REPUBLICA ARGENTINA

COMISION NACIONAL DE ENERGIA ATOMICA

INFORME Ne 93

Solubilizacion de Fosfalos por
Microorganismos del Suelo

por

Anibal H. Merzari - Sersio Flores Suarez y Alicia Godoy

I

BUENOS AIRES
1963






SOIUBILIZACION IE FOSFATOS POR
MICROORGANISNMOS IEL SUEILO

Técnica rdpida para determinar cuantitativamente la
solubilizacidén de fosfato tricdlcico por Bacillus subtilis y
Bacillus megatherium utilizando p32

Anfbal H, Merzari, Sergio Flores Suérez“y Alicia Godoy

El fésforo como elemento nutriente de primordial importan
cia para los vegetales,es objeto del interés permanente de gran
ndmero de investigadores,

El estudio de sus estados y transformaciones en el suelo
ha dado lugar a numerosas interpretaciones que demuestran su
extrema comple jidad,

POCHON y de BARJAC (1) han consignado la importancia de
los pracesos de fosforilacidn en reacciones enzimdticas.

E.J. HISSELL (2) hace notar que en el suelo y bajo condi-
ciones naturales, son los microorganismos los que actan prin-
cipalmente como agentes de defosforilacidn de los compuestos
orgdnicos, liberando asf aniones utilizables por el vegetal,

Los estudios sobre mineralizacidn del fdsforo orgdnico por
los microorganismos se inician a comienzos del siglo a través
de los trabajos de J, STOKLASA (3) quién demuestra la transfor
macidén del mismo en ortofosfatos. Posteriormente F.C. GERRET-
SEN (4), R.I. PIKOVSKAIA (5), R.A. MENKINA (6), G. PICCI (7),
A, SEN y N.B. PAUL (8 y 9), JOAN I. SPEREER (10), A ROCHE (11),
A, ROCHE y H. de BARJAC (12), J, SOBIESZCZANSKI (13), A.TARDIEUX
¥ A. ROCHE (14) comunican una serie de experiencias en donde
resalta la importancia de los microorganismos solubilizadores
de fésforo orgdnico e irorgdnico, Por parte de algunos de
ellos se aislan cepas de alta capacidad de solubilizacién y
como resultado de los trabajos de laboratorio se suceden expe
riencias en macetas y a campo. Es as{ que en 1956, ARAO ITANGC
y YAN-SHENG KAN (15) demuestran que inoculando trigo con B.me
gatherium var, phosphaticum se produce un aumento en el rendi
miento de la cosecha,
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En Rusia se ha aprovechado la propiedad de estos microor-
ganismos para su utilizacién prdctica como inoculantes de semi
llas, bajo el nombre de Fosfobacterin, Similares experiencias
realizadas en el Indian Agricultural Research Institute demueg
tran que en el caso del trigo, se han registrado a campo, aumég
tos en el rendimiento del orden del 10 - 25% (16).

El interds que el tema reviste para la agronomia argentina
y la de Latinoamérica, en lo que hace a la necesidad de una pro
visidn abundante de fésforo asimilable en sus suelos, y el cong
cimiento personal por parte de uno de nosotros, de los trabajos
realizados en la India con resultados alentadores, nos movieron
a la iniciacidn de experiencias preliminares con la inclusién
del uso de métodos radioisotépicos que facilitaron el estudio.

Una de las primeras dificultades a resolver era simplifi-
car en lo posible la técnica de la determinacidn de la cantidad
de fésforo solubilizado por accidn bacteriana en una primera
etapa que consiste en individualizar las especies o cepas mds
convenientes a esos efectos al estado de cultivo puro,

Como resultado de lo que antecede se planearon las siguien
tea experiencias,

Técnica rdpida para determinar cuantitativamente la
solubilizacién de fosfato tricdleico por Bacillus subtilis y
Bacillus megatherium utilizando P32

La cantidad usualmente determinada en estudios con "“traza
dores" es la denominada actividad espec{fica, la que de acuerdo
con WAHL y BONNER (17) es lz relacién del mimero de dtomos ra-
diactivos sobre el mfimero total de dtomos isotépicos., Para com
prender me jor el concepto en cuanto a la técnica aplicada, 1lla
maremos actividad especifica a la cantidad del elemento radiagc
tivo, expresada en cuentas por minuto por unidad de peso del
elemento presente, incluyendo este dltimo a la totalidad de isd
topos, sean estables o activos,

La técnica desarrollada consiste en utilizar fosfato tri-
cdleico "marcado® con P32 como unica fuente de f&sforo en un
medio mineral glucosado, En el momento del andlisis se deter-
mina la actividad especifica del (P3204)20a3 ¥ el contaje de
la actividad que pasa a la solucién por la solubilizacién efec
tuada por las bacterias, nos pone en condiciones de despejarla
Unica ineégnita, que es la cantidad de fésforo que ha pasadoen
solueidén,

Come antecedente de lo expuesto,citaremos a C.E.L,BAMBER-
GER (18) quién utilizd el mismo principio para la medicién de
pérdidas por solubilidad y/u otras causas en la determinacién
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de berilio a través de su precipitacidn como fosfato aménico
ver{lico.

MATERTAL UTILIZATO

Cepas de B, subtilis y B, megatherium facilitadas por la
Cdtedra de Microbiologfa Agrfcola de la Facultad de Agronomia
y Veterinaria de la Universidad Nacional de Buenos Aires,

Posfato tricdlecico preparado segyn la técnica de R,WARING
TON (19) adaptdndola para la marcacién del compuesto con
segdn G.B. BARO (20),

Medio de cultivo lfquido con la composicién que se especi
fica en el trabajo de A. SEN y N.B, PAUL (9), utilizando como
fuente nitrogenada sulfato de amonio,

Potocolorimetro BAUSCH & IONB.
Tubo GEIGER-MJILILER con ventana de mica (1.4 mg/cm
Escalimetro C.N.E.A.

