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RESUMEN

La alfalfa (Medicago sativa L.), principal especie forrajera del pais, es base de la
produccién de carne y leche en la Region Pampeana. De los nutrientes que consume, el
nitrégeno, fésforo y con menos frecuencia el boro y azufre son los mas limitantes. El
fosforo esta en el suelo en forma orgdnica e inorgdnica y procesos geoquimicos y
bioldgicos regulan su disponibilidad. A su vez, se encuentra como: fésforo muy labil,
fosforo 1abil, fésforo moderadamente labil, fésforo inorganico, fésforo orgdnico e
inorganico en forma muy estable. Se considera que la utilizacion de microorganismos
solubilizadores de fésforo, promoverian la disponibilidad de este elemento solubilizando
las distintas fracciones presentes en el suelo.

Se plantea como objetivo de este trabajo comprobar Ila accién de bacterias
solubilizadoras de fésforo sobre las distintas fracciones de éste, presentes en el suelo y
cuantificar dicho efecto.

En este trabajo se optimizaran técnicas y se realizardn ensayos en invernadero con
suelo con bajo contenido en fésforo disponible, el cual serd inoculado con aislamientos de
bacterias solubilizadoras de este elemento. Se cuantificara el fésforo en las distintas
fracciones del suelo al comienzo y al finalizar este ensayo mediante el método

colorimétrico de Murphy y Riley.
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ABSTRACT

Perennial pastures are the forage basis which supports the production of meat in
our country, among them alfalfa (Medicago sativa L.) is one of the most important forage
resources. From the nutrients it consumes, nitrogen, phosphorus and less frecuently,
boron and sulfur, are the most limiting ones. Phosphorus is found in soil in both organic
and inorganic forms, and geochemical and biological processes regulate its availability. At
the same time, it can be found as: highly labile phosphorus, labile phosphorus,
moderately labile phosphorus, inorganic phosphorus, organic and inorganic phosphorus
in a very stable manner. It is considered that the use of phosphorus solubilizing
microorganisms would promote the availability of this element solubilizing the different
fractions present in soil. The aim of this work is to verify the action of phosphorus
solubilizing bacteria on the different fractions of this element found in the soil and
quantify this effect. In this study, techniques will be optimized and tests will be carried
out in a greenhouse with soil with a low content of available phosphorus, which will be
inoculated with isolates of solubilizing bacteria of this element. Phosphorus will be
qguantified in the different soil fractions at the beginning and the end of this essay by the

colorimetric method of Murphy and Riley.



Estudio cuantitativo del efecto de bacterias solubilizadoras de fésforo sobre las distintas
fracciones de este elemento en el suelo.

INDICE

INTRODUCCION

El fésforo como nutriente 1
El fésforo y su importancia en los cultivos 4
Caracterizacion de las distintas formas de fosforo en el suelo 6
Fosforo: fertilizantes y problematica 7
Bacterias promotoras de crecimiento vegetal 8
Bacterias solubilizadoras de fésforo 11
HIPOTESIS Y OBJETIVO 13

MATERIALES Y METODOS

Muestra 14
Microorganismos 14
Disefio experimental 15
Determinaciones de laboratorio 16
Descripcion de la extraccion secuencial 17
Analisis estadistico 19
RESULTADOS Y DISCUSION 20
CONCLUSIONES 28

BIBLIOGRAFIA 29



Estudio cuantitativo del efecto de bacterias solubilizadoras de fésforo sobre las distintas
fracciones de este elemento en el suelo.

INTRODUCCION

El fosforo como nutriente

El fésforo, después del nitrédgeno, es el nutriente que mas frecuentemente afecta
la produccién de los cultivos (Fernandez et al., 2007). Este elemento forma parte de las
enzimas, acidos nucleicos y proteinas, y esta involucrado en practicamente todos los
procesos de trasferencia de energia (Leinweber et al., 2002). El contenido de fésforo en el
suelo estd definido por el material madre y, en general, se ha observado un marcado
efecto del clima, siendo zonas mas himedas, las mas deficientes en este nutriente
(Tisdale et al., 1993). Junto con el nitrégeno y el potasio conforman el grupo de
macronutrientes por las cantidades requeridas por los cultivos y por la frecuencia con que
se encuentran en cantidades deficientes para estos (Garcia, 2001). El fésforo integra
todas las cadenas alimenticias pasando de un organismo a otro. Las plantas lo toman de
la solucién del suelo. Normalmente ésta es demasiado pobre para sostener un cultivo y
debe ser retroalimentada continuamente de las formas mas insolubles de fdsforo del
suelo, a medida que los cultivos lo extraen. La mayor parte de los suelos agricolas son
demasiado pobres como para sostener este proceso y precisan de la fertilizacion (Hedley
etal. 1982).

En las plantas, el fésforo es necesario para la respiracién, fotosintesis,
funcionamiento celular y en la transferencia y reproduccién de genes (Stauffer and
Sulewsli, 2001). El fésforo se absorbe principalmente por las raices desde la solucién del
suelo como iones H,PO4 y en menor medida como HPO42'. Las plantas en crecimiento no
almacenan estos iones, exigiendo una abundante provisién desde el suelo (Mullen, 2005).
Por supuesto las plantas que no obtienen de manera suficiente el fésforo necesario,
sufren importantes retardos en su crecimiento. Los sintomas mas tipicos son la coloracion
verde oscura-azulada en los cereales, disminucién de la tasa de formacion de frutos y
semillas, y un retraso en la maduracién y finalizacion del ciclo. Los cultivos de alta
produccién demandan una gran cantidad de fésforo, un factor clave para lograr alto
rendimiento es mantener a toda la planta bien nutrida de dicho elemento. La produccién
sustentable de cultivos requiere programas de fertilizacién fosforada que sean capaces al
menos de reponer las cantidades extraidas de los campos (Jhonston, 2000).

