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Resumen IX

Resumen

Efecto de la inoculaciéon de bacterias promotoras del crecimiento en la dinamica

del fésforo edafico en kikuyo (Cenchrus clandestinum Hochst. ex Chiov.)

La co-inoculacion con bacterias solubilizadoras de fésforo (PGPB) en asocio con fuentes
de fésforo (P) puede mejorar la disponibilidad de P en el suelo, generando sistemas de
cultivos mas sostenibles, eficientes en el aprovechamiento de nutrientes y de mayor
productividad. La implementacion de estas tecnologias en gramineas de pastoreo como
el kikuyo establecidas sobre suelos Andisoles con alta retencion fosforica ha sido poco
explorada. El objetivo de esta investigacion fue evaluar la respuesta productiva del pasto
kikuyo y la dinamica del P en el suelo a la co-inoculacion de PGPB con diferentes fuentes
de P. El experimento se establecié sobre una pradera de kikuyo durante 18 meses,
utilizando fuentes de P: alta solubilidad (fosfato diamonico-DAP), baja solubilidad (roca
fosfdrica-RF) y (compost-MO); y la co-inoculacién de tres BSF (Herbaspirillum sp. AP21,
Azospirillum brasilense D7, Rhizobium leguminosarum T88). Se encontré que la co-
inoculacion con BSF mejoré en 20% la disponibilidad de P en el suelo con una mayor
actividad enzimatica (64%), incrementando la productividad del kikuyo en 45,2% con la
aplicacion de RF. La co-inoculacion con aplicacion de MO aumenté la disponibilidad del P
inorganico en la reserva del P labil. En conclusion, la co-inoculacién de estas BSF mostro
una mayor eficiencia en la solubilizacion y mineralizacién de fuentes de P de baja
solubilidad, mejorando la disponibilidad del Fosforo inorganico (Pi) en la solucion del suelo
y aumentando la produccion del pasto kikuyo, representando una importante estrategia de

manejo en praderas establecidas con esta graminea de pastoreo.

Palabras claves: Fosfato diamoénico; Roca fosférica; Compost; Inoculantes

microbianos; BPCV, Fraccionamiento secuencial de fosfato; Actividad enzimatica.



X Abstract

Abstract

Effect of growth promoting bacteria inoculation on soil phosphorus dynamics in

kikuyo (Cenchrus clandestinum Hochst. ex Chiov.).

Inoculation of Phosphorus Solubilizing Bacteria (PSB) in association with phosphorus (P)
sources can improve the availability of P in the soil, generating more sustainable crop
systems, efficient in the use of nutrients with higher productivity. The implementation of
these technologies in grazing grasses such as kikuyo in Andisols with high phosphorus
retention has been little explored. The objective of this research was to evaluate the
productive response of kikuyo grass and soil P dynamics to BSF inoculation with different
P sources. The experiment was established on a kikuyo pasture for ten and eight months,
using P sources: high solubility (diammonium phosphate (DAP)), low solubility (rock
phosphate (RF)) and (compost (MO)); and the co-inoculation of three BSF (Herbaspirillum
sp. AP21, Azospirillum brasilense D7, Rhizobium leguminosarum T88). It was found that
inoculation with BSF improved soil P availability by 20% with higher enzymatic activity
(64%), increasing kikuyo productivity by 45.2% with RF application. Inoculation with MO
application increased the availability of inorganic P in the labile P pool. In conclusion, the
inoculation of these BSF showed greater efficiency in the solubilization of low solubility P
sources, improving the availability of inorganic Phosphate (Pi) in the soil solution and
increasing the production of kikuyo grass, representing an important management strategy

in established pastures with this grazing grass.

Keywords: Diammonium Phosphate; Phosphate Rock; Compost; Microbial

inoculants; PGPV, Phosphate sequential fractionation; Enzymatic activity.
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1. Introduccion

En Colombia, el pasto kikuyo (Cenchrus clandestinus [Hochst. ex Chiov] Morrone), es la
graminea perenne de mayor importancia en sistemas de produccién de leche del Tropico
Alto en Colombia (Correa et al., 2018). Con un buen manejo, es una graminea de pastoreo
que presenta una aceptable acumulacién de biomasa (>15 t MS ha'), un sistema radical
desarrollado y altos contenidos de proteina (18%, fuente: Alimentro, 2018) (Carulla et al.,
2004; Marais, 2001).

El kikuyo es un pasto que crece bien en suelos con adecuada disponibilidad de materia
organica y nutrientes especialmente de nitrégeno (N) (superior a 0,007% de N disponible)
y fésforo (P) (15 ppm) ademas de buenas condiciones fisicas (textura densidad aparente,
infiltracion de agua y agregados estables) y bioldgicas (elevada actividad bioldgica que por
su actividad metabdlica mineralice la materia organica). Es sensible a deficiencias de
magnesio (Mg), hierro (Fe), potasio (K) y otros elementos. La fertilizacion en praderas de
pasto kikuyo incrementa su productividad y como efecto indirecto mejora la respuesta
productiva de los bovinos en pastoreo (Carulla et al 2004; Mojica et al 2009); no obstante,
es una graminea que requiere de altos niveles de fertilizacion mineral anual (400-600 kg
de N ha™, 150-300 kg de P.Osha™'y 200-400 kg de K>O kg ha™) (Chaverra et al., 1967;
Bernal, 1998), para garantizar sus requerimientos nutricionales de acuerdo al potencial
productivo y a las frecuentes defoliaciones bajo un manejo adecuado del pastoreo
(rotaciones de 35 — 40 dias) a lo largo del afio (Benavides et al., 2019), con el fin de evitar
la degradacioén de la pastura y del suelo. En cuanto al uso del P, el kikuyo requiere de alta
disponibilidad edafica para ello son necesarias aplicaciones de fertilizantes fosfatados para
su crecimiento y calidad del forraje (Quintero y Boschetti, 2003; Marais, 2001). No obstante,
la reactividad del P en el suelo hace que entre 75-90 % (kg kg™') de los fertilizantes
fosforados minerales agregados sea adsorbido por complejos de metal-cationes y por
adsorcion en la fraccidon mineral de los suelos (Walpola & Yoon, 2012; Sharma et al., 2013).

Las elevadas cantidades de fertilizante sintético requeridos, por lo tanto, incrementan los
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costos de produccién y pueden promover la contaminacién ambiental dependiendo del
manejo (Echeverri et al., 2010), causando problemas de eutroficacion y la pérdida de

nutrientes por volatilizacion, lixiviacion y escorrentia (Gyaneshwar et al., 2002).

El P en el suelo se encuentra asociado a diferentes fracciones minerales y organicas, con
diferentes grados de disponibilidad para las plantas. El P se asocia con minerales primarios
y secundarios (Pi), con materiales organicos (Po) y como componente estructural de
minerales del suelo (P ocluido) (Hedley et al., 1982; Condron & Newman, 2011). La
disponibilidad de P depende de la interaccion entre sus diferentes fracciones en el suelo y
de su regulacion mediante procesos fisicoquimicos (adsorcién-desorcion) y biolégicos
(mineralizacion-inmovilizacién) (Dahlgren et al., 2004; Crews & Brookes, 2014). La
distribucion del P total depende de factores como el tipo de suelo, pH, temperatura,
humedad, vegetacion, actividad microbiana y fertilizacién (Rooney & Clipson, 2009). EI P
es utilizado por las plantas como aniones de ortofosfato, predominantemente H,PO™ y
HPO2? (Arcand & Schneider, 2006); no obstante, la mayor parte del P presente en el suelo
esta en forma insoluble (Nesme et al., 2018) debido principalmente a la adsorcién quimica
en el suelo y su interaccién con otros elementos metalicos (Rafi, 2019). Por esta razén, las
plantas solo pueden utilizar una fraccién muy baja de P edafico, lo que hace que su
disponibilidad sea un factor restrictivo para el crecimiento de estas (Lambers & Plaxton,
2018).

Por otra parte, las praderas de pasto kikuyo se distribuyen en las zonas altas de la regién
Andina de Colombia (Vargas et al., 2018), altiplanicies y paisajes de montafia de las
cordilleras Central y Oriental (Avila, 2005). La regién Andina de Colombia se caracteriza
por ser dominada por Andisoles, suelos derivados de ceniza volcanica (Velasquez et al.,
2016), los cuales cubren alrededor del 4,5 % (Mha Mha™) (cerca de 5.200.000 ha) del
territorio nacional. Los Andisoles estan constituidos por minerales arcillosos amorfos o de
bajo orden cristalino (aléfanas, imogolita y ferrihidrita), cuya caracteristica particular es la
de adsorber fuertemente el P por la formacion de complejos érgano-minerales dificiles de
descomponer (Dahigren et al., 2004; Alvarado et al., 2014). De esta manera, muchos
Andisoles contienen altas concentraciones de P total, de las cuales solo una fraccion muy
baja esta disponible para la nutricién vegetal (Escudey et al., 2001; Borie & Rubio, 2003;
Bricefo et al., 2004; Redel et al., 2007; Chiu et al., 2021).
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Diversas tecnologias han sido desarrolladas para mejorar la disponibilidad de P en los
suelos y su absorcion por las plantas. En particular, el uso de microorganismos del suelo,
como las bacterias, tienen un importante potencial para el desarrollo de sistemas
sostenibles y la optimizacién en el uso de los fertilizantes fosforados (Delfim et al., 2018).
Un grupo de microorganismos, colectivamente llamado bacterias solubilizadoras de fosfato
(BSF), puede incrementar el P disponible en el suelo a través de la solubilizacion de formas
inorganicas de P de baja solubilidad (Adesemoye et al., 2009; Behera et al., 2014; Sharma
etal., 2013; Liet al., 2015). Asi mismo, otros microorganismos son capaces de incrementar
la disponibilidad de P mediante la degradacién enzimatica de compuestos organicos

fosforados.

Los biofertilizantes, definidos por el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) mediante la
resolucion 00375 de 2004 como un “producto elaborado con base en una o mas cepas de
microorganismos benéficos que, al aplicarse al suelo o a las semillas, promueve el
crecimiento vegetal o favorece el aprovechamiento de los nutrientes en asociacion con la
planta o su rizosfera’, son considerados como una herramienta biotecnoldgica
ambientalmente amigable que permite reducir el uso de fertilizantes minerales (Dodd &
Ruiz, 2012; Rafi, 2019). Esta tecnologia permite reducir los altos costos asociados a los
fertilizantes minerales solubles, los cuales se han venido encareciendo como
consecuencia de los conflictos geopoliticos en zonas productoras y proveedoras de estos
insumos y la disminucion del precio de la divisa colombiana. Adicionalmente, la fuente
fosfatada principal, la roca fosférica (RF), un recurso natural finito y no renovable se esta
agotando (Singh & Reddy, 2011).

Por lo tanto, es imperativo la utilizacidon de fuentes de P nacionales de facil consecucion
como la RF cuyos yacimientos se encuentran en los departamentos de Huila, Boyaca y
Santander con contenidos promedios de P,Os entre 15 — 31%, ademas el uso de abonos
organicos como el compost. Estas fuentes de P han cobrado relevancia en la sustitucion
de fuentes de alta solubilidad por medio del uso de herramientas biotecnolégicas como la
utilizacién de BSF que disponibilizan el P (Masuco et al., 2020; Estrada et al., 2021). El uso
de RF de baja solubilidad como fertilizante para las plantas es una alternativa de bajo costo

e impacto ambiental (Carpenter, 2008).

No obstante, si bien existe evidencia de la eficacia de las formulaciones microbianas para

mejorar la fertilidad del suelo y la productividad de las plantas en diferentes sistemas de
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cultivo, su desempefio como biofertilizantes en experimentos de campo sigue siendo
debatido por algunos autores que piden una mayor evaluacion en términos de la eficacia

del uso de las BSF en la reduccion de la fertilizacion mineral (Raymond et al., 2021).

Por otra parte, para el caso del Tropico Alto en Colombia, el uso de BSF en la mejora de
la biodisponibilidad del P se ha evaluado en diferentes especies forrajeras con resultados
exitosos obtenidos en condiciones de laboratorio e invernadero, no obstante, para el caso
del pasto kikuyo en suelos andisoles aun no se han desarrollo evaluaciones en condiciones
de campo, por lo que este trabajo sera pionero en el tema. Por tanto, en este trabajo se
evaluo la respuesta productiva del pasto kikuyo (Cenchrus clandestinum Hochst. ex Chiov.)
y la dinamica del P edafico a la co-inoculacién de BSF con diferentes fuentes de P, en

suelos andisoles de la Sabana de Bogota.
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2. Marco Teorico

2.1 Generalidades del pasto kikuyo

El pasto kikuyo (Cenchrus clandestinus Hochst. ex Chiov) es originario de Africa central y
oriental, es una graminea perenne de alta capacidad de produccion de biomasa, adaptada
a altitudes superiores a 1500 m.s.n.m. (Marais, 2001) y climas subtropicales, templados y

calidos alrededor del mundo (Garcia, et al, 2014).

El kikuyo crece durante todo el afio debido a su adaptacién a regiones donde la
temperatura y la radiacion solar tiene un comportamiento continuo. No obstante, su
crecimiento esta ligado a la disponibilidad hidrica, a la variacion de temperaturas (Colf et
al., 2014; Garcia, 2014) y a la disponibilidad de nutrientes del suelo (Fulkerson et al., 2010).
El kikuyo crece naturalmente en las tierras altas a nivel mundial, cuyos suelos

generalmente se originaron de la actividad volcanica (Mears, 1970).

En Colombia, el pasto kikuyo es la fuente alimenticia de mayor importancia para los
sistemas de produccion lechero de la zona andina colombiana (MADR, 2014), se encuentra
establecido en un rango entre los 180 y los 3000 m.s.n.m., la temperatura optima de
crecimiento varia entre 16 a 21 °C, con acentuadas restricciones bajo altas (superior a
30°C) y bajas temperaturas (debajo de 7 °C) (Sanchez, 2010).

Esta planta prefiere suelos bien drenados y eventualmente puede tolerar periodos de
anegamiento (10 dias promedio), tolera la acidez (4-6 pH), no obstante, en suelos muy
acidos la absorcién de Calcio (Ca) se reduce y es muy susceptible a la deficiencia de N,
P, K, Mg, Azufre (S), Fe, Manganeso (Mn) y cobre (Cu) (Marais, 2001). En adecuadas
condiciones fisicas, quimicas y biologicas, el pasto kikuyo puede presentar una alta
productividad (30 t ha™'afio™), pero en condiciones de baja disponibilidad de nutrientes es
improductivo (Insuasti et al., 2014). En cuanto al N, Miles (1997) reporté la aplicacion de
300-500 kg ha™' para una produccion maxima de materia seca, fraccionada entre 50-100
kg ha durante la temporada de crecimiento para incrementar la eficiencia del uso de N.

No obstante, esas cantidades de fertilizante representan un alto costo en los programas
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de fertilizacion en praderas de kikuyo y pueden ocasionar un alto riesgo de contaminacién
ambiental (Echeverri et al., 2010, Pérez et al., 2011; Mojica et al., 2014; Correa et al.,
2018a).

A diferencia del N, los planes de fertilizacion con P en pasto kikuyo han recibido poca
atencion en trabajos de investigaciéon. Por lo que se desconoce la respuesta del pasto
kikuyo a la fertilizacion fosférica, excepto en suelos con deficiencias (donde seria esperada
una respuesta) o cuando se aplica junto con N, lo que indica que existe una interaccién

entre ambos elementos (Barrera, 2001).

2.2 Fosforo en el suelo

El P es un nutriente indispensable para el crecimiento de las plantas, representa entre el
0,2y el 0,8 % (g g') del peso seco de las plantas y estd contenido en acidos nucleicos,
enzimas, coenzimas, nucledétidos y fosfolipidos (Sharma et al., 2013). El contenido de P en
la litosfera terrestre ronda el 0,12% (kg kg'), en tanto que, en suelos superficiales el
contenido total de P varia de 0,02 a 0,15% (kg kg™') con un promedio de 0,06% (kg kg™)
(Lindsay 1979; Zou et al., 1992; Fu et al., 2018).

