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Resumen

El presente trabajo tiene como objetivo determinar la capacidad del Lupino Blanco
(Lupinus albus L.) para solubilizar y poner disponible para las plantas el stock de fésforo
indisponible del suelo, en situacién de suficiencia del nutriente, mediante dos ensayos. En
el primero, en macetas de 62 Lts., cultivadas durante 4 meses y pulverizadas con
herbicida glifosato para su secado, posteriormente se tomaron muestras de suelo a
diferentes profundidades (5, 20, 40 y 60 cm.) en situacién de suficiencia de fosforo. Se
analizaron a diferentes profundidades y a distintos tiempos de extraccién (cada tres
semanas), las variaciones de fosforo disponible (método Bray-Kurtz), de pH actual
(dilucion 1:2,5) y de concentraciones de fosfatasas acidas en suelo (LeBansky et al.,
1992). Asi mismo se analizé en los tejidos de la raiz la variacion de contenidos de
fosfatasas a diferentes tiempos.

El segundo ensayo consistié en un cultivo hidroponico en recipientes de 0,8 Lts. en
solucion nutritiva Hoagland con y sin el agregado de fésforo durante una semana.

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa Statistica, mediante la
herramienta ANOVA para detectar la existencia de diferencias significativas entre los
valores obtenidos.

Al cultivar el Lupino en condiciones de suficiencia no se encontraron evidencias que
demuestren el aumento de disponibilidad de fésforo. Al colocar el Lupino en condiciones
de déficit del nutriente encontramos una activacion de las estrategias para solubilizar el
fésforo, aumentando la exudacion de fosfatasas al medio. La activacion de tales
estrategias no sucede en condiciones de suficiencia, pero en déficit han sido
evidenciadas; concluyendo que dicha capacidad para aumentar la disponibilidad del
fésforo es de tipo facultativa.



INTRODUCCION

El fésforo y la seguridad alimentaria

El fosforo (P) y el nitrégeno (N) son, con 53,5 y 179 millones de toneladas
aplicadas por ano respectivamente, los elementos mas ampliamente utilizados en la
fertilizacion de cultivos agricolas de todo el mundo (Nussaume et al.,, 2011). EI P a
diferencia del N es un macronutriente de ciclo sedimentario, no puede obtenerse de la
atmoésfera y la produccion de fertilizantes obliga a extraerlo de yacimientos minerales; la
ubicacidén geografica de estos yacimientos, el caracter finito de los mismos y la disputa
por su explotacién implican un riesgo para la seguridad alimentaria (Cordell et al., 2008),
sobre todo en los paises como Argentina, que no cuentan con yacimientos propios y
tienen gran parte de su economia fundada en la explotacién agricola dependiente de la

fertilizacion.

El fosforo en la planta

Es conocido, desde hace ya mas de 150 anos, que el fosforo (P) es un nutriente
esencial requerido para el crecimiento y normal desarrollo de las plantas, donde forma
parte de moléculas tales como ADN, ARN vy fosfolipidos de membranas. Por otro lado,
participa en numerosas reacciones de intercambio, actuando como transductor de
energia quimica, asi como en procesos de sefializacion celular (Epstein y Bloom, 2005).
La disponibilidad de HPO4% en la solucion del suelo que bafia las raices suele ser baja
por lo que se estima que entre el 40 y el 60 % del rendimiento de los cultivos se
encuentra condicionado por este nutriente (Uexklll y Mutert, 1995). En numerosas
situaciones la reduccién de rendimientos asociados a déficit de P no esta explicado por
una carencia del nutriente en términos totales, sino solo en su forma disponible
(Hinsinger, 2001). El proceso de formacion de nddulos en raices de leguminosas también
se ve afectado en plantas cultivadas en suelos pobres en P, debido a la alta demanda de

P de los nddulos (Cassman et al., 1980).



Las plantas absorben P principalmente en la forma de ion fosfato, este ion se
vuelve indisponible cuando reacciona con cationes del suelo formando complejos o
precipitados insolubles, en suelos acidos los cationes mas abundantes son Fe*® y Al*3,
mientras que en suelos alcalinos predominan el Ca* y Mg*?, el P también se vuelve
indisponible cuando se adsorbe a la superficie de particulas cargadas del suelo, o cuando

pasa a formar parte de moléculas organicas por accion bioldgica.

