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RESUMEN

La transformacion de los compuestos de fosforo organico (Po) afésforo inorganico (Pi) soluble, es denominada mi-

neralizaciony esllevadaacabo por ungrupodeenzimasconocidascomofosfatasas. Enestetrabajo, seestudiolaactividad
fosfatasa de cinco lotes de la region pampeana norte del &rea sojeraargentina, mediante: la evaluacion delaactividad
fosfatasadel suelo, y el recuento delascomunidadesbacterianasy fuingicascon esaactividad, y deestamaneraseobtuvo
informacion sobre el potencial de los mismos para movilizar el Po. Se determind el nimero de bacterias aerdbicas
heterotroficas cultivables (BAHC) asi como €l de hongos cultivables (HC), ademas del nimero de productores de
fosfatasas acidasy alcalinas. El nimero de bacterias con actividad fosfatasafue en promedio 6,85 10° UFC g* de suelo
paralafosfatasa acida; mientras que paralafosfatasa acalinafue en promedio 5,80 10°UFC g* de suelo. En cambio,

el valor medio de hongos con actividad fosfatasa &cida fue 1,78 10° UFC g* de suelo y paralaenzimaalcalina 1,77
10° UFC g de suelo. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el nimero de bacteriasy el

de hongos con fosfatasa acida o a calina entre los distintos suelos. Por otro lado, €l nivel de actividad de lafosfatasa
alcalinaoscild entre 5,72y 15,5 mg p-nitrofenol kg suelo h, mientraslaécidavari6 entre 27,4 y 105 mg p-nitrofenol

kg suelo ht. Seencontraron diferencias significativas en laactividad enziméticaentre los cinco suel os, siendo mayor
laactividad &cidaquelaal calina. L osresultadosdeestetrabaj o demostraron quel ossuel osestudiadospresentanunaactividad
mineralizadoradefuentesde Po que coincide con otrostrabaj osde suel oscultivadosy queel recuento delosorganismos
productores de fosfatasas complementa la informacion obtenida a partir de la determinacién de la actividad fosfatasa
del suelo. Mediantelautilizacién deambosmétodos, esposibleestudiar laf osfatasaéciday al calinadeun sueloy obtener
informacion sobre e potencial del mismo para movilizar Po.

Palabras clave. Recuento microbiano, fosfatasa &cida, fosfatasa alcalina.

STUDY OF ACID AND ALKALINE PHOSPHATASE IN SOILSOF THE PAMPEAN NORTH
REGIONFROM ARGENTINESOYBEANAREA

ABSTRACT

Transformation of organic phosphorus(Po) i nto sol ubleinorgani c phosphorus(Pi) iscalled mineralizationandiscarried
out by phosphatase enzymes. The present research focuses on the study of the phosphatase activity of five soils from
the soybean areaof the Northern Pampean region, by eval uating the phosphatase activity in soil samplesand the number
of bacteriaand fungi with that activity. Soil samples were collected and the total number and phosphatase activity of
cultivated heterotrophic aerobic bacteria (CHAB) and cultivated fungi (CF) was assessed. No significant differences
wereobservedinthenumbersof CHAB and CH betweenthestudied soils. Thenumber of bacteriawith acid phosphatase
activity was 6.85 10° CFU g* soil, while akaline activity was 5.80 10° CFU g soil. In contrast, the number of fungi
with acid phosphatase activity was 1.78 10° CFU g soil and with alkaline activity was 1.77 10° CFU g* soil. No
significant differences were observed in the number of bacteriaand fungi with both enzymes. However, acid activity
was higher than akaline activity in soil samples. Alkaline phosphatase activity ranged from 5.72 to 15.5 mg p-
nitrofenol kg soil hrtwhile acid activity varied from 27.4 to 105 mg p-nitrofenol kg* soil h. There were significant
differences in phosphatase activity between the soybean soils. Our results show that the mineralization activities of
Po sourcesarein agreement with other cultivated soils. Ontheother hand, the number of bacteriaand fungi complements
the information on soil phosphatase activity. Clearly, both methods allow the study of alkaline and acid phosphatase
activity in soil and give information about the soil potential to mobilize Po.