El P es un nutriente indispensable en procesos fisiolégicos y bioquimicos de las plantas,
incluyendo la fotosintesis (Rawat et al., 2021), el desarrollo y crecimiento de raices, el
fortalecimiento de tallos, la formacién de flores y semillas, la madurez y calidad de los
cultivos (Rawat et al., 2021). EI P también esta involucrado en el mecanismo de
transferencia de energia en las plantas. La energia liberada durante la respiracion o
aprovechada en la reaccion luminosa de la fotosintesis se utiliza en la sintesis de adenosin
trifosfato (ATP) a partir de adenosin difosfato (ADP) con la formacién de un enlace
pirofosfato rico en energia (Shrivastava et al., 2018; Billah et al., 2019); ademas, tiene un
importante rol en la division y crecimiento celular (Wyngaard et al., 2016; Hutchins et al.,
2019), la fijacion de N en leguminosas (Sohm et al., 2011), la resistencia a enfermedades
de plantas (Kumar et al., 2016), la transformacion de azucar en almidén y transporte de
rasgos genéticos (Satyaprakash et al., 2017; Hutchins et al., 2019) y también es importante

en la respiracion de las plantas (Khan et al., 2010).
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A diferencia del N, el ciclo completo del P en el medio ambiente puede describirse como
"sedimentario”, debido a que no hay intercambio con la atmdsfera y no se puede disponer
biolégicamente de una reserva atmosférica (Rodriguez & Fraga, 1999; Walpola & Yoon,
2012).

En el suelo, el P no existe como forma elemental, sino que se combina con otros elementos
para formar fosfatos debido a que es un elemento altamente reactivo, por lo tanto, tiene
muchos estados de oxidacion desde -lll hasta +V (Jahnke, 1992; Ehrlich et al., 2016). En
los sistemas naturales, el P esta presente casi exclusivamente como H3PO4, acido fosfaérico
(en la oxidacion +V), molécula altamente soluble en agua que al disociarse produce
sucesivamente aniones ortofosfato como el fosfato de dihidrogeno (H2PO.), fosfato de
hidrégeno (HPO4 2 ) y el oxianion tetraédrico (PO, ), formas de P faciimente disponibles

para los microorganismos del suelo y las raices de las plantas (Jahnke, 1992).

Las formas en las cuales el Pi se encuentra en la solucién del suelo cambian de acuerdo
al pH edafico (Walpola & Yoon, 2012), por ejemplo, cuando el pH del suelo es menor a 7,0,
el ibn monovalente H,PO4™ es la forma predominante en el suelo, mientras que cuando el
pH es superior a 7,0 la forma HPO4 2~ es la dominante y a pH de 7,0 los aniones de
ortofosfato se mantendran en la misma cantidad en la solucion del suelo (Stephano &
Mng'ong'o, 2022). Sin embargo, estas formas idnicas de P altamente reactivas interactuan
con numerosos componentes inorganicos y organicos del suelo volviéndose indisponible
para las plantas (Behera et al., 2014) permitiendo que entre 1 - 5 % (kg kg™") del P total se
encuentre disuelto en la solucion del suelo (Richardson & Simpson, 2011; Bunemann,
2015), mientras que el P restante se encuentra atrapado en minerales primarios,
precipitados con cationes del suelo, adsorbidos o en formas organicamente complejadas
(Lindsay,1979; Condron et al. 2005a; Pierzynski et al. 2005; Pradhan & Sukla, 2005; Stutter
et al. 2012; Kishore et al. 2015). La baja disponibilidad de los fosfatos, debido a la pobre
solubilidad y movilidad del P del suelo, frecuentemente afecta el crecimiento de las plantas
y las vias metabdlicas asociadas vy, por lo tanto, es un factor importante que limita el
rendimiento de las plantas en muchos suelos naturales y agricolas en todo el mundo
(Walpola & Yoon, 2012). El principal mecanismo de contacto ion - raiz del P con la planta
es la difusion, responsable de aproximadamente 95% (kg kg™) del total de P que es
absorbido por la planta; con relacion a la interceptacion radicular y el flujo de masas
proveen 3,4 y 2,5 % (kg kg™'), respectivamente, debido a la elevada dilucion de este

nutriente en la solucion del suelo (Chapin, 1980). La tasa de difusién de P es de
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aproximadamente 10-12 a 10-15 m? s, siendo bajo debido a las fuertes reacciones de

este elemento con los componentes del suelo (Schachtman et al, 1998).
2.2.1 Fuentes de fésforo

Existen diferentes fuentes de P, las mas conocidas y utilizadas desde la puesta en marcha
de la revolucién verde son las fuentes de alta solubilidad como el fosfato diaménico (DAP
con 46 % (g 100 g) de P20s), super fosfato triple (TSP con 30 % (g 100 g) de P20s),
super fosfato simple (SSP con 14 - 18 % (g 100 g') de P2Os), entre otros. Estas fuentes
tienen una alta disponibilidad de P que buscan satisfacer los requisitos de nutrientes del
cultivo, sin embargo, gran parte del P aplicado deja de estar disponible por los fenédmenos
de adsorcion y precipitacion con Fe, Aluminio (Al) y Ca en el suelo (Shrivastava et al. 2011).
Por otra parte, aplicaciones con elevadas cantidades de fertilizantes minerales fosfatados
generan impactos negativos en el pH del suelo por alcalinizacién o acidificacion,
contaminacion de acuiferos por escorrentia, destruccion de macro y microfauna del suelo,
salinizacion del suelo, acumulacién de metales pesados, y degradacién de la estructura
del suelo por el incremento en la descomposicion de la materia organica (Chen et al. 2006).
Ademas, el aumento en los precios de importacién de fertilizantes minerales hace que su
uso sea cada vez mas restringido. Situaciones que ponen de manifiesto y obligan a la
utilizacion de reservas en Colombia de RF, de fertilizantes y fuentes organicas como el
compost, y de otras fuentes de bajo costo, para cumplir con los requisitos nutricionales de

los cultivos.

La RF se clasifica segun el contenido total de P»-Os en los minerales; minerales con bajo
contenido (12-16 g 100 g' de P.0s), minerales con contenido intermedio (17-25 % (g 100
g™") de P;0s) y minerales de alto contenido (26-35 % (g 100 g') de P,0Os) (Sengul et al.,
2006). La disolucion de la RF depende de su origen y de factores edaficos como el pH, la
capacidad tampon, la textura, la capacidad de fijacion de P, la capacidad de intercambio
de Ca y la comunidad microbiana presente en el suelo (Bolland et al., 2001; Barea et al.

2002); as6 como, del origen de la RF.

Los fertilizantes organicos también son alternativas de fuente de P y ayudan a mejorar la
fertilidad del suelo, pero debido al bajo nivel de nutrientes (en comparacién con los
fertilizantes minerales) y su contenido de humedad, se requiere una gran cantidad de

material organico para aplicar al suelo (Ibrahim et al., 2008). La liberacion de nutrientes
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esenciales como N y P a las plantas se da lentamente (Sullivan et al., 2002). Los abonos
compostados contienen entre 2 'y 16 % (kg kg™") de su P total como Pi labil y entre 40 y 77
% (kg kg') del P total corresponde al Pi de baja labilidad asociado a cationes metalicos
(Frossard et al., 2002). Mejorar la disponibilidad de P de los abonos organicos es posible
con el uso de BSF (Beltran-Medina et al., 2022).

2.3 Ciclo del P en el suelo

El P reacciona tanto en condiciones de acidez y de alcalinidad del suelo y esta presente
bajo dos formas diferentes que coexisten en equilibrio, como Po (ortofosfato, fosfolipidos
y acidos nucleicos) que puede representar entre el 20 y 80% (kg kg™') del P total
(Shrivastava et al., 2018) y como Pi unido a oxihidroxidos de Al/Fe (en suelos acidos) o
unido a Ca (en suelo alcalino) (Hedley et al., 1982; Condron & Newman, 2011). El Pi del
suelo puede encontrarse como P soluble (en la solucion del suelo, como forma
intercambiable y adsorbida y P presente en los minerales) y P ocluido (precipitado con
6xidos y oxihidroxidos de Fe, Al y Ca) (Shrivastava et al., 2018). Las plantas y los
microorganismos absorben P (predominantemente como i6n fosfato) de la solucién del
suelo, proveniente de las fracciones inorganica y organica. Por lo tanto, el P de la solucién
del suelo debe reponerse frecuentemente para satisfacer la demanda de la planta
(Frossard et al., 2000).

Zhu et al (2018) clasifican las formas de P total acorde a su disponibilidad, como: P labil,
es el P inorganico disponible para la planta, representado por una reserva labil que es la
porcién de P retenido en la fase sdlida del suelo por adsorcion a las superficies de las
particulas organominerales y por el P en solucion que es el P de inmediata disponibilidad
para la planta. La reserva labil es una medida de los iones de P en la fase sélida del suelo
que pueden intercambiarse rapidamente con iones del mismo elemento en la fase solucion,
reemplazando estos iones intercambiados a medida que se pierden del sistema a traves
de la absorcién de la planta o por lixiviaciéon, este ultimo fendmeno poco frecuente en
suelos tropicales (Ebelhar, 2008).

P moderadamente labil, Pi adsorbido dependiendo del pH edafico a superficies de arcilla,
formando enlaces de gran estabilidad con éxidos de Fe, hidréoxidos Al o Mn y Ca (Bobadilla
y Rincon, 2008). En suelos acidos las cargas positivas de los coloides aumentan de la

misma manera que la adsorcion del fosfato (Bai et al., 2017; Beltran, 2014). Este P
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adsorbido se libera lentamente para la absorcién de la planta. De igual manera, se
encuentra el Po asociado a fosfolipidos y acidos fulvicos presentes en la materia organica,
que es solubilizado por la biomasa microbiana (Zhu et al., 2018).

P no labil u ocluido: Pi que se encuentra fuertemente adsorbido en las arcillas, éxidos y
carbonatos. La liberacion de P mineral es extremadamente lenta y ocurre cuando el mineral
primario se intemperiza y se disuelve en el agua del suelo (Guegaimburu et al., 2019). La
remocién y reposicién del P de la solucion del suelo resultan de una combinacién de
procesos fisicoquimicos  (adsorcién/desorcion y  precipitacion/disolucion) vy
biolégicos/bioquimicos (mineralizacion/inmovilizacién) (Bunemann, 2015). El Pi en la fase
sélida se encuentra como P adsorbido o como fosfatos secundarios precipitados. El
fendmeno de adsorcién-desorcion gobierna predominantemente el suministro de P a bajas
concentraciones de P, mientras que la precipitacion comienza cuando la solucién del suelo

se satura con los constituyentes de un mineral de fosfato en particular (Barrow, 2017).

2.3.1 Precipitacion — disolucion de minerales fosfatados

Los ortofosfatos se precipitan facilmente con cationes metalicos como Al 3*, Fe 3*, Mn 2*,
Ca 2 y Mg ?*, para formar minerales de fosfato. El mineral de fosfato que se produce
depende del pH edafico debido a que este determina la ocurrencia y abundancia de
cationes metalicos en la solucién del suelo que pueden precipitar con los ortofosfatos. Por
lo tanto, en suelos neutros a alcalinos, los iones ortofosfatos se complejan como fosfatos
de Ca (apatita soluble) (Hinsinger, 2001; Kruse et al., 2015; Fink et al., 2016; Stephano &
Mng'ong'o, 2022) (Tabla 2.1).
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Tabla 2-1: Tipos de fosforo inorganico que se pueden encontrar en los suelos. Adaptado
de Velasco (2021).

Tipos de Fosfato Denominaciéon Composicion Caracteristicas
Hidroxiapatita 3Ca3(P0Os).Ca(OH), Poco soluble
Oxiapatita 3Ca3(P04).Ca0 Poco soluble
Fluoroapatita 3Ca3(P0O4).CaFe; Poco soluble
Fosfatos de calcio Carbonatoapatita 3Cas3(P0O4)2CaC03 Poco soluble
Fosfato tricalcico 3Ca3(P0O.), Menor solubilidad
Fosfato dicalcico CaHPO4 Mayor solubilidad
Fosfato monocalcico Ca(HPO.). Mayor solubilidad
. Livianita Fes(PO4)2 8H20 Poco soluble
Fostfatos de hierro Estrengita FePO4 2H,0 Poco soluble
Fosfato de aluminio Variscita AIPO4 2H,0 Poco soluble

Por el contrario, en suelos acidos los iones ortofosfatos reaccionan y se precipitan como
Fe-P y AI-P para formar estrengita, livianita y variscita (Kruse et al., 2015; Stephano &
Mng'ong'o, 2022), tal como se presenta en la Figura 2-1.

Figura 2-1: Reaccion de precipitacion del fésforo edafico (Adaptado de Prisca et al., 2021)

OH OH
AW
\
@) @]
| 2H,0 |
APF* + OH—P=0 —— OH—P=O0 + 2H"
| |
OH OH
Ion de P disuelto Hidroxifosfato precipitado
(Solucion del suelo) (Insoluble)

El equilibrio entre precipitacion y disoluciéon de P gobierna la solubilidad y disponibilidad de
los minerales de fosfato junto con el pH, la concentracién de ortofosfatos y de los cationes
metalicos. De esta manera, la disolucidon de la hidroxiapatita (Fosfato de Ca poco soluble)
puede incrementarse si se suministran protones o si se eliminan los iones ortofosfatos o
Ca ?* de la solucién del suelo (Stephano & Mng'ong'o, 2022).

A un pH del suelo entre 5,0 a 8,0, rango favorable para el crecimiento de los cultivos, los
hidrogeniones (H*) estan disponibles en pequefias concentraciones; por lo tanto, la
cantidad de ortofosfatos de las formas H.PO3~ y HPO4%~ son minimas en comparacién con

el P total en los coloides del suelo (Barrow, 2017; Barrow, 2020).
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2.3.2 Adsorcion-desorcion de iones ortofosfatos de los coloides
del suelo

En el suelo las reacciones de adsorcion y desorcion mantienen el ortofosfato en equilibrio
entre la fraccion sélida y la solucion del suelo. La sorcion y desorcion de ortofosfatos varian
de acuerdo con su concentracion, cristalinidad y area superficial en los coloides del suelo.
La adsorcién de fosfato describe los procesos que limitan la disponibilidad del fosfato
inorganico del suelo, principalmente por adsorcion superficial y precipitacion (Del Campillo
et al., 1999). Los factores mas importantes que determinan la capacidad del suelo para
retener P son la presencia de 6xidos e hidroxidos de Al y Fe, complejos organometalicos
de Al y Fe, bordes de arcillas de silicato y calcita y carbonatos (Gasparatos et al., 2006;
Adegoke et al., 2013; De Bolle, 2013; Jiang et al., 2015; Kumar et al., 2016).

El pH influye en la proporcién de aniones ortofosfatos en la solucion del suelo, en la
cantidad de cargas eléctricas negativas y positivas, es decir, en el potencial eléctrico en la
superficie de los coloides con cargas eléctricas variables. En suelos acidos, el P puede
absorberse primero en la superficie de minerales arcillosos y oxihidroxidos de Fe/Al
(gibbsita, la hematita y la goetita) formando varios complejos. En pH entre 4-9 los
complejos superficiales bidentados protonados y no protonados pueden coexistir, en tanto
que, en condiciones de suelo acido predominan los complejos de esfera interna bidentados
protonados (Hinsinger, 2001; Luengo et al., 2006; Arai & Sparks, 2007; Fink et al., 2016).

El proceso de adsorcién de fosfatos puede seguir un orden preferencial segun la
abundancia de los siguientes minerales: arcillas 2:1< arcillas 1:1< éxidos cristalinos de Fe
y Al< 6xidos amorfos de Fe y Al (Fox & Searle,1978).

La adsorcion especifica es el proceso de adsorcion del fosfato por estos compuestos
(6xidos de Al y Fe) que también se conocen como adsorbentes y el ién de fosfato que se
adsorbe se conoce como adsorbato. La adsorcién especifica de iones puede ocurrir en
adsorbentes sin carga e incluso en superficies con carga del mismo signo que el
adsorbente. Por lo tanto, el fosfato puede adsorberse en superficies de minerales de carga
variable, como oxidos de Al y Fe, incluso a un pH alcalino, donde estos tienen carga
negativa (Barrow & Debnath, 2015; Barrow, 2017). La adsorcion especifica se caracteriza
por la formacion de complejos de esfera interna (a través de ligando puente con enlace
covalente), donde la adsorcion se da mediante una sustitucion de ligando en la que el

ligando entrante o fosfato, desplaza al ligando saliente (una molécula de agua o un i6n
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hidroxilo) que estuvo coordinado con el Fe (lll) o Al (lll) ), reacciéon que se ilustra en la
Figura 2-2, la cual, muestra como se une el P a un ion Al a través de un enlace Al-O-P, y
continua siendo labil. Finalmente, el oxigeno del P sustituye a un segundo hidroxilo,
formando una estructura en forma de anillo con dos iones Al, quedando completamente
adsorbido.

