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RESUMEN

Se realizo un estudio para determinar la actividad
de la fosfatasa deida v alcaling en 180 cepas fiingicas
aisladas desde suelo rizésferico y la rizésfera de tres
planias forrajeras (Dactilys glomerata, Lolium perenne
v Trifollivm repens) cultivadas en una pradera en
rotaciony una pradera permanente. Las fosfatasas fueron
deierminadas por el método desarrollado por Tabatabai
& Bremner (1969) v se leveron en un espectrofotometro
a 400 nm. Los resultados obtenidos se sometieron a un
andlisis de vavianza (ANDEVA). En las cepas fingicas
cnsavadas se determing actividad para fosfatasa dcida y
alcalina. Los mavores valores tanto para fosfatasa dcida
(139.68 mg/ml *g micelio) v alcaling (12712 mg/mlL*g
micelio) los registra la cepa 14-2R de Penicillium
chrysogenum  aislada de la rizésfera de L. perenne
cultivado en pradera perinanente. Entre las mejores cepas
evaluadas de la pradera permanente existio wna mejor
concordancia  entre los valores determinados para
fosfatasa dcida v alcalina

INTRODUCCION

El féstoro (P). es un elemento primordial para el
metabolismo de los seres vivos, forma parte del ADN,
ARN y ATP. EI P, a menudo es un nutriente limitante en
los suelos agricolas, independiente del manejo dado al
suelo. Su ciclo natural involucra largos periodos, lo que
en términos de manejo agricola equivale a decir que no se
puede depender del ciclo del P, sino de la posibilidad de
generar determinados flujos y subciclos de él al interior de
los sistemas suelo-agua-organismos vivos. Las plantas
absorben P en estado soluble, pero cuando este se
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ABSTRACT

A study to determine the activity of acid and
alkaline phosphatase on 180 funga strains isolated from
rhizospheric soil and the rhizosphere of three forage
plants (Dactilys glomerata, Lolium perenne and
Trifollium repens) cultivated in hoth a rotation prairie
and a permanent one was carried out. Phosphatases were
determined as for the method developed by Tabatabai &
Brenner (1969) and were read in a spectrophotometer ai
400 nm. Results were submitted to an analysis of variance
(ANOVA). All fungal strains tested revealed acid and
alkaline activity. Highest values hoth for acid
phosphatase (139.68 mg/ml. *g mycelium) and alkaline
one (127.12mg/ml g mycelium) were found in the 14-
2R strain of Penicillium chrysogenum isolaied from the
rhizosphere of L.perenne cultivated in a permanent
prairie. There was a better agreement among the besi
evaluated strains of the permanent prairie as to
determined values for both acid and alkaline
phosphatase.

introduce al suelo, mas del 90% pasa rapidamente a formas
insolubles, no disponibles. Un manejo de fertilidad de
suelos racional y sustentable, hace indispensable aumentar
la eliciencia de utilizacion, que no depende de mayores
tasas de aplicacion de fertilizantes, sino de fomentar
procesos de reciclaje y de solubilizacién del P en el suelo.
(Montecinos, 1997).

