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I. OBJETO E INTERES DEL TRABAJO

Apoyada en una extensa base experimental existe una abundante
literatura cientifica en la que se demuestra que las simbiosis
mutual{sticas microbio-planta implicadas en la Fijacidn Bioldgica de
Nitrdégeno (FBN) y en el ciclado de P, desempefian un papel importante
en el Ecosistema. Concretamente, se sabe que la operacién de los
sistemas fijadores de Ny, Rhizobium-leguminosa y las micorrizas
(simbiosis hongo-planta, especializada en la captacién de P y otros
nutrientes) resulta critica en casos tales como: a) El
establecimiento de las plantas en suelos con escasa vegetacion,
degradados por diversas causas de estrés; b) en la estimulacién del
desarrollo de las plantas en suelos marginales y otras situaciones en
las que el dominador comin es la condicién de baja fertilidad; c) en
el caso de una agricultura de "mantenimiento"”, desarrollada mediante
tecnologia tipo "low-input", etc. Cuando se trata de situaciones en

las que se pretende una produccién agricola intensiva, con altos



niveles de aplicacién de productos quimicos fertilizantes, la
actuacién de estos sistemas simbidticos se atenua ya que tanto su
formacién como su funcionamiento se afectan negativamente por las
dosis 1lamadas "agrondémicas" de tales productos. Esta situacién tiene
por tanto repercusiones ecoldgicas dignas de considerar. Obviamente
tambien se derivan de ello consecuencias econdmicas. En este sentido
hay que recordar que no mis del 30% del N ni del 25% del P, afiadidos
como fertilizantes, son utilizados por las plantas durante el afio de
su aplicacién, pero este abonado puede afectar la potencialidad de
los microsimbiontes. Es 1légico que, por todo lo que antecede, hay que
tener en cuenta el potencial natural de los suelos para formar tales
simbiosis, y «cuando sea necesario, y factible, aplicar la
biotecnologia adecuada para mejorarlo.

Unas plantas de sumo interés en relacién a los aspectos que se
comentan son las leguminosas, por su capacidad para formar
simultaneamente ambos tipos de simbiosis. Como consecuencia de ello,
y, en virtud de su capacidad de fijar Ny en simbiosis con Rhizobium,
son précticamente independientes de la aplicacién de N. La capacidad
de formar micorrizas resulta de un interés especial, ya que de un
lado, el proceso de FBN es muy exigente en energia y por tanto en
fosfato (para regenerar ATP) y de otro, el sistema radical de las
leguminosas es, en general, morfolégica y geométricamente poco hdbil
para la bisqueda de fosfato en el suelo. La micorrizacién, en cuanto
que mejora considerablemente tal capacidad, resulta crucial en la
nutricién de estas plantas. Adicionalmente hay que resaltar el
interds de las leguminosas en nutricién animal y humana asi como en
colonizacién de habitats deteriorados o precarios en fertilidad. El
impacto de estas plantas en el ecosistema estd fuera de duda.

En otro orden de cosas, complementario con el anterior, hay que
considerar que, cuando se pretende optimizar el potencial de las
leguminosas para fijar N, en diferentes condiciones, asi como evaluar
el efecto negativo o positivo que puedan tener en el proceso factores
o situaciones de diversa indole, es preciso disponer de una



metodologia que permita distinguir la contribucién real de la FBN, de
la del suelo y de la de un fertilizante. Hoy se acepta que el Umico
método directo que permite esa evaluacién es el que usa trazadores
isotdpicos, concretamente el mds empleado es el que aplica un
fertilizante nitrogenado marcado con Fﬂs, que se adiciona en dosis
bajas al cultivo en cuestién para que no inhiba la fijacién. Esta
metodologia permite obviamente cuantificar el efecto de cualquier
tratamiento, factor o situacién, sobre el proceso de FBN.

De acuerdo con lo que antecede se propone realizar una

investigacién con los siguientes objetivos concretos:
A) Aplicar la técnica de la dilucién isotdpica (L) para:

1) Determinar el papel de las micorrizas en la nutricién
nitrogenada de leguminosas y distinguir el posible efecto ejercido
sobre la FBN del ejercicio sobre la captacién de N del suelo.

2) Estudiar el efecto de fertilizantes quimicos (N, P) sobre la

FBN en sistemas Rhizobium-leguminosa-micorriza.

3) Estimar el papel de las micorrizas en la Transferencia de N
en commidades mixtas leguminosas (+ Rhizobium)-graminea, asi como el

propio efecto del cultivo mixto en el proceso de FBN.

4) Cuantificar la influencia de diversas situaciones de estrés
(hidrico, toxicidad al Zn, salinidad) sobre la FBN en sistemas

Rhizobium-leguminosa en presencia y ausencia de micorrizas.

B) Determinar el efecto de los tratamientos, 6 situaciones,

referidos en 2), 3) y 4) sobre la formacién de las micorrizas.



IT. INTRODUCCION

1. Micorrizas

1.1. Conceptos generales

Entre los diversos tipos de relaciones o interacciones mds
comunmente desarrolladas por los componentes vivos del ecosistema
destacan por su importancia ecoldgica las del tipo simbidtico. Cuando
en estas asociaciones las partes implicadas derivan beneficio mutuo
la simbiosis recibe el nombre de mutualistica que, logicamente se
desarollan mediante interacciones biotréficas. En muchos casos
implican la asociacién entre organismos autétrofos y heterédtrofos,
entre los cuales se situa uno de los tipos de simbiosis mas
extendidas en el ecosistema cual es la formada entre ciertos hongos
del suelo y las raices de plantas superiores. Como es ampliamente
conocido tal asociacidén se conoce con el nombre de micorriza. Dentro
de estas, las del tipo llamado vesiculo-arbuscular, MVA, son las mas
abundantes en la naturaleza pués la forman mds del 90% de las plantas

habiendose demostrado que tienen una gran influencia en ecologia y



nutricién vegetal. Los hongos responsables de tal asociacién son
miembros de la familia PEndogonaceae, de 1las Endogonales,
pertenecientes a la clase Zygomicetes. Segin el reciente trabajo de
revisién de Walker (1987) existen 6 géneros dentro de dicha familia:
Acaulospora, FEntrophospora, Gigaspora, Glomus, Sclerocytis vy
Scutellospora. Todos ellos poseen especies capaces de formar
micorrizas VA con la mayor parte de plantas angiospermas, algunas
gimnospermas y también con pteridofitas y briofitas. El presente
estudio se va a centrar en este tipo de micorrizas vesiculo-
arbusculares (MVA), ya que son las que forman las leguminosas objeto
del mismo.

El hongo formador de MVA, en adelante hongo 6 endofito VA (&
MVA) es componente comin de la microbiota del suelo y se encuentra
como propdgulo bajo diferentes formas en las que puede sobrevivir
incluso en condiciones ambientales adversas. Las principales fuentes
de indculo en el suelo son: esporas, raices micorrizadas y micelio
procedentes del desarrollo de cualquiera de las dos formas antes
citadas.

La condicién de simbionte obligado de los hongos involucrados en
este tipo de asociacidén ha motivado que el conocimiento acerca de su
biologia sea auin bastante limitado. No obstante, se sabe que las
esporas poseen la informacién genética y la maquinaria biosintética
esencial para garantizar la germinacién (MacDonald y Lewis, 1978;
Hepper, 1979). El uso de compuestos marcados confirma la capacidad
del hongo para utilizar sustancias solubles, la existencia del ciclo
de Krebs operativo, la iniciacién de la glucogenesis y las rutas de
la biosintesis de aminodcidos (Beilby y Kidby, 1982). Por lo dicho
anteriormente se explica que, incluso en ausencia de compuestos
minerales y/o orgdnicos se consiga prdcticamente un 100% de
germinacién en condiciones axénicas (Azcén-Aguilar et al., 1986;
Siqueira, 1987); o sea, que no es requerida la presencia del
hospedador vegetal para la verificacién del proceso de germinacién.

Este ocurre, por tanto, a expensas de las reservas que almacena la



espora, aunque la subsiguiente fase de desarrollo del micelio si que
es dependiente de un aporte exdégeno (Siqueira, 1987). No obstante,
ninguno de los miltiples medios de cultivo ensayados ha permitido el
desarrollo extensivo de esta fase en ausencia de planta huespéd de
forma que el hongo complete su ciclo de vida en cultivo axénico. En
contraste con tal evidencia destaca el hecho de un posible
crecimiento saprofitico de endofitos VA en suelo (Warner y Mosse,
1982; Azcén-Aguilar y Barea, 1985). La germinacidén es sensible a
algunos elementos traza (Hepper y Smith, 1976).

1.2. Formacidn de la micorriza: Proceso de colonizacidn

biotréfica de las raices.

Aunque en agar-agua las esporas geminan casi con un 100% de
rendimiento, se ha demostrado la existencia de fungistasis en el
suelo, lo que hace que sélo germine una fraccién de las esporas, el
50%, como valor medio, de las esporas inoculadas segiin Powell (1976)
v Sanders y Sheikh (1983). En algunos casos se ha demostrado 1la
existencia de periodos de dormencia, antes de germinar (Tommerup,
1983). El proceso que desencadena la germinacién de esporas no se
conoce claramente. Comienza a visualizarse cuando se producen uno o
varios tubos de germinacién que desarrollan un micelio que se
extiende radialmente y coloniza una esfera de suelo alrededor de la
espora (Sanders y Skeikh, 1983). Se ha observado que el micelio
originado a partir de la germinacién de la espora crece en el suelo
sin ser atraido ni dirigido hacia la raiz, (Mosse y Hepper, 1975;
Powell, 1976). No obstante cuando, erraticamente, un hifa conecta con
la zona rizosférica, es estimulada por la presencia de exudados
radicales que, como es conocido, afectan el desarrollo microbiano
(Barea, 1986), y empieza a ramificarse, pudiendo posteriormente
asociarse con la rafz e iniciar el proceso de colonizacidn. Después
del contacto tiene lugar la formacién de un “apresorio”. la

penetracién puede realizarse a través o entre células epidérmicas de



la raiz o de los pelos radicales. Normalmente se micorrizan las
raices laterales jévenes siendo lugares preferenciales las regiones
situadas entre 0.5 y 1.5 a partir del extremo de la raiz (Hayman,
1983). Se supone que la penetracién pueda ser de tipo mecdnico ya que
ain no se ha idéntificado ninguna enzima involucrada en el mecanismo
de penetracién aunque la posibilidad de que ocurra una actividad
enzimdtica no ha quedado descartada.

Se han aportado algunos argumentos indirectos, que apoyan la no
implicacién de actividades enzimdticas 1iticas. Por ejemplo; 1la
infeccidn nunca se realiza cuando la raiz estd erosionada por heridas
o por que va a tener lugar la formacién de raices secundarias
(Hayman, 1983). Ademds se ha descrito que las células con elevado
contenido en CaH, que, como se sabe, incrementa la rigidez de la
pared, son mds suceptibles de ser infectadas que las que poseen un
contenido deficiente en este elemento (Hepper y O'Shea, 1984). Una
vez que alguna célula radical es colonizada, la raiz se vuelve mds
suceptible a infecciones posteriores, pero no se sabe si esto es
consecuencia de un incremento en el vigor fisioldgico del hongo o
porque se ha iniciado una actividad enzimitica que comienza a
generalizarse.

Hace tiempo, Mosse (1962) sugirié que los microorganismos del
suelo podrian estar implicados en la fase de penetracién, lo cual
podria estar en relacién con el hecho de la produccién de compuestos
capaces de incrementar la permeabilidad celular (exudacién) y
modificar su plasticidad por microorganismos rizosféricos (Bowen,
1980). Otra posibilidad seria que la estimulacién se basard en la
capacidad de produccién de aminodcidos, fitohormonas y vitaminas por
los microrganismos que pueden estimular al hongo VA, 1lo que
beneficiaria su potencial de colonizacién (Azcén et al., 1978; Azcén-
Aguilar y Barea, 1985).

La planta hospedadora, obviamente, también condiciona el
desarrollo de los hongos VA (Daniels-Hetrick y Bloom, 1986; Ocampo et
al., 1986). La resistencia de determinadas especies vegetales (en



cruciferas y quenopodiaceas, fundamentalmente) para formar micorrizas
VA es una expresién "al mdximo" de dicha aseveracidén. Hasta ahora no
se ha evidenciado ningin efecto fungitdxico en las especies vegetales
1lamadas "no hospedadoras" (Ocampo et al., 1980). Tampoco la cantidad
ni la composicién de los exudados radicales en plantas no
hospedadoras, en los, tedricos, primeros estadios de la micorrizacién
parecen ser responsables de la incompatibilidad planta-hongo (Azcén y
Ocampo, 1984; Schwab et al., 1984). Sin embargo, la concentracidén de
exudados y el ritmo de exudacidn en el espacio intercelular dentro de
la corteza radical, es baja en plantas "no hospedadoras”, "debilmente
hospedadora" o adicionadas de cantidades elevadas de fosfato; ello
podria explicar el hecho de que no prospere la micorrizacién en estas
plantas (Schwab et al., 1983).

Para continuar con otros estadfos del proceso de formacién de
las extructuras caracteristicas de una micorriza, hay que decir, en
primer lugar, que una micorriza funcional, estd formada por dos
fases: una que se desarrolla dentro de la raiz y estd constituida por
micelio inter e intracelular, vesiculas y arbdsculos, y otra que
ocurre fuera del huespédd y estd constituida por el micelio
extrarradical y las "celulas auxiliares" que sobre él se forman.
Ambas fases se desarrollan casi simultaneamente (Bonfante-Fasolo,
1984).

a) Fase intrarradical

La colonizacién de una raiz por un hongo compatible comienza por
la penetracién de una hifa, de acuerdo con uno de los tres modelos
propuestos (Bonfante-Fasolo, 1984): i) penetracidén celular directa en
la pared de células epidermicas, siempre rodeada del plasmalema de
las células hospedadoras; ii) la hifa que se origind a partir del
apresorio, atraviesa intercelularmente unas capas de células
externas, y en la 32 & 42 capa de células intactas penetra

intracelularmente y forma unos enrollamientos caracteristicos,



rodeados por el plasmalema del huespéd que se invagina alrededor de
la hifa; iii) colonizacién de la epidermis, sin penetracidén celular
inicial, avanzando siempre a través de espacios intercelulares.

En cualquier caso el micelio invasor alcanza la zona central del
cortex donde se extiende longitudinalmente por 1los espacios
intercelulares. Por ramificacién de este micelio se alcanza la zona
mds interna del cortex donde el hongo penetra en el interior de la
célula originandose asi 1las estructuras mds caracteristicas y
funcionalmente mds importantes de este tipo de simbiosis: los
arbisculos. Esta denominacién alude al aspecto de 1la estructura
formada por las divisiones dicotémicas repetidas del hongo en la
célula hospedadora. La hifa queda totalmente envuelta por el
plasmalema de 1la célula vegetal penetrada, que se va plegando
rodeando cada rama del arbdsculo. En esta estructura es donde se
realiza el intercambio nutritivo entre la planta y hongo asociados.

Otras formaciones caracteristicas de este tipo de micorrizas son
las denominadas vesiculas, estructuras de forma globosa con un
contenido lipidico, formadas en posiciones inter e intracelulares,
intercalares o terminables. Su funcién no se conoce totalmente aunque
se le acepta misién de reserva en base a su contenido lipidico. La
cantidad de vesiculas formadas caracteriza a deteminados hongos. Asi
por ejemplo, son ausentes en el género Gigaspora y abundantes en
Glomus fasciculatum.

Algunos detalles de la organizacién citoldgica en el micelio son
la existencia de numerosas mitocondrias, pequefios micleos y grandes
vacuolas que contienen granulos de polifosfato, gotas lipidicas y
glucégeno. El didmetro de las hifas suele ser de unas 2-6 m y su
pared, de textura fibrilar, estd compuesta normalmente por una séla
capa de material polisacaridico y proteina. Sin embargo, para formar
el arbisculo la pared del hongo sufre serias modificaciones: adelgaza
y la textura fibrilar pasa a amorfa (Bonfante-Fasolo y Gianinazzi-
Pearson, 1986), con lo que decrece la rigidez e incrementa la
plasticidad. La pared del hongo es cada vez mis delgada, a medida que
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las ramas son mds finas, y llega a desaparecer practicamente en las
dltimas divisiones de las hifas. Entre los plasmalemas de la célula
huesped v la del hongo en el arbisculo existe una matriz interfacial
que es continua con el periplasma del hospedador. Esta matriz
contiene fibras de polisacdridos y vesiculas membranosas (Dexheimer
et al., 1979) y su papel es clave en el intercambio de moleculas
entre los simbiontes en el arbisculo donde ocurre la transferencia
activa de metabolitos. Este material es producido por el plasmalema
de 1la célula hospedadora, destinado a la formacién de la pared
primaria de esa célula, sin embargo, la presencia del hongo parece
afectar la organizacién de tales fibrillas evitando que se forme la
pared. De acuerdo con ello se fortaleze la idea de Harley y Smith
(1983) en el sentido de que la colonizacién del hongo ocurre
preferentemente en los lugares en donde se estd sintetizando la
pared. Ademds de estas modificaciones, las células que contienen
arbisculos incrementan su protoplasma, los micleos (poliploides, a
veces) y nucleolos aumentan de tamafio, el aparato de Golgi se muestra
muy activo y desaparecen los granulos de almidén, debido posiblemente
a su utilizacidén por el hongo. El arbisculo maduro llega a ocupar un
40-50% de la célula hospedadora (Bonfante-Fasolo, 1984). La hifa
arbuscular posee mitocondrias, lipidos, glucdgeno, son polinucleadas
vy albergan abundantes vacuolas, que contienen granulos de polifosfato
(Bonfante-Fasolo, 1984).