Figura 2-2: Adsorcién de fésforo via intercambio de ligandos sobre 6xidos de Aluminio
(Adaptado de Prisca et al., 2021)

\ ,OH \on \ ,OH
Al—OH, AlY>—O O AlI—O O
Q + HPO, M0 o/ \P// = o/ \P</
Al—OH O }M_HCC))/H\OH o >u—o/ e
OH, / OH, \OHz

Los hidroxidos o sesquidxidos de Fe y Al amorfos (pobremente ordenados) poseen un area
de superficie especifica (ASE) muy grande (800 m? g*), 10 veces mayor que la ASE de las
formas cristalinas correspondientes y cuyos sitios reactivos son una alta densidad de
grupos hidroxilo (OH") superficiales coordinados de forma sencilla (Schwertmann et al.,
1986). El oxigeno de estos grupos hidroxilo que esta coordinado de manera simple con un
ion estructural de Fe (Ill) o Al (lll) se protonan y desprotonan respondiendo al pH de la
solucién (Kwesi, 2020).

Los grupos OH" de coordinacion simple en los que se adsorben aniones especificamente
absorbibles como los iones fosfato (Borggaard et al., 2004), resultan en la formacion de un
complejo binuclear o superficial para el sistema fosfato 6xido de hierro, donde el i6n fosfato
ocupa dos sitios superficiales; proceso que se acompafna de una liberacion de grupos
hidroxilo (OH") y H20.

En suelos con un rango de pH entre neutros a calcareos, el P es retenido por reacciones
de precipitacion con Ca, generando fosfato dicalcico (Lindsay et al., 1989), aunque también
puede ser adsorbido en la superficie de carbonatos de Ca (Larsen, 1967) y minerales
arcillosos (Devau et al., 2010). El fosfato dicalcico se puede transformar en formas mas
estables, como el fosfato octocalcico y la hidroxiapatita (HAP), que estan menos

disponibles para las plantas a pH alcalino (Arai y Sparks, 2007). La acidificacién de la
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rizosfera puede ser una estrategia eficiente para movilizar el P de un suelo calcareo, pues
se ha comprobado que la disolucion de HAP aumenta con la disminucién del pH del suelo
(Wang & Nancollas, 2008).

La desorcién como proceso contrario a la adsorcion se refiere a la liberacién de P de la
fase sdlida a la fase de solucion (Stevenson & Cole, 1999). La desorcién de P ocurre
principalmente a través de reacciones de intercambio de ligandos, es decir, que una
disminucion en la concentracion de iones P en la solucién del suelo, a través de la
absorcion de P por la planta y un aumento en la concentracién de aniones competidores
cambiaran el equilibrio adsorcion-desorcion hacia una desorcion mejorada (Hinsinger,
2001; Pierzynski et al., 2005). La materia organica reduce la adsorcion de fosfato al inhibir
la cristalizacion de los 6xidos de Fe y Al por la formacién de quelatos metalicos (Fontes et
al., 1992; Acevedo et al., 2004), o incluso bloqueando los sitios de adsorcion a través de
acidos organicos de bajo peso molecular (humicos) y recubriendo la superficie de los
oxidos (Fontes et al., 1992).

2.3.3 Mineralizacion e inmovilizacion de P organico

Con relacion al Po, este se encuentra en el suelo en formas estables (fosfonatos e inositol
fosfato) y en formas activas (monoésteres de ortofosfato labiles, polifosfatos organicos y
diésteres de ortofosfato) (Shrivastava et al., 2018) cuya solubilidad es regulada por
procesos como la mineralizacién y la inmovilizacion.

La mineralizacién es un proceso importante donde se lleva a cabo la transformacién de Po
a formas inorganicas solubles a través de la actividad de microorganismos del suelo que
producen acidos organicos que inducen una reduccién del pH del suelo (acidificacion)
liberando iones fosfato a la solucion del suelo y haciéndolos disponibles para las plantas
(Sharma et al, 2013; Albacete, 2014; Satyaprakash et al., 2017; Kumar & Patel, 2018).

De otra parte, la inmovilizacion se define como la conversién de elementos por parte de
los microorganismos del suelo en compuestos bioquimicos esenciales para el metabolismo
microbiano o en biomasa microbiana (Pierzynski et al., 2005). La mineralizacién de Po en
el suelo esta estrechamente relacionada con la cantidad relativa de carbono (C) en el
sustrato organico, que actua como fuente energética para los microorganismos.

Una alta relacion C/P del sustrato organico proporciona alta energia y estimula el

crecimiento de la microbiota del suelo, agotando el P disponible. En tanto que, bajas
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relaciones C/P pueden generar una cantidad excesiva de P soluble disponible, mucho mas
qgue la biomasa microbiana necesaria, exceso que queda disponible para la absorcién por
las plantas, la lixiviacion o la escorrentia (Stevenson & Cole, 1999; Pierzynski et al., 2005).
Los mecanismos bioquimicos especificos en la conversion de Po a Pi en los suelos ocurren
a través de la produccion de enzimas extracelulares producidas por las raices de las
plantas (mineralizacién quimica) y los microorganismos del suelo (mineralizacién
bioldgica). La mineralizacion bioquimica es la liberacion de Pi a través de procesos
enzimaticos extracelulares impulsados por la deficiencia del nutriente, seguida por la
adsorcion de la solucion del suelo. En tanto que, la mineralizacion biolégica se define como
la oxidacion microbiana de la materia organica promovida por la necesidad de energia, que
puede estar asociada con la liberacion de Pi antes o después de la absorcion microbiana
(Bunemann, 2015). La actividad enzimatica esta relacionada con la cantidad de P
biodisponible en los suelos, se incrementa cuando los suelos se vuelven deficientes en P,
lo que explica como la solubilizacién de P es un patron ciclico (Yousefi et al., 2011; Selvi
et al., 2017). Las enzimas extracelulares pueden ubicarse en el espacio periplasmico, en
la superficie de las células, en la solucién del suelo o asociadas con la materia organica

del suelo y minerales arcillosos (Burns et al., 2013).
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2.4 Suelos Andisoles

2.4.1 Distribucién geografica

Los suelos derivados de cenizas volcanicas cubren aproximadamente el 0,8 % (Mha Mha-
1) de la superficie de la tierra (124 Mha) (Leamy, 1984; Bonatotzky et al., 2021). Segun Soil
Survey Staff (1999) los Andisoles se distribuyen en las zonas de mayor actividad volcanica
a lo largo de la costa occidental del continente americano (cinturén de fuego del Pacifico),
se extienden a través de las Islas Aleutianas, hacia el sur de la Peninsula de Kamchatka
en Rusia, de un lado a otro de Japdn, Filipinas e Indonesia, a través de otras Islas del
Pacifico hasta Nueva Zelandia.

El 60 % (Mha Mha') de los suelos Andisoles se encuentran en paises tropicales
(Takahashi y Shoji, 2003). En Colombia cubren alrededor de 7.200.000 hao el 7,5 % (Mha
Mha) del area del territorio nacional, distribuidos en la region Andina (Region Andina de
Colombia, 2014) (Figura 2-3), principalmente en la cordillera Central y con menor extensién
en la Occidental y Oriental, con mayor presencia en paisajes de altiplanicies, montana,
piedemontes y planicies aluviales (Avila, 2005).

Figura 2-3: Region Andina de Colombia.
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La zona de mayor cubrimiento es el Eje Cafetero, que incluye los departamentos de
Antioquia, Caldas, Risaralda y Quindio. Depdsitos volcanicos originados de la actividad del
complejo Ruiz-Tolima (volcanes Cerro Bravo, Ruiz, Santa Isabel y Tolima) (Nieuwenhuis
& Elbersen, 1972 citado por Herrera, 2006). En los departamentos de Tolima, Huila, Cauca,

Valle del Cauca y Narifio se encuentran depositos derivados de cenizas volcanicas
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transportadas por el viento o por el rio Magdalena. Segun un estudio del Instituto
Geografico Agustin Codazzi (IGAC) en la Sabana de Bogota se han identificado 52
unidades cartograficas de suelos, de las cuales, el 42,3 % (Mha Mha™") presentan suelos
cuyo material parental son las cenizas volcanicas.

El IGAC (2012) también describié los Andisoles como los suelos mas representativos de
la region Andina desde el punto de vista de la tipologia, pues integran el 16 % (Mha Mha
") (Hapludands, 11 % (Mha Mha') y Melanudands, 5 % (Mha Mha™)). En tanto que, los
Molisoles y Alfisoles, solo abarcan el 3 % (Mha Mha™) de la region. El 67 % (Mha Mha™)
restante lo conforman suelos de menor evolucién (Inceptisoles y Entisoles), destacandose
los Dystrudepts (55 % Mha Mha™).

2.4.2 Génesis de los Andisoles

En diferentes regiones del mundo los suelos de cenizas volcanicas muestran patrones
similares de intemperismo y desarrollo; sin embargo, los procesos que gobiernan la
formacion del suelo son el resultado de las condiciones ambientales particulares en un
lugar determinado. En general, el intemperismo de los depdsitos volcanicos da como
resultado la formacion de suelos Andisoles en ambientes templados y tropicales humedos
(Tsai et al., 2010; Delmelle et al., 2015).

La composicion mineralégica de los suelos derivados de cenizas volcanicas es
caracterizada por la presencia de minerales de arcilla desarrollados a partir del
intemperismo del vidrio volcanico y otros minerales primarios (feldespatos, anfiboles y
piroxenos). Esto resulta en minerales poco cristalinos y no cristalinos que se diferencian
por desarrollarse bajo diferentes condiciones de acidez y acumulacion de materia organica
(Fisher & Schmincke, 1984). Los de baja cristalinidad caracterizados por la aléfana,
imogolita, ferrihidrita y haloisita, y los no cristalinos por complejos de Fe/Al y silica opalina
(Herrera, 2006). Los complejos Al/Fe-humus y la silice opalina se forman en ambientes
acidos (pH =< 5, rango en que los acidos organicos son los principales donadores de
protones (H+), disminuyendo el pH y el Al activo soluble) ricos en materia organica, y la
aléfana, imogolita, halloysita y ferrihidrita se forman en ambientes con 5 < pH < 7 y bajo
contenido de materia organica (Ugolini & Dahlgren, 2003). La al6fana predomina en suelos

jévenes y la haloisita en depdsitos mas antiguos, bajo el mismo material original de cenizas
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volcanicas y condiciones climaticas (Herrera et al., 2007). La presencia de estos minerales
poco cristalinos y no cristalinos que contienen superficies de carga variable y la
acumulacion de materia organica le confieren a los Andisoles propiedades morfoldgicas,
fisicas y quimicas distintivas que rara vez se encuentran en suelos derivados de otros

materiales originales (Nanzyo, 2002).

Malagén (2003) argumenta que los Andisoles de la regién Andina sufren procesos de
pérdida por erosion y lixiviacién, que son compensados parcialmente por efecto del clima
en ganancia de materiales organicos (contenidos medios y altos de carbono organico, 1.5
a>6 % (g kg™), situacién que conlleva a la aparicion de horizontes A Umbricos (ricos en
materia organica, de color muy oscuro, de gran espesor, con saturacién de bases <50 %
(cmol(+) kg 100cmol(+) kg™).

2.4.3 Propiedades de los Andisoles

Espinoza y Rubiano (2015) sintetizan las propiedades de los andisoles modales asi:
Fisicas: tienen una densidad aparente inferior a 0,8 Mg m=, presentan permeabilidad y
porosidad elevadas y una estructura caracteristica de microagregados estables que
generan grumos, granulos o bloques subangulares muy finos con una consistencia
particular pegajosa y untuosa al tacto en estado humedo y de polvo fino en estado seco.
Estos suelos poseen una enorme capacidad de retencion de humedad tanto a capacidad
de campo como en el punto de marchitamiento. Sin embargo, al someterlos a una
desecacion prolongada pueden reducir considerable e irreversiblemente su capacidad de
campo en un 50 % (g g™).

QUIMICAS: Los andisoles poseen una alta capacidad de intercambio catiénico y aniénico
en funcién del pH, lo que resulta en una alta capacidad tampén y un elevado numero de
cargas dependientes del pH. Asi mismo, presentan elevados contenidos de Al y Fe activos.
Son suelos con una reaccién desde muy fuertemente acida en los horizontes superficiales
a moderadamente acida en los profundos (pH: 5,1 - 6,5).

En cuanto al N, los Andisoles contienen elevadas cantidades de materia organica, que se
acumula y es muy resistente a la descomposicion microbial (mineralizacién), lo que reduce
la disponibilidad de N mineralizable.

El P disponible es bajo en los Andisoles debido a que es fuertemente retenido por los

materiales no cristalinos de Al y de Fe; al ser aplicado al suelo en forma de fertilizantes de
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alta solubilidad, este reacciona rapidamente con los minerales de baja y nula cristalinidad
formando componentes insolubles metal-P, productos en los que desempefian papel
preponderante el Al y el Fe activos (Shoji & Takahashi, 2002).

La disponibilidad de potasio (K) en los Andisoles esté influenciada por el contenido de K
en la ceniza volcanica y en las arcillas del suelo. Generalmente, el contenido de K es bajo
en arcillas alofanicas como consecuencia de que estas no presentan retencion preferencial
por el K, por lo que se lixivia y su contenido edafico decrece a medida que avanza el
intemperismo (Shoji y Takahashi, 2002). Estos mismos autores sefialan que en Andisoles
se pueden presentar serias deficiencias de micronutrientes como el cobre, zinc y cobalto y
su abundancia y disponibilidad depende de su contenido en los materiales volcanicos y de
la tasa de liberacion a través de la alteracion quimica.

BIOLOGICAS: La actividad microbiana en suelos Andisoles no cultivados no es muy alta
debido a la fuerte deficiencia de P, a su reaccién de acida a moderadamente acida y la alta
estabilizacion de la materia organica (Nishio, 1996 mencionado por Nanzyo (2002)) debido
a la presencia de minerales de bajo orden cristalino como aléfanas y 6xidos de Fe y Al con
gran capacidad para formar complejos estables con moléculas organicas que se degradan
lentamente por la acciéon microbiana (Rumpel et al., 2012). Nanzyo (2002) menciona que
suelos Andisoles de japon con adicion de fosfatos y pH superior a 5 presentan un
incremento en el numero de bacterias aerdbicas, actinomicetos y hongos y mejora la
respiracion del suelo. Al comparar el nimero de microorganismos en suelos no cultivados,
los Andisoles tenian significativamente mas actinomicetos y bacterias anaerobias que

otros suelos.

2.5 Bactérias solubilizadoras de fosfato (BSF)

Los microorganismos cumplen importantes funciones en la dinamica de los ecosistemas,
actuando como componentes fundamentales del ciclaje de nutrientes y de los ciclos
biogeoquimicos (Leite, 2009). Estos microorganismos son los encargados de mediar los
procesos de descomposicion y mineralizacion de nutrientes, liberacion de nutrientes y
fijacion y desnitrificacion de N. Los microorganismos edaficos, adicionalmente, poseen la
capacidad de solubilizar y mineralizar compuestos fosforados, y por lo tanto de hacer

disponible P a partir de formas complejas inorganicas u organicas (Chandler et al., 2008;
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Aipova et al., 2010; Silva et al., 2022). Este P soluble puede ser aprovechado por las

plantas para su nutricion.

Los microorganismos solubilizadores de P, bacterias u hongos, juegan un papel importante
en la liberacion de P inorganico soluble. Este grupo de microrganismos se denomina
colectivamente bactérias u hongos solubilizadores de fosfato. El mecanismo asociado
involucra la liberacion de compuestos capaces de disolver los minerales fosfatados, a
través de la liberacién de compuestos quelantes catiénicos, y mediante el bloqueo de los
sitios de adsorcién de los coloides del suelo (He et al., 2002). Notablemente, las bacterias
son mas numerosas que los hongos en suelos rizosféricos, probablemente explicando por
qué son mas efectivas en la solubilizacién de P (Mokula et al., 2019). De igual manera,
durante la descomposicion de la materia organica, la mineralizacion enzimatica de
compuestos organicos fosforados resulta en la liberacién de fosforo disponible. Las plantas
pueden tomar el P disponible en el suelo siempre y cuando los procesos de solubilizacion
de P inorganico (ligado a los minerales) y de mineralizacion de Po (ligado a la fraccion
organica) excedan al proceso de inmovilizacion de P (Sharma et al., 2013). Existen varias
rutas bioquimicas que permiten la disponibilidad del P en el suelo, las principales se

muestran en la figura 2-4.
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Figura 2-4: Principales mecanismos de los Bacterias solubilizadoras de fésforo (BSF) para la
solubilizacién de fosfato edafico. Adaptado de Moluka et al (2019).