Key words. Microbia counts, acid phosphatase, alkaline phosphatase.

ponibilidad de fésforo (P) paralas plantas. Unade las

INTRODUCCION transformaciones que producen es la mineralizacion de
Lasbacteriasy loshongosdel sueloparticipandeuna  fésforo organico (Po) afésforo inorganico (Pi) soluble
manera fundamental en procesos que aumentan ladis-  (Richardson, 2001). El Po es unaimportante reservade
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Py puede representar en algunos casos entre el 23y €l
47% del Ptotal deun suelo (Sanyal & De Datta, 1991).
Lamineralizacion de Po esllevadaa cabo por un grupo
deenzimasconocidascomofosfatasasofosfohidrol asas,
que catalizan lahidrélisis de ésteres y de anhidridos de
acido fosforico (Nahas, 2002). Las fosfomonoesterasas
o fosfatasas acidas y alcalinas han sido extensamente
estudiadas debido a que unaimportante cantidad de los
compuestos de Po presentes en €l suelo se encuentran
enformademonoésteres(Obersonetal., 1996). Lasfos-
fatasas acidas se encuentran principa mente en suelos
acidos, mientras que las alcalinas predominan en suelos
con pH basico (Tabatabai, 1994).

L as fosfatasas extracel ulares son liberadas no solo
por los microorganismos del suelo, sino también por las
raicesdelasplantas; y asuvez existenenzimaslibresque
conservan sus propiedades una vez muerto el organis-
model cual proceden. Invertebradoscomolaslombrices
detierratambién liberan P. Sin embargo, se asume que
las enzimas en el suelo provienen principalmente delos
microorganismos(Santruckovaetal., 2004). Segin Ladd
(1978) y Dick y Tabatabai (1993), lamicrobiotadel suelo
pareceser laopci 6n masl| égicaparasuministrar lamayor
partedeestasenzimasal suelo. El motivoresideenlaim-
portante cantidad de biomasay en la elevada actividad
metabdlica que desarrollan en corto tiempo, lo que les
permite producir y liberar relativamente grandes canti-
dadesdeenzimasextracel ularesconrespectoal oquepro-
vendriade plantasy animales (Tabatabai, 1994).

El cultivo de soja (Glycine max (L.) Merrill) esuno
de los componentes mas importantes de |os sistemas
agricolas de la Argenting; tal es asi, que se distinguen
tres grandes Regiones de produccion del cultivo: Norte,
Pampeana Nortey Pampeana Sur (Damen et al., 2005).
Lasuperficieocupadapor €l cultivototalizal4,04 millo-
nes de hectéreas'y la produccién anual alcanzalos 38,3
millonesdetonel adas(FA O, 2007). El Pcomofactor limi-
tante parala soja, generalmente restringe la nodulacién
asi como lafijacién de nitrégeno y consecuentemente,
éstos afectan €l crecimientoy €l rendimiento del cultivo
(Avelineetal., 2003).

El objeto del presente trabajo fue estudiar la activi-
dad de lafosfatasa aciday alcalina en cinco suelos de
laRegi6n PampeanaNortedel areasojera, medianteel re-
cuento de las colonias bacterianas y flngicas con esa
actividad y delaevaluacién de laactividad fosfatasaen
€l suelo, y de esta manera obtener informacién sobre el
potencial de los mismos paramovilizar Po.
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MATERIALESY METODOS