El ciclo del P s¢ ve negativamente afectado por la
falta de vegetacion del suelo (Garcia ef al., 1997). la
mineralizacion del P organico. es catalizado por enzimas
extracelulares (fosfatasas) de bacterias, hongos, protozoos
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o exudados radiculares (Nannipieri et al., 1990) y las
alteraciones en los materiales organicos induce a cambios
en la estabilidad de las enzimas (Garcia ef al,, 1997). Las
fosfatasas producidas son mas abundantes en el drea de
la rizosfera y constituyen un grupo de enzimas que
catalizan la hidrolisis de ésteres y anhidridos del 4cido
fosfarico. han sido clasificadas de acuerdo al pH éptimo
para su actividad. en fosfatasa dcida o fosfomonoestereasa
(su mixima actividad ocurre a rango de pH 6.5) y fosfatasa
alcalina (su maxima actividad ocurre a rango de pH 11)
(Schmidt & Laskowski, 1961; Tarafdar er al., 2001). 1.a
fosfatasa acida es producida por microorganismos y
plantas superiores, pero la fosfatasa alcalina es producida
sOlo por microorganismos (Geh, 2002). Si bien la relativa
contribucion de fosfatasa acida para la hidrolisis del fosfato
organico desde las plantas y hongos, ha sido demostrada,
los resultados sugieren que la fosfatasa acida de los
hongos es mas eficiente que las secretadas por las plantas
(Tarafdar et ol 2001), donde, el efecto de la rizosfera sobre
la incidencia cuantitativa de la micota se ha determinado
por la variacion cualitativa durante ¢l crecimiento del
vegetal, donde la edad de la planta tiene un efecto
determinante en el nimero de microorganismos y la
actividad de la fosfatasa dcida v alcalina. El efecto mas
pronunciado es durante ¢l florecimiento del vegetal. Los
analisis de regresion demuestran correlaciones positivas
entre la incidencia de microorganismos y laactividad de la
fostatasa acida y alcalina. indicando que la micota asociada
a la rizosfera desempefia un importante papel en las
transtormaciones del fosforo (Gomez de Guinan &
Nageswara, 1996). Por otra parte, la accion de esta enzima
se ve afectada por factores fisicos, como el incremento de
la temperatura. Por ejemplo si se aumenta de 36,8 'C a
43.9 'C, decrece la actividad de la fosfatasa acida y la
alcalina, y asi mismo, la poblacion de hongos del suelo. La
solarizacion del suelo sobre la poblacion y actividad de
los microorganismos ha mostrado que éste puede aumen-
tar su temperatura hasta unos 9 'C, decreciendo signifi-
cativamente la poblacion de hongos y con ello la actividad
de la fosfatasa acida y alcalina (Shukla er al., 2000).
Ademas, es inhibido por el producto final de su reaccion
enzimatica, el fosfore inorganico, ya que presenta una
retroinhibicion (Nannipieri ef al,, 1979).

l.as fosfatasas producidas por los hongos
rizosféricos, tienen un efecto significativo en el crecimiento
v la adquisicion de los nutrientes de las plantas,
demostrando la importancia de estos hongos en el suelo
para la produccion agricola (Tarafdar et al., 1995). Se han
aislado desde la rizosfera hongos solubilizadores de
[6sforo de hasta 27 especies de Aspergillus 7 especies de
Penicillium y una cspecie de Rhizopus. De estas especies,
8 mostraron una alta actividad de solubilizacion de fosforo
(7 de Aspergillus y una de Penicillium) (Varsha-Narsian
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et al., 1994 ). Se comprobo que A. nigery posiblemente
Botrytis sp. producen una solubilizacion importante de
fosfatos (Borie ef al., 1983 ).

Estos parametros bioquimicos (las fosfatasas) que
son capaces de diagnosticar la calidad del suelo, son
sumamente sensibles, atiles para monitorear los cambios
que puedan darse en los suelos sometidos a procesos de
contaminacion o recuperacion, permitiendo evaluar la
incidencia de acciones diversas sobre el suelo y su
influencia en la calidad biologica y bioquimica. En este
contexto en el presente trabajo se planted determinar la
actividad fosfatasica (acida v alcalina) de 180 cepas
fangicas aisladas desde la rizosfera de las plantas Dactilys
glomerata L., Lolium perenne L., v Trifolium repens L.,
recolectadas desde un suelo trumao de una pradera en
rotacion y una pradera permanente.

MATERIALES Y METODOS

Antecedentes generales. Se utilizaron en total 180
cepas fungicas (Tabla 1) mantenidas en el cepario del
Instituto de Microbiologia de la Facultad de Ciencias,
Universidad Austral de Chile, las cepas fueron aisladas
desde el suelo rizosferico (SR) y la rizosfera (R) de tres
especies de plantas forrajeras: Dactilvs glomerata (pasto
ovillo), Lolium perenne (ballica inglesa) y Trifollium repens
(trébol blanco). cultivadas en pradera permanente y en
paradera en rotacion. El lugar desde donde se recolectaron
las especies forrajeras (con su respectivo suelo rizosferico)
estd ubicado en la localidad de Pelchuquin, comuna de
Mariquina (562.5 N 673.4 E. Sistema UTM), X regidn
Valdivia, Chile.

