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organic phosphates.

soils are discussed.

SUMMARY

The number of phosphate solubilizing bacteria and fungi in seven volcanic soils was investi-
gated. The results led to conclude that the fungi population is more active, specially in solubilizing

The amounts of P released by the action of four active fungi strains (Penicillium sp., Aspergillus niger,
Mucor sp. and a possible Botrytis sp.), from five inorganic and organic phosphates and two types of
phosphate rocks, were evaluated. The results show that Aspergillus niger and Botrytis sp. are active in
releasing phosphorus, particularly from aluminium phytate.

The possible mechanims involved in the P-solubilization and their occurrence in volcanic ash derived

INTRODUCCION

Los factores que afectan la concentracion del fosforo
en la solucién del suelo son de gran trascendencia en
el crecimiento de las plantas siendo, en este sentido,
de fundamental importancia la actividad de los micro-
organismos, ya que éstos desarrollan una serie de ac-
ciones mediante las cuales es posible movilizar P en el
ecosistema suelo-planta. Dichas acciones se condensan
fundamentalmente en reacciones de solubilizacion,
mineralizacién e inmovilizacion de P en el suelo y han
sido analizadas, en un articulo de reciente revision,
conjuntamente con la accién beneficiosa de transpor-
te de P que realizan los hongos de las micorrizas
(Borie y Barea, 1982).

Aunque la solubilizacion in vitro de fosfatos por bac-
terias del suelo se ha estudiado extensamente {Tar-
dieux-Roche, 1966; Ramos, Barea y Callao, 1966; Ba-
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rea, Ramos y Callao, 1970), estimandose que sobre el
509/0 de la poblacion bacteriana de la rizosfera posee
dicha habilidad (Hayman, 1975), mucho menos aten-
cién se ha dedicado al efecto de los hongos en tal sen-
tido. En efecto, se ha descrito la accion de diversas es-
pecies de hongos sobre fosfato tricélcico (Chhonkar y
Subba-Rao, 1967; Ramos, Callao y Carvalho, 1968;
Agnihotri, 1970), hidroxi y fluoropatita (Agnihotri,
1970} y se ha informado que las cepas mas activas
pertenecen a Aspergillus y Penicillium, pero précti-
camente no existen antecedentes de la accidn fungi-
ca sobre fosfatos orgénicos del tipo de los que habi-
tualmente se encuentran en los suelos.

Es un hecho conocido que los suelos volcdnicos del
Sur de Chile, a pesar de poseer una serie de caracte-
risticas que los hace aparecer como agronémica-
mente aceptables, ven su fertilidad seriamente limi-
tada por problemas derivados de la elevada capaci-
dad de fijacion de fosfato que poseen, lo due se
traduce en bajas tasas de P disponible; no obstante,
la cantidad de P total que poseen estos suelos es ele-
vada (Borie y Barea, 1982a). Por otra parte, se ha
postulado dltimamente que los factores bidticos pa-
recieran ser altamente decisivos en lo referente a la
acumulacion de fosfatos en estos suelos, en especial
en el largo plazo (Borie y Zunino, 1983). Asi, el he-
cho de encontrar que la pesada fertilizacion fosfa-
tada, aplicada a estos suelos durante 20 o mas afios,
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haya permjtido una gran acumulacion de P asociado

fntimamente a la materia orgdnica (Borie y Barea,
1982a), conjuntamente con la gran capacidad de sin-
tesis de materiales humicos gue posee la microflora
presente (Zunino y otros, 1982), apunta a una fuer-
te interrelacién entre los ciclos del C y del P, en
estos ambientes edéficos.

Los objetivos del presente trabajo consistieron en rea-
lizar, primeramente, una prospeccién de bacterias y
hongos con capacidad de solubilizar fosfatos orgdni-
cos e inorgdnicos para, posteriormente, cuantificar el
poder de disolucién de siete fosfatos insolubles por
parte de cuatro hongos extraidos de suelos alofanicos.

MATERIALES Y METODOS

Los suelos volcdnicos utilizados fueron extral-
dos desde la rizosfera de la vegetacién natural del
lugar y se recolectaron en la primavera de 1980. Se
guardaron en bolsas de pldstico adecuadamente
cerradas, para conservar la humedad natural que
tenfan en el campo. Los suelos himedos se tamizaron
a 2 mm y en ellos se realizaron las determinaciones
quimicas y microbiologicas.

