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RESUMEN

El estudio del fosforo (P) disponible para la planta en el suelo es importante para
la produccion agricola y el medio ambiente. Ante la conciencia de que es un recurso no
renovable, parece imperioso establecer criterios para su uso eficiente. El objetivo de este
trabajo es estudiar las formas de fosforo en suelos representativos de ambito
Mediterrdneo y su contribucidn, entre otros factores, a la nutricion fosfatada de la
planta. Para ello, se examinaron 18 suelos; para cada uno se seleccionaron muestras con
valores altos y bajos del indice de biodisponibilidad de fésforo (P-Olsen). Se estudiaron
sus formas de fésforo mediante esquemas de fraccionamiento secuencial, diferenciando
de fosforo inorganico (Pi), fosforo organico (PO) y fracciones que pueden contribuir a
la asimilacién de P por parte de los cultivos. Las fracciones de PO son de mayor
complejidad a la hora de su caracterizacion, y se realizd un ataque con fitasas para
estimar el contenido en monoésteres susceptibles de hidrdlisis en el suelo. También se
realizd un cultivo con pepino (Cucumis sativus L. cv Serena) colocando en macetas el
suelo equivalente a 1 mg de P Olsen para constatar su eficiencia como indice de
disponibilidad de P. Este ensayo se realiz6 en camara de cultivo, fertilizando con una
disolucion nutritiva sin P.

Los resultados obtenidos mostraron que el hidroxiapatito era la fraccion de P
inorganico dominante en los suelos de nuestro estudio, relacionado positivamente con el
grado de enriquecimiento en P del suelo. Esto revela la importancia de la precipitacion
de fosfatos de calcio en la dindmica de fosforo del suelo. La suma de fracciones
extraibles con NaOH Yy citrato-bicarbonato (CB) se correlacion6 significativamente con
el indice de disponibilidad de P (P-Olsen). La proporcion de P organico (PO) respecto al
total oscil6 entre el 25% y 70%, relacionandose negativamente con el contenido de P
total del suelo (R? = 0,43, P < 0.001). Esto revela que la fertilizacién con P incrementa
el P inorgéanico, reduciéndose la proporcion de PO respecto al total a medida que el
suelo se enriquece en P inorganico. La proporcion del PO hidrolizado por fitasas se
increment6 linealmente con el contenido total de PO en suelo (R? = 0.48, P < 0.001).

El P extraido por el cultivo en el ensayo en maceta no fue el mismo, ni en las
muestras con P Olsen alto ni en aquellas que lo tenian bajo. Esto revela que el P Olsen
no actia como un buen indicador de la disponibilidad de P para el cultivo. En las
muestras con P Olsen bajo, el PO en la maceta y la actividad fosfatasa en rizosfera
explicd el 37 % de la variacion en el P extraido por las plantas (P < 0,037); el P
organico extraible por CB hidrolizable por fitasa presente en la maceta explico el 36 %
(P < 0,01 ) de la variacién en el P extraido. Esto hace pensar que en muestras con
niveles de P disponible bajos, el P orgéanico y la actividad hidrolitica en rizosfera juega
un papel fundamental en el suministro de P a la planta.



INTRODUCCION

El P como recurso no renovable y el aumento de la demanda de alimento asi
como el de la poblacion, nos enfrenta a un futuro donde la produccién agricola debe
contemplar la mejora en la aplicacion de nutrientes esenciales a los cultivos, ya que las
reservas de roca fosfdrica se creen que se agotaran en 50-150 afios. El punto critico se
cree que se alcanzard con el maximo pico de produccion, previsto sobre el 2035, dénde
la demanda superara a la oferta (Cordell et al., 2009; Schroder et al.,2011). Las
préacticas de aplicacion de fertilizantes de P generalmente ignoran el fenémeno de la
acumulacién en suelos (Ryan et al.,2012).

En este escenario, lo importante es conocer la capacidad de liberacién de P del
suelo, hasta que se vuelve deficiente en P disponible para la planta, normalmente
evaluado mediante “indices de disponibilidad de fosforo”. Sin embargo, la eficacia de
los diferentes métodos como indices de disponibilidad en un amplio rango de suelos,
puede ser limitado (Delgado y Torrent, 1996).