En plantas creciendo rapidamente, la absorcion de P desde la solucion del suelo
es mas alta que la tasa de transporte de nutrientes desde las zonas mas alejadas de
suelo hacia la rizosfera, lo que resulta en una zona de agotamiento alrededor de las
raices (Hendriks et al. 1981) dando lugar a un gradiente de disponibilidad en pocos
milimetros en torno a la raiz, por esta razén la morfologia radical resulta determinante del

volumen de suelo explorado y de la habilidad de la planta para adquirir P.

La absorcion de nutrientes por parte de la raiz genera un gradiente de
concentracion el cual es la fuerza motriz que genera el flujo difusivo de la mayor parte del
fésforo del suelo que es absorbido por la planta (Barber 1980). La extension de la zona
de agotamiento se ha demostrado de forma convincente en autorradiografias de suelo
marcada con P 32 (Lewis y Quirk 1967).

Varias respuestas fisiolégicas a la baja disponibilidad externa de P han sido
observadas, algunas de las cuales varian en gran medida entre mono y dicotileddneas.
Asi, mientras que el bajo suministro de P conduce a una reduccion de la elongacién de
las raices en Arabidopsis thaliana (Jiang y col., 2007), en trigo se ha observado un
incremento del peso seco de la raiz (Wang y col., 2013). En ambos grupos de plantas
existe una clara tendencia a la acumulacion diferencial de biomasa en la raiz en relacion
al vastago, asi como a la proliferacion de raices laterales (Jiang y col., 2007). Por otro
lado, se ha observado que cuando las raices, acorde a su crecimiento exploratorio,
encuentran zonas de abundante disponibilidad de P, ocurre un crecimiento localizado
(Chiou y Lin, 2011). En tanto, diferencias en la utilizacion de P podrian implicar
diferencias en la removilizacion de este nutriente desde las hojas viejas hacia las jévenes,
la removilizacion de P desde el ARN debido a la actividad de ribonucleasas (Bariola et al.
1999), o retardo en la senescencia (Kovacik y col, 2009), asi como eventuales cambios

en el cierre de estomas (Cogliatti y Clarkson, 1983).



Cuando las plantas se enfrentan a situaciones de déficit de P desarrollan
numerosas Y variadas respuestas de aclimatacién que les permiten mejorar la adquisicién
y el uso del nutriente, entre las modificaciones morfolégicas, fisioldgicas y bioquimicas
descriptas, la generacion de raices proteoides es la mas efectiva para su propdsito
(Purnell, 1960), estas raices descriptas originalmente en la familia de las proteaceas,
poseen adaptaciones morfoldgicas vy fisiolégicas que mejoran su capacidad de absorber
fésforo; morfolégicamente desarrollan una proliferacién extraordinaria de pelos radicales
que le dan a la raiz el aspecto de un pompén, e incrementan la superficie de interaccion
raiz-suelo; y fisioldgicamente sintetizan y liberan acidos organicos, fundamentalmente
citrato, que tienen una doble accidén por un lado en la solubilizacion y aumento de la
disponibilidad del P del suelo; uniéndose a los cationes que precipitan con el P y por
otro, compitiendo con el P por los sitios de adsorcion, desplazando el equilibrio de
adsorcion en favor de las formas de P en solucion (Roelofs et al., 2001). Posteriormente,
la presencia de raices proteoides también fue descripta en plantas de otras familias,
como es el caso del lupino blanco (Lupinus albus L.), perteneciente a la familia de las
leguminosas (Gardner et al., 1983a). La solubilizacién y aumento de la disponibilidad del
fosforo en el suelo por efecto de la planta ha sido estudiado en relacion a exudaciones de
aniones organicos que afectan la adsorcion de fosfato inorganico en el suelo y modifican
el pH del ambiente rizosférico (Gardner et al., 1983b), como también con exudaciones de
fosfatasas acidas que buscan hidrolizar los fosfatos presentes en la materia organica del
suelo (Wasaki et al., 2003).

El lupino: los cultivos de cobertura y el fosforo

El lupino es una especie perteneciente a la Familia de las Leguminosas
(Fabaceae). Es un antiguo cultivo de la cuenca mediterranea y América del Sur. Lupinus
albus L. (Lupino Blanco) se cultivé en Grecia y en el Valle del Nilo; los antiguos romanos
ya sabian que el Lupino Blanco se adaptaba a suelos pobres y poco aptos para otros
cultivos, mejorando sus condiciones para el posterior cultivo de cereales, practica
utilizada como rotacion agricola ya en la antigua Roma (Hondelmann, 1984). Existen
trabajos que estudian las exudaciones de la raiz proteiforme del lupino blanco y su efecto

solubilizador sobre el fésforo no disponible del suelo (Lambers, 2013).