Se determiné pH sobre pasta de saturacion; C orgéni-
co por combustion seca; P disponible por Bray-Kurtz
11; P total segin Dick y Tabatabai (1977); P orgdnico
segin el método de Steward y Oades (1972}, modifi-
cado por Borie y Barea (1982) (Cuadro 1).

CUADRO 1. Algunas caracteristicas quimicas de
suelos volcdnicos estudiados

TABLE 1. Some chemical characteristics of the volcanic
soils under study

Corg. P total Porg. Pdisp.

Suelo pH S/o ppm ppm ppm
Osorno 53 5,8 3.000 2.159 20
Corte alto 5,3 5,7 1613 835 3
Frutillar 49 10,4 — — —
Lastarria 4,9 6,9 1.538 1.215 12
Metrenco 5,0 4,9 2.135 1.145 9
Arrayan 6,4 4,6 1.562 1.150 4
Puerto Octay 6,1 6,5 1.126 876 3

La estimacion de la flora microbiana se realizd
a partir de extractos acuosos de suelo, de acuerdo
al método de diluciéon en placa y con medios de
cultivos selectivos. Para hongos, se utilizé el medio de
Martin (1950), agar-rosa de bengala-streptomicina, y
para bacterias, el medio corriente agar-glucosado,
segiin Pochon y Tardieux (1962). Para la determina-
cién de la poblacion de microorganismos solubiliza-
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dores de fosfatos se utilizaron los mismos medios
nutritivos anteriormente mencionados, reemplazando
la fuente de P por un fosfato insoluble, agregado al
0,2%/0. La siembra se realizd en superficie, con la
suspension-diluciéon de suelo adecuado vy se establecié
como criterio de solubilizacion la formacion de halo
de solubilizacion alrededor de la colonia. El recuento
se llevd a cabo al quinto dia de incubacion a 28°C,
Como fuente de fosfato insoluble se utilizd fosfato
tricalcico y fitato (inositol-fosfato) de calcio, como
tipicos exponentes de un fosfato inorganico y orgé-
nico del suelo, respectivamente.

Para cuantificar la capacidad de soiubilizacion de fos-
fatos por parte de los hongos extraidos de los suelos,
se procedié a seleccionar, desde las placas, cuatro es-
pecies fungicas efectivas y diferentes: Aspergillus ni-
ger, Penicillium sp., Mucur sp. y un hongo de género
desconocido, posiblemente un Botrytis sp. Cada una
de estas especies se inoculd por duplicado, en matra-
ces que contenian 50 ml de medio nutritivo. Para
ello, se prepararon dos medios, con P soluble {1 g/it
como KH2PO4; Agnihotri, 1970) y sin P soluble, am-
bos conteniendo 15 g de glucosa, 5 g de NaNO3, 0,6 g
de MgSO4 vy 1.000 ml de agua. Previo a la inocula-
cién, los matraces se dividieron en sieté grupos y se
agregd a cada uno ta cantidad de fosfato insoluble
equivalente a 20 mg de P, es decir, 108 mg de Ca3
(PO4)2, 100 mg de FePO4, 208 mg de roca fosférica
Rt (Cuadro 2), 216 mg de roca fosférica R2 (Cua-
dro 2}, 184 mg de fitato de calcio, 192 mg de fitato
de Fe y 258 mg de fitato de aluminio, respectivamen-
te. Todos los matraces se esterilizaron a 114°C duran-
te 30 minutos, previo ajuste del pH del medio a 6,5
con solucion de NaOH. Cada matraz se inoculd con
las cepas extraidas desde las placas. Después de incu-

CUADRDO 2. Composicion de rocas fosforicas de
Colombia, utilizadas en estos estudios (Ledn, 1980)

TABLE 2. Composition of phosphoric rocks from Colombia,
used in this study

Elemento R1q Ro

{9/0) Huila Boyaca
P05 total 21,0 20,0
P20g soluble &c. citrico 5,2 7.0
CaO 39,4 28,0
MgO 05 0,1
COy 8,0 13
F 2,4 2,2
Nag0 0,28 0,16

bar los matraces durante 20 dias a 25°C, se esteriliza-
ron nuevamente y el contenido se filtré a través de
papel Whatman N© 1, En el filtrado se determind, por
una parte, el pH de la soluciéon y por otra, el conteni-
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do de P soluble, mediante el método sulfomolibdico-
acido ascorbico, previa destruccion de la materia or-
génica por oxidacion con solucion de NaBrO. Se man-
tuvo controles sin indculo para determinar el posible
efecto de la temperatura de esterilizacion sobre la
solubilizacién de los fosfatos.

