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INTRODUCCION

El fésforo despuésdel nitrégeno, esel nutrienteinor-
ganico mas requerido por plantas y microorganismos y
ademés, enel sueloesel factor limitantedel desarrollove-
getal apesar de ser abundante tanto en formas inorgani-

RESUMEN

En € presente trabajo se estudia la habilidad fisiol6gica para solubilizar fosfato inorganico de diferentes grupos
bacterianos asi como de cepas de Bradyr hizobium sp. aislados de suelos sojeros. Se recolectaron muestras de suelo 'y
sedetermind el nimero delamicrofloratotal asi como el total de bacterias, hongosy de solubilizadores. La capacidad
de solubilizar fosfato trical cico de los grupos de bacterias predominantes en el suelo, de 250 cepas de Bradyr hizobium
sp. y de 10 cepas de coleccion se probd en placade Petri conteniendo el medio NBRIP con 5 g L defosfato tricalsico.
Semidio el tamafio delos halos de solubilizacion y se aislaron aquellas col onias que mostraban halos mayores alos 4
mm. El fésforo solubilizado se estim6 cuantitativamente en medio liquido con y sin agregado de solucién tampon y
se compard con una cepa comercial. El valor medio de bacterias totales fue 5,1 10° (0,06% solubilizadoras) mientras
que el valor medio de hongos totales alcanzé a 3,3 10* (9,70% solubilizadores). No se encontraron diferencias signi-
ficativas en el nimero de bacterias solubilizadoras de fosfato en los distintos suelos. Se obtuvieron 14 aislamientos
solubilizadores: 10 delamicrofloray 4 de Bradyrhizobiumsp. y sushalososcilaron entre 4y 15 mm. Todaslas cepas
de coleccion excepto MSDJ G 49 solubilizaron fosfato en placa de Petri. Las cantidades de fosfato solubilizadas por
|as bacterias de lamicrofloravariaron entre 3% y 24,1% en un medio liquido sin solucién tamponada mientras que en
un medio tamponado variaron entre 0,07%y 4,82%. En un medio liquido sin solucion reguladora, los aislamientos de
Bradyr hizobiumsp. solubilizaron en porcentajes que variaron entre 7,1%y 8,5% mientras que en un medio tamponado
oscilaron entre 0,1% y 0,16%. No se observaron diferencias significativas en las cantidades de fosfato solubilizadas
por los aislamientos de Bradyrhizobium sp. en un medio tamponado con respecto alamayoriade los aislamientos de
lamicroflora. No se destacd |acapacidad de sol ubilizacion de fosfatos delacepacomercial con respecto alo observado
enlosaislamientosdeestetrabajo. Nuestrosresultados permiten concluir queexisten aislamientosde bacteriasdel suelo
condiferentecapacidad solubilizadoradefésforoinorganicoy quelascepasde Bradyr hizobiumsp. muestran capaci dades
de solubilizacion comparables alas de otros géneros bacterianos.

Palabras clave. Solubilizacion de fosfato, Bradyrhizobium, bacterias del suelo.

PHOSPHATEINORGANICSOLUBILIZINGBACTERIAISOLATED FROM
SOYBEAN REGION SOILS

ABSTRACT

The present research focuses on the study of the ability to solubilize inorganic phosphate of different bacterial groups
aswell as of Bradyrhizobium sp. strains isolated from soybean soils. Soil samples were collected and the microflora
aswell asthetotal number of bacteria, fungi, and sol ubilizers was assessed. The phosphate solubilization ability of the
predominant bacterial groups, of 250 Bradyr hizobium sp. strains, and of 10 collection strainswastested in Petri dishes
containing NBRIP supplemented with 5 g L of trical cium phosphate. The size of solubilizing haloswas measured and
those coloniesshowing hal oslarger than4 mmwereisol ated. Sol ubilized phosphatewas quantitavely estimatedinbroth
with and without buffer in these strains and it was compared with acommercial strain. The total bacteria mean values
reached 5.1 10°(0.06% sol ubilizers) whilethetotal fungi reached 3.310%(9.70%sol ubilizers). Nosignificant differences
inthe number of solubilizing bacteriawere observed in the different soils. Fourteen solubilizing strainswere obtained:

10 from microfloraand 4 Bradyr hizobiumsp. strainswhose halosranged from 4 to 15 mm. All collection strainsexcept
MSDJG49 solubilized phosphatein the plate assay. The amounts of solubilized phosphate by the strains of microflora
varied from 3% to 24.1% in aliquid medium without buffer while with buffer varied from 0.07% to 4.82%. In aliquid
medium without buffer, the strains of Bradyr hizobium sp. solubilized in percentages ranging from 7.1% to 8.5% while
with buffer, the percentages ranged from 0.1% to 0.16%. No significant differences were observed in the amounts of
solubilized phosphate in aliquid medium with buffer between strains of Bradyrhizobium sp. and the majority of the
microflora strains. The phosphate solubilization ability of the commercial strain studied was not as relevant as that
of the other strains. Our results lead to conclude that there are bacterial strains with different abilities to solubilize
inorganic phosphate and that the strains of Bradyrhizobium sp. show relevant solubilization ability with respect to
other bacterial genera.

Key words. Phosphate solubilization, Bradyrhizobium, soil bacteria.
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cascomo organicas(Alexander, 1980). L asplantasdeben
absorberlo del suelo, donde se encuentra en muy baja
concentracion, normal mente en niveles que varian entre
5y 30 mgkg?. Estosindicesbajosdel nutriente se deben
a que € fosforo soluble reacciona con iones como €l
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calcio, €l hierro o el aluminio que provocan su precipi-
tacion o fijacion, disminuyendo su disponibilidad para
los vegetales (Rodriguez y Fraga, 1999). Los fosfatos
inorgani cos aplicados como fertilizantes quimi cos tam-
bién soninmovilizadosen el sueloy como consecuencia
no son solubles para ser aprovechados por los cultivos
(Peix etal.,2001). Porlotanto seconsidera, quelasolubi-
lizacion de distintas rocas fosfatadas y de otras fuentes
defésforo inorganico por los microorganismos del sue-
lo es una dternativa fundamental para incrementar la
cantidad de nutriente disponible paralas plantas (I1Imer
y Schinner, 1992).

Se han aislado de distintos suel os bacterias sol ubili-
zadoras de fosfato pertenecientes alos géneros Pseudo-
monas, Bacillus, Rhizobium, Agrobacterium, Burkhol-
deria, Achromobacter, Microccocus, Aerobacter, Flavo-
bacteriumy Erwinia (Nahas, 1996; Kumar et al., 2001).
Estos microorganismos crecen en medios con fosfato tri-
calcico, apatita o materiales insolubles similares como
Unicafuentedefosfatoy nosoloasimilanel elementosi-
no que sol ubilizan unagran proporcion del mismo, libe-
randolo en cantidades superiores a sus demandas nutri-
cionales. El principal mecanismo microbiol dgico por el
cual los compuestos fosfatados son movilizados es la
disminuciondel pH del medio por laliberacion deécidos
organicos (Alexander, 1980). Se han descrito otros po-
sibles mecanismos que incluyen la eliminacién de pro-
tones afuera de la célulay su intercambio con cationes
unidos al fosforo o la produccién de acidos inorganicos
como el &cido sulfhidrico, el &cido nitrico o €l &cido car-
boénico (Rodriguez y Fraga, 1999).

Si bien muchos géneros bacterianos presentan esta
capacidad parasolubilizar fésforoinorganico, esde par-
ticular interés detectar esta habilidad en grupos queten-
gan otras propiedades de promaocién de crecimiento ve-
getal, como por gjemplo, capacidad parafijar nitrégeno
atmosférico. Se han aislado microorganismos como
Azospirillum lipoferum o Azotobacter chroococcum
gue ademés de ser fijadoreslibres de nitrégeno, son ca-
paces de promover el crecimiento vegetal mediante la
solubilizacion de fosfatos inorganicos (Murty y Ladha,
1988; Kunduy Gaur, 1980). Ademés, distintas especies
de los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium, bacterias
del suelo quefijan nitrégeno en asociaci on simbiéticacon
distintas leguminosas, poseen capacidad de solubiliza-
cién defosforoinorganico (Halder y Chakrabartty, 1993;
Surangey Kumar, 1993).