Una importante limitaciéon de la planta al acceso del fésforo del suelo es que una
gran proporcion del fésforo que esta presente en el suelo (de origen natural o proveniente
de fertilizantes) se encuentra en formas quimicas que no son inmediatamente disponible
para absorcién por las plantas (McLaughlin et al. 1991). Para los sistemas agricolas, esta
retencion (a veces denominada "fijacién") de P en los suelos es una ineficiencia que
induce la formacién de raices en racimo, o cluster roots, morfologia tipica de las raices
proteoides, esto estaria regulado por la concentracion de P en los tejidos celulares de la
planta en lugar de la concentracion de P del sistema radicular o la solucion del suelo
(Shen et al. 2003). La formacion de agrupaciones de raices es mas evidente en las
plantas cultivadas a baja disponibilidad de P y, en conjuncion con la liberacion inducida
de aniones organicos, es una respuesta morfolégica y fisiolégica eficaz frente a la

deficiencia de P.

Existen antecedentes que demuestran mejoras en el crecimiento y absorcion de P
en cultivos cuando los mismos se desarrollan de manera intercalada con el lupino (Kamh,
1999), pero no se han llevado adelante mediciones del efecto residual en la solubilizacion
de P edafico, si pudiera confirmarse dicho efecto, se sumaria a las ya conocidas ventajas
de las leguminosas como abono verde, que se destacan por fijar N atmosférico a través

del proceso simbiético (Neumann et al., 2009).

Un cultivo de cobertura (CC) es definido como una cobertura vegetal viva que
cubre el suelo en forma temporal o permanente, el cual esta cultivado en asociacion con
otras plantas (intercalado, en relevo o en rotacion). Los términos "cultivos de cobertura" y
"abono verde" se han usado en el pasado como sindnimos. Sin embargo, los CC estan
caracterizados por sus funciones mas amplias y multi-propdsitos, las cuales incluyen la
supresion de malezas, conservacion de suelo y agua, control de plagas y enfermedades,

alimentacion humana y para el ganado (Pound, 1997).

La inclusion de cultivos de CC durante el periodo invernal previo al cultivo de
verano incrementa el volumen de residuos aportados, mejorando el balance de carbono
organico del suelo bajo practicas agricolas continuas (Alvarez et al., 2005).

Algunos importantes servicios ambientales proporcionados por el incremento de la
diversidad biolégica vegetal a través del uso de CC incluyen la proteccion del suelo
contra la erosion, la captura y la prevencion de pérdidas de nutrientes del suelo, la fijacién
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del nitrégeno por parte de las leguminosas, el incremento del carbono del suelo y
mejoramientos asociados a sus caracteristicas fisicas y quimicas, la disminucién de la
temperatura del suelo, el aumento de organismos benéficos y la supresién de las

malezas y las plagas (Sustainable Agriculture Network, 1998).

La importancia de las leguminosas en el esquema de rotacion de cultivos para
romper el ciclo de enfermedades en cereales, y el valor de los residuos de cosecha,
necesariamente deben ser considerados, a fin de no subestimar el aporte real del cultivo
(Penaloza et al., 1995).

HIPOTESIS

- El lupino blanco actiua como solubilizador del P no disponible que forma parte del stock
del suelo aun en condiciones de suficiencia de nutriente.
- El efecto de solubilizacién de P generado por el lupino se mantiene luego de la muerte

de la planta, dejando mayor cantidad de P disponible para el cultivo inmediato posterior.

OBJETIVOS

Cuantificar la capacidad solubilizadora de P que tiene el lupino blanco, y el efecto
residual de la misma durante los meses posteriores al secado de este. En suelos que no

presentan concentraciones limitantes de P disponible.

Objetivos particulares

1- Cuantificar el efecto solubilizador de P disponible en suelo por el cultivo de
lupino blanco, en condiciones no limitantes de P.

2- Analizar la duracién del efecto de solubilizacion de P ejercido por el lupino, si es
que este existe.