La vida media de los arbisculos estd comprendida entre los 2 y
15 dias (Cox y Tinker, 1976). En la degeneracién del arbisculo su
pared y membrana se van colapsando y los restos van siendo cubiertos
por material de polimerizacién de las fibrillas de polisacarido que
ya vuelven a organizarse para formar la pared celular. Cuando termina
el proceso de degeneracién, la célula hospedadora vuelve al estado
normal, e incluso puede ser invadida posteriormente y formar otro
arbisculo (Hayman, 1983).
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b) Fase extrarradical

Despudés de iniciada la colonizacién intrarradical y mientras
esta se desarrolla, comienza la fase de crecimiento extensivo del
hongo fuera de la raiz. Este micelio genera nuevas colonizaciones
entrando el proceso en una fase ciclica y progresiva. El micelio
externo es una red tridimensional de hifas de naturaleza dimérfica ya
que existen unas de 20-30 m de didmetro y otras, mis efimeras, de 2-
7 m especializadas en captar iones del suelo. En las de tamafio
superior se forman las "células auxiliares" y las esporas. Estas
hifas poseen un citoplasma muy vacuolado, con micleo, mitocondrias y
otras organelas (Bonfante-Fasolo, 1984). El reticulo endoplasmatico
posee muchos ribosomas. Las hifas delgadas poseen estructura fibrilar
y son no tabicadas. La pared de las esporas posee un 30% de quitina
(Bonfante-Fasolo y Gianinazzi-Pearson, 1986; Smith y Gianinazzi-
Pearson, 1988). Una caracteristica clave en la operatividad de la
micorriza es que 1 cm de raiz puede llegar a formar varios metros de
hifas (Tisdall y Oades, 1979; Smith y Gianinazzi-Pearson, 1988).
Estas pueden extenderse a distancias de varios cm (Rhodes y
Gerdemarm, 1975).

lLa dindmica del proceso de colonizacién VA usualmente sigue una
curva de tipo sigmoidal. En ella la fase Llag, de lenta progresidn,
incluye el proceso preinfectivo que depende de la densidad de
propagulos en el suelo, crecimiento radical etc. (Harley y Smith,
1983). Posteriormente, la fase de desarrollo exponencial, con un
rdpido incremento de la colonizacién paralelo al crecimiento radical.
El subsiguiente estado es el de estabilizacién del nivel de
micorrizacién. Tanto los factores ambientales como la planta y el
hongo afectan el desarrollo de cada una de estas fases. Se han
propuesto diversos modelos matemiticos para definir el desarrollo de
la simbiosis. En base a ellos, se ha calculado que la extensidn
longitudinal de la infeccidn primaria es del orden de 0.4 m dfa™!
(Sanders y Sheikh, 1983) 6 1 m d{a~l (Smith y Walker, 1981). El
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modelo propuesto por Sanders y Sheikh permite determinar la longitud
de las unidades de infeccidén, la longitud media de raiz infectada por
cada punto de entrada y la velocidad relativa de multiplicacidn del
proceso. Recientemente, Buwalda et al. (1984) y Sanders (1986) han
aportado nuevos y mds complicados modelos. Estos pueden predecir el
desarrollo VA en cada raiz y en la totalidad del sistema, sin
embargo, tienen una utilidad relativa en cuanto a que muchos
factores, tales como incidencia de microorganismos rizosféricos;
cambios en los ritmos de exudacidén, etc. no son contemplados de

manera realista.

1.3. Fisiologia de las micorrizas

La respuesta de la planta a la micorriza que mds frecuentemente
se ha descrito, es la estimulacién del crecimiento y la causa que
universalmente se acepta como principal responsable de tal "efecto
micorriza", es el incremento de la concentracién y/o contenido en P
de los tejidos vegetales. También se han encontrado incrementos en el
contenido y/o concentracién de otros nutrientes en la planta. En este
sentido hay que hacer constar que el concepto fundamental para
entender el papel de la micorriza en nutricidén vegetal se basa en la
problemidtica derivada de la dificultad de la planta para captar
aquellos nutrientes que estan en baja concentracidén en la solucidn
eddfica y que difunden lentamente hacia la rizosfera (Chapin, 1980;
Clarkson, 1985). Asi mismo, la micorrizacién puede ocasionar otros
efectos estimuladores basados en mecanismos no mediados por el aporte
directo de nutrientes.

Seguidamente se realiza un resumen de las conclusiones mds
revelantes concernientes a la fisiologia de las micorrizas con
especial enfasis en lo relativo a aspectos nutricionales. Informacidn
detallada sobre esta materia puede obtenerse en los trabajos de
revisidén especializados de Harley y Smith (1983); Cooper (1984);

Gianinazzi-Pearson y Gianinazzi (1986); Smith y Gianinazzi-Pearson
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(1988).
Las micorrizas no solo incrementan la biomasa vegetal sino que

también influencian la proporcidén en la cual dsta se distribuye entre
parte aérea y raiz. la estimulacién de la captacién de un nutriente
limitante del crecimiento y la subsiguiente translocacidn de éste a
la parte aérea ocasiona que se transfieran a la raiz relativamente
menos productos de la fotosintesis, ya que una proporcidn
relativamente mayor del fotosintetizado, queda retenida en la parte
aérea para utilizar los nutrientes minerales que, por accidén de la
micorriza, ya no estan en situacién limitante. Esto conduce a un
incremento en la produccién de materia verde. Como consecuencia, la
relacidén entre el "peso de parte aérea/peso raiz" es mds alta en
plantas micorrizadas. Este hecho reviste un interés apreciable desde
el punto de vista bioenergético, ya que representa un ahorro de
consumo relativo de fotosintato en la parte heterotréfica
(consumidora) del sistema, en beneficio de un incremento de biomasa
autotréfica (Smith, 1980).

Fn lo referente al papel concreto de las micorrizas en la
captacién de nutrientes, remitica recientemente revisada (Barea y
Gonzdlez, 1987), se comienza pOr analizar resumidamente los efectos
relacionados con la adquisicién por la planta de iones de fosfato.

Fn el 1llamado proceso de "transporte de fosfato en MVA", que
tiene lugar desde la solucién del suelo a la planta se distinguen
tres fases: a) captacién de fosfato de la solucién eddfica por el
micelio externo; b) translocacién del fosfato desde el micelio
externo al interno y c) transferencia de fosfato desde el hongo a las
células de la planta hospedadora. En una serie de ensayos, ya
cldsicos, que utilizan P32, se demostrd que las micorrizas utilizan
1a solucién del suelo como fuente de fosfato, al igual que las
propias raices (ver revisién de Hayman, 1983). Esta conclusién sigue
aceptandose y de forma cuantitativa es absolutamente real; sin
embargo, los trabajos de Bolan et al. (1984) y (1987) sugieren que
existen unas fracciones de fosfato en los suelos que son "accesibles"
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a p32 v a hifas de las micorrizas, pero no a raices no colonizadas
por el hongo. Este hecho, demostrado por los citados autores, sdélo
tendria una influencia cualitativa en el proceso de captacidén de
fosfato por micorrizas, por lo que la conclusidn general es la arriba
indicada.

Es conocido que los iones fosfato estan en la solucidén del suelo
en concentracién muy baja. Aproximadamente esta concentracidn es de
0.03 mg P/L en la solucién de un suelo "normal"”, lo que equivale a
1076 M. Adicionalmente, influye considerablemente el hecho de que
estos iones se desplazen lentamente, mediante difusidén, ya que
tienden a ser retenidos a lo largo de su recorrido hacia 1la
rizosfera, bien por adsorcién a diversos tipos de superficies
(minerales de arcilla y otros coloides) o bien por precipitacidén con
Ca, Fe 6 Al, segin el pH del suelo. Una vez que el fosfato llega a la
rizosfera, las raices lo captan a una velocidad superior a la que el
iédn se desplaza hacia dicha zona; por ello, se forman unas zonas de
deficiencias en P alrededor de las raices que suelen tener 1 y 2 mm
de anchura, como se ha demostrado con P32, La dindmica de formacién y
funcionalidad de esta zona de deficiencia ha sido discutida
recientemente (Kraus et al., 1987). Las hifas de la micorriza son
capaces, sin embargo, de crecer y ramificarse mias alla de dicha zona
de deficiencia, llegando hasta distancias de incluso varios cm de la
raiz. Por tanto, las micorrizas actdan en gran medida por un
mecanismo meramente fisico, proporcionando a la raiz un incremento en
el mimero de sitios de captacién de P, que, a su vez, estan mejor
distribuidos, por lo que exploran un volumen de suelo bastante
superior al que una raiz, por si misma, puede wutilizar.
Adicionalmente, el ién fosfato que ha sido captado por una hifa queda
protegido de forma que no ocurre la re-fijacién por los componentes
del suelo. De otro lado, se han apuntado otros mecanismos de tipo
fisiolégico en el funcionamiento de las MVA (Tinker, 1980; Harley y
Smith, 1983; Barea et al., 1984).

Entre estos cabe destacar los basados en una bajada en el
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"umbral" minimo de captacién o en una mayor afinidad de la hifa por
fosfato (Km mds baja, en la reaccidn). Sin embargo, no se han podido
generalizar estos mecanismos, ya que las informaciones son a veces
contradictorias.

Una vez dentro de 1la hifa, el P se transloca hacia las
estructuras intrarradicales del hongo agregado en forma de granulos
de polifosfato, que son impulsados a través del lumen de las hifas
por corrientes citoplasmiticas hacia los arbisculos. El P circula
hacia de la raiz unas 1.000 veces mds rapido por las hifas externas
que por difusidn a través de la solucién del suelo. Se sabe que el
sitio prioritario de transferencia de fosfato desde el hongo a las
células radicales es el arbisculo, mediante un proceso que se basa en
un mecanismo activo a través de membranas vivas del hongo y planta
(ver Harley y Smith, 1983; Barea et al., 1984).

La formacién de grdnulos de polifosfato y su degradacidn en el
arbisculo, a donde llegaron en el interior de vacuolas arrastradas
por las corrientes citoplasmidticas, estd regida por unas actividades
enzimiticas especificas de MVA (Capacio y Callow, 1982). El proceso,
globalmente, tiene una funcién autoreguladora de la actividad de la
micorriza ya que el almacenamiento de un exceso de fosfato en forma
de grénulos, evita interferencias con el metabolismo de la célula
vegetal. Cuando esta comienza a ser deficitaria en el nutriente,
funcionan los mecanismos de degradacién del granulo, y se libera
ortofosfato (Gianinazzi-Pearson, 1986).

Diversos trabajos experimentales o de revisién (Marx et al.,
1982; Harley y Smith, 1983; Gianinazzi-Pearson et al., 1984;
Clarkson, 1985; Dexheimer et al., 1986; Gianinazzi-Pearson vy
Gianinazzi, 1986) discuten los aspectos enzimiticos especificos del
transporte de fosfato en micorrizas. Asi mismo estos estudios
describen el funcionamiento de ATP-asas de membrana asociadas a
membrana de la célula hospedadora en el arbidsculo, hecho que es
fundamental para explicar el proceso activo de transferencia de

fosfato a la planta.
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Con respecto a la absorcidén de otros nutrientes, distintos del
P, por micorrizas, se conoce que cuando se trata de nutrientes que
circulan con facilidad hacia 1la rizosfera, como es el caso del
nitrato o sulfato, para los que no se suelen crear zonas de
deficiencia alrededor de las raices, la contribucién extra de las
hifas de la micorriza a la captacidn de estos nutrientes es bastante
limitada. Sin embargo, es de esperar una participacién de 1la
simbiosis en el aporte a la planta de iones que, como el fosfato,
difunde mds lentamente en la solucién del suelo. Tal es el caso del
amonio, cuya captacién por las hifas de la micorriza es objeto de
estudios, utilizando sales de amonio marcadas con N (Ames et al.,
1983). De hecho se ha comprobado que el hongo posee el equipamiento
enzimitico adecuado para metabolizar amonio (Smith et al., 1985). Asi
mismo, en un ensayo en condiciones naturales, con apoyo de NLD (Barea
et al., 1987) se sugirié que 1la inoculacién de micorrizas
incrementara la fraccién de N en planta procedente del suelo. Con
respecto a los micronutrientes, se ha descrito el efecto de 1la
micorriza en la estimulacién de la captacién de algunos de ellos,
aunque los resultados son a veces contradictorios. En el caso del Zn
y Cu, si se poseen evidencias mds consistentes de un incremento de la
captacidén de estos por MVA (Tinker y Gildon, 1983; Cooper, 1984).

El papel de las micorrizas en la captacidén de agua es un tema
bastante debatido (Pefia y Sdnchez-Diaz, 1983; Cooper, 1984). En
lineas generales se puede decir que 1las MVA incrementan 1la
resistencia de las plantas a la sequia. Aunque se estd investigando
la participacién de diversos mecanismos de tipo fisioldgico en el
contexto de las relaciones hidricas en micorrizas, parece ser que el
simple hecho de que las plantas continuen captando fosfato en
condiciones en las cuales la movilidad de este ién es adn mds
problemidtica (sequia), puede ser una de las razones mds influyentes
para explicar el papel de las micorrizas aumentando la resistencia de
las plantas en suelos en condiciones de potencial de agua bajo.

Se han sugerido varios mecanismos por los que las MVA pueden
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afectar el crecimiento de la planta por accidén no directa sobre la
nutricién de ésta. Asi, tenemos: a) aquellos debidos a la produccidn
de fitohormonas; b) los inducidos mediante una accidén de mejora de
estructura del suelo a través de la formacién y estabilizacién de
agregados por las hifas del hongo; c¢) los ejercidos a través de una
proteccién de la planta frente al ataque de patégenos (Harley y
Smith, 1983; Cooper, 1984).

Aunque el hongo consume fotosintetizado compensa a la planta, no
s6lo por el aporte de nutrientes minerales, sino también estimulando
la fotosintesis (Cooper, 1984). Estos aspectos, de sumo interés,
desde el punto de vista bioenergético, se discuten posteriormente en

el caso de la doble simbiosis de microorganismos con leguminosas.

1.4. Factores que afectan la formacidén de micorrizas

Dado que los propigulos de las MVA estdn virtualmente presentes
en todos los suelos, se puede decir que la formacidn de la simbiosis
estd tedricamente asegurada. No obstante, las propiedades de
"infectividad" de 1los hongos presentes y de "efectividad" en la
simbiosis resultante van a ser moduladas considerablemente por varios
factores: a) el grado de dependencia de la planta a las micorrizas;
b) la "especificidad" de los hongos presentes para la planta en
cuestidn; c) la efectividad de dichos hongos, y d) las condiciones
fisico~quimicas y bioldgicas del medio (Azcdn-Aguilar et al., 1984).

Se entiende como dependencia de una planta a la micorrizas el
hecho de que precisen de la condicién de estar micorrizadas para
desarrollarse adecuadamente. Las distintas especies de plantas
muestran un amplio espectro de situaciones en este sentido que van
desde la independencia total, como en cruciferas y quenopodidceas,
que no suelen formar micorrizas; hasta una dependencia absoluta, en
el caso de ciertas plantas que son incapaces de desarrollarse,
incluso en suelos de elevada fertilidad, si no estan micorrizadas;

pasando por una extensa gama de tipos intermedios. Considerada en el
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sentido estricto del término, no hay especificidad entre especies de
hongos VA y plantas superiores. Tedricamente, cualquier hongo VA
puede colonizar a cualquier planta susceptible; sin embargo, si que
existen grandes diferencias entre los distintos endofitos tanto en la
morfologia de la infeccién y el nivel de micorrizacién que producen,
como en la efectividad de 1la MVA formada en una planta determinada.
Por ello quizd fuera mds 1dgico hablar de "compatibilidad" en 1las
distintas combinaciones de una planta con especies de hongos VA y
caracteristicas del suelo. La intervencién de los genotipos de los
organismos implicados y la expresién fenotipica de 1los mismos,
regulada por las condiciones ambientales, es considerada por
Gianinazzi-Pearson (1983) que propone asi el concepto de
"compatibilidad funcional". Esta compatibilidad se va a expresar por
tanto a nivel de efectos, de forma que, cuando se inocula una
determinada planta con diferentes hongos VA, la respuesta a cada uno
de ellos, en términos cuantitativos, suele ser distinta, lo cual
permite seleccionar aquellos mds favorables o compatibles para el
sistema suelo-planta en cuestién (Abbott y Robson, 1984; El-Atrash et
al., 1988).

Con respecto a la efectividad del hongo VA se puede decir que
las caracteristicas que definen la eficacia de un hongo VA son
aquellas relacionadas con 1la estimulacién de 1la captacién de
nutrientes y con la persistencia de sus efectos, es decir, la
capacidad de formar un micelio extenso y bien distribuido en el
suelo, asi como la de producir colonizaciones extensivas en las
nuevas raices que se vayan formando. La eficacia para absorver
fosfato de la solucidn del suelo y el tiempo que las hifas permanecen
efectivas en el transporte de nutrientes hacia la planta son
criterios fundamentales. Es clave considerar también la mayor o menor
capacidad de intercambio nutritivo con la planta, lo cual operaria
mediante una abundante formacién de arbdsculos, asi como la minima
alteracién del metabolismo del hospedador, lo que implica también un
bajo consumo por el hongo de los productos carbonados de la planta.
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Tanto la fertilidad natural de un suelo como los tratamientos
con fertilizantes y otras practicas agrondmicas, se sabe que afectan
la formacién y el desarrollo de las MVA (Hayman, 1982; Mosse et al.,
1981). La informacién disponible al respecto indica que la formacidn
de MVA suele afectarse negativamente por la aplicacién excesiva de
fertilizantes quimicos fosforados y nitrogenados. Esta circunstancia,
aunque generalizable, no es suficiente para que se pueda predecir la
respuesta de los propidgulos de MVA existentes en el suelo a una
adicién puntual de fertilizantes. Ello se debe a que la aplicacidn
reiterada de tales productos, o sea la llamada "historia de la
fertilizacién de un suelo", condiciona 1la seleccién de hongos
adaptados a las condiciones, capaces de formar la micorriza en suelos
fertiles o fertilizados. El1 efecto del fosfato asimilable, ya sea
propio o adicionado, de un suelo sobre la formacién de la micorriza
ha sido un tema muy estudiado dado su interés practico. Se sabe que
la adicién de cantidades bajas de P es compatible, e incluso
complementaria (Sainz y Arines, 1988b), con las MVA en 1la
estimulacién del crecimiento de la planta, pero al incrementar la
dosis se comienza a interferir la formacién de 1la simbiosis,
llegdndose, incluso, a la inhibicién de la infeccién. La conclusién
general es que es el nivel de fosfato en la planta, mds que el del
suelo, el que controla el establecimiento y funcién de las micorrizas
(ver Azcén-Aguilar et al., 1984). Los fertilizantes nitrogenados
también afectan la formacién y efectos de las micorrizas (Azcén et
al., 1982). Finalmente, hay que hacer notar que las diferentes
especies de hongos VA muestran grados de resistencia a la aplicacidén
de fertilizantes y productos fitosanitarios, 1lo cual tiene
consecuencias de interés practico en relacién con la seleccidén de
hongos VA "especificos" para una planta en un suelo que ha recibido
dichos aportes. Existe una amplia literatura sobre la interaccién de
hongos formadores de micorrizas y otros microorganismos del suelo
(Azcén et al., 1976; Barea y Azcén-Aguilar, 1982a; Bagyaraj, 1984;
Graham, 1988; Azcén, 1987). Quizds el aspecto mis relevante sea el de
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la interaccién con Rhizobium que va a merecer un estudio detallado e

independiente en las pdginas que siguen.

1.5. Posibilidades de aplicacidn practica de las MVA

Un factor critico en el estudio de las MVA desde el punto de
vista ecofisiolégico es conocer cual es el potencial real en
micorrizas de un suelo. Si este es suficiente, el objetivo entonces
serd preservarlo, mediante las practicas agricolas adecuadas. En caso
de que tal potencial natural sea insuficiente, hay que tratar de
reforzarlo, y, en ocasiones, de sustituirlo, por medio de 1la
inoculacidén con micosimbiontes adecuadamente seleccionados (El-Atrash
et al., 1988).

Como esquema a seguir, para abordar en la practica una
investigacidén de este tipo, puede utilizarse el propuesto por Hayman
(1984) que considera que los puntos mds importantes a tener en cuenta
son los siguientes: 1) estudio de los factores que van a determinar
la conveniencia de llevar a cabo una inoculacién con MVA en una
situacién determinada; 2) establecimiento de criterios de seleccidn
de hongos para ser usados como inoculantes; 3) metodologia apropiada
para preparacién de inéculos y 4) estudio de técnicas de inoculacidén
factibles en la practica agricola pertinente.