Suelos. Setrabajé con suelos correspondientes a 5 estable-
cimientosagricolasdelaArgentina(Tablal). Tresdeellosseubican
enlaprovinciade BuenosAiresen Pergamino (Per 1, Per 2y Per
3) y dosen laprovinciade Cordoba en Manfredi (Man 1y Man
2). LasmuestrassetomaronenlosmesesdeMayoy Junio de2003
y en cadaestablecimiento seanalizé el suelodeunlotequeenlos
tltimos 5 afios se sembrd con sojay en algunos casos serotd con
maiz. Todos|os suelos son franco limosos; sin embargo, lascan-
tidadesdelasparticulasdearena, arcillay limosondiferentes. Los
suel osde Pergaminotienen masporcentajedearcilla, entre 19,64
y 21,04%, que los de Manfredi, que poseen 15,07 y 15,68%.
También se determiné el P extraibley el carbono organico. Los
dossuelosdeManfredi tienenunaltocontenidodeP, 40,76y 52,86
mg kg y baja cantidad de carbono orgéanico, 9,8y 16,6 g kg*.
Por su parte; en los suel os de Pergamino, | as cantidades de P son
mas bajas, oscilan solamente entre 14,09 y 23,13 mg kg'y el
contenido en carbono organico es mayor, variando entre 19,4 y
22,5gkg™.

Determinacion del nimero de bacterias aerdbicas hetero-
troficascultivables(BAHC), dehongoscultivables(HC) y debac-
teriasy hongos con actividad fosfatasa. Seagitaron 10 g desuelo
en 90 mL de NaCl 0,85%. Posteriormente, se realizaron los re-
cuentosdelascoloniasbacterianasy fungicasmediantelatécnica
dedilucionesdecimal esy siembraenplacadePetri (Zuberer, 1994),
utilizando 4 placas por dilucién sembrada: i) BAHC en el medio
agar nutritivo (L aboratoriosBritaniaS.A.) concicloheximida(100
mgLt) y HC conel mediodecultivodesarrolladopor Martin (1950)
apH 5conrifampicina(40mgL); yii) productoresdefosfatasas
&cidasy d calinasdel ossuel oscon medio salino descriptopor Nahas
(2002). Todas | as cajas de | os distintos recuentos se incubaron a
30 °C durante 3 dias.

Paradeterminar laproduccion defosfatasa acida, seinunda-
ron las placas con una solucion de p-nitrofenilfosfato (p-nitro-
fenilfosfato ortodisodio sal hexahidratado, Fluka) 6 mM y agre-
gadodeacidoacético0,1M hastapH 5,4. Paralafosfatasaal calina,
las placas se cubrieron con una sol ucion de p-nitrofenilfosfato 6
mM tamponadacon Tris100mM (pH 9). Todasl asca asseincuba-
ronenestufaa37 °C durante 90 minutos. Posteriormente, lascajas
seinvirtieron bajo campanadurante 2-3 minutosen un desecador
queconteniavaporesdeamoniaco. L ascol oniasconactividadfos-
fatasapositivasedistinguieronpor laformaciondeunhaloamarillo
alrededor que indicabalatransformacion del p-nitrofenilfosfato
(incoloro) en p-nitrofenol (amarillo).

Determinacion dela actividad fosfatasa acida y alcalina en
muestrasdesuel 0. Sedetermindlaactividad enziméticadelafos-
fatasaéciday al calinasiguiendo el método descripto por Tabatabal
(1994), pero sinlaincorporacion detolueno. Secolocd 1 g decada
sueloenerlenmeyersy selesagregaron4 mL desoluciéndebuffer
acida (solucion de buffer llevadaapH 6,5 con HCl) y 1 mL de
solucién de p-nitrofenilfosfato 0,05 M, mezclandose el conte-
nido duranteunossegundos. L uego seincubaronloserlenmeyers
tapados durante 1 hora a 37 °C. Posteriormente, se agregaron 4
mL deNaOH 0,5M y 1 mL de CaCl, 0,5M paradetener lareac-
cion. Finalmente, la suspension de suelo sefiltrdy semidid en
espectrofotdmetroa410nm, utilizandocomoblanco5mL deagua,



ACTIVIDAD FOSFATASA EN SUEL OS SOJEROS

1mL de0,5M deCaCl,y 4 mL de0,5M NaOH. Serealizaron
3 réplicasy un control para cada suelo. Paralos controles se
incubaron 1 g desuelo con4 mL debuffer. Secontinuéigual que
parala determinacion de la actividad de la enzimafosfatasain-
corporando 1ImL desustratoantesdel agregadodeCaCl, y deNaOH.