El fosforo es absorbido por las plantas como iones ortofosfato, los cuales estan
presentes en la solucion del suelo. La fuente principal de fosforo inorgéanico se origina
durante la desintegracion y descomposicion de las rocas que contienen el mineral
apatita, formando fluorapatita (Caio(PO4)6F;), cloroapatita (Caio(PO4)6Cl,), e
hidroxiapatita (Cajo(PO4)60H;). También, el fésforo se encuentra combinado con
hierro y aluminio, formando fosfatos de hierro y aluminio PO4AIl.2H,0 (variscita),
PO4Fe.2H,O (estrengita). ElI contenido de fosforo total en el suelo es alto en
comparacion con la acumulacion en la planta, limitando el crecimiento del cultivo la
baja disponibilidad de este elemento (Turner et al.,2007; Ryan et al.,2012). Las
reacciones de fijacién del P en el suelo son las responsables de la pérdida de
disponibilidad del fertilizante fosforico aplicado, reacciones quimicas como la adsorcién
fisica, quimiosorcion, intercambio anidnico, precipitacion superficial y precipitacion de
fase solida, procesos complejos, dificiles de distinguir e identificar. La capacidad de
adsorcion depende de la superficie especifica, la cual es mayor a menor cristalinidad de
los 6xidos de hierro; los minerales de la arcilla, de menor capacidad adsorbente que los
Oxidos de hierro, pueden adsorber P mediante cambio de ligando; los carbonatos
constituyen un elemento secundario en la adsorcion de P. La adsorcion en la superficie
de la calcita se produce por sustitucion de moléculas de agua, o de iones HCO3  y OH’
(Hamand et al., 1992; Afif, 2005), la materia organica solo adsorbe P cuando esta
asociada a cationes metalicos, compitiendo por los lugares de adsorcién cuando no esta
asociada a ellos (Ryden et al., 1987). La precipitacion del fosfato resulta en la practica
dificil de diferenciar de la adsorciéon. Cuando se producen concentraciones altas en
disolucidén en suelo, la precipitacion es un mecanismo que puede tener lugar, mientras
que a concentraciones bajas tiene lugar la adsorcion (Afif, 2005). En suelos
mediterraneos, los principales adsorbentes de P son los éxidos de hierro, arcilla y
CaCOs3, aunque la prediccion de adsorcion de P en suelos calcareos ha tenido menos
éxito que en otro tipo de suelos de esta zona (Pefia y Torrent, 1990).

En el ciclo global de P, la parte menos conocida es aquella relacionada con el P
organico (PO) (Delgado y Scalenghe, 2008), englobando las diversas formas organicas
de P tales como: acidos nucléicos, fosfolipidos, inositol fosfato, fosfoamidas,
fosfoproteinas, pesticidas organofosfatados, acidos humicos asociados a compuestos
fosforados, fosfatos organicos condensados, coloides y formas asociadas (Turner et al.,
2003). La forma predominante del fésforo organico es el fitato (Turner et al.,2002;
George et al., 2004), el cual se acumula en los suelos debido a sus interacciones con los
componentes del suelo por mecanismos de adsorcién o precipitacién (sorcion)



(Anderson y Malcom, 1974; George et al., 2004). Las fitasas son una clase especial de
fosfatasas, enzimas que catalizan la hidrolisis secuencial del fitato (Kim et al., 1998).
Poco se conoce de cdmo el PO se puede hidrolizar y utilizar en la rizosfera (George et
al., 2006).

Las aproximaciones practicas al estudio de las formas de P en suelo requieren la
separacion e identificacion de diferentes formas de P en suelo y sedimentos. Una de las
aproximaciones mas comunes son los esquemas de fraccionamientos secuenciales con
una serie de reactivos disefiados para disolver selectivamente varias formas de P,
basados principalmente en la naturaleza y fuerza de las interacciones entre las
fracciones de P y otros componentes minerales y organicos. Existen esquemas
especificos de P inorgéanico, PO, combinaciones de PO e inorganico y combinaciones de
inorganico, organico y P microbiano. La utilizacion de estos esquemas de
fraccionamiento no permite la identificacion de formas especificas de P en el suelo, pero
permite una distincidon “operativa” de fracciones de P con distinto potencial de liberar el
P a la disolucion del suelo, aspecto critico que define la disponibilidad para las plantas
en el suelo o el potencial de ser liberado a las aguas a partir de particulas de suelo
erosionadas.

Es por ello que el objetivo principal de este trabajo es examinar la naturaleza de
las formas de fosforo en suelos mediterraneos representativos usando esquemas de
fraccionamiento secuencial y establecer cobmo afectan la capacidad de absorcion de P
por parte del cultivo y a la validez del indice habitual de disponibilidad de P (P Olsen).