RESULTADOS Y DISCUSION

El nimero de hongos y bacterias totales y con
capacidad de solubilizar fosfatos orgdnicos e inorga-
nicos aparecen tabulados en el Cuadro 3. Se puede
apreciar que la poblaciéon flingica, ademas de ser ele-
vada posee, porcentualmente, mayor habilidad que
las bacterias para solubilizar fosfatos, especialmente
de tipo orgénico.

Estos resultados indicarfan una cierta adaptacion eco-
logica natural por parte de los hongos a las condicio-
nes ambijentales propias de los suelos volcanicos, toda
vez que se ha demostrado recientemente que la mayor
parte del P en ellos se encuentra bajo formas orgdni-
cas, o de alguna manera asociado a la materia organica
(Borie y Barea, 1982a).

En los suelos estudiados existe una amplia variedad
de hongos y bacterias fosfato-solubilizadores; sin
embargo, debido a la mayor biomasa que poseen los
hongos en los suelos alofénicos (Zunino y otros,
1982; Martinez y Ramirez, 1978) y por ende, a la
mayor actividad bioldgica que cabe esperar de ellos, la
atencién de los autores se ha centrado especifica-
mente en la poblaciéon fangica. Se encontré una
variada gama de especies activas, pero, a modo de

CUADRO 3. Hongos vy bacterias totales y solubilizadores de fosfatos organicos e
inorganic os presentes en los suelos estudiados

TABLE 3. Total and phosphate solubilizing fungi and bacteria present in the soils under study

BACTERIAS

HONGOS

N9/g suelo (x 109)*

NO/g suelo (x 105)

SUELO Solubilizadores Solubilizadores
P org. P inorg. P org. P inorg.

9/o %/o 9/o0 %/o
Osorno 58,0 80 80 34,6 30 60
Corte Aito 12,2 20 <5 25,2 35 <5
Frutillar 4,0 - - 2,0 40 <5
Lastarria 6,5 10 55 55 66 <5
Metrenco 3,0 <5 <5 1,8 80 60
Arrayan 1,1 20 <5 1,7 50 50
Puerto Octay 3,0 <5 <5 35 <5 <s5

* Promedio de cinco repeticiones por dilucion.

generalizacidn, se puede establecer un franco predo-
minio de los géneros Aspergillus y Penicillium, o que
concuerda con los resultados descritos por otros
autores - (Ramos y otros, 1968; Agnihotri, 1970).
Concretamente, se encontré que los hongos de mayor
frecuencia fueron Aspergillus niger (de micelio
amarillo), Penicillium clavatum, colonias diferentes de
Penicillium series bi y polyverticillata, Chaetonium
sp. y otras dos especies que corresponden posible-
mente a Botrytis sp. y Cephalosporium sp.

La cuantia de la solubilizacién de fosfatos inorganicos
y orgénicos por los hongos utilizadoes aparecen en los
cuadros 4 y 5, respectivamente. En los controles apa-
rece una minima cantidad de P soluble, proveniente
de la solubilizacién térmica de los fosfatos insolubles,
como producto de la doble esterilizacion. La excep-
cion la presentan los fitatos de calcio y de hierro, por
lo que en los célculos de la solubilizacion microbiana
neta se considerd este factor.

Al examinar los resultados se puede constatar que, en
general, en el medio con P soluble practicamente no
se observo liberacion de P a la solucidn, a excepcién
hecha a la producida por Penicillium, desde el fitato y
fosfato de calcio. La eventual solubilizacion de P en
este medio, conjuntamente con parte del P soluble,
entr6 a formar parte del protoplasma del hongo (in-
movilizandose) y en estas circunstancias no fue cuan-
tificado. No obstante, en la actualidad, mediante mi-
crotécnicas es posible cuantificar el P componente de
la biomasa microbiana (Brookes, Powlson y Jenkin-
son, 1982; Hedley y Stewart, 1982). Por otra parte,
cuando el medio no contiene P soluble, el hongo ne-
cesariamente debe solubilizar P desde sus formas inso-
lubles y, en la mayor parte de los casos, la realizé6 mas
allad de sus propios requerimientos nutricionales. Que
las vias metabdlicas utilizadas por los hongos. fueron
diferentes, en el medio con P y sin P, lo demuestran,
por una parte, que la biomasa fungica fue visiblemen-
te superior en el medio con P y, por otra, que el pH
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CUADRO 4. Solubilizacion de fosfatos inorganicos por cuatro hongos, aislados
de suelos volcdnicos

