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INTRODUCCION

L os pastos naturales son un recurso excelente para la alimentacion del ganado.
La aplicacion de fertilizantes fosforicos se hace necesaria para incrementar la
produccion y la calidad de los pastos naturales. De esa manera, se produce un
aumento en la produccion, en proporcion a la cantidad de fosforo aplicado en
praderas sembradas. En estos pastos, se produce un aumento en el rendimiento
por la adicion de este elemento y también una notable mejora en la calidad
nutricional de la composicion vegeta (Infante et al, 1984)

En estudios ya realizados por nuestro equipo, parala meora natural de pastos
pensamos que es necesario aislar bacterias autéctonas del suelo capaces de
transformar el fosforo no asimilable en fosforo 1abil directamente asimilable
por las plantas, y por medio de una fertilizacion bioldgica por
microorganismos fosfosolubilizadores (bacterias), tanto en experimentos "in
vitro" (Ferndndez, M; Casado, A.l. 1996)como en "in vivo". Estos
microorganismos, en experimentos "in vivo" la tasa de solubilizacion es més
destacable en ensayos sin planta, debido a la no-exportacion que de fosforo
hace €l cultivo (Fernandez et al, 1984)



MATERIALESY METODOS

Zona de muestreo

Zona ganadera Situada en la rampa de la Sierra de Madrid. Es una superficie
de erosion (Gallardo et al., 1981), labrada en rocas duras, granitos y gneis.
Presenta una topografia suave con lomas en la que es frecuente encontrar
afloramientos rocosos, y valles de fondo amplio y plano que se denominan
"navas'. La vegetacion es e encinar silicicola en las zonas de "colina" y
fresnos con roblesy sauces en las "navas' segun Rivas (1982).

Este suelo es un Graysol distico segun la FAO-UNESCO (1989), se trata de
un suelo profundo con capa fredtica cercana a la superficie. Las muestras,
pertenecian alafinca"El Pradazo" sito en lalocalidad de Manzanares el Red,
en una zona de pastizal con arboles. La Fig. 1 muestrala descripcion del perfil
muestreado. El horizonte A1l es arenoso, de 0-10 cm de espesor, afieltrado,
con raices frecuentes, poroso y permeable. El horizonte A12 arenoso, 10-25
cm, con grumosidad acentuada y raices frecuentes, muy permeable, favorable
a la actividad biolégica. Respecto del horizonte Cgl de espesor 25-50 cm
sigue siendo arenoso, con blogues muy poco desarrollados, subangulares,
permeable, penetrable y con raices frecuentes y limite muy difuso. El
horizonte posterior, € Cg2 de espesor 50-90 cm esigua que el anterior. Y por
altimo el horizonte Ilcg el espesor es de méas de 90 cm.

Desarrollo Experimental

El experimento comenzo con € aislamiento de las cepas autéctonas del suelo
de estudio (Fig. 2). Las cepas aisladas se incubaron en una estufa Gallenkamp
(IH-150), a 28°C y diferentes medios de aislamiento (Tabla 1). Posteriormente
fue elegida la cepa perteneciente al género Bacillus sp, por presentar mejor
crecimiento en los medios ensayados.

Previamente al experimento de solubilizacion se estudio la influencia que €
proceso de esterilizacion podria tener sobre €l pH y la tasa de solubilizacion
de fosforo, en los medios de cultivo. Se observé que el pH descendiade 7,5 a
5,8.

A continuacion se efectuaron experimentos de solubilizacién con la cepa
bacteriana, en los medios descritos en la Tabla 1, simulando las condiciones
reales del suelo. Estas condiciones reales, se plasman en la composicion del
medio de solubilizacion (Tabla 1), donde el tratamiento testigo consiste en la
incubacion evaluando la solubilizacion de fésforo. Mientras que en los



experimentos con indéculo, se determina la solubilizacion del testigo més la
accion de la cepa bacteriana.