MATERIALES Y METODOS
Toma y procesado de muestras

Para este estudio se seleccionaron 18 suelos de ambito mediterrdneo de la
cuenca del Guadalquivir. Para cada suelo se tomaron muestras con distintos niveles de
disponibilidad de P, seleccionandose en sus niveles méas alto (tratamiento H) y el mas
bajo (tratamiento L) de P (medido como P Olsen). Las distintas muestras de suelo
fueron secadas al aire a temperatura ambiente, molidas y posteriormente
homogeneizadas. Se hicieron pasar por un tamiz de 6 mm de luz inicialmente (siendo
esta granulometria la utilizada para los ensayos de cultivo en camara), y posteriormente
por una luz de 2 mm para los andlisis de laboratorio. El factor de humedad higroscépica
se calculd por pérdida de peso (método gravimétrico) después de mantener una muestra
de 30 gramos de cada uno de los suelos en la estufa a 105°C durante 24 horas.

Experimento de extraccion de P por las plantas

El experimento se llevo a cabo en camara de cultivo. Para el ensayo se utilizaron
plantas de pepino del cultivar Serena (pepino corto tipo espafiol) (Cucumis sativus, var.
Serena) obtencion de Nunhems (hibrido, F1). Se germinaron en bandejas con alvéolos y
turba como substrato, con una Unica planta por alveolo. Tras 16 dias en el semillero,
fueron trasplantadas previa limpieza de las raices, a las macetas disefiadas para este
experimento. Las condiciones controladas de la camara de cultivo fueron: 14 horas de
luz y 10 de oscuridad, con una humedad relativa del 45% (periodo de luz) y del 60%
(periodo oscuro), con una radiacién fotosintética activa de 22 W/m? Se utilizé un
disefio experimental en bloques completos al azar, con 2 tratamientos y dos repeticiones
por suelo. Cada repeticion consistio en una maceta con una cantidad de medio de
cultivo de 300 g; este medio fue suma de la cantidad de suelo (tamizado por tamiz de 6



mm) necesaria para la aplicacién de 1 mg de P Olsen y el resto de arena silicea (0.4 <
g(mm) <0,8). El riego se hizo con solucion nutritiva tipo Hoagland sin fosforo a pH 6 -
6,5, intercalando cada tres riegos uno con 20 ml de agua desionizada.

El levantamiento del cultivo se realizo a los 50 dias. La planta recolectada se seco
en estufa de ventilacion forzada a 60°C hasta peso constante. Se obtuvo el peso seco de
parte aérea y de la parte radicular por separado. Luego, molida en molinillo para la
posterior mineralizacion de la materia organica mediante calcinacion en horno mufla.
Para ello se peso6 0.25 g de muestra, en crisol de porcelana previamente tarado y se llevd
a un horno mufla a 550°C durante 8 horas. La ceniza, se disolvio con 10 ml 1N HCI y
se llevd a ebullicion durante 15 minutos. Cumplido este tiempo se retird de la placa
caliente, y para ajustar de nuevo la concentracion en 1N HCI, se volvié a llevar hasta un
volumen de 10ml con agua desionizada. Se analizaron alicuotas de 0.1ml de los
extractos obtenidos, determinando la concentracion de fdésforo molibdato reactivo
(MRP) segun el método de Murphy y Riley (1962) a 882 nm (Standard Methods, 1985).
Para determinar el P acumulado exclusivamente por las plantas, se determind de igual
manera el P inicial en las semillas y se sustrajo del acumulado en parte aérea + raices.
Para la verificacion del método de anélisis del tejido vegetal, se determind el P de un
material vegetal certificado en cada tanda de mineralizacion (hojas de melocoton
molidas, Sugelabor S.A.), constatandose que la recuperacion de P en esta muestra
siempre fuese del 90-110%.

Se analizo la actividad fosfatasa alcalina en el suelo rizosférico de cada maceta
ensayada 4 dias después del levantamiento por el método de Tabatabai, (1994),
ligeramente modificado. Se colocd 1 g de suelo rizosférico en tubos falcon y se les
agregaron 4 ml de solucion tampon llevada a pH 9.5 con HCI y 1 ml de soluciéon de p-
nitrofenilfosfato 0.05 M, mezclandose el contenido durante unos segundos. Luego se
incubaron los tubos falcon tapados durante 1 hora a 37 °C. Posteriormente, se agregaron
4 mL de 0.5 M NaOH y 1 mL de 0.5 M CacCl, para detener la reaccion. Finalmente, la
suspension de suelo se filtré con papel Whatman n°2 de 90 mm de didmetro y se midio
la concentracion de p-nitrofenilfosfato en espectrofotometro a 410nm, utilizando como
blanco 5 mL de agua, 1 mL de 0,5 M de CaCl, y 4 mL de 0,5 M NaOH. Se realizaron 3
réplicas y un control para cada suelo.