Del foésforo total del suelo, sélo las fracciones solubles y labiles (inorganicas y

organicas), estan disponibles para las plantas durante el ciclo del cultivo. Una pequefia
1
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parte de fosforo estd en forma soluble, la cual estd en equilibrio con la fraccion labil que
comprende el fésforo orgdnico facilmente mineralizable y los fosfatos débilmente
adsorbidos a las arcillas coloidales. La mayor parte del fésforo del suelo estd en formas
insolubles o fijadas, principalmente como minerales primarios fosfatados, humus,
fosfatos insolubles de calcio, hierro y aluminio, y fosfatos fijados por los éxidos y
minerales silicatados. También dependiendo del pH del suelo van a predominar unos u
otros, en suelos de pH acido predominan los fosfatos de aluminio y hierro, mientras que
en suelos alcalinos predominan los de calcio (Lindsay, 1979; Tisdale et al., 1993). Se sabe
gue algunas bacterias son capaces de solubilizar el fésforo desde la roca madre (Mullen,
2005). Los compuestos anteriormente citados son a largo plazo importantes para los
cultivos porque tienen diferentes solubilidades y disponibilidades de compuestos de
fosforo en el corto plazo, la absorcion del fésforo puede predominar sobre la
precipitacion que controla la solubilidad. Todo esto se ve resumido en el ciclo del fésforo

en el suelo (Figura 1).
Figura 1: Ciclo del fésforo en el suelo. (Khan et al. 2003)
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La concentracién del fésforo en la solucién del suelo es muy baja (1 al 10 % del
fésforo total), por lo tanto el fésforo absorbido por las raices debe ser continuamente
reabastecido. La cantidad de fésforo en la solucién del suelo es generalmente 100 veces
menor que la cantidad disponible oscilando entre 0,1 y 0,6 kg/ha para la capa arable. La

concentracion de la solucidon del suelo es mantenida por procesos biolégicos que liberan
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el fésforo de la materia organica, pero también por la desorcién o disolucién quimica o
bioldgica. El fésforo orgdnico en la Regién Pampeana comprende entre un 40 y 70 % del
fosforo total del suelo y es originado a partir de los residuos de las plantas, animales y
microorganismos. Gran parte de los residuos contienen fésforo rapidamente disponible y
lixiviable. De un 60 a 90 % del fésforo absorbido por una pastura es reciclado al suelo por
las plantas y animales (Haynes and Williams, 1991), pero esta proporcidn de reciclaje de
nutrientes es mucho menor en suelos bajo cultivo de cosecha.

La mineralizacion del fésforo proveniente de la materia organica representa una
contribucién significativa para las necesidades de fosforo de las plantas. La mineralizacién
y disponibilidad de esta fraccién depende de la descomposicién de la materia organica.
Cualquier reduccion en el aporte de materia organica y una aceleracion de la
mineralizacidon en un suelo resulta en una mineralizacion neta de la materia organica del
suelo. A medida que los residuos se descomponen para formar materia orgdnica y liberar
algunos de los nutrientes asociados, el fésforo es liberado en cantidades mayores que
aquellas determinadas por las transformaciones inorgdnicas que puede sufrir. Entonces la
degradacion de la materia organica controla la liberacién de fésforo orgdnico, pero una
vez liberado, los sitios de absorcidn y las reacciones quimicas compiten por la
disponibilidad de éste, de manera que la mineralizacién de fdsforo por si sola no es una
medida del abastecimiento de este nutriente y gran parte del fésforo mineralizado
rapidamente queda no disponible.

Si el flujo o reabastecimiento se interrumpe, el rendimiento del cultivo no sera
maximo. Existe un equilibrio entre el fosforo en la fase sdlida y en la solucién, lo que
indica una liberacion de iones fosfato hacia la solucién del suelo. Si los iones fosfato no
son absorbidos por los vegetales llegara un punto en el cual éstos se fijaran quedando
sorbidos o adsorbidos sobre la fase sélida. Este equilibrio esta gobernado entre otros
factores por la oferta de fdsforo en la fase sdélida y la demanda de los vegetales, la
temperatura, el pH, la actividad microbiana y el tipo de arcilla, que determinaran la
cantidad de fosforo en la soluciéon y la tasa de reposicidn. La concentracién de un
nutriente en la solucion del suelo representa la intensidad del mismo, en este caso los

fosfatos en solucidon (Quintero, 2002).
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El fosforo y su importancia en los cultivos

Los requerimientos nutricionales de los cultivos varian segun el nivel de
produccién y el manejo al que es sometido. Ademas la disponibilidad de los nutrientes
esta determinada tanto por factores edaficos como por la capacidad de la planta para
tomarlos y utilizarlos. Con una fertilizacion equilibrada se obtendran, no sélo pastos de
excelente calidad, sino también, un aumento en la productividad (Diaz-Zorita vy
Gambaudo, 2007). Asi mismo hay que tener en cuenta que la agricultura continua
produce, en suelos de la Regién Semidrida de la Region Pampeana Central (RSPC),
disminuciones considerables del fésforo asimilable y en menor medida del fdsforo
inorganico total (Buschiazzo et al., 1994).

Particularmente, la alfalfa (Medicago sativa L.) es la principal especie forrajera del
pais y la base de la produccién de carne y leche en la Regién Pampeana. La difusion del
cultivo se apoya en sus altos rendimientos de materia seca (MS. ha™), su excelente
calidad forrajera y su gran adaptabilidad a diversas condiciones ambientales (suelo, clima
y manejo) (Basigalup and Rosanigo, 2007).

Para una alta produccion de forraje la alfalfa requiere suelos profundos (>1,2m),
bien aireados, de reaccién mas bien neutra (pH 6,5 a 7,5) y buena fertilidad. A medida
gue las condiciones reales se alejen de este marco ideal, el cultivo disminuye su
rendimiento y persistencia.

El fosforo es un elemento fundamental en la nutricion de la alfalfa porque
interviene en multiples procesos, como el desarrollo de la biomasa aérea y radicular, la
capacidad de nodulacidn y de fijaciéon de nitrégeno atmosférico, el funcionamiento de
regiones meristematicas, la fotosintesis, la sintesis de carbohidratos y proteinas, la
transferencia de energia (ATP), etc. Una adecuada provisidon de P es fundamental no sélo
para la productividad de la planta sino también para su tolerancia a factores de estrés (ej.
sequia) y su persistencia. Suelos con niveles de P extractable inferiores a 25 ppm, y un pH
neutro a ligeramente acido, requieren del agregado de fertilizantes fosfatados para la
correcta implantacién y el desarrollo de la alfalfa. Estos niveles criticos son variables y
dependen del nivel de produccién y de la disponibilidad relativa de otros nutrientes
(Basigalup y Rosanigo, 2007).