Existen diferentes métodos para seleccionar micro-
organismos solubilizadores de compuestos de fésforo
inorganico aislados del suelo. Los distintos criterios
presentan sus ventgjas y desventgjas. Si hien se ha de-
mostrado quelaseleccionapartir delaformaciondel halo
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de solubilizacién no es una técnica infalible (Nautiyal,
1999), tampoco laconcentracién de fésforo detectadaen
cultivoliquidoloes(Rodriguezy Fraga, 1999). Gyaneshwar
y col. (1998) demostraron que algunos microorgani Smos
que solubilizan fésforo en condiciones de laboratorio no
son capaces de hacerlo en vertisoles alcalinos. Estain-
capacidad se debe posiblemente al alto poder deresis-
tenciaalos cambios de pH delos suelos alcalinos junto
con labaja secrecién de &cidos organicos que producen
los microorgani smos en esos ambientes. Gyaneshwar y
col. (2002) determinaron que es mejor adoptar técnicas
de seleccién de cepas a partir de ensayos quereflgjen la
capacidad amortiguadora de pH del sueloy por o tanto
serian vélidos sdlo aquellos métodos que incorporen
soluciones tamponadas a los medios de cultivo. De to-
das maneras, solo los ensayos de campo, estableceran
s la capacidad solubilizadora de fésforo inorgénico de
los organismos seleccionados in vitro realmente tiene
efecto sobre plantas de interés comercial.

Sobre |la base de los antecedentes enunciados se
plantealasiguiente hip6tesis de trabajo: numerosos gé-
neros bacterianos del suelo, entre ellos el género Bra-
dyrhizobium ampliamente estudiado en funcion de su
capacidad parafijar nitrégeno, solubilizan compuestos
defosforo inorganico. Por o tanto, se establecenlos si-
guientes objetivos: 1) estudiar la capacidad fisiol6gica
de solubilizacién de fosfato inorganico en diferentes
aislamientos bacterianos de suelos cultivados con soja
y 2) detectar esa habilidad en bacterias del género
Bradyrhizobium procedentes de los mismos suelos.

MATERIALESY METODOS

Determinacion de las caracteristicas de los suelos,
del nimero de la microflora total (bacteriasy hongos),
de bacteriasy de hongos

Setomaron muestrasde suel osde establ ecimientosagricol as
delaregion sojeraargentina: 3 pertenecen a Pergamino (Buenos
Aires)y 2aManfredi (Cordoba). L as mismas se extrajeron auna
profundidad de 10 cm, se secaron a airey setamizaron con malla
de 2 mm paralareaizacion delos distintos ensayos. En cadauna
de las muestras se determiné: pH (H,0; 1:2,5) potenciométri-
camente con un electrodo de vidrio; C organico total por combus-
tion seca utilizando un analizador de carbono LECO (LECO
Corporation, St. Joseph, MI); N total por € método de Kjeldahl
(Bremner, 1996) y P extractable por el método de Bray-Kurtz
(1945). Estas caracteristicas se presentan en la Tabla 1.

Paradeterminar €l nimero delamicrofloradelossuelos, se
practicé latécnicadelasdilucionesdecimalesy siembraen placa
dePetri, utilizando el medio agar nutritivo (L aboratoriosBritania
S.A.)y4placaspor diluciénsembrada. Secuantificoalasbacterias
con la misma técnica'y siembra en medio agar nutritivo con
cicloheximida (100 mg L*) y para hongos se utilizd el medio
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Tabla 1. Caracteristicas fisicas y quimicas de los suel os estudiados.
Table 1. Physicals and chemicals characteristics of the studied soils.

Suelos Textura (60)] Nt Pe pH
(9Ckg"?) (gNkg") (mg P kg?)