De acuerdo con lo expuesto anteriormente sobre los factores que
afectan la formacién y efecto de las MVA, se puede considerar que son
tres los factores primarios implicados: a) el grado de dependencia de
la planta a las MVA; b) el nivel de fertilidad del suelo y c) la
infectividad y eficacia de las poblaciones naturales de hongos VA.

En primer lugar conviene puntualizar el hecho de la amplia
distribucién de las MVA o sus propagulos en casi todos los
ecosistemas lo que habla de su capacidad de supervivencia en un
amplio rango de ambientes, posiblemente motivada por una coevolucidn
con el huespéd autdtrofo del que depende para su desarrollo. Ello

posiblemente conlleva que prevalezcan las especies mds adaptadas y no
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las mds eficaces. La adaptabilidad es una cualidad que poseen las
poblaciones naturales pero la eficiencia de las mismas, en casi todos
los casos, suele ser superada por endofitos seleccionados. Hass y
Krikun (1985) estiman que la eficiencia del indculo depende del n? de
propagulos existentes en el suelo. Estos autores establecen que es
necesario un minimo de 1 propdgulo m1~L para obtener respuesta pero
para que se optimice el efecto, estiman que los endofitos eficientes
en un suelo deben superar la proporcidn de 5 propagulos ml~L,

Teniendo en cuenta que en los ambientes naturales, donde existe
una poblacién autoctona de endofitos VA, los fendmenos de competencia
que se establecen entre la poblacidn autoctona y la introducida deben
ser considerados (El-Atrash et al., 1988; Sainz y Arines, 1988a). El
éxito de 1la prdctica de la inoculacién también estd, obviamente
relacionada con estos aspectos.

Usualmente, para establecer las relaciones existentes entre 2 o
mds especies o ecotipos de endofitos coexistentes en un medio hay que
considerar las siguientes caracteristicas de las especies
involucradas: competitividad, agresividad, especie dominante vy
capacidad para desarrollarse en ese medio. Willson (1984a) concede
también gran importancia al estado fisioldgico de los propdgulos ya
que ello condiciona su capacidad competitiva. Este autor sefiala que
cuando las razas indigenas son agresivas y abundantes es dificil
llegar a introducir otra especie.

Establecer normas acerca de las interacciones entre diferentes
tipos de endofitos VA es algo aventurado y complejo. La dindmica de
las poblaciones depende de factores tales como tipo de suelo,
vegetacién, factores ambientales etc. (Koske, 1981; Jeffries, 1987;
El-Atrash et al., 1988). De acuerdo a ellos es modificada 1la
estrategia de infeccién que es caracteristica de cada especie
(Willson, 1984b). La existencia de ciertas afinidades hongo-
hospedador (Mosse, 1972) también es condicionante del equilibrio de
la interaccidén. Algunos hongos son mds efectivos en suelo acido
mientras que otros, G. mosseae por ejemplo consiguen mayor
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establecimiento y eficacia en suelos neutros Yy alcalinos (Hayman,
1983). Por otro lado, y a pesar de l1la inespecificidad hongo-
hospedador, el grado de compatibilidad entre ellos depende de las
especies implicadas y ello afecta a la extensién del micelio dentro y
fuera de la raiz (Gianinazzi-Pearson, 1984). Es por ello que es
dificil extraer conclusiones. Asi Powell (1979) y El-Atrash et al.
(1988) encuentran interaccién positiva entre especies indigenas e
introducidas; Koske (1981) recomienda la inoculacién de grupos
seleccionados basandose en el hecho de que las poblaciones indigenas
suelen ser malos competidores frente a los introducidos; Abbott y
Robson (1984) sugieren que el hongo mds competitivo coloniza antes la
raiz y que la competitividad depende de la cantidad y colocacidén del
indculo.

En muchos casos resulta dificil distinguir las colonizaciones
producidas por los distintos endofitos, por lo que se hace complicado
asociar efectos a hongos. EL trabajo de Lépez-Aguillén y Mosse
(1987), que utiliza 3 endofitos que producen colonizaciones
distinguibles o el de Arines et al. (1988) si que permitieron a sus
autores extraer conclusiones claras de las interacciones entre hongos
"agtablecidos" e "introducidos", tanto a nivel de infectividad como
de efectividad. Hepper et al., (1986) y (1987) mediante
caracterizacién de bandas de isoenzimas especificas de cada especie
de hongo VA, sugieren la posibilidad de identificacién de 1las
especies colonizadoras y la dindmica de colonizacién de cada una de
ellas.

En vista de la complejidad de las interacciones, como capitulo
previo a la inoculacién se aconseja la practica de un ensayo en
macetas donde pueda ser evaluada la efectividad de cada grupo para un
determinado conjunto suelo-planta (Azcén-Aguilar et al., 1986). En
otro orden de cosas (Hayman, 1983) sugiere la inoculacién de un
combinado de razas para asegurar el éxito de la inoculacién en campo
pero cuando se trata de cultivos, como ocurre en los citricos, mds

sensibles a un determinado tipo de esporas (Menge, 1983; Roldédn-
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Fajardo, 1985; Rolddn-Fajardo y Barea, 1986 ) el indculo procedente
de ella es el indicado. La seleccidn de razas en base a la tolerancia
a altos niveles de fertilidad es aconse jada por Shubert y Hayman
(1986).

A pesar de que la inoculacién de micorrizas VA, por la
dificultad que entrafia la obtencidén del inéculo, no es una practica
habitual a nivel agricola si se ha efectuado desde hace tiempo
obteniendose resultados muy alentadores (Hayman, 1984; Menge, 1984;
Dehne, 1987; Gianinazzi et al., 1988).

2. Micorrizas en leguminosas

2.1. Significado de 1la simbiosis Rhizobium-leguminosa en el

ecosistema (breve resumen)

la contribucidén cuantitativa mayoritaria de la FBN a 1la
productividad vegetal es la que deriva de la simbiosis Rhizobium-
leguminosa. La importancia de esta simbiosis estd avalada por su
incidencia en la produccidén de alimentos y fibra, su utilizacién como
abonado verde, y en la colonizacidén de suelos con algin tipo de
estrés. El proceso de nodulacién y sus aspectos ecoldgicos,
fisiolégicos y bioquimicos; la operacién y regulacién del enzima
nitrogenasa con todas sus implicaciones genéticas, bioquimicas y
fisioldgicas han sido objeto de incontables estudios. Asi mismo tanto
el impacto de la FBN en el ecosistema como las limitaciones de esta
han recibido, y siguen recibiendo, la atencidén de los investigadores
como es bien conocido. A modo de ejemplo, por su actualidad e
incidencia en ecosistemas mediterraneos se cita la obra de
recopilacién de Beck y Materon (1988).

Uno de los temas mis estudiados en el contexto del impacto de
las leguminosas en el ecosistema es el papel de estas plantas en la
transferencia de N o el uso del nutriente en cosechas subsiguientes.

De todos son conocidos los beneficios de las leguminosas en rotacién
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de cultivos, en praderas mixtas con gramineas, en cultivos mixtos
("en calles"). Estos estudios han sido revisados recientemente
(Heichel, 1987). Los beneficios pueden ser de tipo inmediato
(plantaciones mixtas coexistentes), a medio plazo (siguiente cosecha)
o a largo plazo (efecto residual). Todos estos procesos se han
cuantificado y en 1la mencionada revisién se recopilan valores
numericos. De cualquier forma, es de hacer notar que estos estudios
se estd reconsiderando utilizando una metodologia mds avanzada como
las que usan isdtopos estables (Eﬂs). Posteriormente se discuten
estas metodologias y su aplicabilidad a la evaluacién del papel de
las micorrizas en la transferencia de N o en la recuperacién del
nutriente en cosechas subsiguientes.

la coexistencia de dos endofitos (hongos VA y Rhizobium) en
raices de plantas de las subfamilias Papilionoideae y Mimosoideae, en
donde se encuentran todas las "leguminosas" de interés en agricultura
(Hayman, 1986) constituye una entidad biolégica (una simbiosis
tripartita) de sumo interés cientifico tanto desde el punto de vista
bdsico como aplicado. El hecho se conoce desde antiguo, pués en 1944
Asai demostrd que las micorrizas eran elemento importante para el
crecimiento de muchas especies de leguminosas. Su ausencia provocaba
un limitado desarrollo de los nddulos en suelos de baja fertilidad.
Hoy se sabe que las leguminosas herbaceas (objeto del presente

estudio) y muchas lefiosas, forman micorrizas VA.

2.2. Efectos de las MVA sobre FBN mediados por el aporte de P, y

otros nutrientes

El incremento de la nodulacién observado por Asai en leguminosas
micorrizadas fué explicado posteriormente en base a una mejor
nutricién fosforada de la planta hospedadora ya que la aplicacidén de
fosfato ejercia una influencia similar respecto a la nodulacién y
fijacién de Nj.

En efecto, hoy se conoce, con abundante apoyo experimental, que
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la micorriza actda positivamente sobre la simbiosis Rhizobium-
leguminosa debido al incremento de la efectividad del sistema fijador
(El-Atrash y Ocampo, 1985). En una extensa literatura cientifica
recogida en trabajos de revisidn recientes (Barea y Azcdn—-Aguilar,
1983; Hayman, 1986; Barea et al., 1988) se discuten diversos aspectos
de 1la influencia de las micorrizas en la capacidad colonizadora del
Rhizobium asi como en el nmimero y tamafio de los ndédulos formados y en
la actividad nitrogenasa. Estos efectos parecen ser debidos, en gran
parte, a las mejores disponibilidades en fésforo de las plantas
micorrizadas. El hecho es critico ya que concretamente, Mosse et al.
(1976), encuentran que la concentracién de P en los tejidos de la
planta debe ser superior al 0.15% para que se produzca nodulacidén y
que el nédulo usualmente requiere, y posee, 3 veces mids fésforo que
la raiz que lo soporta. De hecho se sabe que la actividad nitrogenasa
depende de un aporte relativamente elevado de P ya que 21 moles de
ATP son requeridos para la fijacién de 1 mol de Nj.

Un tema inicialmente discutido fué si el "efecto micorriza"
sobre la nodulacién y FBN es una mera consecuencia de una accidn
general sobre el crecimiento y nutricién fosforada de 1la planta.
Aunque algunos autores apoyan que los efectos de la micorriza sobre
la nodulacién se ejercen a través de la planta, y por tanto, la
interaccién Rhizobium-hongo VA es un caso de "mutualismo indirecto"
(Cluett y Boucher, 1983). La conclusién general es que tal efecto
indirecto tiene una gran participacién pero también se ha demostrado
que existe una estimulacién "preferencial directa” de la funcién del
nédulo por la micorrizacién. Asi por ejemplo, Smith y Daft (1977)
encontraron que las plantas micorrizadas tenian una concentracién (%)
de N superior que plantas control del mismo peso seco y parecida
relacién Parte aérea/Raiz. Posteriormente Smith y Bowen (1979) en un
ensayo de tipo "time-course" confirman que el efecto de las
micorrizas sobre la nodulacién y actividad nitrogenasa ocurria antes
que los efectos de la misma sobre el crecimiento. Los autores

atribuyen el hecho a que los nédulos, debido a su gran demanda de
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fosfato y proximidad a las células colonizadas por arbusculos (donde
se estaba liberando el nutriente), actuaban como sumidero inmediato
del mismo. Otra prueba de la existencia de demanda especial de P por
el ndédulo, "independiente" de la ejercida a partir de un efecto
mediatizado por el aporte general de P a la planta es la que se
deduce del trabajo de Asimi et al. (1980). Estos autores aplican
dosis crecientes de fosfato a plantas de soja doblemente simbidticas
y encuentran que primero se elimina el efecto de las MVA sobre el
crecimiento, sin afectar a nodulacién ni FBN, y, progresivamente, al
ir aumentando la dosis, se va eliminando el efecto micorriza sobre la
nodulacién, y a dosis mds altas el ejercido sobre la actividad
nitrogenasa.

Teniendo en cuenta que las leguminosas tienen especiales
demandas en otros nutrientes, tales como molibdeno, cobre, zinc etc.,
(Munns y Mosse, 1980) el aporte de algunos de estos nutrientes por
MVA podria estar implicado en el efecto de la micorrizas sobre la
FBN. Trabajos recientes (Pacovsky, 1986; Kucey y Jansen, 1987)
confirman que en las implicaciones en el beneficio que las MVA
proporcionan a las leguminosas estan directamente implicado el aporte

de Zn y Co.

2.3. Interacciones Rhizobium-leguminosa-MVA, no mediadas por

nutrientes

De acuerdo con la revisién de Barea y Azcdn-Aguilar (1983), se
han descrito la existencia de interacciones entre ambos tipos de
microorganismos y la planta hospedadora comin, bien a nivel de
estadfos de precolonizacién (cuando los microorganismos comparten
micro-habitats en la rizosfera), & durante el propio proceso de
penetracién de la raiz: o bien, en el desarrollo de la simbiosis. En
las relaciones fisioldgicas entre los tres simbiontes, también se
conocen efectos no mediados directamente por la participacidn de los

microsimbiontes en la nutricién mineral de la planta.
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Se sabe que los microorganismos del suelo producen compuestos
capaces de incrementar la permeabilidad celular y que ello afecta a
los ritmos de exudacién (Bowen, 1980), proceso que influye en la
propia formacién de las micorrizas (Barea, 1986). Concretamente, los
polisacdridos exocelulares de Rhizobium se sabe que incrementan la
exudacién radical (Olivares et al., 1977) en 1la leguminosa
especifica. Asi, la aplicacién de esos compuestos extraidos de R.
meliloti fueron capaces de incrementar el nivel de micorrizacién de
Medicago sativa (Azcén-Aguilar et al., 1980).

De otro lado se ha comprobado que extractos libres de células de
un cultivo de Rh. meliloti que contenia fitohormonas de tipo auxinico
giberelinico y citoquininico incrementé la colonizacién VA en raices
de M. sativa de manera similar a sustancias puras (auxinas,
giberelinas y citoquininas) afiadidas a la misma concentracién que la
encontrada para ellas en los extractos citados (Azcén et al., 1978).
Como, ademds, los hongos VA producen también hormonas (Barea y Azcdn-
Aguilar, 1982b), se ha apuntado un papel de estas sustancias en el
desarrollo y funcién de 1la simbiosis (Gianinazzi-Pearson ¥y
Gianinazzi, 1986). Todo ello indica un cuadro complejo de mecanismos
de regulacién de flujos y efectos hormonales en la triple simbiosis.
Otros efectos no-nutricionales que intervienen en la fisiologia de 1la
triple simbiosis parecen estar implicados en aspectos tales como el
proceso de fotosintesis, distribucidén de fotosintetizados, relaciones
hidricas en la planta, etc. que serdn comentados mds adelante en esta
Introduccidn. Lo cierto es que la respuesta de la planta a una doble
colonizacién se sabe que es compleja y que depende de lograr los
correspondientes equilibrios entre los tres miembros de la simbiosis
que, en muchos casos, sélo se explican por la intervencién de
procesos de regulacién funcional que ocurren adicionalmente a los

relacionados con el aporte de nutrientes por los microsimbiontes
(Pacovsky et al., 1986).
Otras temiticas que han recibido alguna atencién son las

concernientes a fendmenos de competicién por sitios de colonizacién,
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o sobre la naturaleza (localizada o sistémica) de las respuestas de
las interacciones entre los microsimbiontes. En estudios preliminares
se habia comprobado que los endofitos (hongos VA y Rhizobium) no
compiten por sitios de colonizacién en la raiz (Barea y Azcdén—
Aguilar, 1983). Mids recientemente, Ames v Bethlenfalvay (1987) han
analizado la problemitica antes aludida. Las conclusiones de su
trabajo indican que existe una influencia localizadas, no-sistémica,

vy no mediada por P, del hongo en la micorriza sobre la actividad de

los nédulos.

2.4, Papel de las micorrizas en la transferencia de N en

commidades mixtas de plantas leguminosas y no-leguminosas

Se conoce que una fraccién del Nitrégeno procedente de FBN puede
ser compartido con plantas no fi jadoras que crecen asociadas a las
leguminosas, en un pastizal o en cualquier sistema agroforestal, por
ejemplo, (Haynes, 1980).

La posibilidad de que la micorriza de una no-fijadora capte
compuestos nitrogenados en la rizosfera de la leguminosa, incluso
implicando micelio de una micorriza comin de dos plantas (Newman,
1985) se ha apuntado, en cuanto a su implicacién en la transferencia
de nutrientes entre plantas de distintas especies que conviven en
proximidad (Francis et al., 1986). El caso de leguminosas y gramineas
asociadas ha sido considerado, desde este punto de vista. Asi,
teniendo en cuenta que las leguminosas son mds micotréficas que las
gramineas, las micorrizas pueden compensar la ventaja competitiva de
las gramineas para buscar fosfato, accidn que ejecutan mds habilmente
estas que las leguminosas por diferencias en las caracteristicas de
los respectivos sistemas radicales (Haynes, 1980; Munns y Mosse,
1980).

Este efecto de la micorrizacién se puso de manifiesto en un
ensayo en condiciones controladas (Azcén-Aguilar et al., 1985), pero

teniendo en cuenta que, sélo si se utiliza una técnica con trazadores
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isotdpicos (le) se puede aseverar la existencia de transferencia de
N, su cuantificacién y el efecto de un tratamiento (por ejemplo, la
micorrizacién), este ensayo necesita una confirmacidn en ese sentido.
Posteriormente se analiza la metodologia citada. (Apartado 5 de esta

Introduccidn).

2.5. Coste energético de la asociacién Rhizobium-leguminosa-

micorriza

Teniendo en cuenta que ambos micro-simbiontes derivan compuestos
carbonados de la planta hospedadora comin se ha prestado una atencidn
considerable a estimar el coste energético de 1la simbiosis

014; asi

tripartita. Se han llevado a cabo algunos ensayos utilizando
Pang v Paul (1980) encontraron un consumo extra de C en micorrizas de
Vicia faba que equivalia a un 10% del total fotosintetizado.
Posteriormente Kucey y Paul (1982) comprobaron que los nddulos de V.
faba no micorrizada utilizaron 6% del fotosintetizado, mientras que
los de plantas micorrizadas consumian 12%. Las micorrizas, en si,
utilizaron el 4% en todos los casos. Sin embargo Kucey y Paul (1982)
también encontraron que el ritmo de fijacién neto de C, (g C por g de
Peso Seco de parte aérea por hora), incrementdé en las plantas con
ambos microsimbiontes, lo cual "compesaba" el coste adicional de C.
En estos ensayos se suministrd a las plantas control correspondientes
N y/o P para obtener plantas comparables. Posteriormente, Harris et
al. (1985), profundizan en estos estudios utilizando soja y un modelo
similar (aportando N y/o P) para obtener controles comparables. Los
nédulos de plantas no micorrizados consumian 9% de fotosintetizado y
los de la micorrizadas 12%. Las micorrizas consumieron un 17% a las 6
semanas y 8% a las 9. No obstante, los ritmos de fijacidn de 14COZ
fueron 47% superiores en plantas con los microsimbiontes que en las
no inoculadas. Parte del efecto compensatorio se debid, segin
demuestran los autores, al aumento del aérea foliar especifica en

plantas colonizadas por los simbiontes; aunque también influyen otros
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factores tales como unos controles "feed-back" que relacionan aporte
de fosfato a la parte aérea y metabolismo hidrocarbonado en hoja. Las
micorrizas estimularon la FBN incidiendo mds sobre el desarrollo del
nédulo que sobre la actividad nitrogenasa. Tal como discuten Harris
et al. (1985) su trabajo es una confirmacién de que muchas
interacciones entre microsimbiontes se ejercen a través de la planta.