Paralacuantificacién defosfatasaalcalina, secolocd 1 g de
cadasuel oenerlenmeyersy selesincorporaron4mL deunasolucion
buffer alcalina(solucion de buffer IlevadaapH 11 con NaOH) y
| mL de p-nitrofenilfosfato 0,05 M, mezclandose el contenido
durante unos segundos. L uego, se siguid el mismo protocolo que
paralafosfatasa écida.

Secalcul6lacantidad de p-nitrofenol contenido enlosfiltra-
dos utilizando una curva patrén de calibracién construida con
cantidades conocidas de p-nitrofenol.

Analisis estadistico delosdatos. Serealizé el andlissDMS
0 LSD para comparar nimero de bacteriasy de hongos con ac-
tividad fosfatasay para establecer si existen diferencias en las
actividadesenziméticasentrelosdistintossuel os(Steel & Torrie,
1997).

RESULTADOS Y DISCUSION

Bacteriasaer 6bicasheterotr 6ficascultivables
(BAHC)yhongoscultivables(HC)

No se observaron diferencias estadisticamente sig-
nificativas en el nimero de BAHC y tampoco en €l nu-
mero de HC, entre |os distintos suelos (Tabla1). La
cuantificacion de estas bacterias vari6 entre 3,23 10° y
7,2510°UFC (unidadesformadorasdecolonia) g desuelo
en los lotes estudiados. Para el caso delos HC, los re-
sultadosobtenidososcilaronentre3,110*y 3,87 10*UFC
g! de suelo.
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Bacteriasy hongoscon actividad fosfatasa
acidayalcalina

Los resultados de |a determinacion del nimero de
bacterias y de hongos con actividad fosfatasa se mues-
tranenlaTablalyenlasFigurasly 2, respectivamente.
El nimerodebacteriasconactividad fosfatasavarientre
5,2510°y 8,2510°UFC g ! desueloparalaenzimaécida,
conunvalor mediode6,85 10°(13% del nimerototal de
BAHC); mientrasqueparalafosfatasaal calinaoscildentre
2,7510°y 7,75 10°UFC g* desuelo, con un valor medio
de5,8010°(12% del nimerototal deBAHC) teniendoen
cuentad total delossuelos. En cambio, los hongos con
capacidadfosfatasavariaronentre0,8310°y 2,66 10°UFC
g de suelo en ambos casos, con un valor mediode 1,78
10° dehongosproductoresdefosfatasaécida(5,37% del
nimerototal deHC)y 1,77 10°(5,34%) conenzimaal caina
Estos resultados coincidieron con los de Nahas et al.
(19944) y Nahas (2002) obtenidos a partir de 13 suelos
contexturaarcillosadelaregion de Jaboticabal (Brasil).

No se encontraron diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre el nimero de bacteriasy el de hongos
con fosfatasa écida o alcalina entre | os distintos suelos
(p=0,05). Esparadestacar que se observo mayor tamafio
del halo amarillo en las placas de Petri con los hongos
que presentaban actividad fosfatasa. Esto indicaria ma-
yor habilidad en estos microorganismos con respecto a
lasbacteriasparamineralizar Po. Laactividad delasfos-
fatasas de los hongos ha sido ampliamente estudiada en
Aspergillus (Casida, 1959) asi como en distintas mico-
rrizas(Dighton, 1983; Jayachandranetal., 1992). Laacti-
vidad de estasenzimas, asi como de otrasque hidrolizan
compuestos de Po, tales como | asfitasas (Richardson et
al., 2001), demuestran que estos organismos son capa-
cesdeutilizary movilizar formasdePoquedeotramane-
ra serian inaccesibles paralos cultivos.

Tabla 1. Caracteristicasfisicas y quimicas de |os suel os estudiados.
Table 1. Physicals and chemicals characteristics of the studied soils.

