ANOVA, fue seguida de una prueba de

multiples de Tukey para

la prueba Omnibus de

comparaciones

determinar diferencias entre los tratamientos.
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Todos los analisis se llevaron a cabo en el
programa Statistica (7.0) [30].

RESULTADOS
Fosforo soluble en el sustrato de los
tratamientos

El analisis de varianza sobre los datos obtenidos
de fosforo soluble mostrd una interaccion

significativa  entre  los  factores  de
experimentacion a través del tiempo (F=27.06,
p= 0.0000) (Figura 1). La concentracion mas
alta de fosforo soluble se detectd en el
tratamiento de A. niger con sulfato de amonio
en el dia 28 (154.7 mg kg-1) (p<0.05). Los
siguientes tratamientos siguieron en orden
decreciente respecto a la concentracion de
fosforo soluble: P. brevicompactum + A. niger
con sulfato de amonio, dia 28 (87.3 mg/kg)
(p<0.05); P. brevicompactum con sulfato de
amonio, dia 21 (75.2 mg/kg) (p<0.05) v,
finalmente, el tratamiento sin hongos con
sulfato de amonio, dia 14 (53.4 mg/kg)
(p<0.05). La cantidad de fdsforo soluble
obtenido en los tratamientos de A. niger y de P.
brevicompactum + A. niger ambos sin
nitrégeno adicional, fue significativamente
mayor que el obtenido en los tratamientos que
incluyeron como fuente de nitrégeno la urea y

la asparagina (p<0.05) (Figura 1).
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Figura 1. Concentracion de fosforo soluble del sustrato
de las plantas de jitomate inoculadas con HSF (P.
brevicompactum. A. niger y el consorcio (P.
brevicompactum + A. niger) bajo la influencia de
diferentes fuentes de nitroégeno (SN= sin nitrégeno,
ASP= asparagina, Urea, Sulf. A.= sulfato de amonio)
durante 1 mes de incubacion (0, 7, 14, 21 y 28 dias). El
grafico muestra los promedios *error estdndar (n=3).

Actividad enziméatica de las fosfatasas

Para las fosfatasas acidas, se detectd una
interaccion significativa entre los factores
hongos solubilizadores de fosforo y fuente de
nitrégeno en el dia 28 de incubacion (F =8.42,
p= 0.00000) (Figura 2). La actividad mas alta
de las fosfatasas &cidas se detectd en el
tratamiento consorcio (P. brevicompactum + A.
niger) con sulfato de amonio (0.806 pg de
nitrofenol liberado en g/h) (p<0.05), y le
siguieron en orden decreciente los tratamientos
de P. brevicompactum con sulfato de amonio
(0.411 pg de nitrofenol liberado en g/h)
(p<0.05), sulfato de amonio sin hongos, y el
tratamiento de A. niger con sulfato de amonio
(0.281 y 0.219 pg de nitrofenol liberado en g/h
respectivamente) (p<0.05) (Figura 2).
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Figura 2. Actividad de fosfatasas &cidas del sustrato de
las plantas de jitomate inoculadas con las cepas de HSF
(P. brevicompactum, A. niger y el consorcio (P.
brevicompactum + A. niger) y con diferentes fuentes de
nitrégeno (SN= sin nitrégeno, ASP= asparagina, Urea,
Sulf. A.= sulfato de amonio), en el dia 28 de incubacion.
Las barras son el promediozerror estandar (n=3).

Para las fosfatasas alcalinas, también se detectd
una interaccion significativa entre ambos
factores de experimentacion para el dia 28 de
incubacion (F=16.48, p= 0.00000) (Figura 3).
La actividad de estas fosfatasas en los
tratamientos de P. brevicompactum, A. niger y
el consorcio (P. brevicompactum + A. niger)
con sulfato de amonio respectivamente (0.024,
0.22 y 019 pug de nitrofenol liberado en g/h
respectivamente) fue significativamente mas
alta que en los tratamientos de P.
brevicompactum, A. niger y consorcio (P.
brevicompactum + A. niger) con urea,
asparagina y sin adicion de N respectivamente
(p<0.05). En los tratamientos control, i.e., sin
hongos y sin adicion de N (0.17 pg de nitrofenol

liberado en g/h) y sin hongos mas urea (0.11 pg
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de nitrofenol liberado en g/h) la actividad de las
fosfatasas alcalinas fue significativamente mas
alta que en el tratamiento con sulfato de amonio

y asparagina (p<0.05) (Figura 3).