Extraccion secuencial

La extraccién secuencial utilizada fue la descrita por Ruiz et al.,(1997), el cual
integra 8 etapas, segun describen Saavedra et al. (2007)(Tabla 1). Para ello, se peso 1g
de suelo en tubos falcon de polietileno de 50 ml, afiadiendo 40 ml del extractante, a
25°C (Ruiz et al.,1997). Se agitaron los tubos en agitador de vaivén a 3 Hz durante el
tiempo establecido en cada etapa y después se centrifugaron a 1000 g durante 15 min,
determinando la concentracion de fosforo inorganico (Pi) como el molibdato reactivo
(MRP) en el sobrenadante segin Murphy y Riley (1962) a 882 nm (Standard Methods,
1985). Las extracciones se realizaron por triplicado. Para comprobar la reproducibilidad
del método se realizaron cada una de las repeticiones por separado, dos en un primer
bloque y la tercera en el siguiente.

En las etapas (1), (111a), (111b), (IV) y (V) se utilizé reactivo mixto enriquecido
con molibdato amonico (Tabla 3), ya que la presencia de complejantes (citrato)
interferiria en la determinacion de P por colorimetria en dichas muestras. Para evitar
interferencias por el ditionito, en la etapa (V) se oxido el extracto borboteando aire
durante 6 horas. Para la determinacion del fosforo total (PT) de todos los extractos, se
oxidd en autoclave a 121°C durante 1 hora con persulfato de potasio, midiendo luego



la concentracion de ortofosfato por el método Murphy y Riley, (1962) a 882 nm
(Standard Methods, 1985). También se modificé la concentracion de molibdato
amoénico en extractos con citrato para evitar interferencias en la determinacion
colorimétrica del P (Tabla 3). En las nueve primeras etapas de la extraccion secuencial
se comprobd la susceptibilidad a la hidrolisis por fitasa (Aspergillus) no comercial, la
cual hidroliza el myo-inositol hexakisfosfato (InsP6), ademas algunas otras formas
monoéster o diéster de fosforo orgénico (Hayes et al., 2000; George et al., 2006). Se
Ilevd a cabo mediante el método descrito por George et al., (2006) modificado. Para las
distintas extracciones se midio el pH (utilizamos alicuotas de 0.1 ml), neutralizando las
alcalinas con 0.5 M HCI, y las acidas afiadiendo 1M NaOH. Posteriormente se afiadio la
disolucion tampén (0.4 M C,H,40,, 10 mM EDTA sal disodica, concentracion final a pH
5) y la disolucién con fitasa con una actividad final de 10 nKat ml™. La mezcla
resultante se incubd a 37°C durante 6 horas. Tras la incubacion desnaturalizamos la
enzima con un volumen igual de A&cido tricloracético al 15%, analizando la
concentracion de fosforo molibdato reactivo (MRP) del sobrenadante, segun Murphy y
Riley,(1962) a 882 nm (Standard Methods, 1985), llevandolo a un volumen final de
3.125ml. La actividad especifica de la fitasa se realiz6 segln el método de Kim et al.
(1998).

RESULTADOS Y DISCUSION
Fracciones de P inorganico en el suelo

El P inorganico (Pi) respecto al P total en las muestras con valores altos de P-
Olsen es mayor (60%) que en aquellos con indices bajos de P-Olsen (40%). La fraccion
dominante de Pi en los suelos ensayados es la extraida por citrato (C1+C2), que
basicamente debe corresponder con hidroxiapatito pedogénico, y que representa el 28%
del Pi total. Saavedra y Delgado (2005) también encontraron que esta fraccion era la
dominante en 17 suelos representativos de &mbito mediterraneo representando el 30%
de la suma de fracciones de Pi. Igualmente en suelos calcareos estudiados por
Dominguez et al. (2001) en suelos de Valle del Guadalquivir, el hidroxiapatito es la
fraccion dominante, lo que es consistente con el resultado de estudios previos realizados
por Ruiz et al. (1997). En algunos suelos calcareos del sur de Espafia, estudios mediante
resonancia magnética nuclear (**P RMN) también nos proporcionan evidencias directas
del hidroxiapatito como fraccion dominante (Delgado et al., 2000; Delgado et al.,
2002). La relevancia de la fraccion de Pi extraible con citrato refleja la trascendencia
que tiene la precipitacion de fosfatos de calcio en estos suelos. La fraccion esta
relacionada con el grado de enriquecimiento de P (dosis acumuladas de P) en los suelos
ya que se observo una relacion significativa y positiva entre la relacion C1+C2/P total y
el P total (R? = 0.28, P < 0.001) (Figura 1a). Esto indica que una parte considerable del
P aplicado como fertilizante precipita como fosfato de calcio de baja solubilidad, lo que
limita la recuperacion de P por las plantas del P aplicado con la fertilizacion (Castro y
Torrent, 1998; Dominguez et al., 2001). Las fracciones de Pi extraibles por CA y CBD,
que corresponden con P ocluido en 6xidos, no se relaciona con el P total ni con la suma
de fracciones de Pi, lo que indica que la importancia relativa de estas fracciones
inorganicas de P estan mas determinadas por la geoquimica de cada suelo que por las
dosis de P aplicadas (Dominguez et al., 2001; Saavedra et al., 2005).