Se ha demostrado que las pasturas de alfalfa permiten recuperar los niveles de
carbono organico y nitrégeno total de algunos suelos de la Regién Semiarida Pampeana
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Central (RSPC) (Bono and Fagioli, 1994; Loewy, 1994), pero que disminuyen
significativamente sus contenidos de fdsforo asimilable (Echeverria et al., 1993). Los
suelos de la Region Pampeana muestran una continua disminucién en los niveles de
fosforo disponible. Esta disminucion ha sido atribuida a la mayor produccidn de granos y
el reducido uso de fertilizantes fosfatados. El balance de fésforo de los suelos pampeanos,
determinados como la diferencia entre el fésforo exportado en granos y el aplicado con
los fertilizantes, sigue siendo ampliamente negativo a pesar del incremento de uso de
fertilizantes observado en la ultima década (Garcia, 2001). En la Regién Semiarida
Pampeana (RSP), en 1980 las areas con deficiencias de fosforo (valores menores a 10
ppm) se localizaban en los departamentos Guatraché, parte de Hucal y Utracan y
ocasionalmente aparecian en otros lugares. Tanto los departamentos mencionados como
Trenel se encuentran afectados casi en su totalidad. Zonas con niveles medios a
deficientes comienzan a ser frecuentes en los departamentos Capital y Toay. Los
departamentos Realicd, Maracd, Quemu, Catrild, Atreuco y Chapaleufu, presentan aun
zonas con buena a mediana disponibilidad (Montoya y otros, 1999).

En el afio 2006 se realizd una actualizacion del mapa de fésforo asimilable, en el
cual no predominaron las dreas de deficiencia como ocurrié en el mapa del afno 1996
(Romano y Roberto, 2007). De todas maneras la zona de la planicie con tosca presenté
valores deficientes de fosforo asimilable, al igual que los departamentos del sur de la
provincia tal cdmo Guatraché y Hucal. Las diferencias entre los mapas de 1996 y 2006
(Figura 2) fueron en mayor medida debido a diferencias metodoldgicas y en funcién a la
respuesta al fosforo en los cultivos se puede pensar que la disponibilidad del nutriente es
congruente con las determinaciones anteriores.

Figura 2: Evolucién de los contenidos de fésforo para el periodo 1996-2006. (Montoya y otros,

1999; Romano y Roberto, 2007).
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Caracterizacion de las distintas formas de fosforo en el suelo

En el suelo, el fésforo se encuentra tanto en formas organicas como inorganicas y
su disponibilidad para las plantas estd condicionada por reacciones fisicoquimicas y
bioldgicas (Boschetti et al., 2003). EI movimiento del fésforo del suelo hacia las raices
ocurre en una pequeia darea alrededor de las raices, y esta transferencia de fésforo es
afectada por las interacciones entre el suelo y la planta. Para la determinacién de las
diversas formas de fosforo presentes en el suelo una de las técnicas mas difundidas fue la
propuesta por Hedley et al. (1982), quienes desarrollaron un método de fraccionamiento
secuencial de este elemento del suelo para caracterizar diferentes fracciones de acuerdo

a su grado de disponibilidad y asociacién con distintos compuestos (Tabla 1).

Tabla 1: Fraccionamiento secuencial de fésforo modificado de Hedley y designacién de las

fracciones.

Reactivo Fraccion Interpretacion

NaHCO3 0,5M pH 8,5 Pi-HCO; Pi labil

Po-HCO; Po labil (microbial)

NaOH 0,1 M Pi-NaOH Pi moderadamente labil retenido por
guimioadsorcion superficial en
compuestos de Fe y Al

Po-NaOH Po moderadamente Iabil ligado a
acidos humicos y fulvicos

HCI1 M Pi-HCI Pi protegido fisicamente en

microagregados

Este fraccionamiento tiene por objetivo determinar el fésforo labil (extraido con
resinas de intercambio anidnico y NaHCOs), fésforo asociado con hierro y aluminio
(extraido con NaOH), fésforo asociado con calcio (extraido con HCl) y formas mas
resistentes de fosforo extraidas por digestion. En las extracciones con NaHCOsy NaOH las

fracciones de fésforo se subdividen en organicas e inorganicas (Tiessen and Moir, 1993).
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Las plantas absorberian mads facilmente las fracciones inorgdnicas extraidas con resinas,
NaHCO3; y NaOH. En tanto que la fraccion obtenida con HCl seria la de menor
disponibilidad. Con respecto al fésforo orgdnico, la fraccion extraida con NaHCO;
corresponderia al fésforo inmovilizado por los microorganismos presentes en la rizésfera
y en consecuencia, de rapida mineralizacidn. El fésforo organico extraido con NaOH
corresponderia a los fosfatos asociados en estructuras orgdnicas mas estables. La fraccidon
de fdsforo extraible con HCl se estima que corresponde a compuestos de fdsforo

asociados al calcio, que aumentan su solubilidad cuando el pH disminuye.

Fosforo: fertilizantes y problematica

Cuando aplicamos fertilizantes fosfatados estos se difunden en el suelo y si no son
absorbidos por las raices de las plantas, serdn absorbidos por las particulas del suelo o
precipitardn de manera que su disponibilidad se reducira en el tiempo. La cantidad de
fésforo total en los suelos es muy superior a lo que necesitan los cultivos, pero la baja
solubilidad de los compuestos que forma y los sitios de absorcion que compiten por
fésforo con las plantas generan una baja disponibilidad. Cuando los suelos son cultivados,
esta baja disponibilidad se traduce en una deficiencia de este elemento que tendra que
ser compensada con fertilizacién (Loewy, 1994). El resto del fésforo que se aplica como
fertilizante, no aprovechable por el cultivo, contribuye a aumentar la reserva del suelo,
pero es de lenta residualidad. Pero una aplicacidn regular de fertilizantes fosforados no
solo implica un costo econémico, sino también ambiental, lo cual resulta indeseable. Esto
ha llevado a la busqueda de una alternativa, que sea rentable ecolégica vy
econdmicamente para la produccién en suelos con bajos niveles de fésforo. En este
contexto, es que surgen los biofertilizantes o inoculantes, los cuales aprovechan los
beneficios que aportan microorganismos denominados PGPR (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria) en contacto con el suelo y el cultivo para ejercer la funcién de fertilizacion.
Especificamente para el caso del fésforo, microorganismos con actividad solubilizadora de
fésforo pueden proveer de formas solubles de este elemento a las plantas y por ende se
convierten en una buena opcidn para la sustituciéon de los fertilizantes quimicos

(Rodriguez and Fraga, 1999).
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Bacterias promotoras de crecimiento vegetal

De los ambientes en los cuales crecen las plantas, el suelo es el mas complejo ya
que no solo afecta directamente el desarrollo de las raices sino que influye en el
crecimiento y los rendimientos de las partes aéreas. La coordinacién entre los procesos
de desarrollo de las diferentes partes de la planta se evidencia en sus cambios de tamafio
a medida que ocurre el crecimiento. En éste influyen factores edafoclimaticos, quimicos y
bioldgicos, ninguno de los cuales debe obviarse al momento de estudiar algun proceso
que involucre un vegetal y su entorno (Garate y Bonilla, 2000). Las interacciones entre
planta-suelo-microorganismo tienen gran importancia en la produccion de los cultivos y la
fertilidad del suelo. Ese ambiente, bajo la influencia de las raices es llamado “rizésfera”
(Figura 3) (Lynch and Whipps, 1990). La densidad y la distribucién bacteriana en el
ambiente, obedecen principalmente al tipo y cantidad de excreciones de la raiz, a la
genética y edad de la planta y a las condiciones ambientales (Paul and Clark, 1989;
Primavesi, 1984; Alexander?, 1980).