Per 1 Franco arcilloso a arcillo limoso 19,4 1,71 14,61 6,14

Per 2 Franco arcillo limoso 20,5 1,66 23,13 6,04

Per 3 Franco limoso 22,5 1,72 14,09 6,15

Man 1 Franco limoso 9,8 1,01 40,76 6,85

Man 2 Franco limoso 16,6 1,38 52,86 7,40

Per 1, 2 y 3: suelos de Pergamino (Buenos Aires); Man 1y 2: suelos de Manfredi (Cérdoba);
CO: carbono organico; Nt: nitrégeno total; Pe: fosforo extractable; pH (suelo/agua= 1:2,5 plv).
CO (g C kg%, Nt (g N kg?), Pe (mg P kg?) determinaciones efectuadas por e LANAIS N-15,

CONICET-UNS (Agronomia).

Martin (1950) (pH 5) con laincorporacion de rifampicina (40
mg L-%). En ambos casos se incubd a 30 °C durante 2-3 dias.

Aislamientosy cepas de Bradyrhizobium

Se obtuvieron 250 aislamientos del género Bradyrhizobium
por purificacion a partir de nédul os de plantas de soja (Gomez,
2001) sembradasenlossuel osestudiados. L asplantasdesarrolla-
ron en camara de crecimiento durante 30 diasa 24 °C (16h) y a
20 °C (8h). Ademas, se obtuvieron 10 cepas de la coleccion del
L aboratoriodeMicrobiol ogiade Suelosdel INRA Dijon (Francia)
que provienen de suel osargentinos cultivados con sojay corres-
ponden a distintos genotipos (Gémez, 2001).

Determinacion dela solubilizacién de fosforo

Sedetermindel niimerodebacteriasy dehongossol ubilizadores
por gramo de suel o de manerasimilar aladescriptaparanimero
de la microflora pero utilizando €l medio NBRIP. Este medio
contiene (L™): glucosa 10 g; Ca,(PO,), 5g; MgCl,.6H,05g;
MgSO,.7H,0 0,25 g; KCl 0,2 gy (NH,),SO, 0,1 g (Nautiyal,
1999). Las cajas se incubaron a 28 °C durante 7 dias hasta la
apariciéndehalosclarosalrededor delasUFC solubilizadorasde
fosfato.

Se seleccionaron las colonias solubilizadoras cuyos tipos
morfol égicos eran predominantesy se realizaron cultivos liqui-
dos en caldo nutritivo. Se sembraron 10 pL de cada cultivo
(Densidad Optica=0,6) en medio NBRIP arazén de4 aislamien-
tospor cajade Petri. Seincubaron lasplacasdurante 11 diasa28
oC hasta observar la aparicién de un halo claro alrededor de las
colonias. El tamafio delos halos se calcul 6 restando el didmetro
delacoloniadel diametro total y se aislaron las que mostraban
halos mayores a los 4 mm. De la misma manera, se evalud la
capacidad para solubilizar fésforo inorgénico de los 250 aisla-
mientos de Bradyrhizobium sp. y de las 10 cepas de coleccion.

Los aidamientos bacterianos de la microflora y los de
Bradyr hi zobium que se sel eccionaron por €l tamafio del halo, se
utilizaron para cuantificar el fosforo solubilizado en medio
liquido (de Freitas et al., 1997). Se incorpord en este andlisis
cuantitativo una cepa comercial del mercado argentino
(Pseudomona fluorescens). Se transfirié 1 mL de cada cultivo
bacteriano (10° UFC) aerlenmeyerscon 50mL demedioNBRIP,
cony sin agregado de solucién tampon (100 mM de Tris-HCI).
El pH final del mediotamponadoeraigual a9 (Gyaneshwar etal.,

1998). Se realizaron dos repeticiones por cepay se dejaron dos
testigos sin inocular. Luego de 9 dias de incubacién se tomo
asépticamente una aicuota de 2 mL de cada erlenmeyer, se
centrifugd a10.000 rpm durante 12 minutos para sedimentar las
bacteriasy el fésforoinorgénico. Semidio en el sobrenadante el
pH vy el fosforo soluble con espectrofotometro a 620 nm
(Murphy y Riley, 1962).

Andlisis estadistico de los datos

Serealizd el andisisDM S0 LSD paracomparar nimero de
lamicroflora, debacterias, dehongosy paraestablecer si existen
diferenciasentrelacapacidad delascepasparasolubilizar fosforo
en medio liquido (Steel y Torrie, 1997).