Los periodos de incubacion fueron de una, dos y cuatro semanas y se
realizaron tres repeticiones por periodo. En cada periodo de incubacion
evaluamos 6 matraces, tres como testigo (sin inéculo) y otros tres inocul ados
con la cepa. Al término de cada periodo de incubacién, primero se centrifuga
cada matraz, durante 15 minutos a 2000 r.p.m. y se mide e efecto
solubilizador procediendo de la siguiente manera, el fésforo sobrenadante (P
soluble) se determina directamente en e Autoanalizador Technicon, y €
residuo es sometido a una extraccion por medio de la Electroultrafiltracion,
(E.U.F., Nemeth, 1971) donde las dos fracciones obtenidas, también se
evallan por e Technicon. El fésforo soluble total sera la suma del P
sobrenadante y e P de la fraccion 1. El P insoluble correspondiente a la
fraccion |1 es donde la accion de la cepa bacteriana debe ser més patente.

Para este experimento se utilizd un incubador orbital Gallenkamp (INR-200)
con un ventilador deflector que proporciona flujo de aire transversal para
garantizar una temperatura uniforme (28-30°C) y una velocidad de agitacion
de 180 rev/minuto. Con ello se consigue que el indculo y e medio de cultivo
presenten una mayor homogeneidad.

Determinaciones analiticas en suelo y experimentos " in vitro"

L as determinaciones analiticas realizadas tanto en € suelo problema, como en
las diferentes fracciones obtenidas de los experimentos, quedan reflgadas en
laTabla 2y Tabla 3 respectivamente.

Todo el proceso de extraccion se ha realizado automaticamente. Cationes y
aniones son recogidos por separado, utilizando Unicamente la fraccién
aniodnica, por ser donde se encuentra el fosfato. El tiempo total de extraccién
es de 35 minutos. Con una primera fraccion, E.U.F. de 30" a 220 valtios,
donde evaluamos e P soluble que se encuentra a disposicion de la plantay un
fosforo de cambio y de baja solubilidad. La segunda fraccion, E.U.F. Il, es de
5' siguientes a 400 voltios, gue corresponde a fosforo fuertemente retenido.

Disefio estadistico

El disefio experimental ha sido sometido a un tratamiento estadistico Factorial
Doble (Zornoza, 1981). Para comparar las medias de | os distintos tratamientos
(periodos de incubacién) y razas (Testigo y Cepa aislada) se han seguido €l
Método del Test de Duncan. Para efectuar los cdculos necesarios en €



desarrollo estadistico se utilizd un paquete estadistico denominado DATOS,
en un ordenador personal

RESULTADOS
Perfil del suelo estudiado

En la Tabla 2 se recogen agunas de las propiedades fisicas y quimicas del
suelo estudiado, referentes a las muestras de los diferentes horizontes
analizados.

En este suelo hay dos partes claramente diferenciadas. la superior constituida
por los horizontes A (Ocricos) y enrigquecidos en materia organica y los
inferiores constituidos por horizontes Cg afectados por un hidromorfismo
temporal y con una escasa evolucion debido a la textura arenosa-franca
(Gallardo, J. (1981).

El material originario esta constituido por arenas de origen granitico, ricas en
cuarzo y feldespatos potasicos, siendo los procesos de alteraciéon muy poco
intensos y, por tanto, no han dado lugar a horizontes estructurales (Gallardo, J.
1981).

Puede comprobarse que se trata de areas de pH acido tendiendo a la
neutralidad, en un intervalo de valores de 5,47 y 6,28 a lo largo del perfil. El
pH moderadamente &cido impide, por otra parte, que la hidrélisis pueda
manifestarse con intensidad.

En lo que se refiere a equilibrio cationico, se presentan valores dentro de la
normalidad, excepto para €l potasio, en € horizonte superficial, debido a
carécter &cido de éste, no tendiendo a acumularse en profundidad.

El horizonte A1l (horizonte de diagndstico) presenta contenidos altos en
materia organica debido a que el suelo estudiado esta dedicado a pastos. La
relacion C/N, que indica la actividad biol6gica, descomposicion de la materia
organica y naturaleza de ésta, es de 9,3 aproximadamente, valor que se
considera dentro de un intervalo normal, si tenemos en cuenta que los valores
medios adecuados se encuentran arededor de 11. Este vaor indica mas
cantidad de nitrégeno que de carbono, debido a los productos de desecho del
ganado que contienen gran cantidad de nitrégeno. También presenta una gran
cantidad de fésforo, tanto en forma organica como inorganica, debido a su
utilizacion como pasto. Debemos pensar que e pH, ligeramente é&cido,



favorece y acelera e metabolismo microbiano dando lugar a una
mineralizacion mas rapida, por tanto la presencia de complegos fosfocalcicos
debe ser bgja. Estas cantidades de fosforo organico no son inconvenientes para
la actuacion de la cepa aislada por nosotros, que corresponde a gen: Bacillus

P

Experimentos™in vitro"

En la Tabla 3, se expresan los valores medios obtenidos de la solubilizacion
(Medio I) en los diferentes tiempos de incubacion, asi como las diferentes
fracciones estudiadas, sobrenadante, Fraccion | y 11 de E.U.F., P directamente
soluble (suma del sobrenadante y la fraccion | de E.U.F.) y € fésforo total
solubilizado. La mineralizacion del fosforo por parte de la cepa bacteriana
elegida, (Medio I1) no fue efectiva.