Figura 3: La raiz y su zona de influencia.
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La rizésfera es dindmica, puede cambiar rapidamente en espacio y tiempo lo
suficiente como para alterar sus caracteristicas. Estos cambios pueden influenciar las
asociaciones entre la planta y la comunidad microbiana. Los limites de la rizdsfera son
dificiles de definir. Una solucidn sencilla a este problema podria ser dividir a esta area en
rizésfera, endorizdsfera, rizoplano y raiz. Ademads, dentro de las partes de la raiz podemos
destacar el apice radical, que tiene como funcién primaria proteger el meristema de la
raiz a medida que esta se mueve por el suelo. El dpice produce mucilago y otras

sustancias para mejorar el crecimiento de las células (Kennedy, 2005).
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El mucigel constituye un material gelatinoso de la superficie de las raices que
incluyen mucilagos vegetales, células bacterianas y sus productos metabdlicos asi como
coloides minerales y materia orgdnica del suelo. Esta zona es muy importante ya que
mantiene a las raices y al suelo en contacto y es un reservorio de nutrientes y agua para el
vegetal. Su extension a lo largo del sistema radical es variable (Frioni, 1999).

Diversos factores ambientales, tales como el carbono y las fuentes de energia, los
nutrientes minerales, los factores de crecimiento, los iones presentes, el agua disponible,
la temperatura, la presion, la composicién del aire, la radiaciéon electromagnética, el pH,
los potenciales de oxido-reduccidn, las superficies, las relaciones espaciales, la genética
de los microorganismos y la interaccidon entre ellos, pueden afectar la ecologia, la
actividad y la dindmica de la poblacion microbiana en el suelo (Figura 4) . Estos factores
ambientales pueden cambiar notablemente, por lo tanto el suelo es un sistema dindmico
(Nannipieri et al., 2003).

Figura 4: Representacion esquematica de los procesos fisioldgicos y quimicos que influyen en la

disponibilidad del fosforo en la rizésfera (Richardson, 2007).
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Los microorganismos del suelo constituyen un factor clave en el ciclaje de los
nutrientes y la fertilidad de los suelos. Las rizobacterias que establecen interacciones
positivas con las raices de las plantas, juegan un rol fundamental en los ambientes
agricolas y son promisorias por su uso potencial en una agricultura sostenible (Kloepper,

1996; Glick, 1995).
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En el suelo se encuentran dos tipos de bacterias que producen beneficios a las
plantas, aquellas que forman una relacidn simbidtica y las que no son simbidticas también
denominadas de “vida libre”. Estas ultimas a menudo se encuentran cerca o sobre las
raices o aun dentro de las mismas (enddfitos) (Kloepper et al., 1989; Frommel et al.,
1991). Generalmente son conocidas como “Rizobacterias Promotoras del Crecimiento

|II

Vegetal”, denominadas PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacterias) (Kloepper et al.,
1989). Dentro de los mecanismos PGPR podemos encontrar: la fijacion bioldgica de
nitrégeno, la produccion de sideréforos, la solubilizacion de fdsforo, la produccién de
fitohormonas, la produccién de antibidticos, etc. Bashan y Holguin (1998) propusieron un
concepto para definir cientificamente las PGPR: por un lado las denominadas bacterias
promotoras del crecimiento vegetal por biocontrol (Biocontrol-PGPB), que incluye a las
bacterias que suprimen el desarrollo de patégenos, ya sea por produccion de sustancias
inhibitorias o por incremento de la resistencia natural de la planta, y las bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPB), aplicables a las bacterias que afectan a las
plantas por medio de otros mecanismos diferentes al biocontrol. Hay suficiente evidencia
de que el modo de accién de muchos microorganismos promotores del crecimiento
vegetal es por incrementar la disponibilidad de nutrientes en la rizdsfera de las plantas. La
manera por la cual estas bacterias producen esta mayor disponibilidad implica la
solubilizacién de nutrientes o la produccién de determinadas sustancias, que ayudan
facilitando el transporte de estos (Vessey, 2003). Con estos términos se incluyen todos los
grupos bacterianos que son beneficiosos para las plantas, y que podrian utilizarse en la
promocién del crecimiento vegetal (Carletti y otros, 2003).

Es indiscutible que el conocimiento de estos microorganismos usados como
inoculantes simples o coinoculados mejoran la produccién de numerosos cultivos, tal
como lo informado por Fulchieri and Frioni (1994) en maiz; Halverson and Haldesman
(1991) y Dasthi et al., (1998) en soja; aumentando la disponibilidad de nutrientes o
estimulando la infeccién y en consecuencia la fijacion de nitrégeno.

El manejo biotecnoldgico de los microorganismos del suelo, como de la rizésfera
para promover el crecimiento de las plantas y lograr el control bioldgico de los patdgenos,

es un tema prioritario en el campo de la investigacion.
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Bacterias solubilizadoras de fésforo