CO

Nt Pe

Suelos Textura (g C kg?) (g N kgb) (mg P kg?) pH
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 orgénico, Nt: Nitrégeno total, Pe: fosforo

extractable, pH (suelo/agua= 1:2,5 p/v).

CO (g Ckg?), Nt (g N kg?), Pe (mg P kg™) determinaciones efectuadas por el LANAIS N-15, CONICET-UNS (Agronomia).
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Log UFC/g suelo
w
L

Per 1 Per 2

Per 3 Man 1 Man 2

Per 1, 2y 3: suelos de Pergamino (Buenos Aires), Man 1y 2: suelos de Manfredi (Cordoba).
Per 1, 2y 3. Suelosde Pergamino (BuenosAires), Man 1y 2: suelosde Manfredi (Cérdoba). Actividad fosfatasa &cida (barranegra)

y acalina (barrablanca).

Figural. NUmero debacteriasconactividad fosfatasaéciday al calinaen cinco suel osdelaRegion Pam-
peanaNorte del area sojeraargenting, utilizando el medio de cultivo de Nahas (2002).

Figure 1. Number of bacteriawith acid and alkaline phosphatase activity in five soils of the Northern
Pampean Region of the Argentine soybean-cultivated area. Nahas' medium (2002) was used.

Log UFC/g suelo
N
|

Per 1 Per 2

Per 3 Man 1 Man 2

Per 1, 2'y 3. Suelos de Pergamino (Buenos Aires), Man 1y 2: suelos de Manfredi (Cérdoba).

Actividad fosfatasa &cida (barranegra) y alcalina (barrablanca).

Figura2. Nimerodehongosconactividadfosfatasaéciday al calinaen cinco suel osdel aRegién Pampeana
Norte del &reasojeraargentina, utilizando el medio de cultivo de Nahas (2002).

Figure 2. Number of fungi with acid and akaline phosphatase activity in five soils of the Northern

Pampean Region of the Argentina soybean-cultivated area. Nahas' medium (2002) was used.

Actividad fosfatasaaciday alcalinaen el suelo

El nivel de actividad de laenzimafosfatasaacalina
oscilé entre 5,72 'y 15,5 mg p-nitrofenol kg* suelo h?,
mientrasque el nivel deactividad acidavario entre 27,4
y 105 mg p-nitrofenol kgt suelo h! (Tabla2); siendo en
todos|os suelos mayor laactividad delafosfatasaacida
guelaalcaina

Ci. SUELO (ARGENTINA) 26(1): 35-40, 2008

Se determind que existen diferencias estadisticamen-
tesignificativasen laactividad enziméticaentreloscinco
suelos estudiados. L os mayores val ores de ambas activi-
dades fosfatasa se registraron en uno de los suelos de
Pergamino, Per 3y losmenoresen otro suelo delamisma
region, Per 1. TambiénunodelossuelosdeManfredi, Man
2, se destaco por lamayor actividad alcalina. Este lote
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Tabla 2. Nimero de bacterias aerobicas heterotroficas cultivables (BAHC), de hongos cultivables (HC) y con
actividad fosfatasa en cinco lotes de la Region Pampeana Norte del érea sojeraargentina.

Table 2. Number of cultivated heterotrophic aerobic bacteria (BAHC), cultivated fungi (HC), and their
phosphatase activity in five soils of the Northern Pampean Region of the Argentina soybean-cultivated area.
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Bacterias Hongos
BAHC Po (10° g?) HC Po (10° g?%)
Sudos (10 g) (10 g
Acida Alcalina Acida Alcalina

Per 1 4,10 5,75 6,50 3,10 1,65 0,83
Per 2 4,62 7,50 6,25 3,85 1,80 1,60
Per 3 3,23 7,50 5,75 3,30 2,65 2,66
Man 1 7,25 5,25 7,75 3,52 0,83 2,13
Man 2 6,50 8,25 2,75 3,87 2,00 1,65
Promedio 5,14 6,85 5,8 3,31 1,78 1,77