El Pi correspondiente a la fraccion CA es el segundo que se encuentra en mayor
proporcion (16%) (Tabla 2) con respecto al Pi total, perteneciente a P ocluido en oxidos
de hierro de baja cristalinidad (Reyes and Torrent, 1997; Dominguez et al, 2001). Al



formarse estos Oxidos, los iones fosfato pueden quedar ocluidos, proceso que se da en
escalas temporales reducidas, ya que su formacion se puede asociar a procesos de
oxidacion-reduccién (saturacion de agua-aireacion), los cuales determinan cambios en
las formas de hierro y en la disponibilidad de P para las plantas. Durante el periodo de
reduccion del suelo, aumenta la solubilidad de los fosfatos de hierro, mientras que
durante la oxidacién disminuye la disponibilidad de P por retencion en éxidos de hierro
(Patrick and Khalid, 1974; Holford and Patrick, 1981; Willet, 1989; Vadas and Sims,
1998; Phillips, 1998.; Hutchison and Hesterberg, 2009). Al igual que los datos
obtenidos por Saavedra et al. (2005), la relacién P/Fe es mayor en los extractos CA
(32%) que en los CBD (2%); la relacion en CA es mayor en muestras con P Olsen alto
que en las muestras con Olsen bajo (Tabla 2), mientras que en los extractos CBD no hay
diferencias entre muestras con Olsen alto y bajo. La influencia de la fertilizacion parece
que se pone de manifiesto en el P ocluido en 6xidos de baja cristalinidad, como
evidencia la relacion entre la proporcion del P total en el extracto CA y el P total en el
suelo (Figura 1b). Por el contrario, la oclusion en dxidos cristalinos puede estar asociada
a un proceso edafogénico a muy largo plazo donde la fertilizacion tiene menos
influencia.

La fraccion CB corresponde al P adsorbido, P liberado por la extraccidn anterior
que precipita o es reabsorbido o P asociado a los fosfatos de calcio, especialmente mas
en los suelos calcareos (Delgado et al, 2000.; Delgado et al., 2002). En estos suelos, se
puede suponer una precipitacion sustancial de los fosfatos de calcio, y las fases méas
solubles que el hidroxiapatito pueden ser liberadas por este extractante (Saavedra y
Delgado, 2005). En los suelos de nuestro estudio, esta fraccion se relaciona de manera
significativa con el P-Olsen (R?= 0,55, P < 0.001)(Figura 2). Ademés el Pi extraible con
CB en los suelos con indices altos de P-Olsen representa una fraccion mayor del Pi
(10%) que en los suelos con indices bajos de P-Olsen (4%). Todo ello nos da a entender
que es una fraccién que puede incluir parte del P biodisponible para el cultivo, como
suponen Dominguez et al. (2001).

La fraccion NaOH inicial muestra valores muy similares para las muestras de los
suelos de los dos niveles de P-Olsen (2% del Pi). A esta fraccion se asignan los fosfatos
de hierro y aluminio mas insolubles y los mas fuertemente adsorbidos a Oxidos e
hidroxidos de hierro y aluminio. En suelos de ambito mediterrdneo, con escasa
relevancia de los contenidos en fosfatos de hierro y aluminio, se entiende que en gran
medida puede ser facilmente liberable (Saavedra el al., 2005).