Como ya se dijo el fosforo es uno de los principales macronutrientes esenciales
para el crecimiento y desarrollo de plantas y microorganismos (Abd-Alla, 1994; Yadav and
Dadarwal, 1997; llimer and Shinner, 1992; Fernandez et al., 2005). La mayoria de los
suelos agricolas contienen grandes reservas de fésforo total y una parte de la
acumulacién de este elemento depende de la aplicacion regular de fertilizantes quimicos
(Gyaneshwar et al., 2002; de Bashan and Bashan, 2004). Las plantas deben absorberlo del
suelo, donde se encuentra en muy baja concentraciéon disponible, normalmente varia
entre 5 y 30 mg/kg. Estos indices bajos del nutriente se deben a que el fosforo soluble
reacciona con iones como el calcio, el hierro o el aluminio que provocan su precipitacion
o fijacion, disminuyendo su disponibilidad para los vegetales (Rodriguez and Fraga, 1999;
Fernandez et al., 2007). Para evitar el problema de la deficiencia del fésforo, se afaden
abonos quimicos a los suelos. La produccion de fertilizantes quimicos fosfatados es un
proceso que requiere gran cantidad de energia cuyo costo asciende a 4 mil millones de
ddlares por afio con el fin de satisfacer la necesidad mundial (Goldstein et al., 1993). Los
fosfatos inorgdnicos aplicados como fertilizantes quimicos también son inmovilizados en
el suelo y como consecuencia no estan solubles para ser aprovechados por los cultivos
(Peix et al., 2001). Entonces se produce un exceso descontrolado en la aplicacién de
fertilizantes que contienen fdésforo que se conocen como la causa de problemas
econémicos y medioambientales. Por otra parte la produccidn tradicional de fertilizantes
se basa en el proceso quimico a partir de un mineral insoluble con alta cantidad de
fosfato, el cual implica un tratamiento energético intensivo con acido sulfurico y alta
temperatura. Este proceso es indeseable a nivel medioambiental, por la liberacion de
contaminantes que tienen que ser manejados convenientemente para preservar recursos
como el agua y el aire. Ademas el uso de fdsforo se ha transformado en una practica de
alto costo por el agotamiento que se estd produciendo de las fuentes de calidad de
fésforo, lo que implica aplicar los tratamientos industriales a rocas de menor calidad,
incrementando los costos para obtener los mismos resultados y esto conduce a la
necesidad de buscar alternativas (Isherwood, 2000). Algunos microorganismos, conocidos
como solubilizadores de fésforo (PSB), transforman el fésforo insoluble en soluble a
través del proceso de acidificacion, quelacidon e intercambio de iones. Este proceso no
solo compensa los altos costos de manufactura de los fertilizantes sino que moviliza los
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fertilizantes agregados al suelo. Por lo tanto muchos investigadores han tratado de
aumentar la fraccion de fosfato disponible para las plantas por medio de bacterias
solubilizadoras de fésforo, tales como Pseudomonas (Suh et al., 1995), Bacillus (Raj et al.,
1981), Enterobacter (Laheurte and Berthelin, 1988), Agrobacteruim y Aspergillus (Varsha
and Patel, 2000). Estos microorganismos crecen en medios con fosfato tricalcico, apatita
o materiales insolubles similares como unica fuente de fosfato y no solo asimilan el
elemento sino que solubilizan una gran proporcion del mismo, liberandolo en cantidades

superiores a sus demandas nutricionales (Figura 5) (Fernandez et al., 2005).

Figura 5: Sustancias orgénicas e inorganicas producidas por PSB (Zaidi et al. 2009)
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HIPOTESIS Y OBJETIVO

El fosforo total presenta en los suelos de la Region Semidrida Pampeana valores
que fluctian entre medios y bajos y existe una predominancia de los fosfatos inorganicos
de calcio, como hidroxiapatita y fluorapatita (Buschiazzo et al., 1994), que son los menos
solubles.

Los fosfatos de calcio son solubles en diversos grados en presencia de una amplia
gama de acidos organicos producidos por microorganismos. Existen otros mecanismos de
solubilizacion, por lo que la conversidon de fosfatos minerales a fésforo disponible se
atribuye genéricamente a los microorganismos en la mayoria de las representaciones del

ciclo del fésforo (Figura 1).

En funcién de los antecedentes citados se plantea como hipdtesis de este trabajo
gue “las bacterias solubilizadoras de fosforo actian sobre las distintas fracciones de
este elemento aumentando su disponibilidad para satisfacer los requerimientos de la

alfalfa (Medicago sativa L.)”

El objetivo del presente trabajo es “Comprobar la accion de bacterias
solubilizadoras de fésforo sobre las distintas fracciones de este elemento en el suelo y

cuantificar su disponibilidad”.
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MATERIALES Y METODOS

Muestra

Se tomd una muestra de la capa arable de un suelo de la Regidon Semidrida
Pampeana, perteneciente al campo de ensefianza de la UNLPam, teniendo en cuenta que
éste no se encontrara fertilizado. Ademds, se tuvo en consideracion que el suelo utilizado
para el ensayo contuviera una baja concentracién de fésforo disponible. Este suelo sin

tratar es el que se utilizé como control del ensayo.

Microorganismos

Se utilizaron dos aislamientos de nuestro laboratorio X5-2 y 8W (del género
Burkholderia y Pseudomonas, respectivamente) y una cepa de referencia 21 (Pseudomona
putida), suministradas por la Dra. Susana Rosas de la Universidad Nacional de Rio Cuarto
(UNRC) (Garcia, 2011).

Para el aislamiento de bacterias solubilizadoras de fdsforo se utilizé el medio
indicado por Frioni (1999) con modificaciones realizadas en nuestro laboratorio. Estas se
conservaron con glicerol a bajas temperaturas hasta el momento del ensayo; para lo cual
fueron reactivadas en el mismo medio de cultivo que se utilizé para el aislamiento, cuya

composicion se detalla en la siguiente tabla (tabla 2).

Tabla 2: Medio de Cultivo para PSB

Componente Concentracion (g/L)
Caldo Nutritivo 8
Extracto de Levadura 2
Glucosa 20
CaHPO, 4
Agar 22
pH 7

Se utilizé como fuente de fosfato insoluble fosfato de calcio (Caz(PO4),)o fosfato
acido de calcio (CaHPQy) por ser caracteristicos de los suelos de esta region donde fueron

aisladas las bacterias. Una vez estéril, el medio de cultivo se extendié en placa de Petri
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formando una capa fina manteniendo, mediante agitacidn, la homogeneidad del fosfato
insoluble en la totalidad de la placa. La solubilizacién se determiné por el halo de
aclaracion que se produce alrededor de la colonia que posee la capacidad solubilizadora
(Figura 6). Este medio tiene la particularidad de que el halo se ve mas rapido y por lo
tanto, los aislamientos se detectan antes de que las placas se contaminen con otros

microorganismos.

Figura 6: Placa con medio Frioni modificado inoculada con dilucién de suelo.

Disefio experimental

El estudio se llevd a cabo en un ensayo que consistié en colocar el suelo en
macetas, para lo cual se emplearon tubos de PCV de 8,5 cm de didmetro y 49 cm de alto.
Una vez llenas las macetas con suelo, éstas fueron inoculadas con X5-2, 8W y 21.

A su vez, se evalué si se encontraria diferencia entre un suelo no estéril (NE) y uno
esterilizado (E) (Figura 7).

Para cada tratamiento y el control se utilizaron cinco macetas, es decir que en
total se tuvo treinta y cinco macetas de las cuales se tomaron muestra para realizar a
cada una las determinaciones de laboratorio.