Per 1, 2 y 3: suelos de Pergamino (Buenos Aires), Man 1y 2: suelos de Manfredi (Cérdoba).

presentaba un pH ligeramente alcalino de 7,4, con res-
pecto al pH levemente acido, entre 6,04y 6,85 del resto.
Esteresultado coincide conlosdeotrosautoresy podria
explicarse dado que &l pH como se sabe gjerce unaim-
portante influencia en la actividad de las fosfatasas
(Nahasetal., 1994b; Obersonetal., 1996). Essabido, que
ladistincion entre ambas enzimas se basaen lamarcada
diferencia en los rangos de pH en los cuales éstas son
activas (Carpenter-Boggs et al ., 2003). Sin embargo, es
para destacar que no se observaron diferencias signifi-
cativasenlaactividad alcalinaentreel lotePer 3y el Man
2, apesar delasdiferenciasenel pH. Esposiblequeotros
factores tales como tipo de labranza e incorporacién de
fertilizantes en los cultivos impacten sobre las fraccio-
nesde Po. Zibilske & Bradford (2003) demostraron que
por efectos del manejo del suelo cambia significativa-

mente lamineralizacién de Po con respecto alos suelos
no cultivados.

Existen numerosos trabaj os que cuantifican la acti-
vidad de la enzima fosfatasa en distintos suelos. Algu-
nos de ellos, como el de Lopez-Gutiérrez et al. (2004)
midieron 1,43 pmoles p-nitrofenol g* h'defosfomono-
esterasa &cida en suelos vertisoles de un ecosistema de
sabanaen Venezuela. Oberson et al. (1996) determina-
ron unaactividad delaenzimafosfatasadcidaen suelos
agricolas cultivados con arroz de 145,5 mg p-nitrofenol
kg'suelo h?. Losresultadosde actividad delafosfatasa
acida obtenidos paralos suel os cultivados de este tra-
baj o coincidieron conlosval orespreviamentedescriptos.
Sinembargo, fueron menoresalosval oresobtenidospor
Dick et al. (1996) luego de compilar numerosostrabajos
sobre estas enzimas en distintos suelos del mundo.

Tabla3. Actividad de las enzimas fosfatasa aciday alcalinaen cinco suelos de la Region

PampeanaNorte del &reasojeraargentina.

Table 3. Alkaline and acid phophatase activity in five soils of the Pampean North Region

from argentine soybean area.

Fosfatasa acida

Fosfatasa alcalina

Suelos
mg p-nitrofenol kg* suelo h mg p-nitrofenol kg* suelo h*
Perl 38,5 + 0,27'ab? 5,72 £0,19a
Per2 48,6 + 0,93b 9,11 +0,15b
Per3 105 + 3,42c 13,80 +0,44c
Manl 41,2 £1,64b 8,26 +0,40b
Man2 27,4 £0,47a 15,50 +0,38c

Per 1, 2y 3: suelos de Pergamino (Buenos Aires), Man 1y 2: suelosde Manfredi (Cordoba). ‘Media+ ES. 2Valores
medios con letras iguales no son estadisticamente diferentes (p=0,05).
Values followed by the same letter do not differ significantly according to LSD test (p=0.05).
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CONCLUSIONES

Losresultados de este trabajo demuestran que: i) los
suel os estudiados presentan una actividad mineraliza-
dora de fuentes de Po que coincide con otros trabajos
desueloscultivados, y ii) el recuento delos organismos
productores de fosfatasas complementa lainformacion
obtenidaapartir deladeterminacién delaactividad fos-
fatasa del suelo.

Es importante destacar, que mediante la utilizacién
deambos métodos, esposible estudiar |afosfatasaacida
y alcalinade un suelo y obtener informacién sobre €l
potencial del mismo paramovilizar Po.

Finalmente, seriaimportante realizar estudios que
determinensi existeono, unarelaciény/oregresionentre
€l nimero de microorganismos con actividad fosfatasa
y laactividad de esta enzima medidaen el suelo.
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