La suma del Pi extraible por NaOH y citrato-bicarbonato (CB), representa el
14% en las muestras de suelo altas en valores de P-Olsen. En las muestras con bajo
contenido en P-Olsen solo representa el 8%. Esto indica que la proporcién mas alta de
Pi asociado a las formas mas labiles (facilmente liberables) se observa en las muestras
de suelo altas en P-Olsen. El P-Olsen en los suelos estudiados se relaciond con la suma
de estas dos fracciones (R* = 0.72, P < 0.001) (Figura 3) en consonancia con estudios
previos relacionados en suelos representativos de dmbito Mediterraneo (Delgado y
Saavedra, 2005; R? = 0.75, P < 0.001). La suma de fracciones NaOH+CB, se considera
que abarca complejos Fe-P, Al-P, hidrolizados por NaOH (Pierzynski et al., 1990;
Barberis, 1996), fosfato absorbido por superficies hidroxiladas y liberado por
intercambio de ligandos con los iones OH" e iones citrato, fosfato adsorbido en CaCOs,
que se desorbe por citrato, y fosfatos calcicos disueltos por la accién complejante de Ca
del citrato, y el efecto de precipitacion del Ca por parte del bicarbonato, aproximandose
al potencial de liberacién de P en los suelos (Barberis, 1996) y relacionandose con el P-
Olsen de manera significativa (Shaheen, 2007).



El HCI extraeria esencialmente fluorapatito, que es litogénico, por lo que no esta
afectado por el grado de enriquecimiento en P del suelo, siendo los valores en las
muestras con valores altos y bajos de P-Olsen muy similares (3% del Pi). El P extraible
con HCI consistiria en la forma mas estable de Pi debido a la baja solubilidad que
presentan los apatitos asociados a minerales primarios (Schoenau et al., 1989).

Fésforo organico en el suelo

El P organico (PO) total, que generalmente engloba del 30 al 65% del fosforo
total en suelos de otros ambitos geograficos (Harrison, 1987), represento en los suelos
estudiados entre el 25 y el 70% del P total. Este porcentaje fue mayor en las muestras de
suelo con P-Olsen bajo (54%) que en aquellas con Olsen alto (47%), y decrecio al
incrementarse el P total en los suelos (R® = 0.43, P < 0.001) (Figura 4). En general, gran
parte del PO en suelos de &mbito mediterraneo esta asociado a formas muy estables
(Saavedra y Delgado, 2005), por lo que la disminucién de la relacion PO/P total puede
deberse a un enriquecimiento en Pi con la fertilizacion (Ahlgren et al. 2013). Por otra
parte, la fertilizacion puede contribuir a reducir el PO por un aumento en las tasas de
mineralizacion de la fraccidon organica (Zhang y MacKenzie, 1997; Kuo et al., 2005;
Romanya y Rovira, 2007). En periodos largos de fertilizacién, una proporcién
apreciable del P aplicado se acumula en el suelo como residuos vegetales que se
incorporan al suelo o restos de la biomasa microbiana del suelo que es susceptible a la
mineralizacion (Hayes, 2000). La proporcion del PO hidrolizado por fitasas se
incrementa con el contenido total de PO en suelo (R? = 0.48, P < 0.001) (Figura 5).
Como el porcentaje de PO con respecto a fésforo total disminuye al incrementarse el
fésforo total, también disminuye la proporcion de PO hidrolizable por fitasa, lo que esta
en consonancia con los resultados de Ahlgren, et al.(2013) que observaron que, cuanto
mas se fertiliza un suelo, menos asociado a monoésteres esté el P del suelo.

En los suelos estudiados, el P hidrolizable por fitasas, que en gran medida debe
corresponder con fitatos, representa por lo general menos del 20 % del PO del suelo.
Estos datos estan en consonancia con datos recopilados por Turner (2006), aunque
contrastan con la idea generalizada de que los fitatos deben ser una forma dominante de
PO. Estudios recientes han revelado que los monoésteres fosfato (incluyendo fitatos)
puede representar el 20 % del P total en suelos fuertemente fertilizados, con relaciones
monoésteres P:Pi entre 0.2 y 0.4, que no se alejan mucho de nuestros resultados, sobre
todo en las muestras con niveles bajos de P (Ahlgren et al. 2013). Por otra parte, puede
que en gran parte de la bibliografia se haya sobreestimado la relevancia de los
monoésteres, en particular del fitato, como componente del PO del suelo. En la
determinacion del In6P a través de 3P RMN, existe una posible sobreestimacion,
dependiendo de la utilizacion y discriminacion de los espectros debidos a los &cidos
himicos. Las sefiales que se creen sobreestimadas aluden a un 50% de In6P con
respecto al fosforo organico total, siendo la identificacion de fitato con respecto al T-OP
del 20% en el método que incluye la discriminacién de los acidos himicos segin
Doolette (2011), coincidiendo con los porcentajes de las muestras de valores més altos
en los suelos ensayados. En nuestro estudio, la cantidad total de fitato hidrolizable por
fitasa en el esquema de fraccionamiento no muestra dependencia del tipo de suelo o de
la disponibilidad de P (valores de P Olsen), dependiendo, probablemente, de las
caracteristicas fisico-quimicas del suelo (pH, Ca, etc).