Recientemente, Douds et al. (1988), utilizando un sistema de
raiz compartida ponen de manifiesto que hay un nivel de micorrizacidén
por encima del cual no hay incremento en el aporte de Py si consumo

de fotosintetizados.

3. Factores que afectan la formacién y funcidén (FBN) de la simbiosis

tripartita Rhizobium—-leguminosa-micorriza

Antes de desarrollar esta parte del presente estudio se
anticipan dos aspectos de tipo formal; a) se intentara considerar al
sistema simbidtico tripartito como un conjunto, bien entendido que en
muchos casos los efectos inciden a través de alguno de 1los
componentes y que ciertos factores son beneficiosos para uno o dos de
los componentes y per judiciales para el tercero. b) Se seleccionan un
mimero de factores, de entre los multiples que afectan a la simbiosis
tripartita. Estos seran: i) concentracién de P soluble en el suelo;
ii) presencia de N combinado en el suelo; iii) potencial hidrico del
suelo; iv) salinidad; v) nivel Zn en el suelo y vi) presencia de
plantas no-fijadoras, especialmente gramineas, crecidas en asociacidn

con las leguminosas.

3.1. Efecto de la concentracidén de P soluble en el suelo

La aplicacién de fosfato es un caso tipico de efectos contrarios
sobre los distintos componentes del sistema simbidtico en cuestidn,
ya que es un factor favorable a la leguminosa, nodulacién y FBN
mientras que, a partir de determinadas dosis, inhibe la formacién y
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funcidén de las MVA. En la literatura cientifica se anotan muchos
ejemplos de curvas de respuesta al fosfato de leguminosas
micorrizadas y no micorrizadas (ver Barea y Azcén-Aguilar, 1983). Las
respuestas al fosfato del crecimiento, nutricidn, nodulacién y FBN en
plantas micorrizadas muestran una tendencia general, que se puede
resumir asi: a) la micorrizacidén estimula funciones que determinan
los pardmetros antes citados a dosis bajas y moderadas de fosfato; b)
normalmente, las plantas micorrizadas alcanzan una cosecha "midxima
relativa" a mitad de la dosis de fosfato que la que necesitan las no
micorrizadas para producir tal efecto (Mosse, 1986). A dosis elevadas
de fosfato los niveles de micorrizacidén comienzan a descender, e
incluso las plantas llegan a ser inmunes a la colonizacién. Se pueden
producir depresiones del crecimiento, nodulacién y FBN por dosis
supradptimas de fosfato, como se comentd anteriormente (Asimi et al.,
1980).

Los mecanismos de supresién de la micorrizacidén por fosfato han
sido ampliamente discutidos (Cooper, 1984; Barea et al., 1984;
Gianinazzi-Pearson y Gianinazzi, 1986). En resumen, se sabe que es el
P en los tejidos de la planta el que regula la micorrizacién lo cual
se justifica por hechos tales como: a) un descenso de la liberacidén
de sustratos, por disminuir la permeabilidad de las membranas de las
células radicales, al incrementar la sintesis de fosfolipidos en
plantas suficientes en P; b) un descenso en la bajada de
carbohidratos a la rafiz; ya que el aporte de P controla la
"retencidn" de estos en la parte aérea; c) finalmente, el P regula la
actuacién de fosfatasas especificas de la micorriza, el nivel de
formacidn, estabilizacién (almacenados) y degradacién, de los
granulos de polifosfato. De esta forma se regula la funcidn, mds que
la formacién, de la micorriza.

Conviene sefialar que el efecto de interaccién micorrizas x
fosfato va a variar con el sistema Rhizobium-leguminosa implicado y
va a ser modulado por la especie o ecotipo de hongo, tipo de suelo

etc. como obviamente, era de esperar.
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3.2. Efecto del N combinado

Se sabe que el nitrdgeno combinado afecta al proceso de
nodulacién, concretamente el nitrogeno parece ser que actia a varios
niveles: a) afecta al inicio de 1la infeccidén; b) favorece 1la
senescencia de los nddulos jévenes y todavia efectivos; c) altera el
mecanismo de reconocimiento entre planta hospedadora y bacteria; d)
reduce el mimero de pelos radicales con el "curling" caracteristico
de plantas de alfalfa (ver Ligero, 1984).

Parecia que los nitratos podrian influir también en la accidn
que el 4cido indol acético (ATA) ejerce en el inicio y desarrollo de
la simbiosis, asi, se observé que la adicidn de nitratos no afectd la
conversién de triptéfano en auxina. Sin embargo, en ausencia de
nitratos, 21 nivel de 4cido indol acético era mayor, esto puede
indicar que el nitrato cataliza la destruccién del AIA. Por otra
parte, se ha demostrado que la aplicacién de AIA puede mitigar la
inhibicién de 1la nodulacidén por nitratos. Todo esto implica que el
nitrégeno combinado exdgeno tiene efectos significativos sobre la
bacteria y sobre la planta, lo cual complica considerablemente las
investigaciones y las interpretaciones.

Recientemente Ligero et al. (1987) han encontrado como posible
causa de la inhibicidn de la nodulacién de las leguminosas por
nitrégeno combinado, la mayor liberacién de etileno (que es un
inhibidor de la nodulacién) por las raices de las plantas crecidas en
presencia de nitrato en comparacién con las crecidas en su ausencia.

El nitrdgeno combinado ha sido repetidamente descrito como
limitante del propio proceso de 1la fijacién de nitrdgeno en
leguminosas. Se han estudiado aspectos que abordan el mecanismo del
posible efecto inhibidor del nitrégeno combinado. Asi, se observé que
a medida que se suministran nitratos a un cultivo de guisantes, la
nitrato reductasa del brote incrementa espectacularmente. Estos
niveles de enzima utilizan grandes cantidades de carbohidratos y

azicares reductores producidos fotosintéticamente, por tanto privan a
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la raiz y a sus ndédulos de que tales sustratos se consuman en el
proceso de fijacién. Si el nivel de carbohidratos es suficiente, la
fijacién de nitrdgeno en ndédulos es similar tanto si los cultivos han
tenido o no nitratos (Ligero, 1984).

Como los nitratos en los cultivos de leguminosas pueden ser
reducidos a nitritos por la nitrato reductasa de los bacteroides, los
nitritos podrian inhibir 1la actividad nitrogenasa o formar un
complejo con la leghemoglobina, que es la que se une con el oxigeno y
lo transporta al bacteroide, interfiriendo con el proceso de fijacién
de nitrdgeno. Esto estd apoyado por la caida observada en la
actividad de 1los nddulos en raices sometidas a altos niveles de
nitratos, que se ha demostrado ser debida a una gran pérdida de la
leghemoglobina de los nddulos.

Herrera et al. (1987) con experimentos de medida de fotosintesis
y fijacién de nitrégeno en plantas expuestas a distintas
concentraciones de nitrato e intensidad luminosa confirmaron la
hipftesis sobre la disminucién de la disponibilidad del
fotosintetizado como causa de la inhibicidn de la fijacién de Ny por
N combinado.

En relacidén con el efecto del N sobre las MVA existen evidencias
de una influencia negativa de este nutriente, (Hayman, 1982; Azcén et
al., 1982; Barea y Azcén-Aguilar, 1983). Se conoce que el amonio es
mis perjudicial que el nitrato, lo cual se explica sobre la base de
las diferentes vias iniciales de asimilacién, sistemas de
almacenamiento de carboxilato y regulacién del pH (Smith, 1980; Azcdn
et al., 1982; Raven, 1988).

3.3. Efecto del potencial hidrico del suelo

La incidencia del estréds hidrico en el crecimiento de las
plantas tiene unas peculariedades destacables en el caso de las
leguminosas derivadas de su influencia en el proceso de FBN (Sprent,
1976 y 1981). En efecto, el nivel de humedad de un suelo afecta la
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movilidad y supervivencia de Rhizobium en el suelo, la nodulacidn,
actividad nitrogenasa (Sprent, 1976; Becana et al., 1986 y Aguirreola
v Sdnchez-Diaz, 1985). En muchos casos el efecto se ejerce mediado
por la reduccién de la fotosintesis o la respiracién de parte aérea o
de la nodular (Aparicio-Tejo et al., 1980; Aparicio-Tejo y Sinchez-
Diaz, 1982). Se ha demostrado que la séquia influye decisivamente
sobre los enzimas implicados en la asimilacién de amonio en los
nédulos (Becana et al., 1984).

FEn diversos estudios se ha puesto de manifiesto que las MVA
mejoran las relaciones hidricas en leguminosas en condiciones mésicas
y mejoran la resistencia de las plantas al estrés hidrico (Cooper,
1984; El-Atrash et al., 1986). El primer hecho a constatar es que los
hongos VA toleran un amplio margen de potenciales de agua en el suelo
(adaptaciones) y pueden encontrarse en habitats tan diversos como
desiertos y ambientes acudticos (Mosse et al., 1981). No obstante, la
germinacién de esporas (Reid y Bowen, 1979) y el proceso general de
micorrizacién (Mosse et al., 1981) es sensible al contenido en agua
del suelo. Concretamente, se sabe que la micorrizacién es mis rdpida
a niveles mds bajos que la "capacidad de campo" pero se afecta
negativamente cuando aumenta la sequia. Es obvio que su papel en la
captacién de nutrientes de difusién lenta (fosfato) pueda ser critico
cuando al disminuir el potencial de agua de un suelo, disminuye ain
mds la difusibilidad de dichos nutrientes.

En diversos trabajos se ha comprobado que las micorrizas ejercen
un efecto beneficioso en sistemas leguminosa-Rhizobium en condiciones
de dificit hidrico (Safir et al., 1972; Hardie y Leyton, 1981l; Pefia y
Sanchez-Diaz, 1983; Buss y Ellis, 1985; Hardie, 1985; Kwapata y Hall,
1985; Dakessian et al., 1986; Bethlenfalvay et al., 1988; Pefia et
al., 1988). Estos estudios junto con otros recientes realizados con
no leguminosas (Bildusas, et al., 1986; Anderson et al., 1986;
Zajicek et al., 1987; Graham et al., 1987; Augé et al., 1987;
Daniels-Hetrick et al., 1987), han aportado datos que permiten
profundizar en el conocimiento de los efectos de las MVA en
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condiciones de estrés hidrico. No obstante los mecanismos mediante
los cuales las MVA pueden incrementar la resistencia a la sequia, o
mejorar la captacidn de agua siguen planteando muchas incognitas (El-
Atrash et al., 1986).

De acuerdo con la revisién de Cooper (1984) se puede concluir
diciendo que 1las MVA inducen una bajada de 1la resistencia al
transporte de agua (o sea, aumenta la conductividad hidraulica) en
plantas bajo condiciones de deficiencia en fosfato. Tales efectos
pueden estar asociados con cambios en otros parametros tales, como,
un potencial de agua superior, unos ritmos de transpiracién
superiores, resistencia estomitica mds baja etc., cambios que se
expresarian en plantas micorrizadas con respecto a las no-
micorrizadas. Sin embargo, la adicidén de P produjo efectos similares
que las MVA. Esto sugiere que los efectos se deben a la mejora de la
nutricién. Sin embargo, el trabajo de Hardie y Leyton (1981) muestra
que la conductividad hidraulica y los flujos de agua en raices de
trébol fueron superiores en plantas micorrizadas que en controles
adicionados de fosfato.

Un aspecto clave podria ser el hecho de que la ramificacién de
las hifas extiende el poder de captar agua mds lejos de la zona de
deficiencia en agua que, tipicamente, rodea la raiz en condiciones de
sequia. De esta forma, las hifas sobrepasarian ese "vacio" y unirian
la planta con el suelo menos deficitario en agua. Se ha estimado que
las hifas transportan agua al ritmo de 2,8 x 107 mg sl 6100 n1 WL
por punto de entrada (Allen, 1982). Sin embargo, estos flujos no
parecen justificar un efecto directo en 1la captacién de agua por
micorrizas, hecho que se ha confirmado con agua tritiada (Safir,
1985) en condiciones mésicas.

En condiciones de sequia se ha visto que las MVA incrementan la
tolerancia a dicho estrés en leguminosas. Se apunta que esto podria
ser el resultado de una mejora en la captacién de agua, un incremento
en la fotosintesis, una elevacién en el nivel de citoquininas (que

estimula la apertura de estomas) etc. En algin caso se ha verificado,
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usando trebol, que las plantas micorrizadas fueron capaces de extraer
mejor la humedad del suelo (Hardie y Leyton, 1981).

Existen evidencias de que 1las plantas micorrizadas tienen
concentraciones de prolina mds bajas que los controles, hecho
importante, teniendo en cuenta que este aminodacido se acumula en
condiciones de estrés hidrico (Cooper, 1984).

En resumen, se puede decir que las MVA mejoran las relaciones
hidricas en plantas, pero sigue siendo una incognita si el hecho es
atribuible a que incrementan flujos de entrada de agua, o es una
respuesta secundaria a la mejora de la nutricién o a un cambio

fisioldgico en la planta hospedadora.

3.4, Efecto de la salinidad

Como resultado de una necesaria irrigacién en suelos agricolas,
especialmente en zonas aridas vy semidridas, se produce una
concentracién de sales en 1las capas superficiales del suelo.
Concretamente Na' y Cl1~ suelen aparecer en niveles elevados.
Consecuentemente, las plantas crecidas en tales condiciones salinas
muestran sintomas de toxicidades especificas, deficiencias vy
desbalances nutricionales y dificultades en la captacién de agua.
Todos estos efectos estdn relacionados con los iones cuyo exceso
provoca la salinidad. Asi pués el exceso de Cl~ disminuye la
captacién de NO3~ y P04=. El de Na' provoca desbalances en ca™t vy
Mg++, lo cual se traduce en un acusado decrecimiento de la
fotosintesis, (Plaut y Grieve, 1988).

En efecto, el cierre estomdtico que se provoca en situaciones de
salinidad limita la asimilacién y difusién de COy. A estos efectos
negativos hay que sumar el provocado por el incremento de 1la
actividad respiratoria, que suele duplicarse. Tal notable bajada en
la produccién y uso de fotoasimilados conlleva obviamente una
disminucidén del crecimiento. Es por ello que cualquier mecanismo

conducente a incrementar la tasa fotosintetica puede contrarrestar



37

gran parte de estos efectos nocivos.

Para mantener el equilibrio osmético en el tonoplasto bajo
condiciones de hiperosmosis se requiere la acumulacién en el
citoplasma de solutos organicos (prolina-y glicocola-betaina) entre
otros. Estos compuestos son dificilmente metabolizables, por lo que
pueden usarse para seguir la historia del estrés de la planta (Gorhan
et al., 1985). Las betainas, compuestos de amonio cuaternario, son
derivados N-metilados de los aminodcidos asociados: prolina y
glicocola. La produccién de estos compuestos es parte del coste a la
adaptacidn pués repercute negativamente en el crecimiento del vegetal
ya que requiere gastos de asimilados y de metabolitos nitrogenados.
Sin embargo, es la alternativa que les permite la supervivencia
(Paleg et al., 1985; Gorhan et al., 1985). La medida de 1la
respiracién se ha utilizado, asi mismo, como criterio para evaluar el
coste energético de la adaptacién al estrés (Gale y Zeroni, 1985) y
suele representar un 25% del total de la reduccién del crecimiento.

Todos estos efectos muestran especial significacién en el caso
de las leguminosas con elevados requerimientos energéticos. Aqui, la
energia fotosintética ademds de ser requerida para bombear iones
contra un gradiente electroquimico es necesitada como substrato en la
fijacién de Nj.

Hafeez et al. (1988) encuentran un decrecimiento de cosecha del
60% en Vigna cultivada en suelo con una conductividad de 7.5 d S m L,
En este ensayo observé que Rhizobium en si, no fué afectado por la
salinidad pero que la nodulacién y FBN fueron ampliamente reducidas.
lLa sensibilidad de ambas actividades fué tal que la nodulacidén se
redujo a la mitad en conductividades por encima de 5 d S m-l,
inhibiendose totalmente a partir de 10 d S m L, La fijacién se redujo
por encima de 7.5 d S m L. El efecto puede ser ejercido a través del
Cl”™ que actua sobre la resistencia del Oy en el nédulo. Plantas no
leguminosas como cebada, maiz, cebolla y tomate; y especies
leguminosas como judfa, guisante y trébol, entre otras, han sido
estudiadas en cuanto a su respuesta a condiciones de salinidad
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(Hassan et al., 1970a y b; Bernstein et al., 1974; Mass y Nieman,
1978 y Champagnol, 1979). Estos autores encontraron que la respuesta
mids evidente de las plantas a la salinidad era la disminucién de la
concentracidén de P en sus tejidos. Asi pués apuntaron la necesidad de
aportar una cantidad extra de P a los cultivos desarrollados en
situaciones salinas, ello consigue mejorar el crecimiento vegetal
(Champagnol, 1979; Ojala et al., 1983; Pfeiffer y Bloss, 1983).
Igualmente la salinidad afecta negativamente la captacién de otros
nutrientes tales como K, Ca, Fe y Mn. (Hassan et al., 1970a y b)
aunque la magnitud y significacién de este efecto depende de 1la
especie vegetal y del tipo de sales que provocan el estado salino
(Bernstein, 1964).

En el contexto del efecto de la salinidad sobre la captacién de
nutrientes, actividad fotosintética y balance hidrico del vegetal es
importante considerar el posible papel de 1la micorrizacién VA en
tales situaciones. En primer lugar, y ya conocidas desde antiguo,
existen descripciones (Mason, 1928; Nicolson, 1960; Khan, 1974 y Read
et al., 1976) de la presencia de hongos formadores de micorrizas VA
en ambientes salinos. No cabe duda que tienen que existir
adaptaciones de los hongos VA a condiciones salinas, un fendémeno de
sumo interés. Asi Bowen (1980) describid MVA y aisld esporas VA en un
suelo que tenfa mds de 5.000 ppm de Cl1°, mientras que esporas
especies no adaptadas son inhibidas en su desarrollo, en condiciones
controladas (Hirrel y Gerdemarnn, 1980).