P edafico

Fuentes
Inorganicas

Bacterias
Solubilizadoras de P

|

Solubilizacion

Produccion de:

Acidos Organicos

Acidos Inorganicos
Exopolisacaridos
Sideréforos

Cambios de pH

v

Fosfato Disponible

2.5.1 Solubilizacién de P inorganico

El mecanismo mas importante para la solubilizacion de Pi en el suelo es la secrecién
bacteriana de acidos organicos (AO) de bajo peso molecular (Tamad et al., 2021). Algunos
de los acidos organicos asociados son el citrico (tricarboxilico), lactico, oxalico, glicélico,

2-cetogluconico, malico, tartarico, aspartico, acético, fumarico, maldnico, isobutirico,
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gluconato (dicarboxilico), succinico, glutarico, propidnico, butirico, glioxalico y adipico;
siendo el acido glucodnico y el acido 2-cetoglucdnico los AO de mayor importancia (Alori et
al., 2017; Zeng et al., 2017; Kalayu, 2019). Las bacterias solubilizadoras de P varian
considerablemente en su capacidad para secretar acidos organicos, y en consecuencia en
su capacidad para solubilizar fosfatos minerales (Santos et al.,, 2021). La secrecién
microbiana de AO provoca la acidificacion del medio circundante, debido a la liberacién de
protones (H*) a la superficie extracelular. Estos protones disuelven el P retenido en forma
de fosfatos de Ca, Fe y Al, al quelar los cationes (Goldstein, 1995; llimer & Schinner, 1995;
Son et al., 2006). La asimilacion de NH4* dentro de las células microbianas también libera
protones conduciendo a la solubilizacién del fésforo (Sharma et al., 2013; Timofeeva et al.,
2022).

Otro mecanismo utilizado por las bacterias para la solubilizacién de P es la produccién de
exopolisacaridos (EPS). Estos EPS son producidos como una respuesta ante el estrés y
tienen la capacidad de unirse con metales en el suelo. La unién a estos metales resulta en
la solubilizacion de fosfatos metalicos en el suelo. La produccion de sideréforos también
tiene influencia en la solubilizacion de fosfatos de Fe en el suelo, pues son sustancias
secretadas por los microorganismos con una alta afinidad por la quelacién de Fe (Prabhu
et al., 2019).

2.5.2 Mineralizacion del P organico

El Po del suelo se deriva de la materia organica estable o en descomposicion (Ohel et al.,
2004). La mineralizacion bioquimica de Po es un proceso enzimatico que resulta en la
liberacion de Pi (McGill & Cole, 1981). Este proceso biolégico involucra a dos grupos de
enzimas que son sintetizadas por ciertos grupos de microorganismos en respuesta a la
limitacion de nutrientes o energia (Konietzny & Greiner, 2004). El primer grupo de enzimas
se denomina fosfomonoesterasas no especificas, las cuales, desfosforilan el enlace
fosfoéster o fosfoanhidrido de los compuestos organicos para formar fosfato inorganico
(Nannipieri et al., 2011). Estas enzimas pueden ser subdivididas en fosfomonoesterasas
acidas o alcalinas (Jorquera et al.,, 2011). Las fosfomonoesterasas acidas tienden a
predominar en suelos acidos (pH < 7) y son producidas por bacterias y plantas, mientras

que las alcalinas son mas abundantes en suelos neutros y alcalinos (pH > 7) y son
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producidas principalmente por microorganismos (Rodriguez & Fraga, 1999;
Mukhmetzyanova et al., 2012).

Las fitasas son otro grupo de enzimas producidas por microorganismos para la
mineralizacion de Po. Estas enzimas catalizan la hidrdlisis del acido fitico y liberan formas
disponibles de P en el suelo (inositol y acido ortofosférico) (Ahmad et al., 2008; Richardson
& Simpson, 2011). Este proceso es requerido puesto que las plantas no pueden adquirir P
directamente del fitato (Sharma et al.,, 2013). La presencia de microorganismos
degradadores de fitato en la rizosfera, por lo tanto, pueden mediar la disponibilidad de P a

partir de esta molécula organica (Richardson & Simpson, 2011).

2.5.3 Efecto de la co-inoculacion de bacterias solubilizadoras de
fosfato con aplicacion de fuentes fosfatadas

Numerosos estudios en condiciones controladas y en campo han demostrado que el uso
simultaneo de BSF y diferentes fuentes de fésforo incrementa la absorcion de P, y el
crecimiento y la produccion de biomasa de varios cultivos. En la Tabla 2-2 se presentan

algunos ejemplos.

Tabla 2-2: Resultados de estudios realizados con aplicacion de fuentes fosfatadas e co-
inoculacién con Bacterias Solubilizadoras de Fosfato (BSF) en condiciones de campo y
controladas sobre diferentes cultivos.

. Condiciones
Bacterias
. del
. . Fuente | Solubilizadoras .
Referencia Cultivo experimento Resultados
de P de Fosfatos
(campol/control
(BSF)
adas)
o Mayor produccion de
Rhizobium sp. )
biomasa y valor
N T88y L o
Santos - Asociacion » nutricional con aplicacion
) DAP Herbaspirillum
Torres et al. Raigras/Tr Controladas de DAP 75% y RF 25%
) RF sp. AP21, ) )

(2021) ébol rojo o con la inoculacion de

individual y co- o

) BSF individual o co-

inoculadas )

inoculadas
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Mejor tratamiento 50%
DAP + Rhizobium,
increment6 17%

rendimiento de grano e

DAP
) influyé en el peso seco
Dosis
Beltran et al., Rhizobium sp. de las plantas, el
Maiz creciente Controladas
2022 B02 contenido relativo de
s(0,25y
clorofila, la concentracion
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3. Materiales y Métodos

3.1 Sitio de investigacién

La fase de experimentacion en campo se llevo a cabo en el periodo de septiembre de 2020
hasta mayo de 2022, en un lote del Centro de Investigacion Tibaitatd de AGROSAVIA, en
Mosquera - Cundinamarca (Colombia) (4°41'43,1349” Ny 74°12°18,7666” W), a una altitud
de 2.600 m.s.n.m. con un rango de temperatura entre 7 a 20°C y un régimen bimodal de
lluvias (maxima precipitaciéon 200 mm mes™', minima precipitacion 44 mm mes™). Durante
el periodo de experimentacion en campo (julio/2020 — mayo/2022) las precipitaciones
estuvieron dentro del rango de 4,2 — 165,6 mm, mientras que la temperatura del aire varié
entre 0 — 24,4 °C (Figura 3-1). Se presentaron dos periodos con drastica reduccion de las
precipitaciones: enero de 2020 y 2021; no obstante, las precipitaciones fueron abundantes
y prolongadas presentandose una alteracion en el patron bimodal caracteristico de la zona

de estudio (dos épocas de lluvias: marzo-mayo y septiembre — octubre) (Figura 3-1).
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Figura 3-1: Temperatura minima (linea roja) y maxima (linea gris) histérica y precipitacion
pluvial mensual (barras grises) en el municipio de Mosquera, Cundinamarca. Las flechas
rojas indican los tres momentos de muestreo evaluados en este estudio: muestreo 0 mes
(MOm) o inicial (ala establecimiento del experimento), muestreo 6 meses (M6m) y 18
meses (M18m). Circulos de color amarillo indican los momentos donde se realizaron los
cortes productivos de forraje y las co-inoculaciones con BSF. Los circulos en color verde
indican las fertilizaciones realizadas con las diferentes fuentes de P evaluadas.
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Se selecciond una pradera de pasto kikuyo de baja productividad anual (10 t ha™' de
materia seca) y en ella un area de 340 m? (Figura 3.2). El suelo utilizado para el
establecimiento del experimento es clasificado taxonémicamente como Andisol (IGAC et
al., 2000), perteneciente a la unidad cartografica Consociacion Cota, definida como Typic
Hapludands medial, mezclada, isomésico, con una alta retencién de fosfatos (superior al
85%) debido a la presencia de arcillas al6fanas (IGAC, 2012).
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Figura 3-2: Localizacion de area de muestreo y disefio experimental de parcelas divididas
completamente al azar.
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Antes del establecimiento del experimento fueron determinadas algunas caracteristicas
quimicas y fisicas del suelo que se muestran en la Tabla 3-1, para esto se tomaron
muestras compuestas de suelo a 20 cm de profundidad. El suelo presentdé una reaccién
moderadamente 4&cida, sin problemas de salinidad, sin restriccion por aluminio

intercambiable, altos contenidos de Materia organica (MO), S, Ca, Mg y K.

Tabla 3-1. Propiedades fisicas y quimicas del suelo del sitio experimental.

Arena Arcilla Limo C.E D.A M.O Kav Sav Caav Mgav
Clase H
Textural p
(%) (%) (%) (dsm”)  (gem®)  (g100g”) (cmolkg’) (mgkg") (cmolkg”) (cmolkg”)
Franca 32.9 23.8 43.3 6.0 0,99 0.44 11.2 4.2 27.4 18 7.8

C.E: Conductividad Eléctrica; D.A: Densidad Aparente; M.O: Materia Organica; Kav: Potasio disponible, Sav: Azufre disponible; Caav: Calcio
disponible; Mgav: Magnesio disponible.
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3.2 Cepas bacterianas

En esta investigacion se utilizaron tres cepas: Herbaspirillum sp. AP21, Azospirillum
brasilense D7, Rhizobium leguminosarum T88, procedentes del Banco de Germoplasma
de microorganismos de la Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria
(Agrosavia), Colombia. Las cepas AP21 y D7 son bacterias que fueron aisladas de pasto
kikuyo mientras que T88 es una bacteria simbidtica fijadora de nitrégeno aislada de
nodulos activos de trébol rojo (Trifolium pratense). Estas cepas se seleccionaron porque
en investigaciones previas se mostrd su capacidad para promover el crecimiento del trébol
rojo y del raigras en condiciones de estrés abidtico (sequia) (Cortes-Patifo et al., 2021;
Cortes-Patifio et al., 2022) y fueron capaces de optimizar el uso del P, AP21 mostrd
capacidad en la mineralizacién del Po y T88 presentd mayor capacidad para la
solubilizacion de Pi (Santos-Torres et al., 2021); ademas AP21 y D7 también mostraron
potencial en la reduccion de la fertilizacion mineral con N (Pardo-Diaz et al., 2021). Las
cepas se identificaron previamente sobre la base de la secuenciacion de su genoma y las
secuencias fueron depositadas en GeneBank con los siguientes numeros de acceso:
MT302839 (Azospirillum brasilense. D7), MT375980 (Rhizobium leguminosarum. T88) y
MT302840 (Herbaspirillum sp. AP21). Las células bacterianas se obtuvieron de cultivos
puros en medio sélido DYGS (Herbaspirillum sp, y Azospirillum sp.) (Baldani et al., 2014)
y YM (Rhizobium sp.) (Barnet and Vincent, 1970). Caldos de cada medio de cultivo fueron
inoculados con estas suspensiones celulares al 1 % (v v') y se llevaron a agitacion a 120
rpm durante 24 horas a 30 °C. Después de este tiempo se realizé control de calidad de
pureza y concentracion mediante diluciones seriadas y siembra en los respectivos medios
solidos, asegurando una concentracion final de los indculos de 1 x 10'° UFC para las cepas
AP21y D7 y de 1 x 10° UFC para la cepa T88.

Componente ético: El uso y evaluacion de Herbaspirillum sp. AP21, Azospirillum brasilense
D7, Rhizobium leguminosarum T88 se encuentra amparado bajo la resolucion 0063 de
2018 por la cual se le otorga a la Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria
— Agrosavia, el acceso a recursos geneticos y productos derivados para el proyecto
denominado “Programa de Bioprospeccion en Agrobiodiversidad Colombiana”, de
conformidad con lo establecido en el contrato de acceso a recursos genéticos y productos
derivados N° 168 de 2017.
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3.3 Experimento en campo

En el area seleccionada se realiz6 el proceso de renovacion de praderas mediante dos
pases cruzados de desbrozadora y un pase de renovador de praderas. Después de 45
dias de rebrote, se trazaron veinticuatro (24) parcelas experimentales de 6 m? (3 x 2 m).
Inmediatamente, después del trazado del area experimental, se establecié el experimento
en julio de 2020 con el corte de homogenizacion en cada una de las parcelas mediante
una cortacésped (Husqvarna HU550FH (Husqgvarna - Suecia)) para ajustar la altura de
corte (5 cm) (Fulkerson & Donaghy, 2001). El experimento se dispuso en un disefio de
parcelas divididas completamente al azar, donde la parcela principal fueron cuatro fuentes
de P (sin aplicacion, roca fosférica (R.F), fosfato diaménico (DAP) y compost (MO)) y las
subparcelas los dos niveles de co-inoculacion de BSF (con y sin la co-inoculacion con BSF
(AP21, D7, T88). La RF fuente de P inorganica de baja solubilidad contenia un 26 % de
P-Os, proveniente de yacimientos subterraneos de Pesca del departamento de Boyaca
(Fosforita, Fosfatos Boyaca S.A, Colombia). El compost denominado como MO, fue
utilizado como la fuente de P organica de baja solubilidad con un contenido de 1,28 % (m
m™') de P2Os, este fue elaborado a partir de estiércol bovino y material vegetal recolectado
de podas y finalmente, como fuente de P de alta solubilidad se utilizd el DAP con 46% de
P20s. En la tabla 3-2 se muestran las principales caracteristicas de las fuentes utilizadas

en este estudio.

Tabla 3-2. Propiedades de las fuentes de P seleccionadas en el estudio.

Fuentes de P

Propiedad Roca Fosférica Compost Fosfato Diamdnico
(RF) (M.O) (DAP)
P,Os Total, g kg™ 260 13 460
P.Os disponible, g kg™ 20 4 460
N Total, g kg™ - 18 180
Humedad, % 50 40,9 2,5

pH 7,2 7,3 6,8-7,0




49

3.3.1 Tratamientos

Para evaluar el efecto de la co-inoculaciéon con BSF en asocio con la aplicacion de fuentes
fosfatadas sobre la dinamica del P edafico y la productividad del pasto kikuyo se
establecieron ocho tratamientos que fueron aleatorizados en tres repeticiones, para un

total de 24 parcelas experimentales.

Los tratamientos fueron: 1) Control absoluto sin la aplicacion de inoculantes, ni fuentes de
P, 2) fuente insoluble inorganica de P (RF), 3) fuente insoluble organica de P (compost -
MO), 4) fuente soluble de P (DAP), 5) Control inoculado con BSF, 6) RF inoculado con
BSF, 7) MO inoculado con BSF y 8) DAP inoculado con BSF (Figura 3-2).

Todas las fuentes de P fueron ajustadas a una dosis anual de 80 kg ha' de P.Os; asi
mismo, se aplico una dosis minima anual de N (33 kg ha™') a todas las parcelas, teniendo
en cuenta los niveles de extraccion de nutrientes del pasto kikuyo (Bernal & Espinosa,
2003). Las cantidades anuales ajustadas de RF (308 kg ha™' de contenido total de P20s),
DAP (174.5 kg ha' de contenido total de P,Os) y compost (6250 kg ha™' de contenido total
de P,0s) fueron aplicadas anualmente desde el momento del establecimiento, disponiendo

al voleo la fuente de P sobre cada parcela experimental.

La co-inoculacion de las BSF fue realizada posterior a cada corte productivo (11 co-
inoculaciones), mediante la aspersion con bomba de espalda (capacidad de 20 L) a razén
de 2 L ha' del inoculante en los tratamientos respectivos, mezclando las cepas al momento

del cargue de la bomba de espalda con agua.
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3.4 Variables de respuesta

3.4.1 Produccién y calidad nutricional del pasto kikuyo

La estimacién de la biomasa disponible se inicié en septiembre de 2020 y se extendié por
un periodo de 18 meses hasta mayo de 2022. En total se realizaron once (11) cortes
productivos. Cada corte productivo se realizé cuando mas del 50% de las plantas de kikuyo
alcanzaron 4,5 hojas verdaderas (Fonseca et al., 2016) y el intervalo entre cortes estuvo

supeditado a la variacion de las condiciones climaticas de la zona de estudio.

Cada corte productivo consistié en ubicar un cuadro de PVC (siglas en ingles de Polyvinyl
chiroide) de 0,25 m? de area, en el centro de cada parcela experimental, cortando la
biomasa verde (kg ha') dentro de cada cuadro y pesandolo (biomasa verde/area)
inmediatamente en una bascula electronica. Finalmente, con una corta césped se corto el
forraje remanente de cada parcela experimental con el fin de uniformizar la altura de corte
a 5 cm (Fulkerson & Donaghy, 2001).