Respecto a fésforo sobrenadante, se observa que para cada periodo de
incubacion existen diferencias significativas entre € testigo y la cepa, siendo
las cantidades de P solubilizado mayores en la cepa para los tiempos de
incubacion de 7 y 14 dias, mientras que a los 30 dias de incubacion (final del
experimento), el tratamiento bacteriano no presenta tasa solubilizadora,
debido a la falta de elementos nutritivos, que no se adicionaron a medio de
cultivo para estudiar los recursos de la bacteria en e medio, durante largos
periodos de incubacion.

Comparando €l efecto de los dos ensayos (Testigo e indculo), con respecto a
los distintos tiempos de incubacién, se observa que el testigo sdlo muestra
diferencias significativas a los 30 dias de incubacion, es decir, conforme mas
tiempo se mantiene e fosfato bicalcico (CaHPO4) en € medio més
solubilizacion se va produciendo. Por €l contrario, no ocurre en € caso del
ensayo con inoculo, ya que se observa que para | os tres tiempos de incubacion
se producen diferencias significativas, aunque a final del experimento la cepa
degja de actuar por falta de elementos nutritivos.

Al determinar el P soluble en la fraccion | de la E.U.F., se pueden observar
que, para € tiempo de incubacion de 14 dias la solubilizacion es
significativamente menor, a quedar retenido e P en el sobrenadante, para €
caso dd tratamiento con inoculo; sin embargo, hay gran incremento en €
testigo, coincidiendo con un aumento significativamente mayor en el
sobrenadante del tratamiento inoculado. A los 30 dias de iniciarse €
experimento se observan diferencias significativas en los valores de fosforo
solubilizado, siendo mayores en el ensayo con inoculo, a reflgarse en €
sobrenadante la solubilizacion bacteriana desde el comienzo del experimento,
no acusando lafalta de nutrientes en el medio



En cuanto al P solubilizado en lafraccion |l de E.U.F., se observa un aumento
en la solubilizacion y diferencias significativas del ensayo con indculo
respecto al testigo, para los periodos de incubacion de 14 y 30 dias. Sabiendo
que esta fraccion corresponde a P de menor solubilidad, pone de manifiesto la
accion positiva de la bacteria inocul ada.

Para el P directamente soluble, se pueden apreciar diferencias significativas en
la tasa de solubilizacion, siendo paralos periodos de 7 y 14 dias donde la cepa
ha experimentado un efecto solubilizador significativamente mayor. Sin
embargo, se observa también una notable disminucion del P directamente
soluble a cabo de los 30 dias en los ensayos con indculo, debido a la ya
comentada falta de elementos nutritivos.

Por ultimo para el fosforo total (Fig. 3) se observa que en e tratamiento con
inéculo, a iniciarse la incubacion hay una menor solubilizacion que a los 14
dias, posiblemente debido a que la bacteria utiliza parte del fésforo del medio
para su metabolismo.

CONCLUSIONES

La cepa del Género Bacillus sp, es capaz de actuar sobre un medio de cultivo
gue contenga fosforo bao formas inorganicas, transformando fosforo no
asimilable en asimilable, sin embargo cuando en €l medio existen solamente
las formas organicas no es capaz de alcanzar |os efectos positivos que se dan
para el caso del fosfato bicalcico.

La accion directa sobre fosforo organico no es recomendable aungue tampoco
es de mayor importancia debido a que la composicion del suelo estudiado,
como ha quedado reflggado en la Tabla 2, estd formada por P organico e
inorganico (Casado, 1994)

Los pastos producidos en los suelos estudiados, Gleisol Districo, pueden
mejorar en calidad y en cantidad mediante |a adicion de la cepa aislada.