Para la inoculacién de las macetas se tuvo en cuenta el tamafo de las mismas y la
cantidad de suelo que contenia cada una; de esta forma se logré que cada tratamiento

contuviera la misma carga bacteriana.
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Figura 7: Esquema del disefio experimental

R

X5-2E 8WNE 2INE X5-2NE

Durante los dos meses de ensayo las macetas fueron regadas periddicamente con
agua de lluvia para mantener la humedad del suelo. Al cabo de este tiempo, se tomaron
muestras representativas para realizar diferentes determinaciones. Antes de ello, las
muestras secas al aire, fueron molidas con un mortero y tamizadas por una malla de 0,5

mm (Selles et al., 1999).

Determinaciones de Laboratorio

A todas las muestras del ensayo en condiciones controladas de laboratorio se les
realizaron las siguientes determinaciones:
v pH en agua relacién 1:2,5 por el método potenciométrico
v' Fésforo disponible por Bray-Kurtz
v" Fracciones de fésforo organico e inorganico (Hedley et al., 1982)
v’ Fésforo Total (PT) por calcinacidon y extraccién con H,SO4 0,2 N, fésforo
Inorganico (Pl) por extraccion con H,SO4; 0,2 N, fosforo Organico (PO)
obtenido por diferencia entre PT y Pl (Kaila, 1962)

Para la determinacion de fésforo disponible en suelo se utilizd la técnica
propuesta por Bray y Kurtz en 1945 que se conoce como Bray-Kurtz n°1. Se trata de una
extraccién con una solucién que se prepara con fluoruro de amonio 0,03 N y HCI 0,025 N.

Para el fraccionamiento de fésforo se empled el método secuencial originalmente
propuesto por Hedley et al., (1982), y posteriormente modificado por Tiessen and Moir
(1993) para extraer las fracciones de Po (P Orgdnico) y Pi (P inorganico). El P se extrajo
secuencialmente, en una muestra de 0,5 g de suelo con 30 mL de NaHCO3 0,5M a pH 8,5,
con 30 mL de NaOH 0,1M, y con 30 mL de HCI 1M. En cada extraccién, las muestras se
agitaron durante 16 horas, luego se centrifugaron, filtraron, y posteriormente se
determind Pi en el sobrenadante.
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En los extractos de NaHCOs; y NaOH ademds de Pi se cuantificd P total (Pt),
autoclavandolos conjuntamente con el agregado de Persulfato de Potasio y H,SO4 5,5M,
para poder oxidar las formas organicas de P a Pi (Picone et al., 2007). Se estimaron el Po-
NaHCOs3; y Po-NaOH calculando la diferencia entre Pt y Pi de los correspondientes
extractos.

La concentracién de P, en todos los casos, se determind colorimétricamente
utilizando el método del molibdato-acido ascérbico (Murphy and Riley, 1962) previo
ajuste del pH entre 5,4-6,6 con H,SO4 0 NaOH, y empleando p-nitrofenol como indicador.
La longitud de onda a la cual se determina la concentracion de fésforo es 882nm. Este es
un método colorimétrico por el cual se determina el fésforo bajo la forma de ortofosfato
soluble o asimilable que asi se encuentra en la muestra o todas aquellas especies
fosforadas que se transformen en él. El principio del método se basa en que el molibdato
de amonio y el tartrato de antimonio y potasio reaccionan en medio acido con el
ortofosfato presente en la muestra para formar un heteropolidcido (o 4cido
molibdofosfdrico) que se reduce a azul de molibdeno, de color azul intenso por accién del
acido ascdrbico. Estos compuestos, denominados heteropoliacidos, se forman por enlaces
de coordinacion donde el fésforo actia como ién central al cual se le unen 4 grupos
moleculares de molibdeno (cada uno reemplaza un dtomo de oxigeno del ortofosfato).

HsPO4 + 12 HM0Oy —M—> H3P(M03010)4+ 10 H,0

Descripcion de la extraccion secuencial

En el procedimiento de extraccidon secuencial (Figura 8) los extractantes fueron
seleccionados tal que remuevan primero las formas mas labiles de fésforo inorganico y
organico seguido de la remocidn de formas mas estables de fésforo con extractantes mas
fuertes.

El primer extractante, NaHCOs (ac) fue usado para remover el fésforo organico
(Po-HCOs3) e inorganico (Pi-HCOs) labiles sorbidos en la superficie del suelo mas una
pequefiia cantidad de fésforo microbioldgico.

El NaOH (ac) remueve el fésforo enlazado a compuestos de hierro y aluminio (Pi-
NaOH) y el asociado a compuestos humicos (Po-NaOH).

El procedimiento de Hedley contempla una segunda extraccion con NaOH
después del tratamiento de las muestras con ultrasonido. En este trabajo esta fraccion
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correspondiente al fosforo ocluido ligado al hierro y aluminio no fue determinada dado
que estudios realizados por Hepper et al., (1996) y Urioste et al., (1996) en suelos de esta
region indican que la cantidad de esta fraccion de fdésforo es despreciable. Por este
motivo se decidié eliminar esta etapa y proceder a la extraccion con HCl que fue usado
para remover los minerales relativamente insolubles tipo apatita (Pi-HCI).

El residuo de suelo de esta extraccion secuencial conteniendo fésforo inorganico
insoluble y las formas mds estables de fésforo orgdnico tampoco fue determinado, ya que
para este ensayo no era una fraccién relevante para cuantificarse debido a que las
bacterias solubilizadoras no ejercen su accién sobre esta fraccion.

Figura 8: Esquema de Extraccién secuencial modificado.

0,5 g suelo.

|

30 mI NaHCO3 0,5M pH 8,5

16 h agitacién, centrifugar y filtrar. >» Pi-HCOs* y Po-HCO3

|

30 ml NaOH 0,1N

16 h agitacidn, centrifugar y filtrar. >  Pi-NaOH* y Po-NaOH
30 ml HCI 1N
16 h agitacidn, centrifugar y filtrar. > Pi-HCI

|

Suelo Residual
* En alicuotas de estos extractos fue determinado Pt por digestion en caliente con
H,S0,4 y K;S,05 y Pi luego de acidificar para precipitar la MO. El Po fue calculado por

diferencia entre Pt y Pi.
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Andlisis Estadistico

El analisis estadistico de los datos se realizé aplicando ANOVA y Test de Tukey

utilizando el programa INFOSTAT.