Recientemente Buwalda et al. (1983) describieron que las plantas
micorrizadas acumulaban altas concentraciones de Cl~. Los autores
especularon que eso podrfa ser intrinsecamente necesario para que el
sistema micorriza mantuviera el equilibrio de potencial eléctrico en
las membranas celulares en el contexto de los fendmenos de
transferencia de fosfato en los arbidsculos. Si eso es asi, la
micorriza aumentaria los efectos de la salinidad. La situacién no
parece que se pueda generalizar ya que Hartmond et al. (1987)

encuentra una concentracién de Cl1~ superior en plantas no
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micorrizadas que en micorrizadas. Lo cierto es que numerosos estudios
consideran la importancia de la simbiosis MVA en el crecimiento y
nutricién de plantas desarrolladas en habitats salinizados. Por
ejemplo, Hirrel y Gerdemamm (1980) y Pond et al. (1984) observaron
que la micorriza confiere a las plantas tolerancia al efecto salino
con el consiguiente incremento de cosecha. El mecanismo por el que
este beneficio se consigue parece ser, en primer lugar, por una
mejora en la nutricién fosforada (Hirrel y Gerdemamm, 1980 y Ojala et
al., 1983). Pero el hecho de mejorar también las relaciones hidricas
y capacidad fotosintética, observados en plantas micorrizadas, son
factores a considerar en el efecto de las MVA en condiciones de
salinidad (Ojala et al., 1983). Asi pués Rozema et al. (1986)
relacionan el incremento de crecimiento motivado por la micorrizacidn
bajo estrés salino con un incremento de elongacién foliar, captacidn
de Hy0, fotosintesis y apertura estomdtica asi como una reduccidén de
la resistencia al transporte del Hy0 en la raiz.

Los estudios de Poss et al. (1985) y Allen y Cumningham (1983)
dan protagonismo al incremento en la concentracién de K en plantas
micorrizadas. Concretamente estos ultimos autores destacan que la
micorriza mantiene una relacién K/Na alta, ya que la concentracidén de
Na es la misma en plantas micorrizadas y controles, hecho que se
logra mantener gracias a una excresién glandular del exceso de Na.

Finalmente, indicar que Duke et al. (1986) encuentran que las
cantidades de betaina acumuladas fueron mds bajas en plantas
micorrizadas que en los controles, a todo los niveles de ClNa que

ellos ensayaron, lo que indican una reduccidén del estrés salino.

3.5. Efecto del Zn

El Zn es un micronutriente esencial en el metabolismo vegetal.
En suelos con alto contenido en arcilla, Ca++, pH elevado, etc. el Zn
tiende a ser deficitario para mantener un desarrollo adecuado de las

plantas. Claramente, los factores que afectan su disponibilidad son
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gimilares a los que afectan a la del fosfato. En un ion de lenta
movilidad por lo que se han descrito zonas de deficiencia en Zn
rodeando a la raiz (Wilkinson et al., 1968). Es por ello por lo que
las MVA estimulan su captacidén en forma similar a como lo hacen con
el P (Tinker y Gildon, 1983). Segin estos autores, y teniendo en
cuenta que el Zn es esencial para el propio hongo, que lo capta del
medio eddfico, es posible que este nutriente pueda circular asociado
a los granos de polifosfato en el micelio del hongo.

Los estudios de Gilmore (1971) y La Rue et al. (1975) pusieron
de manifiesto el efecto de las MVA en la captacidén de Zn. Cooper y
Tinker (1978) vy Pacovsky (1986) confirman el incremento en 1la
concentracién de Zn por accién de las MVA en plantas leguminosas.
Estos dltimos estudios tienen especial interés ya que la FBN muestran
necesidades especiales en este nutriente (Murms y Mosse, 1980).

Son abundantes las descripciones del efecto de las MVA aliviando
deficiencias de Zn en varias plantas (Tinker y Gildon, 1983). Al lado
de ello, y teniendo en cuenta que las concentraciones de Zn en un
suelo, normalmente por procesos de contaminacién, llegan a ser
téxicas para la planta, la situacién aparentemente se complica, tal
como se recoje en la informacién al respecto. En efecto, ciertos
niveles de Zn son tdxicos para los hongos VA, y en estudios "in
vitro" (Hepper, 1979) encuentra que la germinacién de esporas es
inhibida a concentraciones comunmente encontradas en las solucidén del
suelo. No obstante se han desarrollado miltiples adaptaciones de
hongos VA a la concentracién por Zn. Concretamente Gildon y Tinker
(1981) encuentra una micorrizacidén considerable de trébol crecido en
un suelo fuertemente contaminado con Zn, con lo que las plantas
llegaron a alcanzar 3.750 ppm de Zn. Un ecotipo de Glomus mosseae
aislado de ese suelo form$ micorrizas con plantas de trébol, en unas
condiciones controladas, en un suelo en el que no actuaron ecotipos
de G. mosseae de otras procedencias.

De otro lado se han descrito efectos de las MVA en relacidén con

la toxicidad al Zn que permiten intuir una accién de "amortiguacién”
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posiblemente consistente en una acumulacién del nutriente en el
micelio, en forma "menos transferible" y utilizables por la planta
(Bradly et al., 1981; Dueck et al., 1986; Shuepp et al., 1987).

Se ha citado la existencia de interacciones Zn y P, de manera
que adicionando fosfato se reducen un 307% los flujos de entrada de Zn
(mg g-1 de raiz fresca dia~!) (Wallace et al., 1978). La opinién de
Tinker y Gildon (1983) es que el mecanismo puede operar en base a la
reduccién del nivel de micorrizacién por fosfato. En efecto Lambert
et al. (1979) en un ensayo con leguminosas confirmaron que la adicidn
de P reducia la captacién de Zn en plantas micorrizadas pero no en

controles no micorrizados.

3.6. Presencia de plantas no fijadoras, especialmente gramineas

que crecen en asociacidén con la fijadora

En un hecho bien documentado (Haynes, 1980) que las leguminosas
compiten mal con las gramineas por agua, luz y nutrientes. Por ello,
en mezclas leguminosa-graminea es comin encontrar fendmenos de
competencia que perjudican crecimiento, nodulacién y FBN. En el
trabajo de Butler y Ladd (1985b) se analiza el efecto de la densidad
de siembra y la competicién que ejerce Lolium sobre Medicago. La
conclusidén es evidente ya que en todas las situaciones experimentales
estudiadas por dichos autores el crecimiento y total de N en la
leguminosa fueron reducidos por la presencia de la graminea. En otros
casos (Craig et al., 1981) la inclusién de graminea incrementé 1la
FBN, por que la graminea retiraba mds eficientemente el N del suelo.
En cualquier caso, normalmente, la cosecha (peso seco y total de N)
suele ser mayor en la mezcla graminea-leguminosa que la obtenida
creciendo las plantas separadamente. Ademds, en el caso de forrajeras
la mezcla tiene beneficios desde el punto de vista de la nutricidn
animal (Haynes, 1980).

De acuerdo con todas esas premisas se han propuesto diversos

programas basados en estudios ecofisioldgicos y genéticos para
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seleccionar ecotipos compatibles de ambos tipos de plantas (Rhodes,
1981). Otro modelo de estudios se basa en el desarrollo de una
biotecnologia adecuada en cuanto a la seleccién de Rhizobium ¥y
programas de inoculacién de esta bacteria. Asi mismo, la inoculacidén
con VAM fué apuntada por Haynes (1980) como un método que cooperaria
eficazmente para equilibrar la nutricién de las leguminosas en la
mezcla. En ensayos llevados a cabo por Azcén-Aguilar et al., en
condiciones controladas (1985) y en las de campo (1987) se ha
confirmado el efecto beneficioso de las MVA sobre la asociacidn
trébol-R. trifolii, en cuanto a superar la accidn competitiva frente
a Lolium. Finalmente, se demostrdé un incremento de la productividad
del forraje total obtenido en la mezcla leguminosa-graminea

estudiada, con respecto a la de ambas plantas en monocultivo.

4. Cuantificacién de la fijacidén simbidtica de N, (FBN)

Es evidente que la cantidad de N, que un sistema leguminosa-
Rhizobium puede fijar va a ser afectada por multiples factores tales
como el genotipo de cada uno de los simbiontes, condiciones
ambientales —especialmente situaciones de estrés de diversa indole-,
tratamientos quimicos, fisicoquimicos o bioldgicos =-especialmente
micorrizas-, prédcticas agronémicas, etc. (Phillips et al., 1986;
Danso, 1988). Es obvio que tanto para optimizar el potencial para
fijar Ny de una leguminosa en una situacién ambiental concreta, como
para evaluar el impacto de un factor determinado en el proceso, es
preciso disponer de una metodologia que permita cuantificar con
precisién la proporcién del N en la planta que procede de 1la
fijacién, distinguiendola de la que procede de otras fuentes, tales
como suelo o fertilizantes. Ademds, esta técnica debe ser factible de
ejecutar en condiciones de campo.

Se han propuesto varios métodos para cuantificar la FBN, algunos
de ellos tienen aplicabilidad en condiciones naturales. Todos

presentan algin tipo de incoveniente, tal como analizan Weaver (1986)
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vy Hardarson et al. (1987). Sin embargo, algunos de los métodos que
usan isdtopos del N muestran una serie de ventajas y una utilidad
tal, que les cataloga como los mds apropiados para los fines
aludidos. A continuacién se resefian los diferentes métodos y se

resumen unos breves comentarios sobre cada uno de ellos:

a) Método basado en el incremento de la "cosecha" de N, o biomasa
("diferencia en N"). El método se basa en asumir que una planta
fijadora y una no-fijadora (control), crecidas en una misma situacién
medio-ambiental contienen la misma cantidad de N procedente del
suelo. Por simple sustracién del N contenido en la no-fijadora de la
cantidad contenida en la fijadora se estima la FBN. Evidentemente, el
método exige la eleccién de un control no-fijador apropiado que tome
al mismo N del suelo que la planta fijadora, lo cual es dificil no
sélo en cuanto a su eleccidn sino, fundamentalmente, en cuanto a
contrastar su funcionalidad real como tal control. La ventaja del
método es su simplicidad. Cuando el contenido de N asimilable en el
medio es bajo el método muestra utilidad, especialmente cuando, sélo
se pretende estimar diferencias entre tratamientos simples.

En los casos en que el N sea principal factor limitante la
diferencia entre la biomasa de la planta fijadora, con respecto al
control no-fijador, puede ser también tomada como una estimacidn

relativa de la capacidad de fijacién de Nj.

b) Método del "balance” de N en el sistema suelo—planta. Este
procedimiento se basa en medir todas y cada una de las entradas y
salidas de N en un sistema suelo-planta definido y obtener
indirectamente una informacidén cuantitativa de las entradas por FBN.

En resumen, las entradas de N al sistema pueden ser por:

- Precipitacidén y riego.
- Fetilizantes y semillas.
- Retorno a la capa arable de un suelo de N presente en zonas
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mds profundas por accidn fisica de las raices de las plantas.

- Fijacién Bioldgica de Ny (FBN).
Mientras que las perdidas pueden ser por:
Volatilizacién (denitrificacidn)

Lavado

Erosién

Utilizacién por las plantas y retirado en la cosecha

Es obvio que trabajando en ambiente natural, pero controlado,
usando lisimetros para estimar pérdidas por lavado y erosidn, etc. se
pueden estimar las distintas variables. Sin embargo, estas medidas
independientes estdn sometidas a diversas fuentes de error, por lo
que el método tiene bastante imprecisién. No obstante tiene validez
cuando se aplica a largo plazo y se acumulan bastantes datos que
permitan detectar cambios significativos en los parametros que

influyen en el balance.

¢) Técnica de la "reduccidn de acetileno". El método se basa en dos
hechos concretos: i) el acetileno es un inhibidor competitivo de la
FBN vy ii) la nitrogenasa cataliza la transformacién de acetileno. La
determinacién cuantitativa de este 1ltimo, el tunico producto de la
reaccién, puede efectuarse con facilidad por cromatografia gaseosa; y
cuando convenga, dada la estabilidad del producto (Hardarson et al.,
1987). Es un método sumamente popular, sencillo, barato, sensible y
que permite ciertas comparaciones relativas entre tratamientos, lo
cual lo hace til en ensayos fisioldgicos y bioquimicos relacionados
con el proceso de FBN. Sin embargo, presenta numerosos ¥y criticos
inconvenientes (Weaver, 1986; Hardarson et al., 1987; Witty y Michin,
1988). De un lado, el método ofrece, una estimacién puntual que es
afectada considerablemente por los ciclos de variacién de los ritmos

de fijacién durante el dia. Ademds, los distintos requerimientos en
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electrones de 1las reacciones catalizadas por 1la nitrogenasa:
reduccién de acetileno y de N,, hacen preciso el uso de un factor de
conversién. Normalmente se asume que este factor es 3, pero se ha
comprobado que puede oscilar entre 2 y 7 (Weaver, 1986). Asi mismo,
se observé que cuando los nddulos, o los sistemas radicales
completos, se exponen a la presencia del acetileno se aprecia
descenso rdpido de la actividad nitrogenasa, causada por diferencias
en la resistencia inicial del ndédulo a la difusién de 0, (Witty y
Minchin, 1988). De otro lado, la técnica es dificil de aplicar en
condiciones de campo, y que tanto el disturbar el sistema, como
muestrear "todos" los nddulos, para medir en condiciones controladas,
es una fuente de error considerable. Fundamentalmente, un gran
inconveniente del método es que no es valido para obtener valores

integrados de FBN a lo largo de un tiempo determinado.

d) Método basado en el contenido relativo en ureidos en la parte
aérea de las plantas. Se sabe que en ciertas leguminosas "de grano" y
en otras, como las de ecosistemas tropicales, el principal producto
de la FBN que se transporta en el xilema es un grupo de compuestos de
tipo ureido (Weaver, 1986). Estos compuestos se acumulan y su
proporcién relativa puede usarse como método de evaluar FBN en estas
plantas y su contribucidn proporcional a la nutricién nitogenada de
las mismas; la metodologia apropiada es objeto de estudio, pero, en
cualquier caso, se trataria de una medida indirecta y también puntual
de la FBN.

e) Uso de isotopos del N para medir FBN. Se considera que este grupo
de técnicas son las uUnicas que ofrecen cuantificaciones directas de
la FBN, permiten distinguir la proporcién de N en la planta que
procede del suelo (% NpdSuelo), de un fertilizante (% NpdFert) o de
la atmosfera (% NpdFij) y de dar unos valores de FBN integrados para
todo un ciclo de crecimiento de un sistema Leguminosa-Rhizobium dado.

Por el interéds del tema y por su incidencia directa en el presente
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estudio, estas metodologias merecen la consideracién especial y

relativamente extensa, que sigue.

5. Uso de le en la medida de FBN

Para facilitar el conocimiento de fundamentos y procedimientos
propios de las metodologias que emplean Nl para cuantificar FBN es
necesario establecer unos conceptos bdsicos sobre los isétopos del N
y el llamado "valor A", correspondiente a las distintas fuentes de N
para una planta. Por ello se introduce seguidamente una breve resefia

de estos aspectos, claves en la problemdtica en cuestion.

5.1. Los isdétopos del N

Es bien conocido que el N tiene 6 isétopos, de los cuales sélo
el N4 y NL> son estables. La composicién isotdpica de la atmdsfera
y, en general, de los materiales naturales, se mantiene casi
constante, de modo que la "abundancia natural" de ambos isétopos se
establece en 0.336% de NI y 99.634% de Nll’, aproximadamente. En
circunstancias, que después se comentan, puede haber diferencias en
la abundancia natural entre atmdsfera y suelo. Estas suelen ser a
nivel de 42 decimal. Independientemente de ello y asumiendo 1la
"constancia” en la relacién N2 / N# del "medio natural” se ha
desarrollado una metodologia basada en conceptos como el que sigue.
Si se le suministra a una planta un producto que tenga un "exceso
atémico” de NI (% de N por encima de los 0.366% de "abundancia
natural"), la composicién isotdépica del N que esa planta acumule
denotard un incremento en la proporcién N5 / N4, Cuanto mds alto es
el exceso atdémico en % N2 en 1la planta, mayor ha sido la captacidn
relativa de N procedente del producto marcado. Por el contrario, un
descenso relativo en la relacién N / N* en esa planta,
suministrada del producto macado, indica un incremento en la

captacién de N a partir de fuentes no marcadas (con composicién a



47

nivel de abundancia natural). Aunque con ciertos matices que
posteriormente se discutirdn, se asume de entrada que las plantas no
distinguen N de Nla.

5.2. Uso de NL° para determinar la eficiencia de un fertilizante

para la planta

De acuerdo con lo que antecede el uso de Lo permite medir de
forma directa 1la cantidad o porcentaje de N existente en un
fertilizante que es tomado por la planta (% NpdFert) relacionando la
proporcién N / N4 en 1a planta con la del fertilizante, o

simplemente con el % de exceso atémico (e.a.) en N en planta y
fertilizante. Asi:
%7 e.a. N2 en planta
% NpdFert = x 100
% e.a. N2 en fertilizante (1)

Teniendo en cuenta que la cantidad de N (N14 + NI?) afiadida con
el fertilizante es conocida y el total de N en la planta es
facilmente determinable, se puede calcular la eficacia en el uso de

un ferilizante (% E.U.F.), utilizando la siguiente ecuacién:

Total N en planta pdFert
% E.U.F = x 100
Total N aplicado con el fertilizante (2)

Esta ecuacién permite valorar el nivel de wutilizacién de
diferentes fertilizantes y el efecto de practicas agrondmicas y
condiciones ambientales diversas en el aprovechamiento de los mismos
por la planta, lo que le convierte en una excelente herramienta en
agronomia (Fried, 1973).

Es obvio que la no radioactividad del N° facilita su uso sin
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riesgos. Su determinacidn se realiza por Espectrometria de Masas o de

Emisidn.

5.3. Concepto del "valor A"

Fxiste un hecho bdsico en el contexto de la relaciones suelo-
planta que asume que cuando a una planta se le suministran dos o mas
fuentes de N, tomara el nutriente de cada una de estas fuentes en
proporcién directa a las cantidades disponibles (en cada una de
ellas); o sea, si afiadimos a un suelo un fertilizante marcado con
le, la planta va a tomar NLO del fertilizante asimilable (factor
conocido, que se denomina valor Ap,.. ¥ N4 asimilable del suelo
(factor no conocido, que se denomina valor Asuelo)' Ello permite
escribir la siguiente ecuacidn, llamada de "proporcionalidad en la

utilizacidn de distintas fuentes de N":

% NpdFert % NpdSuelo

AFert ASuelo (3)

Teniendo en cuenta que el valor Ap,,.. para el N es la dosis de N
aplicada a una superficie (mz, ha) o volumen de suelo (maceta),

expresada en mg, kg, etc. de N total aplicado. De aqui, se deduce

que:
% NpdSuelo
Agyelo = x Dosis de N aplicada
% NpdFert (4)
Pero puesto que % NpdSuelo = 100- % NpdFert, se puede escribir
que:
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100 - % NpdFert

x Dosis N aplicada

Asuelo ~
% NpdFert (5)

Donde el % NpdFert se calcula por la férmula (1)

Ello permite calcular el valor A del suelo para el N, pardametro

que indica la oferta en N de ese suelo a la planta. Se expresa en las
mismas unidades de fertilizante que se utiliza para det

férmulas (4) 6 (5) (kg ha~l; mg/maceta...).

erminarlo, en

5.4. Metodologias basadas en el uso de NL° y su aplicacidén a

evaluar FBN

Como se indicd anteriormente son los métodos de eleccidn.
Se puede aceptar que existen 4 tipos de metodologias basadas en:

a) Uso de 15N2 (gas). Tiene escasa utilidad en condiciones naturales

y grandes limitaciones en controladas.

b) Uso de fertilizantes o substratos enriquecidos en le:
i) Técnica de la dilucién isotdpica. Se acepta como el método
mds util para medir FBN.

ii) Técnica que utiliza el concepto del "valor A".
pero puede ser igualmente

Esta

metodologia es discutida conceptualmente,

itil como 1i).

c) Uso de la diferencia existente en "abundancia natural" en 15N

entre atmésfera y suelo. Esta técnica exige una gran precisién (48

decimal), y es aplicable en casos, ofreciendo estimaciones de gran

fiabilidad.