3- Evaluar variacion de la actividad fosfatasa en el tiempo luego de dar por

finalizado el cultivo.



MATERIALES Y METODOS

Diseio Experimental

El trabajo consistio en dos ensayos, uno en tierra con suficiencia de fésforo y otro

en hidroponia con déficit y suficiencia de fosforo.

Cultivo en suelo: Las semillas de Lupinus albus (Lupino Blanco) fueron germinadas
previamente e implantadas a los 4 dias. El ensayo se realizé en tubos de pvc de 1,5 m de
altura y 23 cm de diametro (62 L), colocando 4 semillas (previamente germinadas en
cdmara humeda a 28 °C durante 4 dias) por maceta. El suelo utilizado en las macetas
provenia de ensayos donde existia una suficiencia del nutriente fésforo constatado en

laboratorio. La tierra fue homogeneizada por mezclado y tamizado.

Secado del cultivo: A los 4 meses se pulverizd con glifosato en una dosis
estimada de 3 L/ha, a fin de secar las plantas y comenzar a extraer las muestras para las

determinaciones analiticas planteadas.

De las muestras de suelo extraidas de los tratamientos y testigos se obtuvieron
resultados de disponibilidad de fésforo a diferentes profundidades (5-20-40-60 cm) y en
diferentes tiempos (169- 190- 211-234- dias desde la siembra). Previo al inicio del ensayo
también se tomaron muestras para determinar fosforo disponible (tiempo 0). Se tomaron
muestras de tejido vegetal de raices sin distinguir profundidad. Las plantas se

mantuvieron a capacidad de campo, sin limitantes hidricas.

! Descripto en el item contenidos de fosfatasas en solucién nutritiva de Materiales y métodos.



Tabla 1.

Germinaciéon | Siembra | Aplicacion Extraccion de Muestras
en Camara de
Hdmeda Herbicida | 11 T2 T3 T4
Fecha 715 11/5 16/9 16/9 710 28/10 20/11
Dias
desde - 0 169 169 190 211 234
siembra
Dias
desde
aplicaciéon - - 0 21 42 65
de
herbicida
Estado Semillas Plantas en | Plantas en Plantas Plantas
general hinchadas | estado fenoldgico | estado  de t
. L . otalmente | totalmente
Semillas con | con de floracion, con | desecacion, desecadas | desecadas
cubierta cubierta aproximadament | conservando
seminal seminal e 16 hojas | aun algunas le unascon C:?te gl:er}
endurecida. blanda e | verdaderas y | partes de hc?'as en el ?olla'e en
hipocotilo unos 60 cm de | sus tallos queIo ol sdelo
sobresalido. | altura. verdes. ' '

Cultivo hidropénico: Las semillas de lupino blanco (Lupinus albus) fueron puestas

a germinar en oscuridad durante 48 h. Posteriormente se transfirieron a recipientes de

0,8 L en método hidropénico, conteniendo la solucién nutritiva de Hoagland: Ca(NO3)2 1
mM, MgSQO4 0,5 mM, NaCl 0,15 mM, KCI 1mM, Fe EDTA 50 uM, CaCl, 50 uM, HsBO3 25
uM, ZnSO4 2 uM, MnSO4 2 uM, CuSO4 0.5 puM, acido molibdico 0,5 uM, MES 2,5 mM,y

HsPO. 0,5 mM. Divididos en dos grupos de plantas al azar, un grupo tuvo solucién

nutritiva completa (+P), el otro grupo tuvo la misma solucién nutritiva sin el agregado de P

(-P). Los cultivos se mantuvieron en camara de cultivo durante una semana, la radiacion

fotosintéticamente activa fue de 300 pmoles fotones s provista por un banco de luces

Philips de 40W, a 25°C durante el dia y 22°C durante la noche, con un fotoperiodo de 13

h.
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Anidlisis de concentracion de P disponible, método Bray Kurtz N° 1 (IRAM-

SAGYP, 2010)

Pasos seguidos:

N o g &

10.

Se secaron las muestras de suelo a 60 ° C hasta peso constante y se tamizaron

en malla de 2 mm.
Se peso un gramo en tubos Falcon de centrifuga.