RESULTADOS Y DISCUSION

Propiedades y datos microbioldgicos de los suelos

L osresultados de ladeterminacién del nimero total
de lamicroflora (bacteriay hongos), bacterias, hongos
del suelo y de los organismos solubilizadores se mues-
tranenlaTabla2.

En este trabgjo, los valores medios observados por
gramo de suelo seco fueron de 5,1 10° UFC bacterianas,
siendo 3,0 10%solubilizadorasdefosfato (0,06% del total)
mientrasque el valor medio dehongostotalesfue 3,3 10¢,
siendo 3,2 10° solubilizadores (9,70% del total). No se
encontraron diferencias significativas entre e nimero de
bacteriassol ubilizadorasdel osdiferentessuel 0s(p<0,05).
En cambio se diferenci6 estadisticamente (p<0,05) €
suelo Per 2 debido al mayor nimero de hongos solubili-
zadores. Las caracteridticasfisicasy quimicasdelos dis-
tintos suelos fueron similares. La excepcion fue el ato
tenor de fosforo extractable determinado en los suelos
Man 1y Man 2 pero que sin embargo no influy6 en la
cantidad de microorganismos solubilizadores.
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Tabla2. Numerodemicrofloratotal, bacterias, hongosy porcentajedesolubilizadoresdefosfatoencinco

suelosdelaregién sojeraargentina.

Table2. Number of total microflora, bacteria, fungi and percentage of phosphate solubilizersinfive soils

from the soybean region of Argentine.

Microflora Bacterias Hongos

Suelos total Totales Solubilizadoras Totales Solubilizadores

(10" UFC g* de suelo) (205 gh) (10° g (20* gh (10° g
Per 1 34at 2 4,1ab 3,7(0,09)% a 2,0a 1,5(7,31)a
Per 2 4,7ab 4.6abc  3,2(0,09)a 3,80  8,5(22,00)b
Per 3 4,6ab 3,2a 3,2(0,10)a 3,3b 1,0(3,00)a
Man 1 5,9b 7,2¢ 2,0(0,03)a 3,5b  4,0(11,36)a
Man 2 3,5a 6,5bc 3,0(0,05)a 3,90 1,2(11,36)a

Promedio 4.4 51 3,0(0,06) 3,3 3,2(9,70)

!Cada valor en la Tabla es la media de 4 repeticiones. ?Valores medios con letras iguales no son estadisticamente
diferentes (p=0,05). Los valores entre paréntesis indican el porcentaje del total de bacterias y hongos que

solubilizaron €l fosfato tricélcico.

El nlmero de microorganismos solubilizadores de
compuestos defosfato inorganico variaampliamente de
un sueloaotro. Kucey (1983) encontré quelasbacterias
y los hongos solubilizadores de suelos virgenes y culti-
vadosdel sur de Alberta (Canada) constituyeron menos
del 1% de la poblacién microbiana. Peix y col (2001)
estudiaron estacaracteristicaen poblacionesbacterianas
de los suelos del norte de Espafia y obtuvieron menos
de 100 UFC solubilizadoras por gramo de suelo. Sin
embargo, Nahasy col. (1994) obtuvieron mayores por-
centajes en 13 suelos con textura arcillosa de laregion
deJaboticabal (Brasil): de2,68 10°bacteriastotales, 4,40
10°fueron solubilizadoras, lo que implicaun 16,4% del
total delamicroflorabacteriana, mientrasquedeuntotal
de 1,62 10* hongos, 4,90 10° poseyeron la capacidad
solubilizante que representa un 30% de la microflora
fangica. Chabot y col. (1993) trabajaron con suelos de
Canada y observaron que en un suelo franco arcillo-
limoso la microflora solubilizadora representd un 26%
del total de los microorganismos presentes en el suelo
mientrasqueparaunsueloarcillo-limosoal canzé el 46%.