La pradera permanente desde la cual se
recolectaron las plantas forrajeras data de 1955 y esta
compuesta por 26 especies vegetales de origen europeo,
pertenccientes a la Asociacion Hypero-Agrostideum
capillariae, con una alta proporcién de leguminosas y se
encuentra sometida a pastoreo con bovino. Por su parte,
la pradera en rotacion data de 1872 y esta compuesta por
21 especies vegetales de origen europeo, pertenecientes
a la Asociacion Hypero-Agrostideum capillariae, priman
las especies de gramineas y una moderada proporcion de
leguminosas.

Masificacion de la cepas fingicas. Se realizo
extrayendo desde los tubos de cepario respectivos un
indculo de la cepa que fue sembrado independientemente
vy por duplicado en placas Petri que contenian 15 ml. de
agar extracto malta al 2% (AEM). Las placas se incubaron
a 23 + 2 °C por 7 dias. Lucgo del periodo de incubacion,
desde cada placa y mediante un sacabocados de 1.4 cm de
diam., se cortaron 3 circulos de agar con micelio que fueron
depositadas asépticamente en matraces de 200 mL, que
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Tabla 1. Taxa Mngicos y nimero de cepas ensayadas en la
determinacion de fosfatasas.
Prictica de manejo
Pradera permanente Pradera cn rotacion
A B C A B C

£y .= SRIR|ISRIT R [SRIR[SR] R |SR][ R |SR] R

| Absidia cylindrospora Hagem 0 2 1 0 0 0 | 1 0 |1 0 1

| Absidia glauca liagem ¥ 0 0 |o 0 0 0 A 0 1 0

Absidia spinosa Lendn, . 0 [o [0 Jo Jo Jo Jo Jo Jo o |t Jo

| Acremoninm breve (Sukapurf. & Thirum. ] W. |0 0 I a |0 0 0 o gitle 0 0
{iams ” s | 4

Ac rwmmmm strictum W, Gams I 1o 0 0 0 0 0 0 0 0 0

lqrergrﬂm niger F'letvh 0 2 0 S 0 T 0 I ] 0

| Aspergillus subsessilis Raper & l'ennell 0 0 __6 0_ 0 0 0 0 0 0 1 s
Aspergillus terreas Thom 0 0 |0 |1 0 0 0 0 0 0 0 |0
| Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill, 0 0 0 g ild 1 0 0 () 0 0 0
Chactomium globosum Kunze 0 0 0 0 |0 [o 1 0 0 2 I L AR
Cladosporinm cladosporioides (Fresen.) de 0 1|0 1 0 0 0 1 0 0 Ok
Vries

Ppmm‘nrm p_ua;'mr ens Ehrenh. 2 0 ( 0 0 1} 0o Jo o 0 0 0
Euretium amstelodami L. Mangin 0 0 0 0 I o 0 0 0 0o |0 0
Fusarinm oxysporum Schitdl. 0 0 0 0 0 1 0 0 0 | 0 0

| Geotrichum candidum 1ink 0 0 1 0 | 0 0 0 0 0 0 0
Clonostachys rosea (Link:Fres.)Schroers ef al. | 0 0 |0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Humicola grisea Traacn 0 0 0 0 0 0 ]I 0 0 0 0 0
‘Microsporum gypseum (F. Bodin) Guiart & |0 0 [0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Grigoraki

| Mortierella vinacea Dixon-Stew. 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 ! 0
Mucor hiemalis Wehner 0 | | 0 |0 0 0 0 1 | I 0
Paecilomyces marguandii (Massce) S. 0 ] 1 0 0 0 | 0 0 0 0 0
Hughes | 2 4
Penicillium chrysogenum Thom 2 3 5 1 11 0 1 1 by G 0
Penicillium commune Thom 3 2 0 2 1 0 | 0 1 02t |il 0
Penicillium expansum _Link 0 0 |1 0 0 0 0 | 0 0 0 0
Penicillium Srequentans Westling 3 0 |2 0 4|5 0 1 3 | 0 3
Penicillium purpurascens (Sopp) Biourge 1] 0 0 211 1 o 3 0 0 10
Penic illium restrictum Gilman & Abbott 1[4 4 1 0 ] 3 5 7 DS e e 2
Penicillium seric Raistrickii 0 0 0 2 0 LR e 1 0 | 0
P.Flmfnp)‘mm mutabilis (Bi.ymd) Schol- 0 0 0 | 0 0 0 0 0 0 0 0
Schwarz 1