En cada caso se compard la media del control con la media de cada tratamiento

inoculado para cada fraccién.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La razon de medir conjuntamente el pH y la solubilizacién de fésforo es para
establecer una relacidn entre estos dos parametros, ya que se sabe que el principal
mecanismo microbiolégico por el cual los compuestos fosfatados son movilizados es la
disminucion del pH del medio por la liberacién de acidos organicos (Alexander, 1980; Kim
et al., 1998; Rashid et al., 2004). En la tabla 3 se presentan los resultados obtenidos para
las medidas de pH. Estos valores oscilan entre 6,5 y 7,3. Si bien se ve que hay una
disminucion en los valores para los tratamientos con suelo no esterilizado (NE) respecto
de los tratamientos con suelo estéril (E) esta diferencia no es significativa. Esto es de
esperarse, debido a que si bien los microorganismos presentes en el suelo producen
acidos orgdnicos que provocan la disminucion del pH del mismo, éstos son de caracter
débil. Ademas es sabido que en el proceso de solubilizacién, el tipo de acido secretado
por el microorganismo es mas importante que la cantidad (Gyaneshwar et al., 1998,
Halder et al., 1990). Igualmente, el mismo suelo cuenta con un sistema buffer que tiene la
capacidad de amortiguar estos cambios evitando que se modifique la interaccién entre él

y los cultivos.

Tabla 3: Datos de pH determinados en el control y los distintos tratamientos.

Tratamiento pH
CONTROL 6,9
X5-2 NE 6,7
8W NE 6,5
21 NE 6,8
X5-2 E 7,2
S8WE 7,3
21E 7,3

NE: No Esterilizado; E: Esterilizado
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Para el caso de fésforo extraible por Bray-Kurtz, los datos son presentados en el
grafico 2. Haciendo un analisis de estos datos se puede ver que todos los tratamientos
inoculados presentan una diferencia estadisticamente significativa en cuanto a la
concentracion de fésforo respecto al control. Esto coincide con lo informado por Nahas
(1996); Kumar et al., (2001) los cuales encontraron, en condiciones de laboratorio, que las
bacterias solubilizadoras de fosforo crecen en medios con fosfato tricdlcico, apatita o
materiales insolubles similares como Unica fuente de fosfato y no sélo asimilan el
elemento sino que solubilizan una gran proporcién del mismo, liberandolo en cantidades

superiores a sus demandas nutricionales.

Como se ve en el grafico 2 la concentracion inicial de P disponible en el suelo
estudiado es 16,1 mg.Kg™, mientras que después de los dos meses de ensayo y para cada
tratamiento estos valores aumentan a concentraciones entre 70-80 mg.Kg'l. Estos
resultados son coincidentes con Ferndndez et al, (2005) quienes estudiaron el efecto
solubilizador de diferentes aislamientos de suelos cultivados con soja. Uno de los
aislamientos obtenidos por ellos corresponden a bacterias del género Bradyrhizobium y

éstas mostraron resultados comparables a los obtenidos en este trabajo (71-85 mg.Kg'l).

Por otra parte, al relacionar los valores de pH y fésforo disponible se ve que si bien
hay un gran aumento en la concentracién de P, el pH del suelo no sufre gran cambio. Esta
falta de relacidon observada entre el pH y el contenido de fésforo solubilizado sugiere que
podrian existir otros mecanismos involucrados en la solubilizacién de los compuestos de
fésforo, como observaron otros autores (llimer y Schinner, 1992), sumados a la capacidad

reguladora del suelo como se mencioné anteriormente (pag.19).
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Grafico 2: Determinacidn de fésforo disponible extraido por Bray-Kurtz
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En la tabla 4 se presenta el valor promedio de las fracciones de fosforo para cada
tratamiento. Si observamos los valores de Pi (fésforo inorganico) para cada extractante
(NaHCOs, NaOH y HCl), en general los contenidos mas altos corresponden a Pi-HCI
(214,3-302,8 mg.Kg?) y los mas bajos a Pi-NaOH (6,5-32,9 mg.Kg™), mientras que Pi-
NaHCO; presentd valores intermedios (21,1-94,9 mg.Kg™). Estos valores se corresponden
los obtenidos con Hepper et al., 1996, quienes estudiaron el efecto de la agricultura sobre

fracciones de fésforo en suelos de la Regién Semiarida Pampeana Central.

En cuanto al Po, se puede decir que los valores mas altos se atribuyen al extraido
con NaOH (16,4-21,1 mg.Kg™) y los mas bajos corresponden al extraido con NaHCOs (4,5-
11,4 mg.Kg'l). Se sabe que el mayor contenido de fésforo orgdnico determina un
aumento de las formas de mayor asimilabilidad (Po-HCOs3 y Po-NaOH), que por posterior

mineralizacion se transformarian en Pi-HCO;3 (Cross and Schelesinger, 1995).

Estos resultados indican que en situaciones de déficit como de exceso de P
deberian producirse, con el tiempo, cambios en la distribucion de algunas de las
fracciones que se verian reflejados en la capacidad de reabastecimiento del P del suelo.
Por lo tanto, la accidon conjunta de las bacterias solubilizadoras, junto con la dinamica del
suelo parece ser una solucion a la problemdatica que presentan los suelos con bajos

contenidos de fdsforo.
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Tabla 4: Contenido de P en las diferentes fracciones orgénicas e inorganicas obtenidas mediante

extraccion secuencial (Hedley et al., 1982).

Muestra Pi Pt Po Pi Pt Po Pi
NaHCO; NaHCO; NaHCO; NaOH NaOH NaOH HCI
(mg.Kg™)

CONTROL 21,1+2,0 29,3+1,4 8,2#3,5 6,5#3,8 26,643,5 20,1+0,3 214,3+2,3
X5-2E 88,1+3,8 99,6+2,0 11,4+1,7 32,9%4,2 54,0+4,0 21,1+0,2 297,0+8,9
21E 94,9+0,6 101,6+0,3 6,7+0,3 28,2+0,7 44,6+0,6 16,4+0,1 285,6+18,6
SWE 92,0+1,2 96,5+2,3 4,5#3,5 30,5#0,4 50,5%+3,8 20,0+4,2 302,8+0,0
X5-2NE 76,1+1,2 82,4+2,0 6,3%3,2 22,5+5,1 42,4+7,8 19,8%+2,7 281,9%1,2
21 NE 82,0+5,5 86,7+1,7 4,7#3,8 20,9+0,2 39,7+2,3 18,8+2,1 242,6+37,2
8W NE 74,1+6,4 78,617,0 4,5%0,6 16,8+2,3 36,8t2,9 20,0+0,7 281,9+19,2

Estos resultados se representan graficamente agrupando para cada tratamiento
todas las fracciones correspondientes a cada uno de los extractantes NaHCO3, NaOH y HCl

(Gréfico 3,4y5).