TABLE 4. Solubilization of inorganic phosphates by four fungi, isolated from the volcanic soils

pH mg P en 50 ml O/0 P insoluble
HONGO de medio solubilizado
Ps —Pg Ps —Pg Ps —Pg
Solubilizacion de fosfato tricdicico
Penicillium 48 43 18,3 138 38,5 68,5
Aspergillus 4.7 46 9,2 52 25,6
Mucor 5,8 6,4 74 0,2 05
Botrytis (?) 88 9.0 92 3,7 18,1
Control * 5,6 6,5 10,6 0,09
Solubilizacién de fosfato férrico
Penicillium 55 43 - 10,4 04 2,0 18
Aspergillus 4.8 4,6 5,0 23 11,3
Mucor 6,0 6,4 75 0,1 0,3
Botrytis (?) 9,0 9,0 9,0 34 16,8
Controt* 4,4 45 10,0 0,04
Solubilizacion de fosfato de roca R4
Penicillium 5,6 72 7.1 0
Aspergillus 45 45 2,7 0,30 15
Mucor 6,6 ¢/,5 5,6 0
Botrytis (?) 9,1 9,4 6,9 1,1 5,5
Control * 71 72 10,8 0
Solubilizacién de fosfato de roca Ro
Penicillium 8,0 4,1 9,2 28 14,0
Aspergillus 5,7 5,1 8,6 5,2 26,0
Mucor 6,1 55 7.2 0,35 1,7
Botrytis (?) 9,1 9,5 8,1 3,0 15,0
Control* 4,8 58 9,7 0

Ps: Medio con P soluble (KHoPOy); ~Pg : Medio sin P soluble.

* Control sin inocular hongo.

final en ambos medios fuera sensiblemente diferente.
La extrapolacién de estos resultados a lo que estaria
sucediendo realmente en el suelo es riesgosa y necesi-
ta mayor estudio, pero no se debe descartar la posi-
bilidad que ello podria estar ocurriendo con cierta
intensidad en algunos microhabitats.

De las especies fungicas estudiadas, Penicillium sp. de-
mostré un efecto notorio sobre el fitato y el fosfato
de calcio, y en menor proporcion sobre la roca fosfé-
rica R2. Por otra parte, Aspergillus niger, conjunta-
mente con el posible Botrytis sp., fueron los més uni-
versales, ya que solubilizaron-todos los fosfatos estu-
diados. Estos resultados, conjuntamente con la dismi-
nucion del pH, estarian indicando una solubilizacién
producto de la liberacion al medio de dcidos orgdni-
cos con capacidad quelante. Mientras Aspergillus ni-
ger bajé el pH del medio por la produccién de 4cidos
oxalico y citrico principalmente (Maller, 1960; Agni-
hotri, 1970), el posible Botrytfs sp. en cambio, provo-
cb una apreciable solubilizacion de fosfatos organicos
tan insolubles como son los fitatos de Fe y Al. Por
otra parte, Mucur sp. fue un solubilizador eficiente
*an sblo para el fitato de calcio.

Dentro de los mecanismos bioquimicos involucrados
en la solubilizacion microbiana de fosfatos inorgani-
cos insolubles, recientemente analizados por Borie y
Barea (1982), los que merecen especial atencién en
los suelos volcdnicos son los relacionados con la
quelacion y disminucion de pH, mecanismos que, por
las caracteristicas propias de los exudados microbia-
nos, concurren simultdneamente, como parece ser el
caso de Penicillium sp. y Aspergillus niger. No sucede
asi con el posible Botrytis sp. En efecto, al observar
los cuadros 4 y b, se aprecia que el hongo menciona-
do produce un aumento notorio del pH, con valores
que oscilan entre 9 y 9,5, Ello indicaria que, como
producto del metabolismo microbiano, el N del me-
dio, que inicialmente se encontraba como NaNO3, sea
excretado como N-amoniacal o aminico, imprimiendo
un caracter basico ala solucién, De hecho, es corrien-
te observar el incremento de pH del medio de hongos,
cuando la fuente de N es nitrato (Morton y Mac-Mi-
llan, 1954). En estas condiciones de pH, la quelacién,
si se produce, tendria su maxima expresion al estar
totalmente disociados los dcidos quelantes, que habi-
tualmente son excretados por los hongos.
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CUADRO 5. Solubilizacion de fosfatos organicos por cuatro hongos, aislados de
suelos voleanicos