Absorcion de P por el cultivo

El método Olsen es ampliamente utilizado en suelos representativos de areas
mediterraneas como indice de disponibilidad de P. El rango de P Olsen en las muestras
altas en P fue de 9-49 (media = 24) mg kg™, y las muestras bajas en P oscilaron entre 4
y 16 (media= 9) mg kg . En el ensayo con plantas se colocé en maceta la cantidad de
suelo equivalente a 1 mg de P Olsen. Sin embargo, las cantidades de P absorbidas por
las plantas no fueron las mismas. Asi, el contenido de P en la planta de las muestras con
P Olsen alto oscil6 desde 0,07 a 2,3 (media = 0,67) mg maceta " y en las muestras con P
Olsen bajo desde 0,03 a 1,2 (media = 0,5) mg maceta *.Por tanto, el indice de
disponibilidad (P-Olsen) no explica las diferencias entre suelos, ya que entonces las
extracciones por las plantas deberian haber sido las mismas.

En las muestras con indices de P-Olsen bajos, el contenido total en fosforo en la
planta se correlacioné con el P hidrolizable por fitasa en los extractos de CB (R® = 0.36,
P < 0.05) (Figura 6). Esta relacion se explica por la capacidad de los cultivos para
obtener P de diferentes fracciones organicas e inorganicas en condiciones de deficiencia
de este elemento. Otani y Ae (1999), demostraron que el P hidrolizable por fitasas no
especificas era extraido por acido citrico (Hayes et al., 2000; Ahlgren et al., 2013). El
citrato exudado por la raiz de la planta en condiciones de deficiencia de P contribuye a
movilizar PO del suelo, siendo mayor la susceptibilidad a la hidrolisis enzimatica de
estos compuestos cuando se han desorbido de superficies adsorbentes o se han disuelto
sus precipitados por complejacién de los metales por el citrato (Helmke et al.,2000). La
accion del extractante CB simula en cierta medida este efecto de las raices, liberando
In6P adsorbido o precipitado y haciéndolo que sea mas susceptible a la hidrélisis
enzimatica. Es la primera etapa en la que el citrato actuaria, siendo éste efectivo
extrayendo fitato y cantidades apreciables de fosforo organico hidrolizable del suelo por
encima de lo que lo pueden hacer extractantes basicos (Hayes et al., 2000; Saavedra et
al., 2007).

En estas mismas muestras con P-Olsen bajo, el contenido total de P en las
plantas se relaciond positivamente con el fésforo organico en la maceta y con la
actividad fosfatasa en la rizosfera (R* = 0.37, P < 0,037) (Figura 7). Esto pone de
manifiesto que la cantidad de P organico presente y la capacidad de hidrolizar P
organico en rizosfera pueden ser factores determinantes contribuyendo al suministro de
P a las plantas en suelos pobres en dicho nutriente. Esta constatado que la
mineralizacion del PO ocurre en la rizosfera y puede contribuir de manera significativa
a los requerimientos de ortofosfato por parte de los cultivos (George and Richardson,
2008). Esta contribucién del P orgénico al suministro de P de las plantas en muestras
pobres en P condiciona la validez del P-Olsen como indice de disponibilidad en dichos
suelos.

En los suelos con indices bajos de P-Olsen, la absorcion de P por parte del
cultivo se correlaciona con la cantidad de Pi de la suma de fracciones NaOH+CB (R* =
0.69, P <0.001) (Figura 8). Esto pone de manifiesto que formas de P que quizas no sean
facilmente movilizables, pero que son mas solubles que el hidroxiapatito, pueden
contribuir también al suministro de P en suelos pobres en este nutriente.

Se encontrd correlacion significativa entre el P asimilado por los cultivos y el
contenido de Fe asociado a 6xidos de hierro en las muestras con P-Olsen altos (R? =
0.56, P < 0.001) (Figura 9). Estos resultados muestran que propiedades relacionadas con
el contenido en oxidos de hierro pueden afectar a la precision del P-Olsen como indice
de biodisponibilidad en muestras con niveles altos de dicho indice. Entre estas
propiedades se pueden considerar el poder tampdn para el P, la afinidad por el P, o el



grado de saturacién para un mismo grado de enriguecimiento en P. Estas propiedades
afectan el equilibrio entre el P inorganico en disolucion y el P inorgénico en la fase
solida y, como pusieron de manifiesto Delgado et al (2010), pueden afectar la precision
del P-Olsen como indice de disponibilidad (Delgado et al., 2010).