Se agregd 7 ml de solucion extractante pH 2,6 (consiste en fluoruro de amonio y

acido clorhidrico)

Los tubos se taparon y agitaron durante 5 minutos
Se centrifugd y se filtrd el sobrenadante

Del filtrado se tomo una alicuota de 1 ml

Se agregaron 9 ml de solucién B [Reactivo colorimétrico preparado en el momento
de la medicion. Contiene 0,25 g de acido ascorbico, 62,5 ml de reactivo solucién A
(la cual contiene 48 ml de acido sulfurico, 4,3 g de molibdato de amonio, 0,12 g de
tartrato de antimonio y potasio, llevada a los 1000 ml con agua desionizada) y se

agrego agua destilada hasta llegar a los 250 ml].
Se dejo reposar al menos 30 minutos.
Se calibro el espectrofotometro a 880 nm para medir la absorbancia

Los calculos se realizaron utilizando una curva de calibracién.

Determinacion de pH del suelo (Actual). Diluciéon 1:2,5 con pH metro de
mano (SAMLA 2004)

Se acondicionaron las muestras de suelo homogeneizandolas.

Materiales:

1-
2.
3
4-

Medidor de pH con electrodo de vidrio en combinacién con electrodo de referencia
Balanza con sensibilidad de 0,1 g
Probetas de 50 ml

Frascos de vidrio con capacidad de 100 ml
11



5-

Varilla de vidrio agitadora.

Procedimiento:

1-

Se pesaron 20 g de suelo en frasco de vidrio de 100 ml

Se adicionaron 50 ml (g) de agua destilada

Luego se agitd la mezcla con varilla de vidrio por 30 segundos.

Se dejo reposar durante 60 minutos como minimo.

Se calibroé el medidor de pH con soluciones buffer de pH 4,00 y 7,00

Se agité nuevamente la suspension y se introdujo el electrodo del medidor

Se registro el valor de pH al momento en que la lectura se estabilizd

Determinacion de fosfatasas acidas en suelo (LeBansky et al., 1992)

En tubos Eppendorff se colocaron 0,25 g de la muestra de suelo y se mezclaron
con 1 ml de agua bidestilada, se agregoé 0,25 ml de Nitro Fenil Fosfato (NPP) 2,5
mM, este tubo conformé la MUESTRA. En otro tubo colocamos 0,25 g de la
misma muestra de suelo con 1,25 ml de agua bidestilada, este tubo conformé el
BLANCO.

Se incubaron los tubos 90 minutos en oscuridad a temperatura ambiente.

Se centrifugaron a 15000 g durante 10 minutos.

Preparacion de la mezcla que detiene la reaccién: 0,5 ml de sobrenadante con 3,6
ml de NaOH 0,5 My 0,9 ml de CaCl 0,5 M.

Se centrifugaron 4000 g durante 10 minutos.

Se midio la Absorbancia en Espectrofotometro a 405 nm.

Los datos se expresaron como unidades de actividad enzimatica, equivalentes a

MM P/min.gr de suelo, los célculos se realizaron a partir del coeficiente de extincion molar

brindado por Sigma-Aldrich, proveedor del reactivo (NPP).
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o Determinacion de fosfatasas acidas en tejidos de raices

Se utilizaron las muestras de raices de cada tratamiento, las cuales fueron
extraidas del suelo y lavadas con agua destilada en un colador procurando desechar la
mayor cantidad de suelo, posteriormente las mismas fueron almacenadas en freezer a -
20°C. Con las muestras obtenidas para cada tiempo realizamos un homogeneizado

manteniendo la cadena de frio con hielo, siguiendo los siguientes pasos:

Se tom6 el peso fresco del tejido y se colocod en mortero al cual se le agrego buffer
de homogeneizacién en proporcion 2:1 (2 ml de buffer por cada g de raiz) y se procedié

al macerado.

Buffer de homogeneizacion: Tris HCI50 mM  pH 7,0, MgCl, 3 mM, EDTA 1 mM, 1%
PVP (soluble)

En tubos eppendorf de 2 ml (muestra) se adicionaron:

- 0,5 ml de buffer acetato de sodio 100 mM pH 4,3 conteniendo 2 mM de NPP.
- 0,15 ml del sobrenadante obtenido de la centrifugacién a 10.000g durante 4
minutos a 4°C.

En tubos eppendorf de 2 ml (control) se adicionaron:

- 0,5 ml. de buffer acetato de sodio 100 mM pH 4,3 conteniendo 2 mM de NPP.

- 0,15 ml del sobrenadante obtenido de la centrifugacion a 10.000g durante 4
minutos a 4°C.