La produccién de biomasa seca disponible (MS) por unidad de area para cada tratamiento
(kg ha™) y en los 11 muestreos realizados, se estimo tomando sub-muestras de 200 g de
forraje verde cosechado por tratamiento y secandolas en un horno a 60°C durante 48 horas
para extraer la humedad del forraje y obtener el porcentaje de MS. Se calculd la produccion

de biomasa seca disponible por dia (kg ha™'dia™) de la siguiente manera:
Biomasa seca (kg ha'dia') = Biomasa seca (kg ha’) / N° dias hasta alcanzar 4,5 hojas

Para la determinacion de Proteina Cruda (PC) y disponibilidad de P Foliar (PF), se llevaron
al Laboratorio de Nutricion Animal de Agrosavia las sub-muestras de forraje seco de tres
cortes productivos: i) al momento del establecimiento del experimento (MO), ii) 6 meses
(M6) y iii) 18 meses (M18) posteriores al establecimiento del experimento. Estos
parametros de calidad nutricional fueron determinados mediante la técnica de
espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo cercano (NIRS), de acuerdo con la ecuacién
generada para pasto kikuyo por Ariza et al. (2018). Se calcul6 el rendimiento por dia de

PC y PF para cada tratamiento de la siguiente manera:
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Proteina cruda (kg ha dia”') acumulada = resultado reportado por laboratorio (g 100

g’ MS) * Biomasa seca (kg ha' dia’).

Fosforo Foliar (PF) (kg ha' dia”') acumulado = resultado reportado por laboratorio (g
100 g' MS) * Biomasa seca (kg ha' dia).

3.4.2 Evaluacion de fracciones de fosforo del suelo

Para evaluar la dinamica del P en el suelo se realizaron 3 muestreos de suelo: i) muestreo
de caracterizacién previo al establecimiento del experimento (P inicial), ii) 6 meses y iii) 18
meses posteriores al establecimiento del experimento. Se realizaron muestreos de suelo
tomando una muestra compuesta (500 g) de cuatro submuestras tomadas de la parte
central de cada parcela experimental a una profundidad de 20 cm, utilizando un barreno
holandés. Las muestras de suelo compuestas se secaron en un horno de aire caliente
(Memmert, UF55, Germany) a 60°C por 72 horas y luego se tamizaron en malla de 2 mm

de diametro.

La dinamica del P edéafico se realizd mediante la metodologia de fraccionamiento
secuencial generada por Gatiboni & Condron (2021) (Figura 3-3). Se utilizd una
submuestra A para la determinacion del P Total y una submuestra B para la determinacién
de las diferentes fracciones de P. La determinacion de las fracciones de P con la
submuestra B presenté el siguiente orden: 1) P de la solucion del suelo extraido por CaCl,
0,01 M, 2) el P disponible en la planta por Mehlich 3, 4) el Pi y Po moderadamente labil
extraido por NaOH 0,5 My 5) el P en minerales primarios extraidos por HCI 1 M. Ademas,
se estimé el contenido de P total medido en otra submuestra de suelo por digestién acida
y se calculd el P ocluido por diferencia entre el P total y los extractores mencionados

(Figura 3-3). La metodologia se describe en el anexo Ay se ilustra en la figura 3-3.
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Figura 3-3: Flujograma del método de fraccionamiento secuencial adaptado de Gatiboni &
Condron (2021).

Muestra de Suelo
|

I |
Submuestra 1 Submuestra 2
0,1 g de suelo en tubos 0,5 g de suelo en tubos
de digestion de centrifuga de 15 mL
|
Adicionar 2 mL deH,S0, J Adicionar 10 mL de CaCl,
Concentrado y 2 mL de H202 0,01 mol L*
al 37% M

Blogue de digestién |

120 mina 350°C

Agitar 5 min

Determinacion de P Centrifugar 15 min

por M&R (1962) a46rpm
Adicionar 10 mL de P-Sol

extractante Melich3 ' Determinacién de P
P Total por M&R (1962)

i

P Ocluido
P-ocluido= P Total — (P-Sol + P-M3 + Pi-OH + Po-OH + P—HCI)

Agitar 5 min ‘
Centrifugar 15 min
a 4600 rpm
P-M3
Determinacion de P
| por M&R (1962)
Agitar 5 min
Centrifugar 15 min Determinacion de P
24600 rpm por D&T(1977) Pi-OH
i (me ke-1)
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H,50, + (NH4),5,0,
Adicionar 10 mL  de 120min
extractante HCI 1,0 mol Lt !
. P autoc Po-OH
Po-OH (mgkg?)= Pautoc—Pi_OH
@ Determinacién de P por M&R
(1962)
Agitar 60 min

Centrifugar 15 min

a2 4600 rpm
Determinacion de P P-HCI
por M&R (1962)

Con el fin de permitir una mejor comprension de la dinamica del P, las fracciones
determinadas se agruparon en cinco grandes fracciones de P a partir de su grado de
solubilidad. La primera fraccién fue la de P labil, compuesta por P-Solucién y P-Melich 3,
la segunda fraccion fue el P moderadamente labil, compuesta por Pi- NaOH, 0,5 M y P-
HCI. La tercera correspondioé a la fraccion organica total (Po), la cuarta al Pi-ocluido y

finalmente la quinta a la fraccién de P-Total determinada con la submuestra 1.
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3.4.3 Actividad Enzimatica del suelo

Fosfomonoesterasas acidas y alcalinas

Para la determinacion de la actividad enzimatica se utilizé la técnica descrita por Tabatabai
and Bremner (1969) con modificaciones de Tabatabai (1994). Se tomd una muestra de 50
g de suelo humedo de cada tratamiento obtenida en MO, M6 y M18. En un tubo de
centrifuga de 50 mL se agregé 1 g de suelo ademas de 0,2 mL de tolueno y 4,0 mL de
buffer MUB (compuesta por 12.1 g de Tris hidroximetil aminometano (THAM), 11,6 g de
acido maleico, 14 g de acido citrico y 6,3 g de acido bdrico (Hz:BO3) en 488 mL de hidroxido
de sodio (NaOH 1 M) y aforado hasta 1L con agua desidnizada, ajustada a pH 6,5 para
fosfomonoesterasas acidas (F.Ac) o pH 11 para alcalinas (F.Alc). Se adicion6 1 mL de una
solucion de p-nitrofenil fosfato de sodio, y la reaccion fue incubada a 37 °C por 1 h. La
reaccion se detuvo mediante la adicién de 1 mL de CaCl,. 0,5M y 4 mL de NaOH 0,5M. Se
filtrd la suspension obtenida en filtros de papel Whatman N°2 y se midi6 la intensidad del

color amarillo en el espectrofotémetro a 420 nm (Hernandez et al., 2018).

3.5 Analisis estadistico

Las propiedades del suelo (incluidas las fracciones de P del suelo) y las variables de
produccion (Produccién de forraje, Proteina y P Foliar) se ajustaron utilizando modelos
lineales de efectos mixtos (Imer), donde el efecto factorial entre las fuentes de P y las
inoculaciones (fuente de P (4) * Co-inoculacion (2)) se usaron como efectos fijos y las
réplicas como efectos aleatorios, se usaron los supuestos de normalidad, comprobado por
analisis residual exploratorio. Después del ajuste del modelo, se aplicé la prueba HSD

Tukey (valor de p<0,05) para encontrar diferencias entre las interacciones.

En el andlisis multivariado, se aplico el coeficiente de correlacion de Pearson (p<0,05) para
encontrar la correlacion entre la actividad de la fosfomonoesterasa acida y la fraccion de P
labil y entre la acumulacion de MS y la fraccion de P labil.

Se aplicd un analisis de componentes principales (PCA) para correlacionar las fracciones
de P del suelo, las propiedades bioldgicas del suelo y las variables de produccion con las

fuentes de P y las inoculaciones. La PCA se realizé utilizando el paquete "FactoMineR" y
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"factoextra". Ademas, para evaluar el efecto de la co-inoculacion en las variables PCA, se
aplicé la prueba de Monte-Carlo con 999 permutaciones a PCA utilizando el paquete

“Aded”. Todos los analisis se realizaron con R version 4.2.0 y RStudio version 1.3.1.
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4. Resultados

4.1 Dinamica del P total edafico en respuesta a la co-
inoculaciéon con bacterias solubilizadoras de P (BSF) y la
aplicacion de fuentes fosfatadas de diferente solubilidad

Se estudio el efecto directo de la co-inoculacién con BSF y aplicacién de diferentes fuentes
fosfatadas sobre la disponibilidad del P en el suelo, determinado a través del
fraccionamiento secuencial de P propuesto por Gatiboni & Condron (2021). Se
determinaron las fracciones de P-ocluido, P-moderadamente labil (Pi-OH y Pi-HCI), P
organico (Po-OH) y labil (P-Solucion y P-Mehlich 3) para los muestreos: inicial, 6 y 18

meses del establecimiento del experimento; tal como se muestra en la Figura 4-1.

En general, la dinamica del P en el Andisol estudiado estuvo representado en mayor
proporcion por el P de la fraccion ocluida (41 — 56 % del P-total). En tanto que, las
fracciones organica y moderadamente labil representaron valores medios de P-Total (13 —
33 % y 16 — 28 % del P-total, respectivamente) y la fraccion labil solo representd una
pequefia fraccion (4 y 10 %). Es decir, mas del 90 % del P edafico se encuentra retenido
como componente estructural de los minerales constitutivos (P-ocluido) o adsorbido bajo
formas moderadamente labiles de fosfatos de Fe (Pi-OH) y Ca (P-HCI) e inmovilizado bajo

formas organicas de P (Po).

La fraccion Moderadamente Labil, referido al P que se encuentra adsorbido en la superficie
de minerales secundarios de Fe (Pi-OH) y Ca (P-HCI), en general, presenté un
comportamiento sin cambios en las concentraciones del Pi-OH, entre el muestreo inicial y
los 6 meses, con un promedio de los tratamientos de 18 %, en tanto que, a los 18 meses
las concentraciones se redujeron hasta 14,35 % (promedio de todos los tratamientos). No
obstante, en el muestreo de los 6 meses, no se presentaron efectos de la co-inoculacion
sobre la acumulacion de P en esta fraccion con las diferentes fuentes evaluadas; sin
embargo, se presentaron reducciones de Pi-OH cuando se fertiliz6 con MO co-inoculado
(16,2 % del P total). Alos 18 meses la inoculacion con BSF si mostro efectos significativos

(p < 0,05) con los tratamientos fertilizados con DAP. Mientras que, la concentracién del P-
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HCI no presenté mayores cambios entre el muestreo inicial, el de los 6 y 18 meses (5,8 %
del P total, promedio de todos los tratamientos). A los 6 meses, las reducciones se
presentaron en el Pi-OH cuando se fertilizd6 con MO y se co-inocul6 (16,2 % del P total),
asi como, en los tratamientos Control, con y sin co-inoculacién (16,9 y 17,1 %;
respectivamente). En tanto que, la aplicacion de RF, contrariamente, incrementé la
adsorcion en el P-HCI sin la co-inoculacién con BSF, al pasar de 5 % en el muestreo inicial
a7 % alos 6 meses. A los 18 meses, las reducciones en el Pi-OH fueron acentuadas sin
la co-inoculacion de BSF en los tratamientos con la aplicacion de MO (10 % del P total) y
DAP con la co-inoculacion incrementé en 7 % las concentraciones de P-HCI (promedio
para tratamientos inoculados) (Figura 4-1).

Figura 4-1: Influencia de los tratamientos (Control, Roca fosférica (RF), Materia Orgénica
(MO) y Fosfato diamoénico (DAP) * inoculado y no inoculado con BSF), sobre la dinamica
del fésforo (P) total, representado en las fracciones P-ocluido, P-moderadamente labil (Pi-
OH y Pi-HCI), P organico (Po-OH) y Labil (P-Sol y P-Mehlich3); para los muestreos de los
0 (inicial), 6 y 18 meses después del establecimiento del experimento.
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En cuanto a la fraccion de P-ocluido, el cual se encuentra fuertemente adsorbido en la
estructura de minerales primarios y secundarios del suelo, no se presentaron cambios
entre el muestreo inicial y 6 meses con la aplicacion de todas las fuentes de P (53 %
promedio de todos los tratamientos) del P total. Contrariamente a los 18 meses, el P-
ocluido presenté una reduccion generalizada hasta el 43 % para todas las fuentes de P
evaluadas. Sin embargo, la co-inoculacion con BSF aminoré la adsorcion de P en todas

las aplicaciones de fuentes en 3,7% respecto a las Fuentes de P No inoculadas (Figura 4-

1).

La fraccidon organica (Po-OH), no presentdé cambios entre el muestreo inicial y a los 6
meses de establecido el experimento (14,25 % promedio de todos los tratamientos),
independiente de las fuentes de P aplicadas y de la co-inoculaciéon con BSF. No obstante,
a los 18 meses presenté un incremento de 106 % (promedio de todos los tratamientos)
respecto al muestreo inicial, pasando de 14,7 % a 30,4 % del P total (promedio de todos
los tratamientos). Por su parte, los tratamientos co-inoculados con BSF presentaron las

menores concentraciones de Po-OH (28,6 %) respecto a los no co-inoculados (32,9 %).

Al considerar la respuesta de la co-inoculacién con BSF sobre las concentraciones de P
en las fracciones labiles (sumatoria de P-Solucion y P-Mehlich3), moderadamente labil
(sumatoria de Pi-OH y P-HCI), ocluida, total (suma de todas las fracciones) y organica, se
encontré que, a los 6 meses, las fracciones P Total, moderadamente labil, organica y
ocluida de P, no presentaron diferencias estadisticas (p>0,05) por efecto de la co-
inoculacion en las fracciones evaluadas (Figura 4-2 A). No obstante, en la fraccion labil los
tratamientos co-inoculados con BSF (464 mg kg') fue estadisticamente diferente (p < 0,01)

a los tratamientos sin co-inoculacion con BSF (405 mg kg™) (Figura 4-2 A).
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Figura 4-2: Efecto de la inoculacién con Bacterias Solubilizadoras de Fosforo sobre las
concentraciones promedio de las fracciones de P labil, Moderadamente labil, ocluida,
organico y total, A) a los 6 y B) 18 meses después del establecimiento. Segun el ANOVA
para las diferentes fracciones de P (labil, moderadamente labil, ocluida y organica), (***)
designa diferencias significativas al 0,1% (p<0,001), (**) designa diferencias estadisticas
al 1% (p<0,01), (*) diferencias significativas al 5% (p<0,05) y (ns) designa diferencias no
significativas. Letras mayusculas representan el P Total, (***) designa diferencias
significativas al 0,1% (p<0,001), (**) designa diferencias estadisticas al 1% (p<0,01), (*)
diferencias significativas al 5% (p<0,05) y (NS) designa diferencias no significativas.
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A los 18 meses, la co-inoculacién con BSF no presenté cambios (p > 0,05) en el P total,
asi como en las fracciones organica y ocluida (Figura 4-2 B). Mientras que, se detectaron
diferencias estadisticas en la fraccion moderadamente labil (p < 0,05) que registré una
acumulacion de P de 1463,7 mg kg™ superior a las acumulaciones de los tratamientos sin
co-inoculaciéon (1167,1 mg kg™') y en la fraccion labil del suelo (p < 0,001), donde los
tratamientos co-inoculados superaron en mas de 127 mg kg™ (56%) a los tratamientos sin

co-inoculacion.
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4.2 Efecto de la co-inoculaciéon con BSF y aplicacion de
fuentes fosfatadas sobre la dinamica el P labil del suelo

La fraccién P-Labil, guarda una relacién directa con la nutricion y productividad de las
plantas, por lo que para el presente estudio es la fraccién de P con mayor relevancia.
Segun la metodologia desarrollada por Gatiboni & Condron, (2021), la fraccion labil en el
suelo que se compone de el P-solucion, P en la fase solucion del suelo y de P- Mehlich 3,
el cual, se considera como la reserva labil de P y es extraido con una solucion de Mehlich
3 (Mehlich, 1984). El comportamiento y dindmica de la fraccién de P-labil para el suelo

estudiado se muestra en la Figura 4-3.

En general, la disponibilidad de P en la fraccion labil presenté diferencias significativas
(p<0,05) tanto en P-solucién como en P-Mehlich 3 para los muestreos a los 6 y 18 meses
(Figura 4-3), siendo los valores de P-Mehlich 3 (328,68 mg kg, promedio de todos los
tratamientos) los de mayor contribucion y los que determinaron la dinamica de la fraccion
labil respecto a los valores de P-solucion (33,2 mg kg', promedio de todos los
tratamientos). Las mayores concentraciones de P-Mehlich3 de encontraron a los 6 meses
(402,2 mg kg', promedio de tratamientos) (Figura 4-3C) con una fuerte reduccion a los 18

meses (255,4 mg kg™!, promedio de tratamientos) (Figura 4-3D).

A los 6 meses de establecido el experimento, para el P-solucion, se presentaron efectos
de la co-inoculacién en los tratamientos fertilizados con RF (36,3 vs 26,5 mg kg™, respecto
de los tratamientos no co-inoculados) y sin fertilizacion de P (34,2 vs 21,6 mg kg™, respecto
de los tratamientos no co-inoculados) (Figura 4-3A). Por otra parte, no se presentaron
efectos significativos (p > 0,05) entre las fuentes de P evaluadas con co-inoculacion (35,9
mg kg™, promedio de fuentes de P co-inoculadas), mientras que, sin co-inoculacion se
presentaron diferencias significativas entre fuentes de P en fertilizaciones con DAP y
control (35,1 vs 21,6 mg kg™'; respectivamente).