La variabilidad en el nlmero de microorganismos
solubilizadores de fosforo descripta previamente, pue-
de responder a multiples causas. Kucey y col (1989)
sefialaron que estavariacion se debe al climay alahis
toria de cultivo del suelo. Kobus (1962) establecié que
ladiferencia en el nimero de microorganismos solubi-
lizadores esta influenciada por €l tipo de suelo y los
cultivos, més que por las caracteristicasfisicasy quimi-
casdel mismo. Sinembargo, esimportanteremarcar que
€l método de enumeracion utilizado por cadainvestiga-
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dor también podria ser causa de variabilidad. Kucey
(1983) afirma que un medio de cultivo con fuentes
carbonadas excluye a aquellos organismos solubiliza-
dores de fosfato que no utilicen eficientemente los car-
bohidratos. Por lo tanto, se deduce que en los suelos es-
tudiados en este trabajo no se hallaron diferenciasen el
ndmero de microorganismos sol ubilizadores probable-
mente porque en todos|os suel os serealizaunarotacion
decultivosoja-maizy enladeterminaciéndel nUmerode
organismos sol ubilizadores se utilizd un medio con glu-
cosa como fuente carbonada.

Es para destacar que se observd mayor habilidad
parasolubilizar fosfato tricél cico en loshongos con res-
pecto a las bacterias. En general, los aislamientos de
miceliosexhiben mayor poder solubilizador quelascélu-
las procariotas tanto en medio liquido como solido. In-
cluso esta capacidad en las bacterias se puede perder
cuando se realizan sucesivas transferencias de cultivos
bacterianos, pero esto no ocurre en €l caso de los hon-
gos (Kucey, 1983).

Medicion del halo y solubilizacién
de fosfato en medio liquido
Seobtuvieron10aislamientosbacterianossol ubiliza-
doresdefosfato: tresdePergamino 3, cuatrodeManfredi
1lyunodelaregiéndePergamino 1, 2y Manfredi 2. Los
hal os formados por estas bacterias variaron entre 4 mm
y 15 mm (Tabla 3) y fueron mayores alos encontrados
por Nautiyal (1999). Este autor midié 2 mm de halo en
Bacillus polymyxa, 6 mm en Pseudomona aeruginosa
y 7 mm en P. fluorescens procedentes de suel os neutros
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Tabla3. Solubilizaciondefosfatotricalcico(5gL ) (contenidoenfosforo: 1gL-t) enmediosdlidoy liquido, cony sinagregado
de solucién tampdn (Tris-HCl 100 mM), por bacterias de lamicrofloray por aislamientos de Bradyr hizobium sp. obtenidos

de nédulos de soja.

Tabla3. Solubilizationof trical cium phosphate (5gL %) (phosphatecontent 1 g L*) insolid andliquid medium, withand without
buffer (Tris-HCI 100 mM), by bacteria of the microfloraand by Bradyrhizobium sp. strainsisolated from soybean nodules.

Medio liquido con agregado
de solucion tampdn

Medio liquido sin agregado
de solucion tampén

Aislamientos Halo P % P %
(mm) pH solubilizado de P pH solubilizado de P
(pg/mL) solubilizado (Hg/mL) solubilizado
Testigo — 9 1,5 01 & 7 4 04 a
Comercial 10 5,5 40,0 40b 4 235 235 f
Per 3 Al 7 8 1,6 02 a 6 108 108 ¢
Per 1B 14 7 1,2 01a 7 30 30b
Per3C 12 7,5 0,7 01a 6 122 12,2 cd
Man 1 D 8 7,4 1,8 02 a 55 158 158 e
Per 2 F 10 5 48,2 48 c 5 112 112 ¢
Per 3G 15 5 46,6 47 c 4,5 206 20,6 f
Man 1 K 5 7,2 2,0 01la 4 235 235 f
Man 1 L 9 7,6 2,1 02 a 4 221 22,1 f
Man 1 LL 4 8 2,3 02 a 4,9 154 154 e
Man 2 M 4 8 2,4 02 a 4 241 241 f
Per 2 E 4 8 1,2 01a 6 71 7,1 be
Per 2 H 5 8 1,6 02 a 5 85 85 cd
Per 21 5 8 1,3 01la 5 82 82 cd
Per 2.J 4 8 1,0 01a 5 83 83 cd

Per 1, 2 y 3: suelos de Pergamino (Buenos Aires); Man 1y 2: suelos de Manfredi (Cérdoba). *A, B, C, D, F, G, K, L, LL
y M: aisamientos bacterianos de la microflora de distintos suelos. Per 2 E, H, | y J aislamientos de Bradyrhizobium
sp. de nddulos de plantas de soja sembradas en el suelo Pergamino 2. 2Valores medios con letras iguales no son estadis-

ticamente diferentes (p=0,05).

y alcalinos de Lucknow (India), en & mismo medio de
cultivoluegodeincubar 14 diasa28°C. El halo de solubi-
lizacionproducidopor lacepacomercial enel mediosdlido
fue de 10 mm, mientras que los observados en los aida
mientosPer 1 B, Per 3Cy Gfueronde14, 12y 15mmde
diametro, respectivamente.