CONCLUSIONES

La fraccion dominante de Pi es el hidroxiapatito litogénico (C1+C2), lo que
revela la trascendencia de la precipitacion de los fosfatos de Ca, en nuestros suelos,
como limitante a la hora de la recuperacion del fertilizante fosfatado por parte de los
cultivos. El porcentaje de P total correspondiente a PO oscilé entre el 25y el 70% y fue
mayor en las muestras con Olsen bajo que en aquellas con Olsen alto. Al aumentar el
contenido en P organico, aumenta el PO susceptible a hidrolisis por fitasa.

El P orgéanico (total o el hidrolizable por fitasa en la fraccién CB) y la actividad
fosfatasa en la rizosfera contribuian a explicar la absorcion de P por las plantas
cultivadas en muestras con niveles bajos de P Olsen, justificando que este método falle
como indice de disponibilidad en esos suelos. Por el contrario, en muestras con niveles
altos de P Olsen parece que son las propiedades que afectan al equilibrio de P
inorganico entre la disolucién y la fase solida las que contribuyen a explicar las
limitaciones del P Olsen como indice de disponibilidad de P.



TABLAS

Tabla 1 Secuencia del fraccionamiento de P segun Ruiz

Saavedra et al.(2007) .

et al.(1997) modificado segun

() |01MNaOH +1M NaCL NaOH | 16 horas Fosfatos de Fe y Al
P adsorbido
P reabsorbido tras la extraccion anterior.
0,27 M Na Citrato+ 0,11 M Fosfato de Ca relativamente solubles,
(n NaHCO3 CB 16 horas generalmente mas solubles que el
hidroxiapatito
(I1a) | 0,25 M Na Citrato a pH 6 Cl 16 horas Fosfatos de calcio pedogénicos no
. disueltos con CB, en gran medida
(Ib) | 0,2 M Na Citrato a pH 6-7 Cc2 8 horas hidroxiapatito
(V) 0,2 M Na Citrato a pH 6 + 0,05 M CA 16 horas P ocluido en dxidos de Fe de baja
Ac. Ascorbico cristalinidad
V) Rl;: c('\)/l +N0a12(|:\;|tr§t;D;ior?iél M CBD 16 horas P ocluido en oOxidos de Fe cristalino
3 ’
(V1) | Tampén 1 M NaOAc apH 4 OAc 6 horas I_:osfatos de _Ca pedogemcps
residuales no disueltos por citrato
(VID) | 1M HCI HCI 1 hora Apatito litogénico
(VI) | 2 M NaOH 90°C lc\laalli?l?e 2 horas P orgéanico
(IX) | 0,5M H,SO, + 4g K,S,04 H2S04 1 hora P orgénico
+ pers

Tras la extraccion con citrato (C1 + C2) se realizd un lavado con 20 ml de 0,5 M MgCI, durante 1 hora

Tabla 2 Fracciones de fdésforo inorganico (MRP) segun el método Ruiz et al.(1997) modificado
para indices altos y bajos de P-Olsen (Trat. Hy L).

Suelo MRP (mg P / kg suelo)
NaOH| cB | c1 c2 CA | cBD | OAc | Hcl | NaOH | HaSO,
caliente | + pers
Trat.(H) | 357,52 | 1747,2 | 1742,57 | 1109,76 | 1923,75 | 1013,75 | 955,13 | 545,54 | 413,68 | 453,81
% Pi 2,09 | 10,24 | 10,21 6,50 11,27 5,94 5,60 3,20 2,42 2,66
Trat.(L) | 381,09 | 740,71 | 984,25 | 847,37 | 1005,01 | 844,8 | 668,47 | 447,9 | 405,15 | 479,87
% Pi 2,23 4,34 5,77 4,96 5,89 4,95 3,92 2,62 2,37 2,81
Tabla 3 Modificaciones al método de Murphy y Riley, (1962) para la determinacion del
fosforo total (PT) y MRP en los extractos obtenidos por Ruiz et al.(1997) modificado.
Suplemento de molibdato aménico (g) por cada 100ml de Reactivo Mixto
NaOH | CB | c1 | c2 | cA | cBD | 0Ac | Hel |  NaoH 2S04 +
caliente pers
MRP 0 1,25 (1251251125125 | O 0 0 0
PT 0 0,7511251125(0,75| 0,75 | O 0 0 0
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