A continuacién se discuten diversos conceptos en relacién con

dichas metodologias. Las férmulas utilizadas y las ecuaciones que se
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aplican (asi como las ya expuestas en apartado 5.1 y 5.2) proceden de
Danso et al. (1983). Dada la importancia de las técnicas agrupadas en
el apartado b), y a su incidencia en el presente estudio, se les va a
dedicar una atencién prioritaria, que seguird a una breve resefia
sobre las técnicas a) y c) que a continuacidn se ofrece:

En lo que respecta al uso de lez, es decir que realmente es un
método que proporciona estimaciones directas de 1la fijacidn
(Hardarson et al., 1987). La técnica exige mantener por un corto
espacio de tiempo a las plantas en wuna camara cerrada y
suministrarles una atmdsfera enriquecida con N2, Evidentemente la
situacidn difiere de las condiciones de campo y, ademds, las medidas
son puntuales y no integradas a lo largo del tiempo. Este ultimo
hecho es importante porque la FBN estd sujeta a variaciones diurnales
y estacionales que hay que considerar. En este sentido, Giller et al.
(1984) disefiaron una camara que permitia el sistema radical de un
mimero de plantas expuestas a una atmésfera enriquecida en 15N2,
mientras que las partes aéreas de las mismas permanecian en
condiciones mds naturales. El aparato permite controlar y recuperar
las mezclas gaseosas aplicadas. Con este método sus autores pudieron
medir FBN por bacterias asociadas a rizosfera de gramineas y estimar
su transferencia a dichas plantas.

En cuanto a la aplicacién de las diferencias en "abundancia
natural"”, de NL5 solo se hace un breve comentario, que se extenderd
en el apartado 5.5.4.2. de este capitulo de Introduccién, al hecho de
que tiene lugar una cierta discriminacién isotdpica durante el
desarrollo de los suelos. Por ello, en muchos casos, estos tienen una
"abundancia natural” de NLd ligeramente superior (normalmente a nivel
de 4% decimal) que la atmésfera (Weaver, 1986; Hardarson et al.,
1987). Consecuentemente, las plantas fijadoras suelen tener una
abundancia natural en le ligeramente mds baja que las no fijadoras
(Rennie, 1986a). Para calcular fijacién por este método ( NP ) se

aplica la ecuacidn:
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% e.a. N> en Planta Fijadora - 0.366
N () = x 1000
0.366

La principal desventaja de este método es que exige una gran
precisién en las medidas y en la gran variabilidad de los
enriquecimientos de los materiales naturales. Sin embargo, ha sido
emplado con exito (Domenach y Corman, 1984; Morris et al., 1985; Wada
et al., 1986) y sigue siendo actualmente objeto de atencidén y uso
(Rerkasem et al., 1988) ya que los progresos en los aparatos de
medida (necesariamente espectrometros de masas, no de emisidn)
permiten obtener estimaciones de FBN de considerable fiabilidad.

5.5. Uso de fertilizantes enriquecidos en N1 para medir FBN

la adicidén de un fertilizante nitrogenado marcado con un exceso
atémico en N'° a un suelo en el que va a crecer la planta fijadora
junto con otra planta control no fijadora (planta de referencia) es
la base del que se considera el dnico método directo que permite: a)
una evaluacidn integrada de la FBN a lo largo de un periodo de tiempo
v b) distinguir la contribucién del suelo, fertilizante y atmdsfera
al contenido total de N en planta. Precisamente, la eleccién de una
planta de referencia adecuada, que va a servir para estimar la
relacién N2 / N'* del suelo & el N disponible en el mismo Reiato)s
es critica para la aplicacién correcta de la técnica.

Existen dos variantes fundamentales en esta metodologia: la
1lamada "técnica de la dilucién isotdpica" y la que precisa
determinar previamente el valor A del suelo ("técnica del valor A").
Ambas se basan en los mismos dos conceptos: a) la dilucién isotdpica
del N procedente del suelo y fertilizante, que tiene una relacidén NLD
/ ¥4 mis alta (yva que se ha inducido un enriquecimiento con el
fertilizante marcado) por el N procedente de la atmésfera, que posee
una relacién N2 / N mds baja (abundancia natural); y b) la
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asimilacién por las plantas del N del suelo y fertilizante en
proporcién directa a las cantidades disponibles en cada una de estas
fuentes.

Seguidamente se discuten los fundamentos y procedimientos de
ambas variantes de la metodologia resumiendo la informacidn

recientemente revisada (Vose y Victoria, 1986; Hardarson et al.,

1987; Danso, 1988).

5.5.1. Técnica de la dilucidn isotdpica

Este caso es aplicable cuando, tanto la leguminosa como la
planta no fijadora 6 de referencia, reciben la misma cantidad y
enriquecimiento de N fertilizante. Las dosis en que esta se aplica
debe ser suficiente para el crecimiento de la no fijadora y no
inhibidora de la FBN por la fijadora. Evidentemente ambas plantas
estdn utilizando una fuente de igual composicién isotdpica O
Nu*) del conjunto suelo + fertilizante, por ello, la relacidn
isotdpica (N15 / Nll’) del N en planta que deriva del medio debe ser
la misma para ambos tipos de plantas. En el caso de la fijadora la
relacién N2 / L4 esperada (la misma que en la no fijadora) en la
préctica, es mds baja, debido a que la concentracién de NS se diluye
con Ny atmosférico de composicién isotépica similar a la "abundancia
natural”. Dicha dilucidén serd mayor cuanto mayor sea la eficacia del
sistema fijador de N,. Para calcular el % de N en planta que procede
de la fijacién (% Npd Fij), Fried y Middelboe (1977) desarrollaron

unas ecuaciones que se resumen en la siguiente:

% e.a. en "Fijadora"

% Npd Fij = (1 - ) 100
% e.a. en "no Fijadora" (6)
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Como puede observarse esta férmula permite calcular 1la
proporcién de N procedente de la fi jacidén independientemente de la

biomasa cosechada.

5.5.2. Técnica del "valor A"

En ciertos casos, para que la planta no-fijadora pueda crecer
adecuadamente, es preciso suministrar una dosis de N dada, que puede
resultar inhibidora de la FBN en la planta fijadora. Evidentemente es
preciso aplicar diferentes dosis, y posiblemente, enriquecimientos en
N5 del fertilizante a ambos tipos de plantas. Estas estdn pués,
utilizando un suelo con distintas relaciones NL> / Nll*. En estos
casos, ain es posible determinar FBN aplicando la metodologia basada
en el concepto del valor Ay del suelo (Fried y Broshart, 1975). La
hipétesis se basa en el concepto del wvalor A, expresado en la

ecuacidén de proporcionalidad (3) ampliada de la siguiente manera:

% Npd Fert % Npd Suelo % Npd Fij

Apert Asuelo Ap; j (7
Asi mismo, se basa en el hecho de que valor A del suelo debe
permanecer constante a diferentes dosis de fertilizante nitrogenado
(Danso et al., 1983).

De acuerdo con la ecuacién (4) se calcula el valor Ag,.1, Para
la planta no fijadora, pero cuando dicha formula se aplica para la
planta fijadora, el valor A calculado incluye Agya1, * AFij como
conjunto, puesto que la formula estima aportes de N asimilable no
enriquecidos con N o sea, todo lo que no sea fertilizante marcado.

Seguidamente, se calcula el valor Apy § como sigue:

Apiy = (Aguelo * AFij) =~ Aguelo
("Fijadora™) ("no-Fijadora") (8)
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Teniendo en cuenta las ecuaciones (7) y (8)
% Npd Fert
% di FiJ = X AFiJ (9)
AFert

Como puede observarse, esta férmula, como 1la (6), es
independiente de la cosecha.

En diversos experimentos se ha demostrado la validez de las
estimaciones de la FBN siguiendo la hipdétesis del "valor A" (Danso,
1988), e incluso Fried (1985) aporta evidencia prictica y tedrica de
que la técnica de la "dilucién isotdpica" y la del "valor A" son
unificables. No obstante, conceptualmente incluso, sigue siendo
discutida (Vose y Victoria, 1986). Las principales criticas residen
en el hecho de que a veces no se obtiene el mismo valor A usando
diferentes niveles de N. Posiblemente en estos casos ocurren
considerables intercambios de N entre suelo y fertilizante lo cual
afecta aspectos conceptuales claves en el desarrollo del método. Asi
mismo, se han apuntado que las perdidas de N por denitrificacién se
afectan por la dosis de N afiadida. Por lo que antecede se deduce que
las estimaciones de FBN utilizando la metodologia basada en el "valor
A" necesita ser tomadas con precaucidén hasta no ser contrastada.

Recientemente, Urquiaga y Boddey (1987) demuestran que mientras
se mantenga que el % E.U.F. sea el mismo para la planta fi jadora y la
de referencia, el método del "valor A" proporciona estimaciones
fiables. Se han encontrado buenas correlaciones entre las
estimaciones de FBN por el "valor A" y las obtenidas por el "método
de la diferencia", como ejemplo reciente, Papastylianou (1987).

5.5.3. Ventajas de las metodologias basadas en el uso de le

Aunque algunas de las ventajas de estas metodologias han sido

apuntadas anteriormente, se ha considerado oportuno enumerarlas, como
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conjunto, en este apartado. Para ello se resume la informacidn
discutida por Rennie (1986a) y Danso (1988):

a) dan valores integrados de 1la FBN para estaciones de
crecimiento completas tanto en condiciones controladas como en
naturales.

b) Son los Unicos métodos que distinguen la procedencia del N en
la planta, o sea el % que proviene de la fijacién, del suelo o del
fertilizante. Esto es especialmente importante para comparar (y
seleccionar) ecotipos o genotipos de plantas, o de Rhizobium, asi
como practicar tratamientos, con vistas a incrementar la
potencialidad de sistema para FBN.

c) Como consecuencia de (a) + (b). Mediante ensayos "a lo largo
del tiempo", tal como el descrito por Zapata et al. (1987) con soja,
se puede averiguar la evolucién de la contribucidén de las diversas
fuentes de N a la nutricidén de la planta. Ello permite "manipular" el
sistema para optimizar los distintos procesos.

d) La medida del % de N que procede de fijacidn es independiente
de la cosecha, de acuerdo con las formulas (6) y (9). Ello permite
reducir los costos de le, ya que sélo es necesario marcar pequefias
sub-parcelas. Cuando se pretenden dar los datos de fijacién total
(por ejemplo, kg/ha de N, fijado) lo que se hace es establecer
parcelas de mayor tamafio, a las que se afiade N no marcado en la misma
cantidad que la que se uso en las subparcelas correspondientes,
marcadas.

e) En los casos en que no se precisen estimaciones cuantitativas
de la FBN sino simplemente ordenar, siguiendo el criterio de eficacia
para FBN, diversos tratamientos, genotipo o ecotipo de simbiontes,
etc., el método de la dilucidn isotdpica ofrece una ventaja de sumo
interés: No es necesario usar planta de referencia, no fijadora. Para
ello se fijan todos los componentes del sistema, menos uno del que se
quieren ensayar individuos (por ejemplo varios Rhizobia spp). En
todos los casos (macetas, parcelas) se adiciona la misma cantidad del
mismo fertilizante marcado y transcurrido el tiempo estimado, se
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calcula la relacién N> / N4 en planta. Cuanto mds baja es esa
relacién mis alta es la cantidad de N, atmosférico fijado, o sea mds
eficiente es el componente del sistema o tratamiento ensayado para
FBN.

f) Los métodos que usan N!° son los mis sensibles para
determinar FBN.

g) Como complemento a los estudios de FBN se puede obtener, sin
gasto adicional de 1isétopo, informacién complementaria sobre
"Transferencia de N", descomposicién de materia orgdnica, estudios
sobre el "balance de N" en el ecosistema, eficacia en el uso de

fertilizantes etc.

5.5.4. Fuentes de error en las metodologias que utilizan
15
N

compuestos marcados con

El uso correcto de estas metodologias tiene unas limitaciones
marcadas por el correcto control de unas determinadas fuentes de

error. Estas son las siguientes:

5.5.4.1. La planta control no fijadora 6 de referencia

Puesto que para cuantificar FBN por estos métodos es
imprescindible conocer los valores integrados de la relacién LD /
N4 del suelo, 6 el valor A del mismo, es clave la eleccién de una
planta de referencia adecuada. De acuerdo con Fried et al. (1983);
Vose y Victoria (1986) y Remnie (1986a) las caracteristicas de un
sistema de referencia para su eficacia como tal se exponen a
continuacién, reservandose para el apartado 5.5.5. las soluciones y
los sistemas que en la practica se utilizan, de acuerdo con las
caracteristicas que aqui se detallan.

a) Ausencia de capacidad fijadora de Ny. Teniendo en cuenta que
ciertas gramineas pueden poseer bacterias fijadores de Ny asociadas a

sus rizosfera, es importante contrastar estos hechos mediante la
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técnica de la reduccidén de acetileno.

b) Tanto la planta fijadora como la de referencia deben tomar, a
lo largo del tiempo, el N del suelo (+ fertilizante) con una relacidn
NLO / N4 similar para ambas plantas. Este hecho no indica que ambos
tipos de plantas deben tomar la misma cantidad de N mineral sino que
este tenga la misma composicién isotdpica. Esto se considera uno de
los aspectos mds problemdticos para aplicar la metodologia del NLo
(Chalk, 1985). Tal similitud en los perfiles de captacidén de N a lo
largo de los ciclos de cultivo depende, en primer lugar, de unmas
caracteristicas morfoldgicas geométricas y fisioldgicas del sistema
radical y sus habitos de desarrollo, asi como de la distribucidn
vertical y horizontal del N aplicado en el suelo. Los ciclos de
crecimiento de ambas plantas deben ser parecidos y estas deben ser
sembradas y cosechadas al mismo tiempo. Los factores ambientales
deben afectar similarmente a ambos tipos de plantas. Teniendo en
cuenta el decline de la relacién N'° / N'% en el suelo a lo largo del
tiempo (Witty, 1983), este conjunto de caracteristicas es de especial
interés. Aunque en el apartado 5.5.5. se citan las soluciones a estas
limitaciones, se anticipa que se han seleccionado plantas de
referencia que son capaces de absorver N de una zona similar a la

le se suele acumular en

fijadora correspondiente y que, como el
horizontes superficiales se obtienen unas relaciones le / N14
bastante uniformes (Remmnie, 1986a).

c) El sistema de cultivo. Es conocido que, en el caso de
leguminosas forrajeras y, fundamentalmente, las de pastizal, las
plantas crecen mezcladas en contacto con gramineas y otras plantas no
fijadoras, que suelen usarse como control en la estimacidn de la FBN.
Esto representa, de un lado, una ventaja puesto que aparentemente
ambos tipos de plantas estan usando el mismo suelo en lo referentes a
la relacién NL° / N4, Incluso en caso de que haya diferencias en los
ritmos de descomposicién de 1los residuos de ambas plantas, las
alteraciones en las relaciones N-° / N4 en el conjunto del suelo a

utilizar resulta homogenea y similar para ser usada por los dos tipos
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de plantas. Pero, en otro orden de cosas, el cultivo mixto induce
fuentes de error en las estimaciones de FBN por técnicas isotdpicas.
En primer lugar, puede ocurrir "Transferencia de N" (Weaver, 1988),
como mds adelante se discute. En este caso, la planta estaria
recibiendo una fuente extra de N con una relacidn NLO / N4 similar a
la "abundancia natural”, proveniente, indirectamente, de FBN por la
leguminosa. Ello afecta las estimaciones de la relacién NL? / N4 del
suelo, que deberia ser alterada solo por una tUnica fuente: el
fertilizante marcado y, obviamente, el valor A del suelo. De otro
lado, los fendmenos de competicidén entre gramineas y leguminosas
(Haynes, 1980) también alteran los ritmos de crecimiento y modifican
los volumenes relativos de suelo "disponible" para ambas plantas.
Estos hechos inducen a error en las estimaciones de FBN si se
utilizan plantas fijadoras y de referencias creciendo en mezcla

("intercropping").

5.5.4.2. Existencia de discriminacidén isotdpica en el sistema

suelo—atmdsfera

Durante la formacién de los suelos ocurren ciertos cambios
fisicos, quimicos y bioquimicos que afectan los ciclos de los
nutrientes dando lugar a alteraciones en las velocidades de difusidn
y reaccién entre isétopos. Asi ocurre en el caso del N habiendose
encontrado variaciones en el fraccionamiento isotdpico que pueden
conducir a cambios en la abundancia natural de Nid
naturales (Yoneyama et al., 1986 y Remie, 1986a). Esto,
evidentemente, puede conllevar a diferencias en la abundancia natural
en N!° entre suelo y atmésfera. En ello se fundamenta el método de
medir FBN basado en la "abundancia natural"”, tal como se describid
anteriormente (apart. 5.4.). Sin embargo, las variaciones, que suelen

en materiales

afectar sélo a la 42 decimal, no parecen criticas en las estimaciones
utilizando compuestos marcados con NLo para medir FBN (Remnie,
1986a).
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5.5.4.3. Existencia de descriminacidn isotdpica entre diferentes

partes de la planta

En ciertos ensayos se han encontrado diferencias significativas
en el enriquecimiento en NL2 entre diferentes partes de las plantas
(Henson y Hichel, 1984; Butler y Ladd, 1985a; Yoneyana et al., 1984 y
1986; Butler, 1987). Esto, probablemente, es el resultado de una
discriminacién isotépica durante la asimilacién y transporte de N o
en la sintesis de proteinas. Es obvio que ello afecta las medidas de
FBN, segin sea, la parte de la planta muestreada. De acuerdo con
Danso (comunic. personal) conviene contrastar previamente si existe
tal discriminacién en el sistema particular de estudio ya que, por
ejemplo en el caso de leguminosas forrageras, o en pastizales, el
sistema radical tiene una influencia cuantitativa considerable, por
lo que un diferente enriquecimiento entre rafiz y parte aérea
afectaria los datos de FBN si solo se analiza esta Ultima, como se

tiende a hacer normalmente.

5.5.5. Sistema no fijador, formas y dosis de fertilizante

comunmente utilizadas

La informacién existente ha sido recientemente revisada por
Danso (1988), por lo que se utiliza dicho trabajo como base para
resumir los conceptos fundamentales sobre el tema.