Delos250 aislamientosde Bradyr hizobiumsp., solo
cuatro dePer 2 mostraron capaci dad desol ubilizacion de
fosfato y en medio solido los halos no superaron los 5
mm. Nueve de las 10 cepas de la coleccion del INRA
Dijon, pertenecientes al género Bradyrhizobium, pro-
dujeron halosentre 5y 12 mm; laexcepcion fuelacepa
MSDJG49quenosolubilizd. Peixy col. (2001) estudiaron
la solubilizacion en otros géneros del orden Rhizobiales
y observaron que Mesor hizobium mediterraneum puede
producir un halo de hasta 15 mm. No es sorprendente que
solo 4 de los 250 Bradyr hizobium sp. aislados del suelo

tenian capacidad de solubilizacion ya que hay cepas en
|os suel os estudiados que no se encuentran en la colec-
cion donde todas mostraron esa capacidad fisiol 6gica.

Losresultados del fosforo solubilizado y del pH ob-
tenido enloscultivosliquidosdelosaislamientos bacte-
rianos seleccionados de la microfloray de los de Bra-
dyrhizobiumluego deincubar 9 dias, con TrissHCl y sin
él, semuestran en laTabla 3. En un medio sin solucién
tamponada las cantidades de fosfato solubilizadas por
|as bacterias aisladas de | os suel os estudiados oscilaron
entre30(3%) y 241 ugmL 1(24,1%). El pH disminuy6de
7adparalosaisiamientosMan1KyLyMan2M.Nahas
(1996) estudio la solubilizacion de roca fosfatada de
Araxay dePatosdeMinas(Brasil) en bacteriasy hongos
aisladosde suelosdel Estado de San Pablo (Brasil). Este
autor obtuvo porcentgjes de solubilizacion semejantes a
los de este estudio, que variaron entre 133y 331 pgm L*
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de fésforo. Kim'y col. (1997) trabajaron con Rahnella
aquatilisISL 19, aislada de rizosferade soja. Esta cepa
soluhilizé en cultivo liquido con hidroxiapatita 230 g
mL-1defosforoy disminuy6 el pH del medio de cultivo
de 6,9 a 4,5 en 3 dias de incubacion. Sin embargo, los
resultados son diferentes cuando la solubilizacién de
fosforo inorganico se estudia en medios de cultivo que
incluyen una solucién tamponada. En estetrabajo enun
medio con esas caracteristicas, |as cantidades de fésfo-
ro solubilizadasfueron mésbajasvariando desde 0,07%
a4,82%. Lamayoriadelosaislamientosdelamicroflora
no se diferenciaron estadisticamente (p=0,05) del testi-
go, aexcepcion de Per 2 Fy Per 3 G. Los aislamientos
mencionados solubilizaron casi el 5% del fosfato tricél-
cico que habia sido incorporado a inicio del ensayoy
disminuyeronel pH del medioas. Esimportantedestacar
en estos aislamientos, que se observé una disminucion
del pH similar en el medio sin solucién tamponada con
respecto al medio tamponado y sin embargo |os porcen-
tajes de fosforo solubilizados fueron mayores en el me-
dio sin solucion reguladoray comparativamente meno-
res en el medio de cultivo con Tris-HCI. Esta falta de
relacion observadaentreel pHy el porcentajedefésforo
solubilizado sugiere que podrian existir otros mecanis-
mos involucrados en la solubilizacion de los compues-
tos de fosforo, como observaron otros autores (Ilimer y
Schinner, 1992; Thomas, 1985). También podriaocurrir
gue bajo condiciones tamponadas se manifieste otro
metabolismo bacteriano que implique la produccion de
otro/s &cido/s diferente/s a €l/los liberado/s cuando €l
medio de cultivo no tiene tampdn. Es sabido que en €
proceso de solubilizacion, €l tipo de é&cido secretado por
€l microorganismo es més importante que la cantidad
(Gyaneshwar et al., 1998; Halder et al ., 1990).