Figura 3. Actividad de fosfatasas alcalinas del sustrato
de las plantas de jitomate inoculadas con las cepas de
HSF (P. brevicompactum, A. niger y el consorcio (P.
brevicompactum + A. niger) y con diferentes fuentes de
nitrégeno (SN= sin nitrégeno, ASP= asparagina, Urea,
Sulf. A.=sulfato de amonio), en el dia 28 de incubacién.
Las barras son el promediozerror estandar (n=3).

pH del sustrato
Para el pH del sustrato, medido al final del
interaccion

experimento, se detectd una

significativa entre ambos factores de
experimentacion y el tiempo (F=3.47, p=
0.00000) (Figura 4). En los tratamientos de P.
brevicompactum, A. niger, consorcio (P.
brevicompactum + A. niger) y sin hongos con
las fuentes urea, asparagina y sin adicion de N
respectivamente, se detectd6 un aumento
significativo del pH respecto del valor inicial

(pH inicial = 7 y pH final = 7.5-9.2) (p<0.05).
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Por su parte, en los tratamientos de P.

brevicompactum, A. niger, consorcio (P.
brevicompactum + A. niger) y sin hongos con
sulfato de amonio respectivamente, no se
detect6 un cambio significativo del pH al final
del experimento en comparacion al valor inicial
(6.8-7 y 7.0 respectivamente) (p>0.05) (Figura

4, Tabla 1).

Figura 4. pH del sustrato de las plantas inoculadas con
las cepas de HSF (P. brevicompactum, A. niger y el
consorcio (P. brevicompactum + A. niger) y con
diferentes fuentes de nitrégeno (SN= sin nitrdgeno,
ASP= asparagina, Urea, Sulf. A.= sulfato de amonio)
durante 1 mes de incubacion (0, 7, 14, 21 y 28 dias). Las
lineas son el promedioz error estandar (n=3).

Relacion del fésforo soluble con la actividad
enzimatica y el pH del sustrato.

El andlisis de componentes principales logrd
resumir la variabilidad contenida en las
variables de las fosfatasas, el pH y el fosforo
soluble en dos nuevos componentes (1'y 1), que
82% de la

variacion total (Tabla 2). Los pesos de las

explicaron conjuntamente el

variables en los vectores caracteristicos
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mostraron que el componente principal |
representa variabilidad en orden decreciente en
el pH, fosfatasa alcalina, fosfatasa &cida y
fésforo soluble con una tendencia a un vector
isométrico (Tabla 3), sin embargo, hay una
relacion inversa de las ultimas tres variables
con el pH. Un incremento del pH esté asociado
con una disminucion del fosforo soluble y de las
fosfatasas (Figura 5). El analisis de varianza
efectuado sobre el componente principal |
mostré que hubo un efecto significativo de la
interaccion (F=2.76, p=0.01631) de ambos
factores de experimentacién, sobre el fosforo

soluble al final del experimento.

Tabla 1. pH promedio del sustrato de las plantas
inoculadas con las cepas de hongos solubilizadores de
fosforo (HSF) P. brevicompactum, A. niger y el
consorcio (P. brevicompactum + A. niger) con diferentes
fuentes de nitrogeno (sulfato de amonio, asparagina, urea
y sin nitrdgeno) durante 1 mes de incubacién (0, 7, 14, 21
y 28 dias).

Cepas de HSF
Penicillium

Fuente nitrogeno 0 7 14 21 28
Sulfato amonio 7.00 7.36 6.20 6.80 6.80

brevicompactum Asparagina 7.00 8.87 895 8.8l 881
Urea 7.00 871 844 887 887
Sin nitrégeno 7.00 7.54 8.04 7.86 7.86
Aspergillus niger Sulfato amonio 7.00 7.64 7.08 6.88 6.88
Asparagina 7.00 896 829 9.23 9.23
Urea 7.00 843 7.97 861 861
Sin nitrégeno 7.00 7.78 7.68 7.87 7.87
Consorcio Sulfato amonio 7.00 7.96 6.75 7.06 7.06
Asparagina 7.00 856 8.38 9.14 914
Urea 7.00 9.55 8.56 850 850
Sin nitrégeno 7.00 8.28 826 8.04 8.04
Sin Hongo Sulfato amonio 7.00 7.75 7.60 6.84 6.84
Asparagina 7.00 846 850 843 843
Urea 7.00 853 9.19 895 8.95
Sin nitrégeno 7.00 813 7.84 752 7.52

En cambio, el componente principal |,
representd variabilidad asociada al fésforo
soluble y la fosfatasa alcalina, mostrandose una
relacion inversa entre estas variables: una

mayor concentracion de fosfatasas alcalinas

Articulo original




estuvo asociada con una disminucion del
fosforo soluble. El analisis de varianza sobre el
componente principal Il, también mostr6 un
efecto de interaccion entre los factores de
experimentacion (F=7.58, p= 0.000007), sobre

los valores finales del pH, y ambas fosfatasas.