5.5.5.1. Planta no fijadora de referencia

Se han utilizado los siguientes tipos:

a) la misma planta fijadora (una leguminosa) no inoculada.
Teoricamente este es el mejor control en suelos en los que no existe
Rhizobium especifico nativo (Remmie, 1986a).

b) Una leguminosa fijadora inoculada con Rhizobium inefectivo.

¢) Isolineas de una leguminosa resistente a la nodulacién por
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Rhizobium.

Existen evidencias, por ejemplo, Vasilas y Ham (1984), que
apoyan una similitud en los perfiles de captacién de N mineral en
leguminosas noduladoras y las correspondientes no noduladoras, por
lo que estas serian un control ideal. Sin embargo, también se ha
descrito la existencia de diferencias en los modelos de captacién
proporcionada de N del suelo y fertilizante (Boddey et al., 1984),
por lo que el uso de tales tipos de plantas como control de
referencia debe ser contrastado previamente.

d) La misma leguminosa adicionada de altas dosis de N. Ello
implica tener que usar la técnica del valor A y ofrece el
inconveniente de la no seguridad de haber inhibido la nodulacidén
(Rennie, 1986a).

e) Una planta no leguminosa, normalmente un cereal. La
literatura sobre el uso de este control es abundante, siendo las
dnicas limitaciones contrastar tanto la ausencia de fijacién como la
similitud en el uso proporcional del N del suelo (N15 / N4 del
fertilizante marcado + suelo), con respecto a la planta fijadora.

5.5.5.2. Tipos de fertilizantes enriquecidos en NLo

De acuerdo con Danso (1988) se pueden distinguir los diferentes

tipos de fertilizantes marcados con N

Sulfato aménico, nitratos

De liberacidn cdlcico, sédico, potdsico...
rdpida Urea etc.
Inorgéanicos
Nitrato potdsico en "pellets"
De liberacién de yeso u oximida
lenta Sulfato aménico + "N-serve"
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Material vegetal marcado
Adicidn de sacarosa, u otro material
hidrocarbonado para acelerar la inmobili-

N Immobilizado zacidn microbiana del N.
Uso del le residual en un suelo

Los trabajos de Chalk (1985), Witty ¥ Ritz (1984), Steel y
Littler (1987), discuten la utilidad de las diferentes fuentes de N
inorganico y encuentran que estas pueden afectar las estimaciones de
FBN. Uno de los factores mds influyentes es la forma de N combinado,
NOg” 6 NH4+, ya que, de acuerdo con las caracteristicas del suelo, y
teniendo en cuenta la diferente movilidad de ambas formas, la forma
de N puede afectar los valores de fijacién obtenidos dadas las
diferencias, aunque sean minimas, en los habitos de enraizamiento de
las plantas fijadora y de referencia.

Considerando la problemitica asociada a la '"caida" en la
relacién N/ NLA (Witty, 1983), el tipo de fertilizante a elegir es
critico. En este sentido, se tiende al uso de fertilizantes
inorganicos de liberacién lenta (Witty y Ritz, 1984) 4 a la adicidén
de un inhibidor de 1la nitrificacién, como es el "N-serve", cuya
utilidad ha sido analizada por Remnie (1986b).

Otro procedimiento es usar N inmobilizado, por ejemplo,
afiadiendo materia orgdnica marcada (Freitas et al., 1984; Butler y
Ladd, 1985a; Remnie, 1986b). En este laboratorio se ha conseguido, en
un ensayo en el que se incorporé materia organica marcada, una
estabilizacién adecuada de la relacién N/ N4 en suelo, lo que

ofrecié estimaciones bastante fiables de la FBN por alfalfa en
condiciones de campo (Barea, 1988).

Es de notar que Ledgard et al. (1985a y b) desarrollaron una
formula matemdtica que permite establecer correcciones en las
estimaciones de la captacidén de N del suelo y fertilizante, aplicable
a fuentes de N2 inorgénicas, de rdpida liberacién.

Una recomendacién habitual (Heichel et al., 1985; Danso, 1988)
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es desarrollar en ensayo de tipo "time-course" para estudiar los
perfiles de captacién de N a lo largo del tiempo y comprobar la no
existencia de desviaciones entre 1la planta fijadora y 1la de
referencia. En un ensayo de este tipo, en condiciones de campo,
utilizando Trifolium repens y Lolium pereme (Barea et al., 1989), se
encontrd una similaridad aceptable en las proporciones NLD / NL4 que
ambos tipos de plantas tomaron del suelo + fertilizante marcado, que
era SO4(NH,)p. La tendencia se mantuvo a lo largo del tiempo por lo

que se obtuvieron unas estimaciones de FBN de garantia.

5.5.5.3. Dosis y formas de aplicacidn de fertilizantes marcados
con le

Los estudios de Chalk (1985) y Danso (1988) asi como 1la
informacién obtenida en los Programas de Investigacidén Coordinados
que organiza la Agencia Internacional de 1la FEnergia Atdmica
(IAEA/FAO) de Naciones Unidas, en los que participa este laboratorio,
han alcanzado unas conclusiones, que se resumen seguidamente:

Para las leguminosas las dosis normalmente empleadas estdn entre
5-20 kg N/ha con un enriquecimiento entre el 5-10% de exceso atdémico.
Para las plantas de referencia se suelen emplear las mismas dosis y
enriquecimientos, si se va a seguir la técnica de la "dilucidn
isotdpica" o de unos 100 kg N/ha del 1% de exceso atdmico en le, si
se va a usar la técnica del "valor A". Es obvio que el nivel de N del
suelo, duracidén del ensayo, nivel de precisidén, que esta a su vez en
funcidén del equipo disponible, etc., afectan la decisién de las dosis
y enriquecimientos a utilizar.

Con respecto al método de aplicacién se han propuesto varios:
aplicacién foliar, a "bandas", a "voleo", en solucién que se inyecta
al suelo (Remie, 1986b; Danso, 1988). La experiencia ganada en
Programas de IAEA / FAO indica que la aplicacién en soluciones
acuosas a unos 200 ml/m? proporcionan una distribucién adecuada del

isétopo, que se mejora si va seguida de una irrigacién controlada.
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5.5.6. Efecto de diferentes factores que influencian la FBN,

utilizando las técnicas del NLD

La utilizacién de 1las metodologias basadas en el uso de
compuestos enriquecidos en NL2 son cada dfa mds utilizadas, a la
vista de las ventajas apuntadas. las revisiones de Chalk (1985);
Phillips et al. (1986); Remie (1986a); Hardarson et al. (1987);
Heichel (1987) etc. recopilan estudios y datos de FBN en diversos
ecosistemas y tipos de leguminosa (de grano, forragera, de pastizal
etc.). Asimismo hay que hacer notar que se han desarrollado estudios
de FBN, usando le, con leguminosas lefiosas (Zaharah, 1987) plantas
actinorrizas (Gauthier et al., 1985) especies de Sesbania,
leguminosas noduladas en tallo, (Ndoye y Dreyfus, 1988) incluso se
aplica la metodologia para estimar FBN en sistemas no simbioticos,
tales como arroz (Marumoto, 1986), otras gramineas (Giller et al.,
1986; Remmie y Thomas, 1987) & cafia de azucar (Freitas et al., 1984),
como algunos ejemplos representativos.

Indudablemente la gran mayoria de los estudios se han efectuado
en leguminosas, fundamentalmente orientados a incrementar la eficacia
de 1la FBN mediante la "manipulacién" de los distintos componentes del
sistema simbidtico, & aplicando tratamiento que se sabe afectan al
proceso.

Se han realizados diversos estudios en programas de seleccién de
genotipos de la planta, como e jemplo reciente Duc et al. (1988), que
aplican diversas modalidades de la técnica de le, para seleccionar
el cultivar de leguminosa que obtiene mejores ventajas de la FBN en
el ecosistema en cuestidén. En otros ensayos se ha aplicado la técnica
(le) para seleccionar el genotipo de Rhizobium (Hardarson et al.
1984), vy en otros, se ha investigado la interaccidén entre el genotipo
de planta y el genotipo de Rhizobium (Senaratne et al., 1987; Douka
et al., 1986; Danso et al., 1987).

Fn varios ensayos se ha investigado el papel de N combinado

sobre la FBN, tanto en lo que se refiere a su forma de aplicacidn
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(Butler y Ladd, 1985a), como a la via en que es suministrado, d a su
momento de aplicacién (Azfa et al., 1987). Estos estudios concluyen
que una aplicacidén racional de N, en momento y forma adecuados, que
varia con el ecosistema, puede incrementar la cosecha sin afectar
FBN. Este hecho que era conocido de antiguo, se matiza y precisa
utilizando el trazador isotdpico (le). Es obvio que, de acuerso con
algunos comentarios anteriores, las caracteristicas del ecosistema, y
mis concretamente el suelo, afectan las medidas de FBN (Reicharat et
al., 1987).

La densidad de siembra ha sido otro de los factores considerados
en estudios con N2 (Butler y Ladd, 1985b; Danso et al., 1987). Los
efectos son normalmente influenciados no solo por la densidad de
siembra, en si, sino porque el propio sistema es afectado por
fendmenos de competencia con otras plantas no fijadoras. Los
anteriores trabajos estudian tal hecho, en forma que se van a
discutir mds ampliamente en el siguiente apartado (5:6.)

la defoliacidén como proceso que afecta a la fotosintesis y, por
lo tanto, indirectamente, a la FBN, ha gido también considerada. Como
cabia esperar afecta negativamente los niveles de fijacidén (Butler,
1987).

La fertilizacién con S, como factor que influye en la FBN, fué
también ensayada utilizando NL? y su efecto fué confirmado por esta
metodologfia (Shock et al., 1984).

Finalmente hay que referir que el aporte de P, tanto por medios
quimicos, como por medios bioldgicos, fundamentalmente por
micorrizas, va a tener una influencia importante en FBN, contrastada
con N2, Estos estudios, dada su incidencia directa en las
investigaciones que aqui se presentan, van a ser objeto de un estudio

particular (apartado 5.7.).
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5.6. Aplicacidén de la técnica de la dilucidn isotdpica ()

para medir "Transferencia de N" y otros aspectos de la nutricidn

nitrogenada de las plantas

Tanto los cultivos mixtos de plantas fijadoras y no fijadoras
("intercropping”) en sus distintas modalidades (Ofori y Stern, 1987)
como las rotaciones de cultivos con ambos tipos de plantas, presentan
unas peculiaridades notorias desde el punto de vista de la nutricidén
nitrogenada, tal como fueron analizadas previamente. La técnica de la
dilucidén isotdpica es una excelente herramienta de trabajo para
cuantificar la circulacién de N en el ecosistema.

En el caso de cultivos mixtos simultaneos, la técnica se ha
empleado para estudiar la competicién de las plantas por N (Butler y
Ladd, 1985b; Ismaili y Weaver, 1986; Morris y Weaver, 1987), 4 para
estimar tal efecto de competicién junto con el de aplicar
fertilizantes nitrogenados y comparar su influencia en cultivos
mixtos y separados de una misma pareja de plantas (Rao et al., 1987;
Danso et al., 1988). Sin embargo el aspecto mds estudiado y discutido

NLd para investigar la

en relacién con esta temdtica es el uso de
existencia, y cuantificar, en su caso, "Transferencia de N" desde la
planta fijadora (leguminosa, por ejemplo) a la no fijadora (graminea,
por ejemplo). Se asume que ocurre, tal transferencia si el
enriquecimiento (% de exceso atdmico en NL) de 1a graminea en mezcla
con la leguminosa es menor que cuando la graminea crece sola.
Obviamente en todos los casos se afiadia al suelo la misma cantidad y
riqueza de un fertilizante marcado con W2, 1a explicacién es que si
la graminea en mezcla tiene una relacidn NL> / N4 nds baja, cuando,
teoricamente, la debia tener igual que en cultivo puro, es porque ha
contado con una fuente adicional de N en relacién N2 / N4 a nivel
de abundancia natural, y esta sélo puede ser la atmdsfera, a través
de FBN por la leguminosa acompafiante.

La transferencia se puede cuantificar mediante 1la siguiente

férmula:
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% NLD e.a. en no-Fij en mezcla
% Npd Trans = (1- ) x 100
% NLO e.a. en no-Fij sola

Trabajos experimentales recientes (Ofori et al., 1987; Boller y
Nosberger, 1987; Ta y Faris, 1987 y 1988) y articulos de revisidn
(Heichel, 1987; Wearer, 1987) han demostrado 1la existencia de
"Transferencia de N". Los mecanismos propuestos han sido el 1lamado
de "excrecién & exudacidén directa" de compuestos nitrogenados por
parte de la leguminosa, O el de "descomposicién de nddulos". Otros
autores, por ejemplo Leadgard et al. (1985c) y Kumar Rao et al.
(1987) no han encontrado evidencia isotdpica que apoye la existencia
de transferencia. En un ensayo de campo, antes aludido (Barea et al.,
1989) se encontrd que la transferencia ocurria en unos cortes y no en
otros. Ello sugiere que fendmenos de mineralizacién o de fijacidn de
N 4 componentes del suelo pueden enmascarar las apreciaciones a lo
largo del ciclo de cultivo, lo que puede afectar las estimaciones del
fendmeno.

La técnica de la dilucidn isotdpica permite también estudiar el
beneficio que una planta no fijadora puede obtener de un cultivo
previo de una fijadora. Los estudios al efecto y su cuantificacién
(le) han sido recientemente revisados (Heichel, 1987).

Fl uso de NL? para estudios de mineralizacién de materia
orgdnica (Schniirer y Rosswall, 1987; Muller y Sundman, 1988) junto
con los expuestos sobre FBN y "Transferencia de N", concede a estas
técnicas isotdpicas un gran valor para cuantificar el "Balance de N"

en el ecosistema.

5.7. Uso de las técnicas que utilizan le, para evaluar el papel

de las micorrizas en FBN v "Transferencia de N"

La bibliografia sobre el tema es escasa, aunque suficiente para

apoyar las posibilidades de la técnica para definir o cuantificar el
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papel de las micorrizas en dichos procesos. Asi Barea et al. (1987)
encontraron que las MVA estimulaban la FBN en condiciones de campo.
En dicho ensayo y en el de Ames et al. (1983 y 1984) también se
sugiere que las MVA puedan captar ciertas formas de N del medio.

Esto estudios necesitan ser confirmados con medidas de los
cambios en el "pool" aparente de N en suelo (valor A) como
consecuencia de la accién de las MVA. Ello extenderia a estas
micorrizas VA capacidades que se sabe poseen otros tipos de
micorrizas (Lundeberg, 1970; Stribley y Read, 1974). De hecho se
conoce que los hongos VA son capaces de utilizar NH4+ y NO3~ (Bowen y
Smith, 1981) y de metabolizar NHQ*' via glutamino sintetasa (Smith et
al., 1985).

Otro aspecto de interds es el referente al uso de Nbd

para
estudiar el papel de las MVA en "Transferencia de N". Hace algin
tiempo Whittinghan y Read (1982) y Francis et al. (1986) sugirieron
que las hifas VA podrian actuar como canales para la transferencia
directa de nutrientes de planta a planta, ya que un mismo micelio
puede ser compartido por plantas que crecen en vecindad. Tales
estudios fueron confirmados con P32, por Newman y Ritz (1986), pero
estos autores indicaron que la "Transferencia directa", a traves de
la hifa que une raiz con raiz, no es muy importante, por lo que
apoyan que la transferencia es indirecta, a través del suelo.
Utilizando le, Kessel et al. (1985) y Haystead et al. (1988)
indican la existencia de transferencia de N mediada por las hifas VA.
En ambos ensayos 1los autores utilizaron una técnica de raiz
compartida, por lo que el hecho debe ser confirmado en combinaciones
de plantas fijadoras y no fijadoras crecidas en condiciones
naturales.

No se dispone de bibliografia en la que se haya utilizado
para cuantificar el papel de las MVA tanto ayudando a las plantas
(sistemas leguminosa-Rhizobium) a soportar condiciones que afectan

N5

negativamente la FBN u otros procesos de la nutricién nitrogenada ni

tampoco existe informacidén en la que se estudie, usando le, las
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interacciones de las micorrizas con efecto en estos procesos.

Por todo lo que antecede, y a la vista de los OBJETIVOS del
presente estudio, se disefié un PLAN DE TRABAJO, que se refleja en los
distintos puntos del capitulo de MATERIAL Y METODOS, que sigue.
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III.- MATERIALES Y METODOS

1.- Parte general

1.1. Obtencidén de suelos desprovistos de propagulos de

micorriza.

El suelo utilizado, en cada ensayo, se empled mezclado con arena
de cuarzo, libre de nutrientes, en la proporcién 5/2 (v/v) con objeto
de mejorar su textura. Esta mezcla se tindalizé, a vapor fluente por
una hora durante tres dias consecutivos. Mediante este tratamiento se
eliminan los propdgulos de los hongos productores de micorrizas. Para
regenerar los demds componentes de 1la microbiota se adiciona un
filtrado de suelo sin esterilizar. Tal filtrado se obtiene dejando en
maceracidn durante dos o tres horas, a temperatura ambiente, suelo
natural y agua (1/1, en volumen). Después de una primera fase de
agitacién la mezcla se mantiene en reposo al objeto de que decante la
fraccién mds gruesa y el sobrenadante se somete a una doble
filtracién a través de papel Watman n® 1. El filtrado se adiciona al
suelo tindalizado con lo que se restituye nuevamente el componente

bioldgico exento de propdgulos formadores de micorrizas VA.

1.2. Aplicacidén del fosfato soluble al suelo.

Debido a que el principal efecto producido por la micorrizacidn
VA se atribuye al aporte de fosfato que el huésped recibe en su
asociacién con el hongo, en cualquier ensayo que se pretenda evaluar
un efecto adicional de la micorrizacién, o sea, que no sea COMO
consecuencia de una mejor nutricidén en fosfato; se utiliza la
practica de adicionar cantidades crecientes de este elemento de forma
que se obtenga un gradiente de fosforo en suelo tal que en algin
nivel se desarrollen plantas similares (de parecido porte y
nutricién) a las crecidas en asociacién con un hongo formador de
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micorrizas. La obtencién de curvas de dosis-respuesta al fosfato en
plantas micorrizadas y no micorrizadas permite, ademds, definir el
grado de dependencia de la planta a las micorrizas. El valor de P
asimilable en el suelo, estimado por el método de extraccién con
bicarbonato sédico, 0.5 M (Olsen), normalmente expresado en ppm, se
considera (Stribley et al., 1980) bastante adecuado para evaluar la
disponibilidad del elemento en suelos neutro—-alcalinos.

Para obtener un suelo con cantidades crecientes de fosfato se
prepararon soluciones del nutriente, a pH = 7, que aportaban a la
mezcla suelo-arena las cantidades de fosfato requeridas para
conseguir las concentraciones deseadas. Estas fueron determinadas,
para cada suelo, en ensayos previos dependiendo de la naturaleza del
mismo, fundamentalmente su contenido en P y su capacidad fijadora.
Una vez adicionadas las soluciones de PO HyK a la mezcla suelo—arena
se mantuvo en incubacién a 20 C y humedad adecuada durante un minimo
de 2 semanas. Este tiempo se estima suficiente para conseguir la
estabilidad en la concentracién de P en la solucidén del suelo. Antes
de ser distribuido en las macetas correspondientes se tomé una
alicuota de cada nivel para determinar mediante el método adecuado

(Olsen) la cantidad de P disponible para el vegetal en ese suelo.