Los aisamientos de Bradyrhizobium solubilizaron
en medio liquido sin solucion reguladora, cantidades
guevariaronentre71(7,1%) y 85(8,5%) mientrasqueen
un medio tamponado oscilaron entre 1 (0,1%) y 1,60
(0,2%) pg mL* de fésforo (Tabla 3). Es importante
destacar que no se observaron diferencias estadistica-
mentesignificativas(p=0,05) enlascantidadesdefosfato
tricélcicosolubilizadaspor losaislamientosdeBradyr hi-
zobium en un medio tamponado con respecto ala ma-
yoriadelospertenecientesalamicrofloray al testigo. Se
puede afirmar entonces, que la solubilizaciéon de com-
puestos de fosforo inorganico in vitro por Bradyr hizo-
bium sp. infectivos, es comparable alade otros grupos
bacterianos como Pseudomonas y Bacillus en los cua-
les ha sido demostrada la solubilizacion (Nahas et al.,
1994; Nahas, 1996; Nautiyal, 1999). Haldery col. (1990)
estudiaron la solubilizacién en 23 cepas de Bradyr hizo-
bium y Rhizobium obtenidas de distintas colecciones.
Esos autores incubaron durante 3 dias cepas de B. japo-
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nicumy de Bradyrhizobium sp. (Cicer arietinum) enun
medio con glucosa-extracto delevadura-sulfato deamo-
nio con distintos tipos de rocafosfatada (2 g L ) y un
pH neutro. Bajo esas condicionesel fosforo solubilizado
varidentreel 0,66%y el 7% mientrasqueregistraronuna
disminuciéndel pH enalgunoscasoshasta3,97. Antoun
y col. (1998) trabajaron con 18 cepas de coleccién de
Bradyrhizobium; estudiaron distintas caracteristicas
invitroy observaron que el 5% de las especies son so-
-lubilizadoras defosfato en placade Petri. Ademas, rea-
lizaron dos pruebas en camara de crecimiento para de-
terminar los efectos de lainoculacion de las cepas en €
cultivo derabanito (Raphanus sativusL.) y encontraron
que la cepa B. japonicum Tal 629 incrementa signi-
ficativamente (un 15%) la materia seca en ese cultivo.
Estos resultados demuestran que bacterias de los géne-
ros Bradyrhizobium y Rhizobium podrian ser efectivas
para aumentar la produccién en plantas no-legumino-
sas.

La cepa comercia (P. fluorescens) también mostré
comportamientos distintos en €l cultivo liquido segin
si el medio teniasolucion tamponadao no (Tabla3). En
el medio sinsolucionreguladora, estabacteriasol ubilizo
235(23,5%) pgmL*defésforo. Sinembargo, enel medio
tamponado, los resultados del andlisis estadistico de-
mostraronquelacepacomercial solubilizésignificativa
mente (p=0,05) menor cantidad defésforo quedosaisla
mientosdelamicrofloradel ossuel osde Pergamino (Per
2FyPer3G).

Finalmente, los resultados de este trabajo demostra-
ron la existencia de aislamientos de bacterias del suelo
y deBradyr hizobiumsp., condiferente capaci dad sol ubi-
lizadora de fésforo inorganico. Mediante la utilizacién
de tres técnicas distintas de seleccidn de microorganis-
mos sol ubilizadores se encontraron seisaislamientosde
|os suel os de Pergamino, dos de lamicrofloradel suelo
(Per 2Fy Per 3G) y cuatro del género Bradyrhizobium
(Per 2E, H, 1y J), quemostraron resultados comparables
a los obtenidos por otros autores. La identificacion de
estas bacterias seleccionadas y su aplicacion en ensa-
yos directamente en el suelo, permitira avanzar en €
estudio delasmismas como potencialesherramientasde
inoculacion en los suelos con deficiencias de fosforo.
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