Tabla 2. Andlisis de componentes principales de las
variables medidas en el experimento (Fésforo soluble,
fosfatasas acidas y alcalinas y pH).

. Valor Varianza
Corn_po_nente Valo’r . Vvarianza caracteristico acumulada
Principal caracteristico total (%) acumulado (%)
1 2.588841 64.72103 2.588841 64.721
2 0.708076 17.7019 3.296917 82.4229
3 0.511396 12.78489 3.808313 95.2078
4 0.191687 4.79218 4.000000 100.0000

Tabla 3. Vectores caracteristicos para los componentes
principales | y Il con su respectivo valor de correlacién y
varianza explicada.

Variable

Vector del Varianza Vector del Varianza
componente  Correlacién  explicada  componente  Correlacién explicada
1 (%) n (%)
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16 (SH-Sulf. A), mientras que la disminucién
de estas tres variables ocurrio en los
tratamientos 1 (Pb-SN) 2 (Pb-Asp), 3 (Pb-
Urea), 6 (An-Asp), 7 (An-Urea), 9 (Con-Asp),
10 (Con-Asp), 11 (Con-Urea), 13 (SH-SN), 14

(SH-Asp) y 15 (SH-Urea).

Figura 5. Componente principal I y Il donde se observa
una relaciéon inversa entre el fésforo soluble y las
fosfatasas con el pH (Componente 1) y entre el fosforo
soluble y la fosfatasa alcalina (Componente 11).

F. soluble -0.420815 -0.677085 17.7085 0.847339 0.713013 71.7984

F. &cida -0.488506 -0.786 23.8638 -0.088661 -0.074606 0.7861

F. alcalina -0.503581

pH 0.57505

-0.810256
0.925249

25.3594
33.0683

-0.515161
0.09362

-0.433494
0.078778

26.5391
0.8765

El pH del sustrato disminuyd en los
tratamientos 5 (An-SN), 8 (An-Sulf. A) y 12
(Con-Sulf. A) provocando un aumento en la
cantidad de fésforo soluble; mientras que en los
tratamientos 1(Pb-SN), 6 (An-Asp), 13 (SH-
SN), 14 (SH-Asp) y 15 (SH-Urea) el pH del
sustrato aumento provocando una disminucion
en el fésforo soluble. La correlacion positiva
entre el fésforo soluble y ambas fosfatasas
indicé que las fosfatasas y el fosforo soluble
aumentaron en los tratamientos 4 (Pb-Sulf. A),

5 (An-SN), 8 (An-Sulf. A), 12 (Con-Sulf. A) y
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Presencia de hongos solubilizadores en los

tratamientos.

La presencia de hongos solubilizadores de
fosforo inoculados en los tratamientos, fue
corroborada al final del experimento. En
términos generales, P. brevicompactum
presentd colonias algodonosas blanquecinas al
inicio, para posteriormente tornarse verdosas,
sulcadas y con exudados amarillos claros. Por
su parte, A. niger presentd colonias algodonosas
con micelio blanquecino, el cual se tornd
amarillento en el centro de colonia al inicio, vy,

posteriormente, se tornaron negras al momento
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de la esporulacién. En el consorcio se detecto la
presencia de ambas cepas de hongos (P.
brevicompactum y A. niger), sin embargo, fue
notoria la dominancia de la cepa A. niger
(Figura 6).

Figura 6. Colonias de las cepas de HSF aisladas del
sustrato de las plantas de jitomate. A-C: P.
brevicompactum; D-F: A. niger; G-I: Consorcio (P.
brevicompactum + A. niger).

DISCUSION

Como se ha documentado, la adicion de fuentes
nitrogenadas interviene en la solubilizacion de
fosforo, debido a que los hongos utilizan
diversas rutas metabolicas para producir
diferentes acidos organicos que intervienen en
este proceso. Esta respuesta ya habia sido
observada previamente en condiciones in vitro
[31, 19, 13, 10], sin embargo, bajo condiciones

de invernadero o microcosmos la informacion
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hasta la fecha ha sido escasa. En este estudio,
evaluado en plantas de jitomate en condiciones
de invernadero, la mayor produccién de fésforo
soluble en el sustrato de las plantas se detectd
con la adicion de sulfato de amonio; esta
respuesta fue evidente con cada una de las cepas
evaluadas (A. niger y P. brevicompactum)
incluyendo el

consorcio (A. niger + P.

brevicompactum).