Para el P-Melich3, los efectos de la co-inoculacion solo fueron significativos en los
tratamientos fertilizados con MO que registraron los mayores valores de disponibilidad de
P (493 mg kg'), representado un 29% de incremento de P disponible respecto al
tratamiento sin co-inoculacion (Figura 4-3 C). Se presentaron efectos en la disponibilidad

de P con las Fuentes de P con co-inoculacion, en tratamientos fertilizados con MO (492,7
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mg kg™, que fue diferente (p < 0,05) a los fertilizados con RF (374,1 mg kg™'). Sin embargo,

no hubo efectos estadisticos entre las fuentes de P no co-inoculadas.

Figura 4-3: Disponibilidad de P en la fraccion labil del suelo (P-solucion y P- Mehlich 3) en
la interaccion Fuente de P * Co-inoculacion con Bacterias Solubilizadoras de Fosfato
(BSF). A) P-Solucién 6 meses, B) P-Solucion a 18 meses, C) P-Mehlich3 6 meses, D) P-
Mehlich3 18 meses, después del establecimiento. Letras minusculas indican diferencias
significativas al 5 % (p > 0,05) entre tratamientos co-inoculados para cada fuente de P. Letras
mayusculas sin cursiva indican diferencias significativas al 5 % (p > 0,05) entre las fuentes de P co-
inoculadas y letras mayusculas con cursiva indican diferencias significativas al 5 % (p > 0,05) entre
las fuentes de P no co-inoculadas.
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A los 18 meses, la dinamica del P solucion registré un efecto significativo (p < 0,05) en la
disponibilidad de P con la co-inoculacion de BSF en tratamientos fertilizados con fuentes
de baja solubilidad (RF (43,7 mg kg') y MO (41,1 mg kg')), lo que representd un
incremento de 20 y 34 % respectivamente, frente a sus contrapartes sin co-inoculacion
(Figura 4-3B). Asi mismo, se presentaron efectos en la disponibilidad de P solucién en
tratamientos inoculados y fertilizados con Fuentes de P de baja solubilidad (RF y MO) y en
el control (43,7, 41,1 y 40,7 mg kg'; respectivamente) y fueron diferentes (p < 0,05) al
tratamiento fertilizado con la fuente de alta solubilidad (DAP) (28,8 mg kg™). También se
presentaron efectos significativos (p < 0,05) con la fertilizacion de Fuentes de P sin co-
inoculacion, con la fertilizacion de Fuentes de baja solubilidad (RF y MO) que fueron

diferentes a la fertilizaciéon con la fuente soluble (DAP) y al tratamiento sin P.
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En cuanto al P-Melich3, tanto la inoculacién con BSF como las Fuentes de P con co-
inoculacion presentaron efectos sobre la disponibilidad de P en tratamientos fertilizados
con RF, DAP y control (360,2, 332,3 y 320mg kg™'; respectivamente), siendo diferentes (p
< 0,05) al tratamiento fertilizado con MO (245,4 mg kg') (Figura 4-3D). También, se
presento efecto de las Fuentes de P sin co-inoculacion en los tratamientos fertilizados con
MOy RF (258 y 191,6 mg kg™'), los cuales, fueron superiores a los tratamientos fertilizados

con DAP y control.

4.2 Actividad de las fosfomonoesterasas acida y alcalina
en respuesta a la co-inoculacién con BSF y fertilizacion
con fuentes fosfatadas

La Fosfomonoesterasa Acida (F.Ac) presentd la mayor actividad respecto de la
Fosfomonoesterasa Alcalina (F.Alc). Ademas, la actividad en las dos enzimas se redujo a
los 18 meses, con excepcion de los tratamientos co-inoculados y fertilizados con RF
(Figura 4-4B). Mientras que, en los tratamientos no co-inoculados la actividad enzimatica

se mantuvo baja con relacion a los tratamientos co-inoculados (Figura 4-4).

Para el muestreo de los 6 meses, la co-inoculacion influencié (p < 0,05) una mayor
actividad en F.Ac y F.Alc en todas las fuentes de P. Asi mismo, F.Ac y F.Alc registraron
mayor actividad con la fertilizacién de fuentes de P con co-inoculacién en tratamientos
fertilizados con RF (229 y 96,28 ug p-nitrofenol g'h™") y control (236,5 y 96,8 ug p-nitrofenol
g'h"), adicionalmente con MO (217 y 97,3 ug p-nitrofenol g'h™') para las F.Alc. En tanto
que, las fuentes de P sin co-inoculacién presentaron mayor actividad en los tratamientos
fertilizados con MO (160,8 y 68,7 ug p-nitrofenol g'h™'), ademas, con la fertilizacion de DAP
en el caso de F.Alc (123,1 y 66,2 ug p-nitrofenol g'h-") (Figura 4-4 Ay C).

A 18 meses, la actividad enzimatica presenté efecto (p < 0,05) de la co-inoculacién con
BSF en todas las fuentes de P evaluadas. Por otra parte, las fertilizaciones de Fuentes de
P con co-inoculacion influyeron en la actividad de F.Ac en tratamientos fertilizados con RF
(244 ug p-nitrofenol g'h") constituyendo los valores mas altos de actividad enzimatica , lo
que representd un incremento del 63,9 % respecto al tratamiento sin co-inoculacién (Figura
4-4B). También influyeron en la actividad de las F.Alc en tratamientos fertilizados con RF

(91,5 pg p-nitrofenol g'h") y control (89,3 ug p-nitrofenol g'h"), lo que corresponde a un
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incremento respecto a su contraparte sin co-inoculacién del 43 y 55,3%; respectivamente
(Figura 4-4D). Cabe resaltar que la fertilizacion con DAP como fuente de alta solubilidad
de P registro baja actividad de las F.Alc y F.Ac, sin embargo, fue mayor con el efecto de

la co-inoculacion en los dos muestreos evaluados (Figura 4-4).

Figura 4-4: Actividad enzimatica del suelo (Fosfomonoesterasa acida vy
fosfomonoesterasa alcalina) en la interaccion fuente de P * Co-inoculacion con Bacterias
Solubilizadoras de Fosfato (BSF). A) Fosfomonoesterasa acida a los 6 meses, B)
Fosfomonoesterasa acida a los 18 meses, C) Fosfomonoesterasa alcalina a los 6 meses
y D) Fosfomonoesterasa alcalina a los 18 meses después del establecimiento del
experimento.
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4.3 Relacionamiento entre la actividad de Ilas
fosfomonoesterasas y las dinamicas del P organico y labil

La Figura 4-5 muestra el analisis de correlacion de Pearson entre la actividad de las
fosfomonoesterasas acida y la fraccion organica del suelo. A los 6 meses, se presentaron
correlaciones significativas en los tratamientos sin co-inoculacion (r = 0,58) vy
correlacionamientos negativos en tratamientos co-inoculados (r = -0,31). En tanto que, a
los 18 meses, aunque en los tratamientos co-inoculados se presentaron correlaciones
negativas y no significativas (r = - 0,05), el comportamiento de las dos variables fue
contrario, mientras se presentaron mayores acumulos de Po en el suelo, la actividad de la
F.Ac se redujo respecto a los 6 meses.

Figura 4-5: Relacion bivariada entre la actividad de las fosfomonoesterasas éacida y la
fraccion de P organica, en la interaccion fuente de P * Co-inoculacion con Bacterias
Solubilizadoras de Fosfato (BSF). A) a los 6 meses y B) a los 18 meses después del
establecimiento del experimento. r(P) Correlaciéon de Pearson.
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El relacionamiento entre la actividad de las fosfomonoesterasas (acida y alcalina) y la
fraccion labil del suelo se muestra en la Figura 4-6. En general, no se presentaron
correlaciones significativas (p>0,05) entre las fosfomonoesterasas y la fraccion labil de P
a los 6 meses, aunque, se presentaron los valores mas altos para las dos variables en los

tratamientos inoculados y fertilizados con MO (Figura 4-6 A).
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Figura 4-6: Relacion bivariada entre la actividad de las fosfomonoesterasas (acida +
alcalina) y la fraccion de P labil, en la interaccion fuente de P * Co-inoculacion con Bacterias
Solubilizadoras de Fosfato (BSF). A) a los 6 meses y B) a los 18 meses después del
establecimiento del experimento. r(P) Correlacion de Pearson
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A los 18 meses se observd una correlacion significativa y positiva (r = 0,84) entre la
actividad de las fosfomonoesterasas y la fraccion de P-labil en los tratamientos no co-
inoculados, donde del tratamiento fertilizado con MO registré los mayores valores en
ambas variables, seguido de las aplicaciones de RF y DAP vy el tratamiento control que
presento valores inferiores (Figura 4-6 B); adicionalmente, cabe resaltar que los mayores
valores de la correlacion entre estas dos variables para este muestreo se presentaron en

los tratamientos co-inoculados y fertilizados con RF; correlaciéon que fue positiva, aunque

no significativa (r = 0,52).
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4.4 Produccién y calidad de forraje disponible

La produccion de materia seca disponible (MS), la acumulacion de proteina cruda (PC) y
P foliar (PF) del pasto kikuyo presentaron diferencias significativas (p<0,05) en funcién de
la co-inoculacién con BSF y de la aplicacion de fuentes de P como se muestra en la Figura

4-7.

Figura 4-7: Variables productivas del pasto Kikuyo (Materia seca disponible (MS), Proteina
Cruda (PC), y P Foliar (PF)) en la interaccion Fuentes de P * Co-inoculacion con Bacterias
Solubilizadoras de Fosfato (BSF). A) Produccion de forraje seco (MS) a los 6 meses, B)
Produccién de forraje seco (MS) a los 18 meses, C) Concentracion de Proteina Cruda (PC)
alos 6 meses, D) Concentracion de Proteina Cruda (PC) a los 18 meses, E) Concentracion
de P Foliar (PF) a los 6 meses, Concentracion de P Foliar (PF) a los 18 meses. Promedios
seguidos de la misma letra no difieren de acuerdo con la prueba de Tukey (p 0.05); ns: no
significativo. Las barras de error denotan el error estandar.
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La acumulacion de MS a los 6 meses presenté efectos (P<0,05) con la co-inoculacion de
BSF sobre la acumulacion de MS en tratamientos sin fertilizacion de P (27,8 kg MS ha
dia") y fertilizados con DAP (27,6 kg MS ha' dia') y RF (27,3 kg MS ha™" dia™),
tratamientos que incrementaron la acumulacion de MS en 44 % (promedio de los
tratamientos mencionados) respecto al tratamiento sin co-inoculacién. De otra parte, las

fuentes de P con co-inoculacién no presentaron efectos sobre la acumulacion de MS del
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pasto kikuyo, mientras que, las fuentes de P sin co-inoculacion influyeron en la
acumulacion en los tratamientos fertilizados con MO y DAP (Figura 4-7 A). A los 18 meses,
la acumulacion de MS del pasto kikuyo presenté los mayores valores (Figura 4-7 Ay B) y
fue influenciada por efectos de la co-inoculacién en tratamientos sin fertilizacion de P y
fertilizados con DAP y RF. En cuanto a las fuentes de P con co-inoculacion los tratamientos
fertilizados con RF (46,7 kg MS ha' dia™) presentaron efectos (p<0,05) sobre la
acumulacién de MS del kikuyo, representando un incremento del 45,2 % respecto al
tratamiento sin co-inoculacién; en tanto que, en las fuentes sin co-inoculacion los
tratamientos fertilizados con MO (37,9 kg MS ha' dia™) influenciaron la acumulacién de
MS en este muestreo.

Es importante mencionar que en los dos muestreos evaluados los tratamientos fertilizados
con MO (sin y con co-inoculacion) fueron similares al tratamiento inoculado con fertilizacién
de DAP, resultado que evidencia la importancia del uso de materiales organicos como

fuentes fosfatadas que permitan la sustitucion de fertilizantes de sintesis quimica.

En cuento a la acumulacion de PC, a los 6 meses, presenté efectos con la co-inoculacion
de BSF en tratamientos sin fertilizacion de P y fertilizados con RF y MO. En cuanto, a las
fuentes de P con co-inoculacion los tratamientos sin fertilizacion de P (4,7 kg ha™' dia™) y
fertilizados con RF (4,52 kg ha™' dia™') y MO (4,5 kg ha™" dia™") influyeron en la acumulacion
de P con incrementos de 73, 34 y 23 %; respectivamente, con respecto a sus contrapartes
sin co-inoculacién. Mientras que en las fuentes de P sin co-inoculacion la acumulacién
influyo solo en tratamientos fertilizados con DAP (4,2 kg ha™ dia™) (Figura 4-7 C). Alos 18
meses, la co-inoculacion tuvo efectos sobre la acumulacion de Pc en los tratamientos sin
fertilizacién de P y fertilizados con RF y DAP. Sin embargo, las fuentes de P con co-
inoculacion influyeron en la acumulacién de PC en tratamientos fertilizados con RF (7,52
kg ha dia™) lo que representé un incremento del 40,1 % respecto al tratamiento sin co-
inoculacion; mientras que, sin co-inoculacion la acumulacion de PC se vio influenciada en
tratamientos fertilizados con MO (6,5 kg ha™ dia™) (Figura 4-7 D).

La acumulacion de PF a los 6 meses, fue influenciada por la co-inoculacion en tratamientos
sin fertilizacion de P (0,46 kg ha™' dia™) y fertilizados con DAP (0,44 kg ha' dia) y RF
(0,44 kg ha' dia™); tendencia que se presentd de la misma forma en las fuentes de P con
co-inoculacion. En cuanto a las fuentes de P sin co-inoculacion los tratamientos fertilizados
con MO (0,42 kg ha™ dia™) y DAP (0,41 kg ha™ dia™) influyeron en la acumulacién de PF
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(Figura 4-7 E). A los 18 meses, la co-inoculacién también jugo un rol importante
presentando efectos sobre las acumulaciones de PF, especialmente con los tratamientos
fertilizados con RF que registraron los mayores (1,12 kg ha' dia™'); en tanto que, las
fuentes de P sin co-inoculacién influyeron en mayores acumulos en tratamientos
fertilizados con MO las mayores acumulaciones se presentaron con los tratamientos
fertilizados con MO (0,92 kg ha™' dia™) (Figura 4-7 F).

4.5 Relacionamiento entre la acumulacion de materia seca
(MS) del pasto Kikuyo y la dinamica del P labil

La correlacion de Pearson entre la acumulacion y la fraccion labil del suelo se observa en
la Figura 4-8. A los 18 meses de establecido el experimento se presentaron correlaciones
positivas y altamente significativas (p valor = 0,001) para los tratamientos no co-inoculados
(r = 0,81) donde se observé un mayor relacionamiento entre las dos variables con los
tratamientos fertilizados con MO. Asi mismo, se registraron correlaciones significativas (p
valor = 0,011) en los tratamientos co-inoculados (r = 0,7), pero fue la fertilizacién con RF
la que influy6 en gran medida a la mejora en la disponibilidad de P y en la produccion de
MS. Mientras que, a los 6 meses no se evidenciaron correlaciones significativas para los
tratamientos no co-inoculados (r = 0,186) y fueron negativas (r = -0,58) en los tratamientos

co-inoculados.
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Figura 4-8: Relacion bivariada entre la Materia Seca acumulada (MS) y la fraccién de P
labil, en la interaccion fuente de P * Co-inoculacién con Bacterias Solubilizadoras de
Fosfato (BSF). A) a los 6 meses y B) a los 18 meses después del establecimiento del
experimento. r(P) Correlacion de Pearson.
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4.4 Relacionamiento de la dinamica del P edafico, la
actividad enzimatica y las variables productivas del pasto
Kikuyo

El analisis de correlacién de Pearson para todas las variables evaluadas en este estudio
se presenta en la Figura 4-9. encontré6 que a los 6 meses de establecimiento del
experimento se presentaron correlaciones significativas y positivas entre la acumulacién
de MS y PF con la fraccion labil de P (P solucién (r= 0,82 y r = 0,81; respectivamente) y la
actividad de la F.Alc (r = 0,66 y r = 0,63; respectivamente) y F.Ac (r = 0,77 y r = 0,77;
respectivamente). Asi mismo, entre la actividad de las F.Ac y F.Alc y la fraccion labil del
suelo (Psolucion (r = 0,62 y r = 0,5; respectivamente) y P Mehlich3 (r = 0,46 y r = 0,52;
respectivamente)) (Figura 4-9 A).