- 0,9 ml de NaOH 0,2 N.

Seguidamente los tubos se incubaron a 37° C de 1 a 10 minutos dependiendo de

la medicién lograda en espectrofotdmetro (segun respuesta de reaccién).

Para cortar la reaccion se adicionan 0,9 ml de NaOH 0,2 N solo a los tubos que
conformaron las muestras. Por ultimo,se determiné en espectrofotémetro la absorbancia
a 400 nm y se expreso el resultado en unidades de actividad enzimatica, equivalentes a
MM P/min.gr de tejido, obtenidas a partir del coeficiente de extincién molar brindado por

Sigma-Aldrich, proveedor del reactivo.
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Analisis del contenido de fosfatasas en solucion nutritiva

Luego de 1 semana del cultivo hidropénico, se realizaron los siguientes

procedimientos:

1- Las plantas mantenidas en soluciones +P y -P se transfirieron desde los
recipientes de 0,8 L, a tubos de ensayo conteniendo la misma solucion, y se
mantuvieron durante 6 h.

2- En tubos falcén de 15 ml con 0,5 ml de Buffer de acetato de sodio 100mM pH 4,3,
conteniendo 2 mM PNP, se le adicionaron 0,2 ml de solucién, de soluciones
nutritivas correspondientes a ambos tratamientos. Se llevaron a incubar durante
17 minutos a 37°C

3- Posteriormente a la incubacién se le agregaron 0,9 ml de NaOH 0,2N para frenar
actividad enzimatica. A las muestras blanco o testigo, el agregado de NaOH 0,2 N
se realizo previo a la incubacion.

4- Se realiz6 la medicion de absorbancia a 400nm en espectrofotometro.

Analisis estadistico

El analisis estadistico se llevd adelante utilizando el programa Statistica, mediante
la herramienta ANOVA para detectar la existencia de diferencias significativas entre los
valores obtenidos, llevando adelante el analisis de una via o factorial, segun corresponda.
Para la realizacion de los graficos se obtuvieron los promedios y los desvios estandar a

partir del mismo programa.
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RESULTADOS

Las plantas tuvieron un periodo de crecimiento de 120 dias (4 meses). Al

momento de la aplicacién de herbicida tenian un tamafo de 60 cm, habiendo 4 plantas

por tubo. Las plantas se encontraban en estado fenologico de floraciéon y tenian un

desarrollo de 16 hojas verdaderas (trifoliadas). La profundidad maxima a la que se

encontraron raices fue de unos 35 cm. Los tiempos de cosecha se refieren a T1=16/9
T2=7/10 T3=28/10 T4=20/11, ver tabla 1.

El siguiente grafico ordena dichos resultados donde se observa como la cantidad

de P disponible en el suelo no varia significativamente entre profundidades dentro de

cada tiempo de muestreo, ni para la misma profundidad entre los diferentes tiempos de

muestreo.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

ppm fosforo

Fosforo Bray

20 40

Profundidad muestreo (Cm)

60

B Tiempo O
W Tiempo 1
= Tiempo 2

Tiempo 3

B Tiempo 4

Figura 1: Contenido de fésforo en ppm disponible en suelo, a diferentes profundidades y
tiempos de muestreo post secado de las plantas.
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Partiendo de que no existieron diferencias significativas en la disponibilidad de
fésforo en el suelo, como se observa en la Figura 1, se evalué la actividad de las enzimas
fosfatasas en el suelo (Figura 2) para observar si existia una diferencia en la actividad. Al
no observarse diferencias significativas entre las profundidades dentro de cada replica, se
procedié a promediar todas las profundidades de muestreo para cada replica (Figura 3),
para observar con claridad como las actividades fosfatasas de los tratamientos y los
testigos en diferentes tiempos, considerando el promedio de todas las profundidades, no
presentan diferencias significativas entre si, no pudiendo asignarse a la presencia de

lupino la existencia de una diferencia en la actividad de las enzimas fosfatasas en suelo.