Estudios realizados in vitro con cepas de A.

niger mostraron una induccion de la
solubilizacion de fosforo en presencia de
sulfato de amonio [32, 33, 19, 14, 13, 10]. Otros
estudios evidenciaron que la presencia de sales
de amonio (nitrégeno inorganico) favorece una
mayor  solubilizacion de fosfato en
comparacion con el nitrégeno organico (urea,
peptona y caseina) [32, 34]. Lo anterior ha sido
atribuido a la asimilacion de amonio en las
células fangicas para la sintesis de
aminoacidos, en el cual se convierte el amonio
(NH™) en amoniaco (NH3) y se liberan
protones (H") acidificando el medio, lo que
favorece la solubilizacion del fosfato [11, 35,

12].

Es interesante sefialar que, si bien en presencia
de sulfato de amonio se detectd wuna
solubilizacion de fosforo mas alta en presencia
de A. niger y en presencia del consorcio (P.
brevicompactum + A. niger), en el caso del

tratamiento sin nitrégeno, la solubilizacion
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también fue significativamente mas alta que en
los tratamientos con adicion de urea y
asparagina. Una respuesta similar fue
observada in vitro con las mismas especies [46]
y con P. rugulosum [18] y P. purpurogenum
[15]. Este comportamiento ha sido atribuido a
la limitante de nitrégeno en el medio, la cual
puede causar una alta conversion de
carbohidratos en acido citrico, y esto a su vez,
producir un aumento de la solubilizacion [16,
17]. En este sentido, Cunningham y Kuiak [36]
y Gallmetzer y Burgstaller [37] observaron una
mayor produccion de 4&cido citrico bajo
concentraciones minimas de nitrégeno usando
cepas de P. bilaii y P. simplicissium. En este
contexto, seria interesante evaluar, en estudios
posteriores, el efecto de  distintas
concentraciones de las fuentes de nitrogeno en
interaccion con hongos, sobre la solubilizacion
de fosforo durante diferentes periodos de

incubacion.

A mayor escala, existen estudios que
demuestran que la inoculacion de hongos
solubilizadores puede aumentar la
disponibilidad de fosforo en cultivos de trigo
[38], garbanzo [39], frijol [40] y soya [41]. En
el presente estudio, la concentracion de fosforo
soluble al finalizar el ensayo fue considerable
alta (rango de 70-154 mg/kg) considerando una
concentracion inicial de fésforo soluble de 0

mg/kg en el sustrato de las plantas. Las
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cantidades de fosforo soluble fueron més altas
que las obtenidas en trabajos previos sin la
adicion de una fuente de nitrogeno. Por
ejemplo, Velazquez et al.,[42] reportaron 3.5
mg/L en plantas de jitomate, Babu y Reddy [43]
4.7 mg/L en bambu, Londofio [44] 5 mg/L en
huaje, y Zhang et al,[45] 1.6 mg/L en
higuerilla; los ultimos tres bajo condiciones de
campo. Valores similares fueron detectados por
Mittal et al.,[39], en garbanzos (248 mg/kg) con
cepas de Aspergillus sp., y por Saber et al.,[40]
en frijol mungo con cepas de Penicillium sp.
(46.2 mg/kg) y de Aspergillus niger (67 mg/kg)
ambos en condiciones de campo y sin la adicion
de fuentes de nitrogeno. Los valores de
solubilizacion reportados en este trabajo fueron
mas altos a los reportados por Hernandez-Merel
[46] para estas mismas cepas de hongos con la
adicion de las mismas fuentes de fosforo y
nitrégeno, pero bajo condiciones in vitro (14.3-
86 mg/L).

Respecto a las enzimas fosfatasas, el sulfato de
amonio indujo también una mayor actividad
enzimatica. La presencia de ambas fosfatasas
indica que el proceso de mineralizacion se esta
llevando a cabo: como parte del ciclo de vida de
los hongos, ocurre la senescencia del micelio a
partir del cual se genera fosforo organico que
puede mineralizarse, dando como resultado la
liberacion de enzimas fosfatasas acidas [47]. En

el presente estudio, la interaccion del consorcio
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P. brevicompactum + A. niger con sulfato de
amonio resulté en valores méas altos de las
fosfatasas &cidas. Resultados similares a este
fueron obtenidos por Stefanoni-Rubio et al.,
[48] con la cepa de Talaromyces flavus. Estos
autores relacionaron esta actividad con la
mineralizacion y sugirieron que este proceso se
relaciona principalmente con la fuente de
fosfato utilizada, la fuente de carbono y, en
menor medida, por la naturaleza vy
disponibilidad de los diferentes nutrientes,
entre ellos el nitrégeno que utilizan los hongos.
En el caso de las fosfatasas alcalinas, no se
detect6 variacion en el fosforo soluble, entre las
combinaciones de P. brevicompactum, A. niger
y su asociacion, con la fuente sulfato de
amonio. Este evento podria estar relacionado a
que las fosfatasas alcalinas son liberadas por las
raices de las plantas [49] como una respuesta de
defensa a la inoculacién de los hongos y no por

efecto de los HSF.