Pythinm debaryanum R. Hesse 0. |0 |0 [0 10 0L 0|0 P ke 1 0
Trichoderma koningii Oudem. 0 0 | 0 1 2 0 1 0 0 0 I
Zygorhynchus moelleri Vuill 0 0 0 1] 0 0 1 0 I 0 0 |0
Micelio estéril “A™ o |1 Jo Jo [o [0 o [o |o fo [o |o
Micelio estéril “B” ] 0 0 0 I 0 0 0 0 0 0 0
Micelio estéril dematiaceo “E” I VI Y T YOO T T
Total de cepas 30 30 30 30 30 I

A = Dactilys glomerata (pasto ovillo). B = Lolium perenne (balleca inglesa). C = Trifollium repens (trébol blanco)

SR -

-suelo rizosferico. R= rizostera

contenian 100 mL de caldo malta al

% (CM); luego los
matraces  se dispusieron en un agitador orbital a 1500
r.p.m. 18°C por 10 dias. Tras el periodo de incubacion, el
contenido de cada matraz fue [iltrado independientemente

en forma aséptica, usando portafiltros (que contenian
filtros de papel Whatman N° 3 estéril) ensamblados a
jeringas estériles. El filtrado obtenido fue depositado cn
tubos de ensayos estériles, que se sellaron con parafilms
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Tabla 2. Actividad fosfatasica de las mejores cepas fingicas aisladas desde suelo rizosferico o rizosfera de Dactilys
glomerata, Lolium perenney Trifollium repens.

E  Actividad fosl‘gtasica__ de las mejores cepas fangicas.
Cepa fiingica / Forrajera Pradera en rotacion_ Pradera permanente
T ORI 3 sl B A e :
2-158R Acremonium breve 'D —————————— 6933+ 3.5 4432+ 1.3
4-1R Chaetomiun globosum | 'D 1938+ 1.3 19.88 + 0.2 T
| 6-1R Fusarium oxysporum | D 3043% 30 | 600% 58 | = | s
9-1SR Flﬂrl'ﬂ_\_tﬂ(h}i rosea | L 18.70 + 0.6 157+ 1.1 . R
|4-2R Penicillium chrysogenum /L | —— T T ' 139.68 + 54 | 127.12+ 45
26-6SR Penicillium restrictum | |. 37+ 20 1448+ 1.0 S )
30-1R Tﬂ'(‘imdt’rma koningii |'T 1873+ 9.6 437+ 0.7 ) R P
|26-5R Penic illium restrictum | T | ceee N 25.16 £ 22.6 | 22.81+ 349
5-1R C ladosporium dadmp(mmdec T S +£20 734+ 12.2 ' LT I il

A Fosfatasa acida. B — Fosfatasa alcalina. D=D. glomerata. 1.= L. perenne. T= T. repens.

y se conservaron en camara friaa 4°C. La fraccion retenida
en cada filtro (micelios del hongo) fue depositada separada
y asépticamente en placas de Petri previamente taradas,
las que se depositaron en una camara de secado hasta
peso constante (48 h aprox.). tras lo cual se peso cada
placa que contenia el micelio. calculando la diferencia con
el peso conocido de la placa Petri, determinandose asi el
peso seco (PS) del micelio.

Determinacion de la actividad enzimatica
fosfatasas dcida y alcalina extracelular. De los filtrados
obtenidos se determind cuantitativamente las enzimas
fosfatasas acida y alcalina por el método modificado
desarrollado por Tabatabai & Bremner (1969). Antes de
determinar las fosfatasas de los filtrados. se realizé una
curva de calibracion. Como patron se utilizo una solucion
de p-nitrofenol (25mM). | ml. de solucion patron que se
diluyé en 100 ml. de buffer universal modificado (BUM)
para pH 6.5 y |1 (respectivamente). De esta solucion se
extrajeron 0, 1, 2. 3.4 y 5 mL que fueron depositados
independicntemente en tubos de ensayo y se ajustaron a
un volumen de 5 mL con agua destilada. A cada tubo se
agregd | ml de CaCl, y 4 ml. de NaOH. Los tubos sc
agitaron y su contenido se filtré independientemente a
través de papel filtro comun. A los filtrados obtenidos se
les leyo la Absorbancia (A%) en un espectrofotometro a
400 nm. Los datos obtenidos se graficaron, A® versus
concentracion y la pendiente formada correspondié al
factor de calibracion.