Actividad fosfatasas a diferentes

tiempos y profundidades

0,00045
0,0004
0,00035
0,0003
0,00025
0,0002
g 0,00015
0,0001
0,00005

0

mol/gr/min

m20

Tiempos de cosecha

Figura 2: Actividad de enzima fosfatasa en suelo a distintas profundidades y distintos
tiempos. T (corresponde al suelo testigo) L (corresponde al suelo con lupino).
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Actividad fosfatasa en suelos testigos
y con lupino

0,00045 -

0,00040 -

0,00035

0,00030 -~

0,00025 ~

0,00020 - m Con Lupino

m Testigo

mmoles/gr/min

0,00015 -~

0,00010 ~

0,00005 -

0,00000 -

Tiempos

Figura 3: Promedio de las actividades fosfatasas para los tratamientos (suelo con lupino)
y testigos, expresado como promedio de las distintas profundidades de muestreo para
cada tiempo.

Al analizar la actividad de las enzimas fosfatasas acidas en los tejidos de la raiz,
observamos que la actividad de las fosfatasas en los tejidos de raices presentes en el
suelo disminuye marcadamente a partir del momento de la cosecha (Figura 4), pudiendo
tratarse de degradacién de estas o de una liberacion masiva al medio, observando los
resultados del grafico anterior se infiere que se trata de una degradacién, ya que las
fosfatasas no presentan un incremento en los suelos en los dias posteriores al secado de

las plantas de lupino.
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Figura 4: Contenido de enzima fosfatasa en tejido vegetal de raices en diferentes
tiempos de cosecha.

Al estudiar la actividad fosfatasa en el suelo para los distintos tratamientos,
podemos observar que no existieron variaciones ni entre profundidades ni entre tiempos,
lo cual estaria confirmando que las mismas se degradaron, ya que no se encuentran ni

en la raiz ni en el suelo.

En referencia al pH del suelo, un factor que determina en gran medida la
solubilidad del P, encontramos que no varia para los diferentes tiempos para tratamientos
en relacion a los testigos (Figura 5), descartando que el cultivo tenga efecto sobre el pH

del suelo, bajo las condiciones experimentales descriptas.
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pH en suelos testigos y con lupino

67 — a a

6,6 a 3
6,5 —
64 - aa
6,3 - a a ————
T 62 -
6,1 - H Con Lupino
6,0 - | Testigo
5'9 7 I
58
5,7
1 2 3 4

Tiempos de cosecha

Figura 5: pH del suelo dilucion 1:2,5, promedios de los tratamientos por tiempo
contrastado con los testigos del correspondiente tiempo.

Ante los resultados obtenidos, donde no se evidencia exudacion de fosfatasas al
medio, produccion diferencial de fosfatasas en raices, ni acidificacion del suelo para
mejorar la disponibilidad del fosforo del suelo, es necesario confirmar que estas
respuestas si se desarrollan por parte de la planta bajo condiciones de deficiencia, y que
las mismas no se han expresado debido a las condiciones experimentales. Es probable
que esas estrategias sean de tipo facultativo, o sea que se expresan cuando el medio o
las condiciones son favorables para que ello suceda. Tal caso puede darse ante un déficit

de nutricional.

Para confirmar la hipétesis de que el lupino exuda fosfatasas en condiciones de
déficit de P repetimos el experimento en condiciones controladas (camara de cultivo),
cultivando las plantas en solucion Hoagland con y sin dotacién de fosforo (+P y -P) en
camara de crecimiento y determinando el contenido de fosfatasas en solucion donde
comprobamos una respuesta ante el déficit de fosforo con un incremento significativo de

fosfatasas en el medio y atribuidas a la presencia del lupino (Figura 6).
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Fosfatasas en solucion

0,030

0,025
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o
N
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0,015 -
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0,005 -

0,000 -

Tratamientos

Grafico 6. Actividad de la enzima fosfatasa en solucién nutritiva luego de 7 dias de
crecimiento bajo dos condiciones de dotacion de P, 0 (-P) y 0,5 mM (P).

DISCUSION

Existe gran cantidad de trabajos que estudian la formacién de raices proteoides
en respuesta al déficit de fésforo en lupino blanco (Marschner, Rdmheld y Cakmak, 1987)
y la capacidad de estas raices proteoides para exudar iones organicos, principalmente
citrato o acido citrico (Gerke, Rémer y Jungk, 1994) y fosfatasas, todos ellos en
condiciones de deficiencia extrema del macronutriente fosforo. Esto pudo ser
comprobado en este trabajo al cultivar semillas de lupino blanco en condiciones de
deficiencia del nutriente, encontrando una respuesta significativa de exudacion de

fosfatasas acidas (Figura 6).