Por otro lado los 18 meses, se presentaron correlaciones entre las mismas variables que
a los 6 meses, sin embargo, la F.Ac mostr6 correlaciones altamente significativas con la
acumulacion de MS (r = 0,91), con la PF (r = 0,8), con el P solucién (r = 0,78) y con el P

Mehlich 3 (r = 0,81); por su parte, la F.Alc también se correlacion¢ significativamente con
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el P solucion (r = 0,7), P Mehlich 3 (r = 0,86), MS (r = 0,86) y PF (r = 0,69); ademas, el P
Mehlich3 present6 una correlacion altamente significativa con la acumulaciéon de MS (r =
0,89).

Fue consistente, que en los muestreos evaluados la acumulaciéon de MS presento
correlaciones altamente significativas (r = 0,98 a los 6 meses y r = 0,92 a los 18 meses)
con el contenido de PF. Finalmente, la fraccion PHCI mostré correlaciones positivas y
significativas con las variables productivas (MS (r = 0,57) y PF (r = 0,59)), actividad de F.Ac
(r = 0,56) y con la fraccion P solucién (r = 0,49). Asi mismo, las fracciones P solucion y
PMehlich3 presentaron correlacion positiva y significativa (r = 0,51). En tanto que, la
fraccién PioH presentd correlaciones negativas significativas con la fraccion PooH (r = -
0,47) (Figura 4-9 B).

Figura 4-9: Matriz de correlaciones de Pearson de las variables evaluadas (dinamica del
P edéfico, actividad de fosfomonoesterasas y variables productivas del pasto Kikuyo). A)
A los 6 meses y B) a los 18 meses de establecimiento del experimento. Las correlaciones
se muestran con base en la intensidad de color (rojo = negativa, verde = positiva).
Correlaciones significativas (p value <0.05 *). El tamafio del circulo y la intensidad del
color son proporcionales al coeficiente de correlacion.

(A) 6 meses de establecimiento (B) 18 meses de establecimiento
2 & <2 e,o@
'bl\\(\ < .@66. 2 ’D\'\ 6 Q’b
NI G > O > O \\’b & &
&° ‘X\Q Q‘O <2°° P ¥ & ‘2% S <z°° P\ e® 1
FM 4cida .. ® - 00000@ i .... o o900 |-
FM alcalina | @ @ ® ... FM alcalina .. ® 0 ... § 06
a
P-Sol | @ L ... Pso @ @ * . . B o4
PM3 @ @ . o . . P-M3 . . ... :§ 0.2
P-HCI @ @ P-HCI 09SO T‘é .
PioH 00 PioH @ o ® @ © S,
[0 -0.
PooH PooH ' @ E
P-Ocl P-Ocl § o
P ioiar (@)@ Proiar (@)@ ol
. Ofl o8
Materia seca . Materia seca .
-1

El efecto de las variables evaluadas sobre la dinamica del P edafico y la productividad del
pasto Kikuyo a los 6 y 18 meses de establecimiento del experimento, se muestra con el
Analisis de Componentes Principales (ACP) ilustrado en la Figura 4-10.

El ACP mostré los componentes 1(CP1) y 2 (CP2) que explicaron el 67,3 % de la variacion

total de los datos y se evidencié el agrupamiento de los tratamientos con co-inoculacion y
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sin co-inoculacion con BSF en los 6 y 18 meses de establecido el experimento,
independientemente de la fuente fosfatada aplicada (Figura 4-9). EI CP1 explicé gran parte
de la varianza de los datos (43,1 %). Las variables productivas del pasto kikuyo (MS, PCy
PF) presentaron un mayor relacionamiento entre si y con el P-HCI, P total y P-Sol, con los
tratamientos co-inoculados con BSF a los 18 meses. Mientras que el CP2 contabilizé el
24,2 % de la variacion total y se asocié principalmente con el P Mehlich3 en los
tratamientos co-inoculados a los 6 meses. Resultados que indican una mejor respuesta de
las variables evaluadas con los tratamientos co-inoculados para los muestreos de los 6 y
los 18 meses. Por otra parte, las fosfomonoesterasas presentaron correlacion positiva con

el Pi-OH y los tratamientos no co-inoculados para el muestreo de los 6 meses.

Figura 4-10: Analisis de Componentes Principales (ACP) usado para evaluar el efecto de
las diferentes variables evaluadas sobre la dinamica del P edafico y la productividad del
pasto kikuyo. A) a los seis meses y B) a los 18 meses de establecimiento del experimento.
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5. Discusion de Resultados

5.1 Efecto de la aplicaciéon de BSF y fuentes de P sobre la
dinamica del P edafico

Los resultados obtenidos permitieron observar que durante el tiempo de evaluacion de la
dinamica del P edafico en condiciones de campo, el 93,4 % del P total edafico en los suelos
estudiados se encuentra retenido en diferentes fracciones de P. 50,4 % (promedio de los
tratamientos) se encuentra ocluido en componentes estructurales de los minerales
constitutivos, 23 % se encuentra moderadamente labil asociado a fosfatos de Fe (17 % en
promedio de los tratamientos) y Ca (6 % en promedio de los tratamientos) y 20 % (promedio
de los tratamientos) asociado a formas organicas de P (Po). Las concentraciones de P
total retenido encontradas en este estudio superan los valores reportados por el IGAC,
(2012) en su caracterizacion de suelos de la Sabana de Bogota, donde se menciona que
la principal caracteristica de los suelos Andisoles de la consociacion Cota (a la que
pertenece este suelo) es una retencion fosférica cercana al 85 %, promovido por la

presencia de arcillas alofanas.

De igual manera, se evidenciaron cambios en la dinamica del P en respuesta a la co-
inoculacion con BSF y a las aplicaciones de fuentes fosfatadas. Al respecto, la co-
inoculacion incremento la disponibilidad de P en la fraccién labil del suelo, en el caso del
P Solucion se mejor6 la disponibilidad en 21,5 % (promedio de los dos muestreos),
respecto a los tratamientos sin co-inoculacion (Figura 4-2). A los 6 meses, la fertilizacién
con MO incrementd la disponibilidad en PMehlich3 (reserva Labil) para este mismo
muestreo, dejando en evidencia que es importante reservorio de P en el suelo que a
mediano plazo se moviliza acorde con la absorcion por parte de la planta (Ebelhar, 2008).
A los 18 meses la co-inoculacién con BSF y la fertilizacién con RF representé la mayor
disponibilidad en todas las fracciones labiles de P. Khan et al. (2022) afirman que las BSF
desempenan un papel en la meteorizacion de las rocas como efecto indirecto a través de
la produccién de acidos organicos producto del metabolismo bacteriano, ademas enfatizan
en su importancia como biofertilizante especialmente en suelos con restricciones en la

adquisicion de P, asi su uso puede incrementar el rendimiento de los cultivos optimizando
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el uso del P. Por su parte Santos (2020) evaluando la disponibilidad de P a los 1,5 meses
posteriores al establecimiento de la asociacion Raigras—Trébol rojo, reporté mejoras en la
fraccion 1abil de P con la co-inoculacién de Herbaspirillum sp. AP21 y la aplicacion del 25%
de la dosis de P con RF, lo que corrobora que la co-inoculacién de BSF con la fertilizacién
con fuentes minerales de P de baja solubilidad promueve la disponibilidad de P en suelos

que presentan restricciones para su adquisicion.

Los resultados encontrados en la fraccion 1abil de P sugieren que, a mediano y largo plazo
la co-inoculacién con BSF junto con la fertilizacion con fuentes alternativas de P de baja
solubilidad (MO y RF) puede ser una estrategia eficiente en la sustitucion de fertilizantes
fosfatados de alta solubilidad (DAP) (Estrada - Bonilla et al., (2021); Tahir et al., (2018);
Masuco - Lopes et al. (2021)).

En cuanto a la fraccibn moderadamente labil, los resultados mostraron que
la fertilizacién con MO y la co-inoculacion con BSF redujeron la adsorcién de P asociado
con el Fe (PiNaOH) en los muestreos evaluados (Masuco - Lopes et al., 2021). En general,
los tratamientos sin co-inoculacion fertilizados con MO y RF no mejoraron la disponibilidad
de P, debido a su lenta liberacion natural en el suelo, comportamiento del que se infiere
que la co-inoculacién de diferentes cepas de BSF, podrian tener un “efecto sinérgico”,
permitiendo mejorar la disponibilidad de P de fuentes de baja solubilidad aplicadas al suelo
(Santos, 2020); mecanismos que requieren mas estudios para su validacién especialmente

en condiciones de campo.

Cabe resaltar el comportamiento en las diferentes fracciones de P que se presento a los
18 meses de manera natural. Las concentraciones de P-ocluido, P-Mehlich3 de la fraccion
labil y Pi-OH de la fraccion moderadamente labil se vieron reducidas (de 53 a 43 %, de 8
a4 %yde 19 a 15 % del P total; respectivamente), respecto a las concentraciones
reportadas para los muestreos inicial y a los 6 meses (Figura 4-1). Estas reducciones en
las fracciones de Pi antes mencionadas contribuyeron al incremento en las
concentraciones del Po, que paso del 15% del P total para los muestreos inicial y 6 meses
(promedio de todos los tratamientos en cada muestreo) a 31 % del P Total a los 18 meses
(Figura 4-1). Resultados que pueden ser explicados por dos aspectos relacionados con el
tipo de suelo evaluado y sus concentraciones medias a altas de MO (Tabla 3-1) y con el

uso del suelo en praderas de pasto kikuyo como cobertura vegetal.
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Respecto al tipo de suelos, algunos autores explican que los suelos derivados de cenizas
volcanicas estan constituidos por arcillas amorfas (Aléfana e Imogolita) que tienen la
capacidad de formar complejos 6érgano-minerales (humus-Fe y humus-Al), donde los
grupos hidroxilo combinados con los Al y Fe acomplejados, entran en reacciones de
intercambio de ligandos, fijando el P en los suelos o secuestrando carbono (Espinoza y
Rubiano, (2015); Anda et al., (2021); Mahfud et al., (2022)), también puede darse una
proteccion fisica de la MO en microagregados estables del suelo (Huygens et al., 2005).
Adicionalmente, los Andisoles sufren procesos de pérdida por erosion y lixiviacién, que son
compensados parcialmente por efecto del clima en ganancia de materiales organicos
(Malagon, 2003). Esto se debe, a que a bajas temperaturas edaficas se favorecen
procesos de acumulacion de MO (Leirds et al., 1999), condiciones preponderantes en
suelos de la Sabana de Bogota, que generan una baja tasa de mineralizacién de la MO;
Segun Stevenson, citado por Fassbender (1982), la mineralizacion de la MO se inicia a
10°C y aumenta hasta alcanzar su maximo entre 30 y 40°C (Bol et al., 2003). De esta
manera, a temperaturas relativamente bajas se acumulan mayor cantidad de residuos
organicos de los que se mineralizan (Valenzuela & Visconti, 2018).

Respecto al uso del suelo en cultivos de cobertura como las praderas de pasto kikuyo, la
biomasa vegetal subterranea es mayor que la biomasa aérea, como consecuencia, un
mayor aporte de materia organica se agrega al suelo subterraneo en las praderas (Mason
& Zanner, 2005), especialmente en gramineas perennes C4 como el pasto kikuyo que
tienen la capacidad de almacenar mas carbono por su alta biomasa radical (Yang et al.,
2019). La produccion de forraje puede potencialmente aumentar la MO del suelo,
secuestrando asi el carbono atmosférico (Conant et al., 2001). Fuijii et al. (2020) reportaron
que en sistemas de praderas perennes de pasto Imperata (Imperata cylindrica), el carbono
organico del suelo derivado de la pradera aumenté rapidamente de 12 a 48 % en solo 9
afos. Tiecher et al. (2012a), evaluando durante 23 afos, sistemas sin labranza en cultivos
de cobertura con fertilizacion anual, encontraron reducciones en la proporcion de Pi (de 57
a49%) y consecuentemente un aumento en la proporcion de Po (de 43 a 51%) en términos
del P total. De igual manera, Rheinheimer et al. (2019), reportaron incrementos del
contenido edafico del P total y MO en sistemas agricolas con cobertura, lo que contribuyo
a la transformacion de Pi en Po, reflejandose en una baja tasa de mineralizacion del carbén
organico debido a la ausencia de manejo del suelo. Los autores atribuyeron las ganancias
de Po a la adopcién de sistemas de manejo con alto potencial para aumentar la MO del

suelo utilizando cultivos de cobertura, como es el caso de las praderas, aludiendo a que
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solo una parte de los restos vegetales se encuentran en contacto directo con el suelo,

dificultando su descomposicién por la accion de los microorganismos.

5.2 Actividad de las fosfomonoesterasas acida y alcalina
sobre la dinamica del P en el suelo

Las F.Ac predominan en suelos de reaccion acida y son producidas tanto por las bacterias
como por la planta, en tanto que, las F.Alc son mas abundantes en suelos neutros -
alcalinos y son producidas solo por las bacterias (Rodriguez & Fraga, 1999;
Mukhmetzyanova et al., 2012). Las fosfomonoesterasas son enzimas que hidrolizan el Po
en Pi en forma de acido ortofosférico (2 y ') (Azeem et al., 2014; Abbasi et al., 2015;
Belgaroui et al., 2016). En el presente estudio se encontré que la actividad de la F.Ac
prevalecio sobre la F.Alc, lo que era algo esperado teniendo en cuenta que el pH edafico
fue de reaccion moderadamente acida (pH = 6) y lo confirman Waldrip et al. (2011) y
Estrada - Bonilla et al. (2020).

Estudios previos han informado que la tasa de crecimiento de las bacterias esta
relacionada con el nivel de fosfato soluble (Thomas et al., 2012) y que la actividad de las
fosfomonoesterasas es una respuesta mecanicista a la deficiencia de P lo que permite la
mineralizacion de P organico incrementando la disponibilidad de P, tanto para las plantas
como para los organismos del suelo (Nannipieri et al., 2011; Janes et al., 2022). Al
respecto, George et al. (2006) reportaron una mayor actividad de la fosfatasa acida
extracelular en la rizosfera de arbustivas forrajeras como Tithonia diversifolia y Crotalaria
grahmiana asociada a un agotamiento del Po en suelos deficientes de P.

Sin embargo, para el presente estudio se encontraron altas cantidades de P labil (170 -
470 mg kg') en el suelo evaluado, pese a esto se evidencidé una importante actividad
enzimatica, especialmente a los 6 meses de establecimiento del experimento. En este
sentido, investigaciones realizadas por Bush et al. (2008) encontraron que la tasa de
crecimiento de una cepa BSF, Pseudomonas aeruginosa, fue 25 veces mayor con alta
disponibilidad de P que con deficiencia de P y lo confirma Janes et al. (2022) argumentando
que la disponibilidad de Po tiene mayor influencia sobre el comportamiento de la actividad
de las fosfomonoesterasas, que los niveles de deficiencia de P en el suelo. Hallazgos que
explican el comportamiento presentado a los 18 meses en la fraccion organica, donde se

observd un incrementd del Po con una consecuente reduccion en la actividad de las
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fosfomonoesterasas y se explica con la tendencia presentada en la correlacion entre el Po
y la actividad de la F.Ac, con el relacionamiento negativo no significativo entre ambas
variables. Ademas, otro resultado que corrobora que la actividad de las
fosfomonoesterasas fue influencia por las concentraciones de Po edaficas, fue el hecho de
que, los tratamientos con co-inoculacién de BSF presentaron una tendencia a reducir los
incrementos de Po a los 18 meses.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores y que la co-inoculacion con BSF incrementd
la actividad de las fosfomonoesterasas acidas y la disponibilidad de P en la fraccion labil
del suelo, con un relacionamiento positivo a los 6 y 18 meses del establecimiento del
experimento, en tratamientos fertilizados con RF, se puede inferir que la co-inoculacién
influyé en la disolucion y solubilizacion de Pi de la RF por efectos de la produccion de
acidos organicos que quelatan cationes unidos al fosfato, reducen el pH circundante,
forman complejos con iones metalicos unidos a fosfatos y compiten con el P por los sitios
de adsorcién (Billah et al., 2019; Kishore et al. 2015; Rawat et al., 2021). Waldrip-Dail et
al. (2011) encontraron en condiciones controladas, mejoras en la disponibilidad de P labil
con el incremento de la actividad de enzimas como las fosfomonoesterasas (acidas y
alcalinas) con aplicaciones de estiércol vacuno al suelo. Asi mismo, Redel et al. (2019)
enfatizan en la estrecha relacion entre la actividad de las fosfomonoesterasas y la
absorcién de P y destacan la importancia de estas enzimas para la nutricion de P; en su
estudio bajo condiciones controladas encontraron una mayor disponibilidad de P que
incrementd la actividad de las fosfomonoesterasas en suelos Andisoles fertilizados con RF.
No obstante, un estudio realizado por Rodrigues et al. (2023) reporté que la actividad de
las fosfatasas se redujo con una mayor cantidad de P labil en fertilizaciones de Fitato de
calcio organico, RF y SPT para un cultivo de maiz en condiciones de invernadero.