Para determinar las fosfatasas dcidas y alcalinas de
los filtrados en ensayo, en dos de cuatro tubos de ensayo
se deposité 1 mL del filtrado respectivo, dos de los tubos
se utilizaron para determinar fosfatasa alcalina (pH 11, un
tubo muestra y un tubo control), y dos tubos para
determinar fosfatasa acida (pH 6.5). Luego a cada tubo se
le agregaron 4 mL de BUM (pH 11 6 pH 6.5) y se agito. A
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continuacion, a cada tubo se le agregd 1 mL de sustrato
p-nitrofenil (previamente preparado con BUM pH 11 6 pH
6.5 enuna concentracion 8.4 pg/ml.) y se agito por algunos
minutos. Los tubos se taparon e incubaron a 37 "C por |
hora en un bafio termoregulado. Pasado este periodo. a
cada tubo se agregd | mL de CaC’, 0.5 M y 4 mL de NaOH
0.5 M. y se agit6. Por ltimo el contenido de cada tubo se
filtrod independientemente a través de papel filtro comun,
y el filtrado obtenido se traspasé a un tubo de ensayo.
tras lo cual se leyo la A® (intensidad del color amarillo) a
400 nm. Paralelamente, los tubos controles (pH 6.5 y pH
11), siguieron el mismo tratamiento, pero no se les
agregaron filtrados fiingicos, estos también se leyeron a
400 nm correspondiendo al blanco de ta muestra. Para la
obtencion de los datos de concentracion de fostatasa
acida y alcalina de cada muestra, sc calculd la diferencia
entre el tubo control y el tubo de muestra, el resultado
obtenido se interpolé en la curva de calibracion utilizando
la siguiente relacién: Absorbancia (A®) - Factor de
Calibracion * Concentracion. El valor final correspondid
ala concentracion de la enzima y se expreso en las unidades
de mg de p-nitrofenol/mL.. La concentracion final esta dada
en funcion del peso seco del micelio de la cepa fingica
(mg p-nitrofenol/mL.*g micelio), que en el texto se indica
como mg/mL*gr micelio.

Andlisis de datos. Para fosfatasa (acida y alcalina)
la A° fue medida con tres repeticiones por cepa,
obteniéndose la media y desviacion estdndar para cada
una. Para seleccionar las mejores cepas fiingicas (maxima
actividad enzimatica), se realizo un andlisis de varianza
(ANDEVA) con el programa estadistico Statgraphics plus
2. aplicandose test de Tukey HSD (p<0.05). De las 30
cepas fungicas aisladas desde cada una de las 3 rizosferas
(SR y R) y ambas practicas de manejo (pradera permanente
y en rotacion), fueron analizadas en forma independiente.
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scleccionando la cepa fingica con mayor actividad
enzimilica de acuerdo al género fliingico que pertenece, al
tipo de muestra (SR o R) y practica de manejo.

RESULTADOS

En lo que respecta a la actividad de la fosfatasa
acida determinada en las cepas fiingicas de suelo rizosferico
(SR) y de la rizofera (R) de  Dactilys. glomerata (pasto
ovillo) de pradera en rotacion y permanente, los maximos
valores se determinaron para la cepa 6-1R de Fusarium
oxysporum (30.43 mg/mL*g micelio) aislada desde la R
de D. glomerata cultivada en pradera en rotacion (Tabla.
2) v para lacepa 2-1SR de Acremonium breve (69.33 mg/
mlL.*g micelio) aislada de SR de D, glomerata cultivada en
pradera permanente(Tabla.2). Los valores minimos se
determinaron para la cepa 8-18SR de Mortierella vinacea
(172 mg/mL*g micclio) v en la cepa 30-1SR de
Trichoderma koningii ('1abla 2) (1.83 mg/mL*g micelio),
ambas aisladas de SR de D. glomerara cultivada en pradera
en rotacion y permanente respectivamente.