También existen estudios que comprueban la formacién de raices proteoides y de
su efecto de exudacion de citrato y fosfatasas en condiciones de suelos con fertilidad
adecuada, demostrando la solubilizacién de fésforo indisponible aun en condiciones de
fertilidad normales (Keerthisinghe, 1998).

Al cultivar en suelo en condiciones de disponibilidad suficiente de P (70 ppm),
como lo hicimos en este trabajo, no encontramos evidencia de que se generen

variaciones significativas en el pH del suelo como consecuencia de la presencia del
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lupino blanco comparandolo con un suelo sin cultivar (Figura 5), ni siquiera en la zona de
mayor actividad radical (0-20 cm). Tampoco se encontraron indicios de exudacién de
fosfatasas al suelo por parte de la raiz (Figura 3), lo que nos indicaria que cuando los
nutrientes se encuentran en concentraciones é6ptimas o supradptimas la planta no activa

estas estrategias para aumentar la disponibilidad de fésforo en suelo.

Las estrategias que han sido estudiadas en nuestro cultivo son aquellas que
buscan incrementar la disponibilidad del nutriente a costa del stock o pool existente en el
suelo, estrategia denominada de tipo “minera”, que mejorarian la desorcién o movilizacion
de fosforo de depdsitos escasamente disponibles (Richardson, 2011). Tales estrategias,
que son activadas frente a deficiencias de fésforo, no se ha manifestado en los ensayos

realizados en el presente trabajo donde el nutriente se encontraba en cantidad suficiente.

Segun Marschner et al. (1987) la concentracion interna de fosforo de la planta
determina la iniciacién de las raices proteoides en vez de la concentracién de fésforo en
el sustrato, y se ha asumido generalmente que las raices proteoides se forman como una
respuesta a la deficiencia severa de fésforo. Esta acumulacién de fosforo en el suelo es
ilustrado por un analisis del stock de fosforo del suelo para diferentes sistemas agricolas
de Australia, donde, por ejemplo, las proporciones entre entradas y salidas
(exportaciones) de fésforo para los sistemas de cultivos y pastos estan en el orden de 2:
1y 5: 1, respectivamente, indicando una retencion neta en el suelo de 50 a 80% de las
entradas de fésforo (McLaughlin et al. 1991). Una acumulaciéon de foésforo en el suelo
fertilizado es consistente con estudios que muestran que la eficiencia de uso de fésforo
aplicado (como superfosfato) por las plantas es s6lo el 10-20% en el afo de aplicacién vy,
en general alcanza un maximo de alrededor de 50% con el tiempo debido al valor
residual (Holford 1997).

Varios estudios han demostrado importantes tasas de mineralizaciéon de fésforo
organico en relacién con la actividad de la fosfatasa en el suelo (George et al. 2002.), lo

que vuelve a las fosfatasas un factor importante en la disponibilidad del P en el suelo.

El lupino blanco es un cultivo que podria ser utilizado intercalado con otras
especies en suelos destinados a agricultura continda permitiendo mejorar la eficiencia de
fertilizantes fosforados en condiciones de fertilidad instantanea media o baja del nutriente

segun consta en bibliografia citada en este trabajo. No encontramos ese efecto en
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condiciones de suficiencia del nutriente evidenciando que los mecanismos de
solubilizacién tan desarrollados en el lupino blanco no se activan constitutivamente, sino
que nos inducidos por el déficit ya que no expresaron su capacidad de exudacion de

fosfatasas, ni de aumentar la disponibilidad de fésforo.

CONCLUSION

El lupino no produjo variaciones en la disponibilidad de P en condiciones de
suficiencia de provisién de nutriente. La capacidad hidrolitica de los fosfatos organicos
se expresa frente a un déficit del fosforo pudiendo inferirse que dicha capacidad es

facultativa, lo cual pudo ser demostrado al cultivarse en medio deficitario de fésforo.

Al no existir efecto sobre la disponibilidad del fosforo (rechazando la primera
hipotesis) no es posible cuantificar su duracion en el tiempo (descartando la segunda

hipotesis).
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ANEXO |

Imagenes

Plantas en estado de floracion, momento en el que se interrumpié su desarrollo con
aplicacion de herbicida
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Determinacién de las diferentes profundidades de muestreo a evaluar para cada

tratamiento
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Extraccion de muestras de diferentes tratamientos
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