Por otra parte, sin la co-inoculacion de BSF los tratamientos fertilizados con MO
representaron una mayor actividad de la F.Ac, lo que sugiere que puede representar una
alternativa de fertilizacion para pasto kikuyo en circunstancias donde no se puedan usar
las BSF.

Es importante mencionar que las aplicaciones de DAP presentaron baja actividad de las
fosfomonoesterasas, lo que concuerda con lo reportado por Nannipieri et al. (2011) quienes
argumentan que la aplicaciéon de fuentes inorganicas de alta solubilidad de P puede

reprimir la sintesis de las fosfomonoesterasas en el suelo.
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5.3 Produccion y calidad de forraje disponible

Produccion de Materia Seca en respuesta a la co-inoculacion con bacterias

Solubilizadoras de P y la aplicacion de fuentes fosfatadas

La produccién de forraje seco fue mayor a los 18 meses en los tratamientos con co-
inoculacion con BSF y fertilizados con RF. Resultados que coinciden con la mayor actividad
enzimatica de las fosfomonoesterasas (Figura 4-4) y la mayor disponibilidad en P solucién
y PMehlich3 (Figura 4-3) de la fraccion labil del suelo, variables que se correlacionaron
significativamente con la MS (Figura 4-8).

Mientras que, a los 6 meses la co-inoculacién con BSF incrementé la disponibilidad de MS
con el tratamiento sin fertilizacion de P, que fue similar a las acumulaciones de MS
producida en los tratamientos fertilizados con DAP y RF, respectivamente. En tanto que,
en los fertilizados con MO no influy6 significativamente en la disponibilidad de MS.

Lo que indica el gran desempefo a mediano y largo plazo de la co-inoculacién de BSF y
su efecto sinérgico con fuentes minerales de baja solubilidad de P en el aumento de la
disponibilidad de MS en praderas de pasto kikuyo. Al ser una graminea de pastoreo, el
incremento en la disponibilidad de MS esta relacionada con el crecimiento de las hojas que
se limita a una regién corta que se encuentra en su base, cerca del punto de unién de la
hoja a la base del tallo que produce continuamente células (Davidson & Milthorpe 1966).
El P es un nutriente importante en la division celular y el desarrollo de nuevos tejidos,
también esta asociado con transformaciones energéticas complejas en la planta
(Wyngaard et al., 2016; Hutchins et al., 2019). Por lo que un adecuado suministro de P
incrementa las tasas de division y expansion celular (Kavanova et al., 2006); por lo tanto,
aumenta la acumulacion de biomasa.

Estudios previos también han reportado incrementos en el rendimiento de diferentes
cultivos con la co-inoculacion de BSF vy la fertilizacion con diferentes fuentes de P. Al
respecto, Santos - Torres et al. (2021) en su estudio bajo condiciones controladas
demostraron incrementos de biomasa seca y valor nutricional en praderas mixtas de
Raigras y Trébol rojo con la aplicacion conjunta de DAP y RF (75 y 25%, respectivamente)
y la co-inoculacion de Rhizobium sp. T88 y Herbaspirillum sp. AP21 (dos de las BSF
utilizadas en este estudio), individual y co-inoculadas. Masuco - Lopes et al. (2021) en

condiciones de campo reportaron el 6% de incremento en el rendimiento del cultivo de la
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cafa de azucar y aumentos en la actividad enzimatica con aplicacion de compost
enriguecido con RF, asi mismo, reportaron incrementos del 5% con la co-inoculacién con
Pseudomonas aeruginosa PSBR12 y Bacillus sp. BACBRO01. Estrada - Bonilla et al. (2021)
estudiaron en condiciones de invernadero el efecto de la co-inoculacion con Pseudomonas
sp., Azotobacter sp., Rhizobium sp. y Bacillus sp y la fertilizacion con Super Fosfato Triple
(SPT), RF y Compost sobre la productividad del cultivo de la cafia de azucar y encontraron
que la co-inoculacién incrementé la disponibilidad de P y a su vez se correlacioné con la

mayor acumulacién de P, Ny K en las plantulas de cafa.

Acumulacion de Proteina Cruda en respuesta a la co-inoculacion con bacterias

Solubilizadoras de P y la aplicacion de fuentes fosfatadas

Los resultados respecto al comportamiento de la PC en pasto kikuyo obtenidos en este
estudio y de los reportados en estudios previos evaluando estas cepas bacterianas se
puede inferir que los contenidos de P solubilizados y de N fijados biolégicamente (Pardo —
Diaz et al., 2021) por las BSF evaluadas contribuyeron positivamente a la productividad
del pasto kikuyo, liberando macro y micronutrientes en el suelo.

En cuanto a la disponibilidad de PC por dia, las mayores acumulaciones se presentaron
con la co-inoculacion de BSF en tratamientos fertilizados con RF y control. Probablemente,
los incrementos en PC encontrados en este estudio se dieron por una mayor adquisicion
del N en las plantas por efectos de la fijacion biolégica realizada por las cepas co-
inoculadas y por una mayor disponibilidad de P, pues el efecto sinérgico de la actividad de
las cepas inoculadas estimula el crecimiento y mejora la absorcion de N y P por parte de
la planta (Fageira, 2001). Estrada et al. (2013) mencionaron que la inoculacion de BPCV
es importante para la adsorcion de P del suelo y mejoré la eficiencia de uso del N y su
contenido en los tejidos aéreos.

Singh et al. (2018) encontraron incrementos de PC en cultivos de arroz con la co-
inoculaciéon con BSF vy la fertilizacion con dosis de P de hasta 80 kg ha'. No obstante,
Elhaissoufi et al. (2020) reportaron altos contenidos de PC con aplicaciones de SPT sobre
cultivos de trigo en condiciones controladas, tratamiento que superé los contenidos de PC
reportados en este estudio en los tratamientos fertilizados con RF y co-inoculados con
BSF.
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Acumulaciéon de P Foliar en respuesta a la co-inoculacidn con bacterias

Solubilizadoras de P y la aplicaciéon de fuentes fosfatadas

Similar a la tendencia registrada por la PC se observé para el acumulo de P foliar por dia,
donde la co-inoculacion de BSF incidié en los valores mas altos de PF disponible. Los
tratamientos con aplicacion de RF a los 18 meses presentaron la maxima disponibilidad de
PF, ya a los 6 meses los tratamientos control y fertilizados con fuentes minerales solubles
(DAP y de baja solubilidad (RF) incidieron en la acumulacién de PF. Santos et al. (2021)
encontraron que la co-inoculacion con Rhizobium legomiusarium T88 en asociaciones
Raigras — Trébol rojo (graminea — leguminosa) produjeron mayores contenidos de PF junto
con la aplicacion de DAP y RF en su dosis de 75-25%; respectivamente. También Khan et
al. (2022) reportaron en el cultivo de frijol Mungo bajo condiciones de campo, incrementos
del 15% en biomasa fresca y correlaciones significativas entre la disponibilidad de P y la
disponibilidad de PF con la co-inoculacion con Bacillus mageterium y Bacillus polymyxa en

aplicacion conjunta con RF.
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6. Conclusiones y recomendaciones

a. Conclusiones

Este estudio para el pasto kikuyo en suelos Andisoles, indico que la co-inoculacién de
Herbaspirillum sp. AP21, Azospirillum brasilense D7, Rhizobium leguminosarum T88,
mejora la dinamica del P edafico, especialmente la disponibilidad de P en la fraccion Labil
(P solucion y P Mehlich3). La fuente organica de baja solubilidad de P incrementa la
reserva (P Mehlich3) del P solucion, actuando como un reservorio importante de P que
permite su suministro dependiendo de la necesidad de la planta, mientras que, la
fertilizacién con la fuente inorganica de baja solubilidad incrementa la disponibilidad de P

tanto en la solucién del suelo como en su reserva determinada por P Mehlich3.

La fertilizacion con compost, sin la co-inoculacién incrementd la actividad de la
fosfomonoesterasa acida, promoviendo una mayor disponibilidad de P en la fraccién labil
del suelo y la produccion de MS y PC del pasto kikuyo, lo que la constituye como una

fuente de P que mejora la nutricién de gramineas de pastoreo del trépico alto en Colombia.

La disponibilidad del P en su fraccion labil estuvo influenciada por una mayor actividad de
las fosfomonoesterasas (acida y alcalina), la cual, se potencié con la co-inoculacién con

BSF y la fertilizacion de las fuentes de P organica e inorganica de baja solubilidad.

La co-inoculacion con BSF tiene un efecto positivo sobre la respuesta productiva del pasto
kikuyo especialmente en los tratamientos fertilizados con la fuente inorganica de P de baja
solubilidad, los cuales, propiciaron la mayor acumulacién de materia seca, proteina cruda
y fésforo foliar, como consecuencia de una mejora en la disponibilidad de P en la fraccidon

labil del suelo.

La co-inoculacion con BSF presenta un efecto sinérgico con la aplicacion de fuentes
organicas e inorganicas de P de baja solubilidad, mejorando la dinamica y disponibilidad

del P en suelos Andisoles con fuertes restricciones para la adquisicion de este nutriente y
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la capacidad productiva del pasto kikuyo, una graminea de pastoreo con altos

requerimientos de fertilizacion fosfatada.

La mayor acumulacion de fosforo foliar en el pasto kikuyo, podria representar una valiosa
alternativa en la reduccién de los costos de produccion para los sistemas de lecheria
especializada de la Sabana de Bogota, donde generalmente, las sales mineralizadas
fosfatadas son un insumo importante en la suplementacion alimenticia de los bovinos, sin

embargo, representa un rubro de alto costo dentro del presupuesto ganadero.

b. Recomendaciones

La co-inoculacion de las cepas AP21, T88 y D7 representan una alternativa para mejorar
la disponibilidad del P presente en el suelo con la mineralizacion de fuentes organicas y la
solubilizacion de fuentes inorganicas de P, lo que implicaria una reduccién en el uso de
fertilizantes fosfatados de alta solubilidad con alto costo e impacto ambiental, en planes de
fertilizacién de praderas de pasto kikuyo que a consecuencia de la frecuente defoliacion
presentan una elevada demanda nutricional. No obstante, es importante realizar la
validacién de aspectos como las dosis minimas aplicadas de las fuentes de P, métodos de
co-inoculacion de las BSF y evaluar la tecnologia en diferentes especies forrajeras,
ambientes climaticamente contrastantes y en condiciones reales de pastoreo directo con
bovinos, para evidenciar el potencial uso de las BSF como biofertilizantes que permitan la

sostenibilidad econdmica y ambiental de los sistemas ganaderos.

Estos resultados no solo representan una estrategia ante los actuales costos de los
fertilizantes de sintesis quimica, sino una solucién para esos sistemas agricolas y
pecuarios que se desarrollan sobre suelos Andisoles con fuertes limitaciones en la
disponibilidad de P. Para futuros trabajos se propone evaluar el uso conjunto de las fuentes
de P de baja solubilidad (organica e inorganica) y co-inoculacion con BSF, con el fin de
incrementar consistente la disponibilidad de P en la fraccion labil del suelo y un suministro

constante de este nutriente para las plantas.



A. Anexo: Metodologia del
fraccionamiento secuencial de P
utilizada en el estudio, adaptada de
Gatiboni & Condron (2021)

La dinamica del P edafico se realizO mediante la metodologia de fraccionamiento
secuencial generada por Gatiboni & Condron (2021) (Figura 3-3). Se utilizd6 una sub-
muestra A para la determinacion del P Total y una sub-muestra B para la determinacién de
las diferentes fracciones de P. La determinacion de las fracciones de P con la sub-muestra
B presenté el siguiente orden: 1) P de la soluciéon del suelo extraido por CaCl, 0.01 M, 2)
la reserva de P disponible para la planta por Mehlich 3, 4) el P inorganico y organico
moderadamente labil extraido por NaOH 0.5 M y 5) el P en minerales primarios extraidos
por HCI 1 M. Ademas, se estimé el contenido de P total medido en otra submuestra de
suelo por digestion acida y se calcul6 el P ocluido por diferencia entre el P total y los
extractores mencionados.

Submuestra 1 para determinacién de P Total:

Se agreg6 0,1 g de suelo a un tubo Taylor o de digestion de vidrio de 50 mL, al cual, se le
adiciono 2 mL de acido sulfurico concentrado (H2SO0.) y 2 mL de 37- v v perdxido de
hidrogeno (H202). Se colocaron los tubos en un bloque de digestién a una temperatura de
350 °C durante 120 min. Luego de que la muestra se enfrio, se completd el volumen del
tubo hasta 50 mL con agua destilada, extrayendo una alicuota para la determinacién de la
concentracion de P inorganico (Pi) para extractos acidos por la técnica de Murphy y Riley
(1962). Finalmente, se calculé el P ocluido y como su nombre lo indica son las formas de
Pi y Po recalcitrantes y ocluidas en minerales primarios del suelo, que no fueron extraidos
por ninguno de los extractantes utilizados para el fraccionamiento secuencial (descrito a

continuacion) y lo determinamos mediante la diferencia entre el P total obtenido con la
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digestion de la submuestra A y la sumatoria del P obtenido con las diferentes fracciones

de P de la submuestra B (Figura 3-3).

Submuestra 2 para Fraccionamiento secuencial de P:

P- Sol: Es la fraccidn mas labil de P que se encuentra en la solucion del suelo, disponible
para la absorcion de las plantas. La determinaciéon de esta fraccion de P se realizo
agregando 0,5 g de suelo en un tubo de centrifuga de 15 mL y afiadimos 10 mL de una
solucién de CaCl; 0,01 mol L. El tubo se agité por 30 min a 30 rpm en un agitador orbital.
Se centrifugaron los tubos durante 5 min a 3600 g y finalmente se recogi6 el sobrenadante
para analisis guardando el suelo en el tubo de centrifuga para la siguiente extraccion. Se
realizé la determinacién del P en solucidon mediante la técnica de Murphy y Riley (1962)
para Pi de extractos acidos.

P-Melich 3: Es el P de la fraccion labil del suelo disponible para la planta que se encuentra
ligeramente ligada superficialmente a minerales constitutivos del suelo. Para su
determinacion se agregaron 10 mL de solucion extractante Mehlich 3 (Mehlich, 1984) a un
tubo de centrifuga con el suelo de la extraccion anterior (P solucién). Los tubos se agitaron
en un agitador orbital a 30 rpm durante 30 min. Luego, se centrifugaron durante 5 min a
3600 g y se recogi6 el sobrenadante para analisis guardando el suelo en el tubo de
centrifuga para la siguiente extraccion. Se realiz6é la determinacion del Pi mediante la
técnica de Murphy y Riley (1962) para extractos acidos.

Pi-NaOH 0.5 M: Es el P inorganico de la fraccion moderadamente labil que se encuentra

ligado a 6xidos de Fe y Al y que puede ser asequible para las plantas en condiciones de
maximo consumo o en déficit severo de P. Para su determinacién se afiadieron 10 mL de
NaOH 0,5 mol L repitiendo los procesos de agitacion, centrifugado y recoleccion de
sobrenadante de las fracciones anteriores. La cuantificacion de la concentracion de Pi-OH
en el sobrenadante se realizd6 mediante la técnica de Dick & Tabatabai (1977) para
extractos alcalinos.

Po-NaOH 0.5M: Es el P asociado a la materia organica estable del suelo. Se determiné

llevando una alicuota de 2 mL del sobrenadante a un tubo de digestién. Se agregaron1,0
mL de &cido sulfurico concentrado (H2SQO4) (96 v v'') y 0,75 g de persulfato de amonio
((NH4)2S2058) (98 v v'). Los tubos fueron cubiertos con una hoja de papel de aluminio y
llevados a la autoclave durante 120 min. Después de la digestion, se completé el volumen

a 20 mL con agua tipo | y se realiz6 la determinacion de la concentracion de P por Murphy
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& Riley (1962) para extractos acidos. El valor de Po-OH se determiné entre el valor
obtenido en la digestién y el valor del Pi-OH.

P HCI: Es el P ligado a minerales de Ca perteneciente a la fraccion moderadamente labil
del suelo. Se realizé la cuantificacion de la concentracion de P-HCI en el sobrenadante
después de la digestion del sobrenadante de la siguiente manera: Se agregaron 10 mL de
HCI 1.0 mol L al tubo de centrifuga con el suelo de la extraccién anterior. Se repitieron
los procesos de agitacion, centrifugado y recoleccion de sobrenadante de las fracciones
anteriores. La cuantificacion de la concentracion de P se realizé por Murphy y Riley (1962)

para extractos acidos.
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