Fn lo que respecta a la fosfatasa alcalina los valores
maximos se determinaron para la cepa 4-1R de Chaetomiun
globosum (19 88 mg/ml*¢ micelio) aislado desde la R de
D. glomerata cultivada en pradera en rotacion (Tabla 2) y
para la cepa 2-1SR de A. breve (44.32 mg/mL*g micelio),
cuyo origen fue antes seiialado (labla .2). Los valores
minimos se determinaron en la cepa 30-1SR de
Zygorrhynchus moelleri (0.58 mg/mlL*gr micelio)yen la
cepa 7-15R de Mucor hienalis (0.78 mg/mL*gr micelio)
ambas aisladas de SR de D. glomerata cultivado en pradera
€n rotacion y permanente respectivamente.

Referente a la actividad dc la fosfatasa acida
determinada en las cepas fungicas de SR y de la R de
Lolium perenne (ballica inglesa). cultivado en pradera en
rotacion v permanente, los maximos valores de actividad
se determinaron para la cepa 9- 1SR de Clonostachys rosea
(18.70 mg/mL*g micelio) aislada desde SR de L. perenne
cultivado en pradera en rotacion (Tabla.2) y para la cepa
14-2R de Penicillium chrysogenum (139.68 mg/ml.*g
micelio) aislada desde la R de L. perenne cultivado en
pradera permanente (Tabla.2). Los valores minimos se
determinaron para la cepa 30- 1SR de Z. moelleri (0.06 mg/
ml*g micclio) v en la cepa 7-1R de Cladosporium
cladosporioides (2.79 mg/ml.*g micelio) (Tabla. 2), la
primera cepa aisladas desde SR ylaotra cepade laR de L.
perenne cultivado en pradera en rotacion y permanente
respectivamente. En lo que respecta a la fosfatasa alcalina
los valores maximos se determinaron para la cepa 26-6SR
de Penicillium restrictum (14.48 mg/mlL*g micelio) aislada
de SR de L. perenne cultivado en pradera en rotacion
(Tabla.2) y para la cepa 14-2R de P, chrysogenum (127.12

mg/mL*g micelio), cuyo origen fue antes sefialado en el
texto(Tabla. 2). Los valores minimos se determinaron en la
cepa 30-1SR de Z, moelleri (0.07 mg/mL*g micelio) yen la
cepa 7-1R de C. cladosporioides (1.31+mg/mL*g micelio)
(Tabla. 2)cl origen de ambas cepa fue antes indicado en el
texto.

Con respecto a la actividad de la fosfatasa acida
determinada en las cepas fungicas de SR y de la R de
Trifollium repens (trébol blanco) de pradera en rotacion y
permanente, los maximos valores de actividad se
determinaron para la cepa 30- R de Trichoderma koningii
(18.73 mg/mL*g micelio) y para la cepa 26-5R de
Penicillivm restrictum (25.16 mg/ml*g micelio) ambas
aisladas desde la R de 7. repens cultivado en pradera en
rotacion y pradera permanente respectivamente (Tabla. 2),
Los valores minimos se determinaron en la cepa 7-1SR de
Mucaor hiemalis (0.24 mg/mL*g micelio) y en la cepa 4-
ISR de Eurotium amstelodami (5.05 mg/ml_*g micelio)
ambas aisladas de SR de 7. repens cultivado en pradera en
rotacion y permanente respectivamente. En lo que respecta
a la fostatasa alcalina los valores maximos se determinaron
para la cepa 5-1R de Cladosporium cladosporioides (7.34
mg/mL*g micelio) y para la cepa 26-5R de P, restrictum
(22.81 mg/ml.*g micelio), ambas aisladas desde la R de 7.
repens cultivado en pradera en rotacion v permanente
respectivamente (Tabla. 2). Los valores minimos se
delerminaron en la cepa 7-1SR de M. hiemalis (0.03 mg/
ml.*g micelio) y en lacepa4-1SR de E. amstelodami(5.09
mg/mL*g micelio) el origen de ambas fue antes indicado
en el texto.