2y

EXPERIENCIAS REALIZADAS

Se prepard un medio mineral glucosado con sulfato de amo-
nio como fuente nitrogenada, La glucosa se esterilizé aparte
y se agregd al medio en la proporcién conveniente en el momento
de su utilizacién.

Se usaron Erlenmeyers de 125 cc¢ con 30 cc de medio liquide
y 0,200 g de (P3zo‘)2Ca3 como Unicu fuente fosfatada.

Por duplicado o cuadruplicado se sembré en cada uno de eg
tos Erlenmeyers B, subtilis y B, megatherium provenientes de
un cultivo fresco de 24 a 48 horas en medio lfquido y se incubé
a 28 - 30°C, durante 8 dfas, Se incubaron frascos sin inocular
como testigos y para determinar la solubilidad del fosfato,

A los 8 dfas el contenido de cada uno de los frascos se
llevé a volumen en matraz de 50 o 100 cc y luego se centrifugd
a 2,500 r,.p.m. durante 25 minutos, filtrdndose con posteriori-
dad el sobrenadante si se observa alguna fina suspensién, lo
que suele ocurrir en el caso del B.subtilis., Del liquido l{m-
pido as{ obtenido se tomaron partes alicuotas para la determi-
nacidén de actividad y a los efectos comparativos de fésforo to
tal por fotocolorimetria,

En el dfa de la determinacidn y con el fin de no efectuar
correcciones por decaimiento, se disoclvieron entre 15 y 20 mg
del fosfato tricdlecico "marcado™ utilizado, en 5 cc de dcido



clorhfdrico 1:1 y se completd a volumen de 200 cc con agua deg
tilada con el fin de determinar la actividad especffica.

la determinacidn por contaje de la cantidad de fésforo sg
lubilizado es muy simple de realizar conociendo la actividad
especifica de la sustancia "marcada", Para ello bastard mmlti
plicar el ndmero de cuentas por minuto totales por el factor
gue resulta de dividir la cantidad en mg del fosfato radiactivo
disueltda en la solucidn original por el mimero de cuentas de
dicha solucidn. Restando de los guarismos obtenidos en los
frascos inoculados la cantidad determinada en los testigos ten
dremos la cantidad de fosfato tricdlcico que ha pasado a la sg
lucién por la accidn microbiana,

RESUIZADOS OBTENRIDOS
Cuadro 1.

Comparacién de la técnica por contaje con el método foto-

colorimétrico, Resultados expresados en mg de (104)2033 solu-
bilizados, .
Bacillus subtilis |Bacillus megatherium Testigos
Contaje Fotocolor)| Contaje Fotocolor.|Contaje Potocolor.
la, Exper.|la, Experjla, Exper|la. Exper.|la. Exper|la, Exper.
21,23 21,59 14,70 15,11 9,82 10,73
23,03 23,13 24,32 25,59 8,74 9,00
2a, Exper,|2a. Exper.|2a, Exper.|2a. Exper.|2a. Exper.|2a. Exper.
12,99 13,46 7,63 8,47 6,77 7,49
15,30 17,14 14,77 17,14 6,80 7,34
3a, Exper,|/3a. Exper|3a. Exper.}3a. Exper;3§. Exper.|3a. Exper.
23,78 22,46 19,53 19,97 11,62 11,44
23,15 21,42 24,12 24,13 15,63 15,18
18,41 17,89 19,46 19,97
20,79 21,00 24,51 22,88
CONCIISIONES

a) En la determinacién de la capacidad de solubilizacidn
de fosfato triecdlcico por B.subtilis y B. megatherium

cultivados en un medio mineral glucosado es

posible
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simplificar el andlisis del producto solubiligado par-
tiendo de (P3204)ZCa3. Utilizando la presente tdcnica
la determinacién se reduce a un contaje de la actividad
que ha pasado al medio lfquido relaciondndola con la
gctividad espec{fica del compuesto “marcado™.

b) las determinaciones son seme jantes a las efectuadas por
el método fotocolorimdtrico.

¢) Ia técnica propuesta dada su rapidez y simplicidad po-
sibilita incrementar el ndmero de muestras en ensayo.

d) Es obvio recalcar la mayor sensibilidadad de la técnica
desarrollada,

e) Podrfa aplicarse a otras sustancias,

Partiendo del concepto de actividad especifica, los auto-
res desarrollan una tdcnica rdpida y sencilla para la determi-
nacién cuantitativa de fésforo solubilizado por B. subtilis y
B, megatherium a partir de fosfato tricdlcico “marcsdo" con P32
efectuando, luego de un periodo de incubacidn de 8 dfas, el con
taje de la actividad que pasa al medio lf{quido. Relacionando
dicho contaje con la actividad especifica de la sustancia radiae
tiva utilizada obtienen la cantidad de fésforo que ha pasado en
solucién.

SUMMARY

In this paper the authors develops a rapid and simple tech
aique for the quantitative determination of solubilized phosphp
rus by B. subtilis and B. megatherium from tricalcic phosphate,

Using tricaleic phosphate labelled with P32, after a pe-
riod of 8 days they measure the activity in ‘the liquid medium
and this result is related with the specific activity of the
radiocactive substance to obtain the amount of phosphorus brought
into solution,

————
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