Finalmente, es importante sefialar que se
detectd una mayor cantidad de fosfatasas acidas
que de fosfatasas alcalinas, sin embargo, ambas
se relacionaron directa y significativamente con
la concentracién de fosforo soluble. Esto
sugiere que las fosfatasas juegan un importante
papel en la transformacion de fosforo a través
de su mineralizacion y que ambos procesos
ocurren de manera simultanea, tal como lo

expresan Relwani et al., [13]. Esta relacion de
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la solubilizacion de fosforo con la
mineralizacion a través de fosfatasas ya ha sido
mencionada por otros autores [50, 51]. Ademas,
se detectd una relacion entre la solubilizacion
de fosfato tricalcico en el sustrato de las plantas
de jitomate con la disminucion del pH; de este
modo, podemos inferir para los tratamientos
con HSF utilizados en este estudio y
adicionadas con sulfato de amonio, asparagina
y con urea, que la solubilizacion podria ocurrir
a partir de la produccion de &cidos organicos y
por la extrusion de H*. La disminucién del pH
se ha reportado como el principal mecanismo
por el cual los compuestos fosfatados son
[52]. [14]

reportaron una concentracion alta de &cido

solubilizados Barroso et al,
citrico, acido lactico, &cido maleico, acido
oxélico y &cido tartarico usando cepas de A.
niger como resultado de la solubilizacion de
fosfato de calcio y fosfato de aluminio. Por otra
parte, Relwani et al., [13], encontraron una
solubilizacion mas alta de fosfato tricélcico con
una produccion alta de éacido oxlico, éacido
succinico y acido acético usando una cepa de
Aspergillus tubingensis. De igual manera,
Scervino et al., [15] reportaron una mayor
disponibilidad de fosfato tricalcico usando una
cepa de Penicillium purpurogenum registrando
una produccion alta de acido glucénico, acido

citrico y acido fumarico.

La disminucion del pH del medio es explicada
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por la liberacion de acidos organicos de bajo
peso molecular, que favorecen la quelacion y la
formacion de complejos insolubles con
metales, para finalmente liberar el fosfato [53].
Sin embargo, no es el Unico mecanismo
involucrado que podria explicar la diminucién
del pH, también podria ser el resultado del
mecanismo de asimilacion de amonio que
llevan a cabo los hongos, lo cual causa una
acidificacion del medio mediante el transporte
de protones del citoplasma al exterior de la
célula[35]. Un mecanismo adicional que podria
estar relacionado es la respiracion fungica,
consiste en la expulsién de iones hidronio al

exterior durante la fosforilacion oxidativa.

CONCLUSIONES

En este estudio, bajo condiciones de
invernadero, se detect6 que la interaccion de la
fuente de nitrégeno con HSF determinaron la
magnitud de la solubilizacién de fésforo. La
cantidad de fosforo soluble mas alta se produjo
con sulfato de amonio y las diferentes
HSF.  Asimismo,

relacién negativa entre el pH del sustrato y la

combinaciones de una
concentracion de fosforo soluble fue hallada, lo
cual sugiere que la solubilizacion de fosforo
estd mediada por la produccién de &cidos
organicos que a su vez son el resultado del
metabolismo celular.

Sin embargo, para

dilucidar el mecanismo principal implicado en
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la solubilizacién de fosforo por parte de las
especies de HSF utilizadas, seria de gran
relevancia cuantificar y analizar la produccion
de los tipos de acidos organicos liberados por
cada cepa, solas y en combinacion. La relacion
positiva detectada entre la produccion de
fosfatasas y el contenido de fdsforo soluble
sugiere que los procesos de mineralizacion y
solubilizacion de fosforo ocurren de manera
simultanea. Esta contribucion aporta las bases
estudios encaminados al

para futuros

entendimiento de los mecanismos 0 rutas
metabolicas implicados en la solubilizacion de

fosforo a nivel de invernadero.
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