Como se observa en la Tabla 2. estadisticamente (p
<0.05) de entre las mejores cepas, la mejor de todas que
registrd los mayores valores tanto para fosfatasa acida y
alcalina, lue la cepa 14-2R de Penicillium chrysogenum
aislada de la rizosfera de L. perenne cultivado en pradera
permanente. De acuerdo al origen (suelo rizosferico v
rizosfera) de las mejores cepas evaluadas no se registro
una diferencia estadisticamente signilicativa. De acuerdo
al manejo dado a la pradera, comao se observa cn la Tabla 2,
entre las mejores cepas evaluadas de la pradera
permancente existio una concordancia mas estrecha en los
valores determinados para fosfatasa dcida y alcalina,
aspecto que no ocurre para las mejores cepas evaluadas
de la pradera en rotacion, pues la mayoria presenta valores
disimiles para ambos tipos de fosfatasas. a veces alto para
fosfatasa dcida y bajo para fosfatasa alcalina o a la inversa.

DISCUSION
De acuerdo a los resultados sefialados, indepen-
diente del origen de las cepas aisladas, todas presentaron

actividad para fosfatasa acida y alcalina, cuyo méaximo del
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total de cepas ensayadas (180) lo presento la cepa 14-2R
de Penicillium chrysogenum aislada de la rizosfera de L.
perenne cultivado en pradera permanente. En el presente
estudio se determiné que primordialmente las cepas del
género Penicillium presentaron aceptable actividad
fosfatasica dcida y alcalina. Guimaraes ef al. (2003), aislo
30 especies de hongos filamentosos desde suelos de
Brazilian, obteniendo una cepa de Aspergillus caespitosus,
que produce y secreta altos niveles de fosfatasa alcalina
en medios de cultivo suplementados con xilano, estos
resultados difieren de los determinados en el presente
estudio para las cecpas de Aspergillus, las cuales
presentaron actividad fosfatasica acida y alcalina, pero en
una cantidad muy baja. Por su parte, Tarafdar er al (1995),
ensayaron la eficiencia de cepas de Aspergillus en el suelo,
evaluando los efectos de este hongo en las actividades
enzimaticas rizosféricas de Triticum aestivum L.y Cicer
aerietinum Linn., concluyendo que A.rugulosus registro
la mejor produccion de fosfatasa, mientras que A. niger
registré la menor produccion. En general el experimento
mostro que las cepas de Aspergillus aumentan significa-
tivamente el P disponible y la produccion de biomasa de T
aestivum y C. arietinum. Sin embargo, la mayoria de los
estudios sobre la disponibilidad de P en los suelos para la
absorcién por parte de las plantas y los hongos filamen-
tosos capaces de solubilizar P, estin enfocados a cepas
fangicas capaces de excretar dcidos organicos e
inorganicos ( Varsha-Narsian et al 1994; Valenzuela ef al.
2002), destacando en todos los casos cepas del género
Aspergillus. Por su pai te, Borie et al. (1983). determind in
vitro, desde 7 suelos derivados de cenizas volcanicas la
poblacion de bacterias y hongos capaces de solubilizar
tanto fosfatos inorganicos como organicos, encontrando
que los hongos eran mas activos que las baclerias y en
cuatro de ellos: Penicillium sp., A.niger, Mucor sp. y
posiblemente Botrytis sp.. determiné una solubulizacion
importante de fosfatos y del fitato del aluminio por A. niger
y posiblemente Botrytis sp. Estudios realizados por
Weber & Pitt (1997), en la excrecion de fosfatasa acida por
Botrytis cinerea, mostraron una secrecion activa de
fosfatasa dcida en medios liguidos enriquecidos con
fosfatos, hidrolizando completamente los fosfatos
orginicos entre 24 y 48 horas de incubacion, ademas
determinaron que la secrecion de la enzima es reprimida
por la presencia de fosforo inorganico, no siendo inducida
por el sustrato. Por su parte Mamatha er. al. (2004),
reportaron que la actividad de fosfatasa acida, fosfatasa
alcalina, y deshidrogenasa, fueron mas altas en la rizosfera
de un bosque de sandalos que la rizosfera de hierbas,
donde el tipo de vegetacion influencia en gran parte la
presencia de fosfatasa dcida. Por su parte la fosfatasa
alcalina es derivada de las poblaciones microbianas del
suelo y encontraron una correlacion entre la actividad
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fosfatasa acida, fosfatasa alcalina y el namero de
microorganismos del suelo. Esto sugiere que la micota
asociada a la rizosfera juega un importante rol en las
transformaciones del P.