Para este tipo de estudios en zonas colindantes o en zonas muy diferentes,
pensamos que es necesario siempre aislar microorganismos autoctonos
capaces de transformar el fosforo a formas asimilables por las plantas.

Para todos | os experimentos de ésta natural eza, creemos que es imprescindible
anadir al medio de cultivo solucion trazas como nutrientes, para largos
periodos de incubacion, Aunque en experimentos "in vivo" no sea necesario
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Figurasy Tablas

Figura 1. Descripcion del perfil del suelo estudio.

SUELO
f FRACCION (EUR}1 FRACCLON (EUR) LI
Eatraccén de Mi it e i \ /
ln:nb:nch'm ELECTROULTRAFILTRACION
l | l SOBRENADANTE RESIDUO
MEDIO A1 MEDIOC A2
\r/ camuumcm
Mslzmkmn en Agar / ‘ \
l ? DhS unus
CEPAS Al CEPASAZ |
Periodo de Incubacion
Resiembra en MEDIO A3
MEDIO| MEDIO II
Alslami¢ento ¢n Agar ? ]
l l Incubacién Orbits]
CERASC2 CEPAS A4} 7 TESTIGO
Cepd elegide Sia Indculs

Figura 2. Desarrollo experimental: aislamiento y experiencias “in vitro™.



Tabla 1. Medios de Aislamiento y Solubilizacién.

MEDIOS DE AISLAMIENTO MEDIC DE SOLUBILIZACION
COMPONENTES Al A2 AJ ME.DD ] MEDIO N
Extracto de levadura 2g 29 2g 29 23
|Fosfato Bicalclco 2% 4% 2%
Glucosa 109 109 09 09 159
Agar-Agar 15g 159 15g p— p—
[Nistatina 0459 0459 0.45g — J—
linositol Hexafosfato 2% 2%
iAgua cestilada hasta 1L hasta1.L hasta 1.L hasta 1.L hasta 1.L
lpH del medio 75 75 75 75 75
Tabla 2. Caracteristicas quimicas del Perfil objeto de estudio.
Horizonte % mo. pH %C % Arena % Limo WArcilia Tolor
WAKLEX, A, 1946 || CADANIA, C., 1973 MAFA, 1996
A 450 5.47 280 70.70 17.60 11.50 10YRY4
Az 142 567 083 7032 13.38 16.30 10YR33
Co 0.84 628 0.48 7312 13.24 13.64 10YRI2
Ca |07 616 045 83.84 284 1382 10VR3Z
e J075 576 [ 7978 7.48 12.74 10YRA1
Horizonte “.Ca B3 “Mg Porga  'zPinorg. - Plotal %N
MAPA, 1996 MATTINSLY y TALIBUDEEN, 1967 MAPA, 1908
A 745 085 155 105.50 48.50 | 155.50 0.30
Az |70 018 125
*, meg/100 g de suelo seco ¥ tamizado & 2 min
Co |45 40 102 *2 mgikg de suclo
Ca 388 0.85 050
b 275 175 307

Tabla 3. Contenidos de Fésforo salubilizado conel Medio I experimentados en mg P/g fostato
bicdlcico.

Metodologia, Diez, 1981 7 DiAS 14 DIAS 30 DIAS
P. scbrenadante (Py) TESTIGO 08.93£0.02 09.04 £ 0.03 16.42£0.35
MDS sy, = 0.43 CEPA 12561 0.32 1491 £0.05 04.43 £0.07
P. soluble (EUF [) TESTIGO 01.16+£0.24 01.53£0.07 00.99+0.14
MDS sy, = 0.37 CEPA 01.16+0.23 01.19£0.10 01.37£0.18
P. soluble (EUF il) " TESTIGO 00.54+0.04 00.92+0.02 01.18£0.27
MDS sy = 0.31 CEPA 00.85+0.07 01.33£0.21 01.21 £0.02
P; soluble (P,+EUFI) TESTIGO 09.720.10 10.70£0.11 17.504£0.34
MDS sy, = 0.42 CEPA 1468 £0.13 16.10+0.12 0579+0.23
P total extraido TESTIGO 11.00£0.15 11.70£0.22 18.80+0.18
MDS 55, = 0.40 CEPA 14.80£0.16 175£0.16 07.03+0.24
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Figura 3. Fasforo total solubilizado en experiencias
“in vitro", con fosfato bicilcico.