Para el caso del extractante NaHCO3; (Gréfico 3) analizando la fraccion para Pt-
HCO; se puede apreciar que existe una diferencia estadisticamente significativa en todos
los tratamientos al compararlos con el control. Este incremento se debe a que existe un
aumento en la fraccién Pi-HCO3; en todos los tratamientos. Este mayor nivel de Pi labil
indica que hay una mayor cantidad de P bioldgicamente disponible, lo cual es consistente
con la tendencia de una concentracién mayor de P-BrayKurtz. Este resultado demuestra
gue la accion solubilizadora de los microorganismos es ejercida de manera tal que
incrementa dicha fraccién y por lo tanto, produce un aumento en la concentracién de P
disponible para la nutricidn y desarrollo de las plantas. Es un resultado favorable, ya que
las formas labiles de fdésforo, que son estimadas por la suma del P extraido con
membrana de intercambio aniénico mas el extraido con bicarbonato de sodio, por lo
general presentan valores bajos y por lo tanto la cantidad de fosforo que esta disponible

para las plantas es una minima porcidn del total (Boschetti et al., 2003).

23



Estudio cuantitativo del efecto de bacterias solubilizadoras de fésforo sobre las distintas
fracciones de este elemento en el suelo.

Los resultados obtenidos concuerdan con los logrados por otros autores quienes
mostraron un incremento en las fracciones inorganicas labiles y moderadamente labiles
con la aplicaciéon de P como fertilizante (Zhang and McKenzie, 1997). Por lo tanto, esto
demuestra que la utilizacién de bacterias solubilizadoras de fdsforo es una buena
alternativa al uso de fertilizantes quimicos ya que se obtienen resultados comparables,
ademdas de tener en cuenta que éstos no traen aparejado el problema de la

contaminacién del medio ambiente (Rodriguez and Fraga, 1999).

Grafico 3: Determinacién de fésforo para las fracciones extraidas con NaHCO;. Se comparan

todos los tratamientos para cada una de las fracciones. Letras distintas indican diferencias significativas.
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Para el caso del extractante NaOH (Grafico 4) si bien se ve un aumento en todas
las fracciones para todos los tratamientos, éste no es significativo en todos los casos. Esto
demuestra que la accién solubilizadora de los microorganismos se centra principalmente
en la fraccion mas labil. Por ende, no se evidencian grandes cambios respecto al valor
inicial de concentracién de fésforo. Esto podria explicarse por lo expuesto por Van Getsel
et al., (1991) quien considerd que esta fraccidon se halla protegida del atague microbiano

por la adsorcidn a las particulas de arcilla.
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Grafico 4: Determinacion de fésforo para las fracciones extraidas con NaOH. Se comparan todos

los tratamientos para cada una de las fracciones. Letras distintas indican diferencias significativas.
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Para el caso del extractante HCl (Grafico 5) se observa que hay diferencia
significativa de todos los tratamientos respecto al control. Los resultados para Pi-HCl, que
corresponde al Pi mas estable en minerales primarios de baja solubilidad como la apatita,
muestran valores que oscilan entre 214,3-302,8 mg.Kg™. Estos valores coinciden con los
obtenidos por Hepper et al., (1996). Una razén por la cual podria explicarse este aumento
de concentracion en esta fraccién es la propuesta por Lindsay (1979) quien indica que a
partir de pH 6,5 existen condiciones favorables para la formacién de fosfatos de calcio, los
cuales se extraen con HCI. Estas concentraciones elevadas muestran que gran parte del
fésforo presente en el suelo se encuentra de manera no disponible para ser utilizado por
los cultivos, de forma que esta fraccion representa una reserva de este elemento pero
gue de manera tal no puede ser aprovechada. Por ende, el suelo dispone del él pero no

puede utilizarlo.
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Grafico 5: Determinacién de fosforo para las fracciones extraidas con HCl. Se comparan todos los

tratamientos. Letras distintas indican diferencias significativas.
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En el Grafico 6 se presentan los resultados para fosforo total, fésforo total
inorganico y fésforo total organico. Esta determinacién se hizo con el fin de corroborar si
los datos obtenidos en la extraccién secuencial eran coherentes. Los valores de PT
calculados por la sumatoria de las fracciones individuales fueron menores que el PT
valorado en las muestras digeridas solamente para PT, esto se atribuye a que existen
algunas formas muy recalcitrantes de Pi y Po que no serian totalmente extraidas durante

el fraccionamiento (Cross and Schelesinger, 1995).

Confirmando observaciones previas, se concluye que la disponibilidad de P en
estos suelos no estaria limitada por la concentracion de P total sino por la proporcion
elevada de P en formas no labiles, que a través de procesos bioldgicos, como la
mineralizacidn, microbiolégicos, como la solubilizacién, y fisico-quimicos, como la

desorcion, regulan la concentracion de P disponible.
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fracciones de este elemento en el suelo.

Grafico 6: Determinacion de fésforo Total, Inorgénico y Organico. Se comparan todos los

tratamientos para cada una de las fracciones. Letras distintas indican diferencias significativas.
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De acuerdo al objetivo de este trabajo se confirmaria el incremento de la fraccién

inorgdnica de los tratamientos inoculados con respecto al control, demostrando la accién

de las bacterias solubilizadoras de fésforo.
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CONCLUSIONES

La actividad solubilizadora de los microorganismos se centra principalmente en la
fraccion mas labil e inorgdnica. Convirtiendo las fracciones no disponibles para los cultivos

en formas asimilables para lograr el desarrollo y crecimiento.

La accién conjunta de las bacterias solubilizadoras, junto con la dindamica del suelo
parece ser una solucion a la problematica que presentan los suelos con bajos contenidos

de fosforo disponible.

En general, no se observan diferencias en la accién de las bacterias utilizadas
respecto a la extraccién de las distintas fracciones consideradas, lo que estaria indicando

gue el mecanismo que ejercen es similar.

La utilizacién de bacterias solubilizadoras de fésforo es una buena alternativa al
uso de fertilizantes quimicos ya que se obtienen resultados comparables, ademas de
tener en cuenta que éstos no traen aparejado el problema de la contaminacion del medio

ambiente.

Si bien se comprobd la accién positiva de las bacterias utilizadas, se deberia probar
si éstas se mantienen o potencian en presencia de plantas, dado que el cultivo seria una
fuente adicional de moléculas de los exudados radiculares y de la interaccion de otros

mecanismos que contribuyen al efecto de las BSP.
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