Por otra parte, en un experimento de campo en las
sabanas acidas del estado de Guaricd, se determind la
actividad de la enzimas del suclo deshidrogenasa y
fosfatasa acida, evaluando diferentes tipos de residuos
(gramineas, leguminosas v nativos) los resultados
mostraron una clara diferencia. en la actividad de la
deshidrogenasa, entre los residuos de gramineas y
leguminosas, con respecto a los suelos bajo residuos
nativos y sin residuos. Por su parte la actividad de
fosfatasa dcida fue mayor en los tratamientos con menor
disponibilidad de P. Esto demostrd la importancia del uso
de précticas de manejo conservacionistas ( Espana, 2003).
En otro estudio realizado por Sauces ef al. (1998), en
actividad enzimdtica de estereasas. fosfatasas, y galacto-
sidasas, en suelos de tres fincas ganaderas con pastos
permanentes y manejo tradicional, situadas a diferente
altitud, comprobaron que al aumentar la altitud disminuye
el pH y aumenta el agua atil, la materia organica, la relacion
C/N, el nitrégeno total y la actividad de las tres enzimas
estudiadas. Concluyendo que la actividad enzimatica, en
especial fosfatasas y estereasas en suelos del mismo tipo
y meteorologia podrian ser consideradas un parametro
indicador de la fertilidad del suelo.

Las cepas fungicas aisladas desde la rizdstera de
Trifolium repens cultivado en pradera permanente.
mostraron un alto numero de cepas con actividad
enzimatica fosfatasica, y en general, la mayoria de las cepas
fungicas con alta actividad enzimatica, fueron aisladas
desde las rizosfera de 7. repens cultivadas en pradera
permanente, es posible que esta especie ejerza una
influencia importante por los exudados de las raices, pues
de acuerdo a la especie. varian los exudados vertidos en la
rizosfera. Sin embargo, la cepa fingica que presento la
mayor actividad enzimatica para las fosfatasas estudiadas,
fue aislada desde la rizosfera de L. perenne cultivado en
pradera permanente, ésta cepa pertenece a P2 chrysoge-
num, siendo aislada desde todas las rizosferas en estudio.

El presente estudio permitio conocer la diversidad
fungica y determinar uno de los parametros bioquimicos
cuantificables capaces de evidenciar el estado de la
fertilidad de los suelos, especificamente una porcion que
afecta directamente a las plantas, la rizosfera, y su
interaccion directa con los microorganismos y los
procesos bioguimicos esenciales para ¢l total desarrollo
del ecosistema. El perfil enzimatico sirve como indicador
de cambios en la estructura de los suelos, niveles de materia
organica, captabi.idad de los ciclos biogeoquimicos,
indicador de los efectos negativos de contaminacion. y
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por consiguiente indicador de la calidad del suelo. Por
otra parte, el estudio indica desde el punto de vista
microbiologico y bioquimico una buena calidad de los
suelos. debido a la diversidad de taxa fingicos registrados
v a la actividad enzimatica presentada por ellos. Sin
embargo se presentaron diferencias en sus actividades
cnzimaticas, dependiendo de la rizésfera desde donde
fueron aisladas las cepas fiingicas y el tipo de manejo.

CONCLUSIONES

En todas las cepas fungicas ensayadas se determino
actividad para fosfatasa dcida y alcalina.

Mayoritariamente las cepas del género Penicillium
presentaron los valores mayores para ambos tipos de
fosfatasas. independiente del origen (SR o R), pastos
forrajeros y tipo de pradera.

La mejor de todas las cepas que registrd los
mayores valores tanto para fosfarasa acida (139.68 + 5.4)
valcalina (127.12 +4.5) fue la 14-2R de P, chrysogenum
aislada de la rizdsterade L. perenne cultivado en pradera
permanente,
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