TABLE 5. Solubilization of organic phosphates by four fungi, isolated from the volcanic soils

pH mg P en 50 ml 9/0 P insoluble
HONGO de medio solubilizado
Ps —Pg P —Pg Ps —Pg
Solubilizacién de fitato de calcio
Penicillium - 5,9 4,9 | 17,4 16,6 245 80,0
Aspergillus 5,4 5,0 12,0 7.3 33,5
Mucor 79 5,0 95 15,2 73,0
Botrytis (?) 9.1 9,5 11,1 3,7 16,0
Control* 6,0 6,4 12,5 06
Solubilizacion de fitato de hierro
Penicillium 6,1 .3,6 8,7 1.3
Aspergillus 4,0 5,0 6,7 2,6 6,5
Mucor 7.4 4.4 7.8 1,3
Botrytis (?) 8.8 9,0 10,0 53 20,0
Control * 3.4 3,4 10,4 13
Solubilizacién de fitato de aluminio

Penicillium 5,1 4,5 10,3 0,3 25 2,0
Aspergillus 4,6 4,6 6,7 20 10,0
Mucor 3,6 3,7 9,8 0,1 0,5
Botrytis (?) 8,2 9,0 10,7 5,4 5,0 27,0
Control*® 3,2 3,1 9,8 0

Pg: Medio con P soluble (KH5PO4); —Pg: Medio sin P soluble.
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*Control sin inocular hongo.

En forma similar, los fosfatos orgénicos se solubilizan
por quelacidon del metal respectivo. Sin embargo, pa-
ra liberar el fosfato se debe producir necesariamente
una hidrélisis enziméatica, mediante la accién de fosfa-
tasas que son segregadas al medio por los microorga-
nismos (Alexander, 1977). Los resultados del Cua-
dro b indican que el posible Botrytis sp. es capaz de
realizar ambos mecanismos simultdaneamente, ya que
es sabido que para que actde la enzima, el sustrato de-
be estar indefectiblemente a la forma soluble.

Los resultados de este estudio de solubilizacion de
fosfatos /in vitro indicarfan que, en condiciones Gpti-
mas para el desarrollo microbiano, su efecto in situ
podria ser beneficiosos para el crecimiento vegetal.
No obstante, esto no ocurre en la generalidad de los
suelos, ya que una de las condiciones bésicas que re-
quieren los microorganismos para su desarrollo es dis-

poner de una adecuada fuente de carbono facilmente
asimilable (Tinker y Sanders, 1975; Barea, Ocampo y
Montoya, 1977), hecho que no se produce en suelos
volcénicos, al estar la materia orgdnica altamente hu-
mificada. Si a este problema se suma la poca movili-
dad del fosfato en estos suelos, se concluye que el
aporte de P al vegetal por parte de los hongos de vida
libre seria minimo en los casos en que las raices de
ese vegetal no estén asociadas con microorganismos
simbidticos. En efecto, el micelio externo de los hon-
gos de las micorrizas, a través de su extensa red de hi-
fas, es capaz de captar eficientemente el fosfato que
se va produciendo en los microhabitats, canalizandoto
al interior de la raiz y evitando las interacciones con
las superficies activas del suelo. La cooperacion de los
hongos solubilizadores, asociados con hongos sim-
biontes {micorrizas), en suelos volcénicos es materia
de gran interés, que se est3 estudiando actualmente
en este laboratorio.
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RESUMEN

En siete suelos derivados de cenizas volcénicas se de-
terminé la poblacién de bacterias y hongos con capa-
cidad de solubilizar, in vitro, tanto fosfatos inorgdni-
cos como orgdnicos, Se encontré que los hongos eran
mas activos que las bacterias, especialmente sobre
fosfatos organicos.

Con cuatro hongos provenientes de los suelos {Penici-
Hlium sp., Aspergillus niger, Mucor sp. y un posible
Botrytis sp.), se cuantificd la solubilizacion de cinco

fosfatos inorgédnicos y orgdnicos y dos rocas fosféri-
cas. Se comprobd que Aspergillus niger y el posible
Botrytis sp. producen una solubilizacion importan-
te de los fosfatos, en general, y del fitato del alumi-
nio, en particular.

Se discute el mecanismo de solubilizacion de los fos-
fatos y la posibilidad que ello ocurra ampliamente
en los suelos volcéanicos.
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