1.3.- Tratamientos bioldgicos

1.3.1.- Inoculacidn con hongos formadores de micorrizas VA.

El hongo elegido para los ensayos realizados en este estudio,
fué la especie Glomus mosseae
. La razén para seleccionar el género Glomus radica en su abundancia
en la mayoria de los habitat cultivables y dentro de ella, la especie
G. mosseae posee unas caracteristicas de adaptabilidad que se ajustan
bastante al rango de pH comunmente encontrado en los suelos de la
regién y en muchos de la cuenca mediterrédnea.

El inoculo utilizado procedia siempre de la coleccién de la
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Estacién Experimental del Zaidin. Para su obtencién, se inocularon
esporas de G. mosseae (Nicol. y Gerd.) Gerd y Trappe (Gerdemamm y
Trappe, 1974) a pléntulas de alfalfa que se cultivaron utilizando
como substrato una mezcla suelo-arena (5:2) esteril en condiciones
controladas de invernadero. Al cabo de unos %4-6 meses, y después de
haber determinado que la micorrizacidén era adecuada, se elimind la
parte aérea, y el suelo en donde se habia desarrollado la micorriza
se conservd en bolsas de pldstico a 5 C durante varios meses antes de
ser utilizado. En este suelo se habian desarrollado hifas (micelio
generado a partir de la raiz colonizada), esporas y esporocarpos.
Cada una de estas fracciones o sea el micelio (tanto dentro como
fuera de la rafz) y las esporas (en forma de clamidosporas o
englobadas en un esporocarpo), son potenciales generadores de biomasa
fungica al colonizar una raiz suceptible, en presencia de la cual se
repetirfa nuevamente el ciclo, tUnico capaz de la reproduccién del
microsimbionte.

Asi pués, la mezcla suelo + raices infectadas con Glomus
mosseae, obtenido como se ha descrito, fué el indculo utilizado en
cada uno de los ensayos que constituyen este trabajo.

Este indculo fué aplicado tanto en semillero como en macetas de
cultivo definitivo. Una alicuota del mismo (1 g/ 100 g suelo) se
deposité sobre una capa de suelo-arena esteril mezclandose con ella.
En superficie se depositaron las semillas esterilizadas (cubriendose
con una fina capa de arena) donde germinaron y crecieron en

condiciones controladas de humedad y temperatura.

1.3.2. Inoculacidn de Rhizobium

Se efectud sobre las semillas en el momento de ser depositadas
en semillero. Se adiciond una suspensién de Rhizobium meliloti raza
Gr 4 Brm cultivado durante 48 horas a 28 C en agitacidn en medio
Allen 79 (1957).
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1.3.3. Plantas y condiciones de cultivo

En todos menos en uno de los ensayos la planta utilizada fué
Medicago sativa L. CV. Aragon crecida primeramente en semillero con
mezcla suelo-arena estéril, adicionado de extracto de suelo natural

mds Rhizobium. Las semillas fueron asimismo esterilizadas con C12Hg

al 2.5% durante 12 min.. Después de sucesivos enjuagados con agua
estéril para eliminar totalmente el esterilizante se depositaron en
bateas adecuadas y con el soporte descrito. El suelo utilizado para
la preparacién de los semilleros correspondientes a cada ensayo fué
el seleccionado para la realizacidn del ensayo definitivo.

En todos los ensayos las plantas fueron inoculadas de micorriza
en semillero al objeto de que los tratamientos correspondientes
portaran la infeccién VA en el momento del trasplante.

Al estadio de pléntula mds o menos desarrollada, dependiendo del
tipo ensayo, la alfalfa fué transplantada a los lugares de cultivo
definitivos siendo para ello cuidadosamente seleccionadas en base a
un homogéneo desarrollo radicular y de parte aérea. El numero de
plantas transplantadas siempre excedié en una unidad al ndmero de
ellas que posteriormente seguirian hasta cultivo completo. A la
semana de crecimiento se extrajo cuidadosamente la planta sobrante
dejandose las mejor implantadas que mostraban un desarrollo
homogéneo.

Fl sistema de cultivo, mantenido inalterable a lo largo de los
ensayos, se realizd bajo condiciones controladas de humedad, luz y

temperatura (80% H.R; fotoperiodo de 16 h; complemento de luz de
84, 5W m ¥ un entorno de temperaturas de 15 - 19 C la nocturna y

19 - 25 C la diurna). Las macetas fueron distribuidas al azar siendo
rotadas semanalmente de forma que todas ellas ocuparan las distintas
posiciones posibles dentro del invernadero al objeto de eliminar
diferencias posicionales. La humedad se mantuvo constante a lo largo
de cada ensayo. Segin la naturaleza del mismo, O fué aplicada por

subirrigacién diariamente o por pesada para restituir el agua perdida
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y mantener la humedad requerida.

Semanalmente, las plantas fueron fertilizadas con 10 ml de una
solucién nutritiva (Hewitt, 1952) carente de N y P, modificada para
ensayos con leguminosas (Azcon-Aguilar, 1980).

En el ensayo 2.1. se utilizd como planta de referencia no
fijadora el "ryegrass" (Lolium peremme) c.v. Verna. En el ensayo 2.2.
se emple$ zulla (Hedysarum coronarium) inoculada (fijadora) o no (no-
fijadora) con su Rhizobium especifico.

1.3.4. Adiccién de NI?

En todos los ensayos realizados con alfalfa, a los 10 dias del
transplante y una vez confirmado el éxito del mismo se procedié a la
aplicacién del  fertilizante nitrogenado  SO,(NH,),  marcado
isotopicamente. La riqueza del producto utilizado fué de 10% atomos
en exceso de N2 y la dosis a la que se aplicé: 2 ppm N lo que
equivale a 5 Kg N ha~l. En el ensayo realizado con Hedysarum
coronarium las dosis y riqueza de NL aplicado se describen en el

apartado correspondiente.

1.3.5. Determinaciones

Al final de cada ensayo, cuya duraccién dependia de las
caracteristicas del mismo, se procedié en todos los casos a
determinar el peso de la materia fresca de 1la parte aérea
convenientemente separada del sistema radical.

La parte aédrea constituida en todos los casos por tallos y
hojas, ya que en ninguno de los ensayos se llegd a floracidn, se secé
a 65 C durante 16 horas y una vez estimado su peso se determind en
ella el contenido en P (usando el método colorimétrico de Molibdato
de Vanadio) y el N (por el método Nessler) después de digestidn
(Kjeldal) y los de K, Ca, y Mg, en su caso, mediante Absorcidn
Atémica (Lachica et al., 1973).
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Para evaluar la extensién de sistema radical que poseia
colonizacidén Vesiculo-Arbuscular se tomé una alicuota del mismo
constituida por la fraccidén central cortada en segmentos de 1 cm de
longitud aproximadamente. Esta fraccidon fué tratada y tefiida de
acuerdo con la técnica descrita por Phillips y Hayman (1970). El
método consiste en sumerger las raices con KOH al 10% y mantenerlas
durante 1 hora a 100 C. Una vez atacadas, por este procedimiento las
cubiertas celuldsicas de la raiz, se lavan repetidamente con agua del
grifo para eliminar restos del KOH y posteriormente se tratan durante
unos minutos con C1H 0.1 N al objeto de neutralizar. En este estado
se procede a la tincién de las raices. El colorante utilizado para
visualizar las extructuras fungicas fué Azul-Tripan, que presenta
afinidad por la quitina. El Azul-Tripan se disuelve en Lactofenol al
0.05% y se mantiene 5 min. a ebullicidén en contacto con las raices.
Pasado este tiempo se elimina el colorante. Para conservar la muestra
se utiliza Lactofenol en solucién acuosa.

Preparacidén del Lactofenol

Acido 14ctiCOeeeseescscscsess 100 ml
Penolsicssnnnsnssnmnnunsnnnew 20 B
Glicerolesecessssssesssssssse 50 ml
HypOuevrooonnaneronnnnnananans 40 ml

Esta tincién permite visualizar claramente las estructuras
fungicas en la rafz, ya que muestran un intenso color azul,

facilmente distinguible.

1.3.6. Cuantificacidn de la micorrizacidn

Se realizé por la técnica descrita por Giovammetti y Mosse
(1980) que utiliza una placa cuadrada de 10 cm de lado. Toda la
superficie de la placa estd distribuida en cuadriculas de 1.3 cm y

sobre ella se extienden, al azar, los fragmentos de raices tefiidas.
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Mediante examen al microscopio binocular de diseccién (30 a 40
aumentos) se puede observar facilmente si las raices son portadoras o
no del endofito formador de la micorriza por el color y morfologia
diferenciada de las estructuras caracteristicas.

Para cuantificar el porcentaje de 1la longitud de raices
micorrizadas se determina el nuimero de intersecciones de las raices
con la cuadricula que presentan micorrizacién vy de las que en el
punto de cruce no la presentan. De acuerdo con las formulas que
discuten los autores citados el 7% de intersecciones que muestran
infeccidn con respecto al total de intersecciones se considera el 7%

de longitud de raiz que es micorriza.

1.3.7. Cuantificacién de 1la composicién isotdpica de N en

tejidos vegetales

Se realizd por espectrometria de masas (Fridler y Proksch, 1975)
en el laboratorio de Biotecnologia Agricola de FAO/IAEA, Seibersdorf
(Austria).

Las fdérmulas aplicadas son 1las expuestas en la parte de
Introduccidén de esta Memoria (apartado 5.1; 5.2; 5.5 y 5.6).

1.3.8. Suelos empleados

Los suelos utilizados para realizar los ensayos han sido tomados
de la provincia de Granada. Antes de ser usados fueron tamizados a

través de un tamiz de 2 mm de luz de malla.
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Caracteristicas analiticas de los suelos
A B C

Arcilla (%) 26.80 17.41 24,50
Limo (%) 45.70 58.76 53.00
Arena (%) 27 .40 23.83 22.00
Materia orgadnica (%) 1.40 250 1.16
Nitrégeno (%) 0.31 0.15 0.10
Fésforo disponible (ppm) 4.50 3.80 11.00
CO4Ca activo (%) 7.85 1.77 6.21

El suelo A fué utilizado en 1los siguientes ensayos: I)
interaccién Rhizobium-Glomus mosseae sobre cultivos separados o
mezclados de alfalfa-Lolium a varios niveles de fosfato en el medio;
II) efecto de N combinado sobre la FBN en Hedysarum coronarium, III)
interaccién Rhizobium-alfalfa-Glomus mosseae a diferentes niveles de
potencial hidricos del suelo. Las caracteristicas de este suelo lo
hacian aconsejable para este tipo de ensayos.

El suelo B fué utilizado en el ensayo de interaccién Rhizobium—
meliloti-alfalfa-Glomus mosseae en suelo adicionado de
concentraciones de sulfato de SO,Zn.

El suelo C fué seleccionado para determinar la interaccidn
Rhizobiummeliloti-alfalfa-Glomus mosseae a diferentes niveles de

salinidad aplicados al suelo.



77

2. ENSAYOS ESPECIFICOS

2.1. Interaccién Rhizobium meliloti-Glomus mosseae sobre

cultivos separados o mezclados de alfalfa y Lolium a varios niveles

de fosfato en el medio.

Tanto en este ensayo como en los que posteriormente se describen
el suelo utilizado fué siempre tratado de la forma expuesta en la
parte General de este apartado.

Este ensayo se realizd en suelo A. El suelo fué distribuido en
cuatro fracciones y tres de ellas se adicionaron de las siguientes
cantidades crecientes de PO,HoK. A la primera fraccién, Py, se le
afiadieron 125 mg/Kg'l. a la 22, Py: 250 mg/kg'1 y a la 32, Pg: 375 mg
PO,HoK por kg de suelo. Después del oportuno periodo de incubacidn se
determing el P soluble (Olsen) presente en cada fraccidn obteniendose
los siguientes resultados que expresados en ppm de P eran Py = 4.5;
P; =9.9; Pp = 21.0y P3 = 325,

Cada una de las cuatro fracciones de suelo obtenidas fueron
distribuidas en 30 macetas de 500 ml de capacidad (500 g por maceta).
La mitad de las cuales, o sea, 15 de cada tratamiento, fueron
inoculadas con Glomus mosseae. De ellas, 5 fueron transplantadas con
cuatro plantulas de alfalfa, otras 5 con cuatro plantulas de Lolium y
las 5 restantes con el cultivo mixto alfalfa-Lolium, 2 plantas de
cada especies vegetal. A los 10 dias del trasplante se aplicé
SO, (NHy, )9 con 10% NL2 4tomos en exceso a la dosis ya indicada. Las
plantas se cultivaron en invernadero bajo condiciones controladas de
luz, humedad y temperatura durante 2 meses. El agua fué administrada
por subirrigacién durante todo el periodo de cultivo.

2.2.Efecto del N combinado sobre la FBN en Hedysarum coronarium

Para el presente estudio se selecciond la leguminosa Hedysarum
coronarium ya que para evaluar el N, fijado simbioticamente por una
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leguminosa bajo niveles crecientes de SOQ(NH[*)Z, es preciso usar la
metodologia basada en el calculo del "valor A". Para ello se requiere
un control no fijador siendo el mds apropiado la misma planta en
ausencia de Rhizobium. Esta circunstancia era dificil de conseguir
para Medicago sativa, ya que existian grandes riesgos de
contaminacidén en el transcurso del ensayo en cultivos de invernadero,
pués la propia agua del riego, no estéril, o el indculo MVA
utilizado, podian aportar Rhizobium meliloti, dado lo comin de su
presencia en el ambiente. Tal hecho se evitd por la utilizacidén de
Hedysarum coronarium, leguminosa inhabitual en el entorno.

El suelo utilizado fué el A. Se distribuyé en macetas de 500 ml
de capacidad, colocandose en cada una de ellas 500 g de la mezcla
suelo-arena. Todas ellas fueron inoculadas con Glomus mosseae. Las
semillas de Hedysarum coronarium, fueron depositadas (tres por
maceta), una vez germinadas en condiciones de esterilidad. De las 60
macetas preparadas 30 de ellas fueron inoculadas con Rhizobium
especifico de Hedysarum en el momento de la siembra, y las otras 30
se mantuvieron sin inocular. A los 10 dias de cultivo se procedid a
aplicar los distintos tratamientos de N. Cada 5 macetas fueron
fertilizadas respectivamente con: 4,8, 16, 32, y 64 rng/kg-1 de
SO, (NHy, )9, marcado isotdpicamente de 107% NL5 4tomos en exceso en el
caso de las dos dosis mds bajas (4 y 8 mg/kg'l) y de 2% N2 4tomos en
exceso en las restantes. (16, 32 y 64 mg/kg-l).

las plantas se cultivaron en invernadero bajo condiciones
controladas y la humedad se aplicé por subirrigacién durante los

cuatro meses de duracién del ensayo.

2.3. Interaccién Rhizobium meliloti-alfalfa-Glomus mosseae a
diferentes niveles de potencial hidrico del suelo.

Fn este ensayo se utilizé asi mismo el suelo A que se distribuyd
en 5 partes iguales, 3 de ellas fueron adicionadas de cantidades

crecientes de PO,HoK. Estas fueron suministradas en las siguientes
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concentraciones: 150 mg (nivel P;); 200 mg (nivel Py) y 250 mg PO,HoK
por kg de suelo (nivel Pj). Después de la incubacidén adecuada se
determind el contenido en P soluble (Olsen) presente en cada una de
las fracciones obteniendose los valores de 10.3 ppm en el nivel Py;
15.6 ppm P en el Pp y 21.8 ppm P en el P3. Las fracciones
correspondientes a los tratamientos testigo y micorrizado, ambos sin
adiccidén de fosfato, tenian una concentracién de 4.5 ppm.

De cada fraccién se prepararon 20 macetas de 300 ml de capacidad
cada uma (300 g de suelo por maceta). Se utilizaron plantulas de 5
dfas que fueron trasplantadas, en mimero de 3, a las macetas
previamente preparadas. A la semana del trasplante, y una vez de jadas
2 plantas/maceta, se procedié a aplicar el tratamiento hidrico
correspondiente. A cada fraccién de suelo se aplicaron 4 regimenes
hidricos: 100%, 90%, 82.5% y 75% de 1la capacidad de campo,
manteniendose, por pesada, estos niveles de humedad en suelo
constantes a lo largo de todo el ensayo. El punto de marchitamiento
en ese suelo era 70% de la capacidad de campo. A los 10 dfas del
trasplante se realizd 1la aplicacién de SO, (NH, )9  marcado
isotdpicamente. El cultivo se realizd en invernadero bajo condiciones

controladas, cosechandose a los tres meses.

2.4. Interaccién Rhizobium meliloti-alfalfa-Glomus mosseae a

diferentes niveles de salinidad aplicados al suelo.

Este ensayo fué realizado utilizando un suelo (C) cuya
conductividad en el extracto de saturacidn era de 2.5 dS n! 1o que
1o caracteriza como no salino. Se distribuyd en 5 fracciones, de las
cuales tres fueron adicionadas de concentraciones crecientes de
PO,HoK: 50 (Pp); 100 (Py); y 150 (P3) mg kg'1 de suelo. Después de la
incubacién, las concentraciones de P (Olsen) en el momento de
realizar el ensayo fueron: P; = 25 ppm Py = 37 ppm P3 = 50 ppm. Los
tratamientos T y M, sin adiccién de fosfato, contenian 11 ppm. Cada
fraccidn de suelo fué distribuida en macetas de 500 ml de capacidad.
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Cada una de ellas recibieron 5 pldntulas de alfalfa carentes de
micorrizacién a excepcidn de las del tratamiento micorrizado. Pasados
2-3 d{as del trasplante (dejadas a 3 plantas/maceta) se procedidé a
aplicar, gradualmente, las soluciones que aportaban la salinidad al
medio. Asi pués, de las 35 macetas preparadas por cada fraccidén, 7
repeticiones permanecieron tal cual (T) y de las 28 restantes, 7 por
cada nivel de salinidad, fueron adicionados de concentraciones
crecientes de una solucién de ClNa, ClyCa y ClyMg. La composicidn de
la solucién para alcanzar el nivel 1 de salinidad (Sy) fué 2 g ClNa,
1,4 g ClyCa vy 0.65 g CloMg en 1000 ml/agua. Los siguientes niveles
(Sgs S3 ¥ SL;) se consiguienron aplicando soluciones de wuna
concentracién salina doble, triple 6 cuadruple de la primera. El
aporte de estas soluciones fué gradual (20 ml/dfa) durante 9 dias
alternos, de manera que cada maceta recibiera 180 ml de la respectiva
solucién que provocaron en el suelo salinidades crecientes, que
medidas como conductividad en el extracto de saturacién (Alison,
1973), dieron los siguientes valores: 13.8 (Sq), 22.2 (S9), 28.8 (S3)
y 43.5 (Sg) dS m~l. En este ensayo la humedad se mantuvo constante a
capacidad de campo (18.2%).

Como en los ensayos ya descritos, a los diez dias de crecimiento
vegetal, cada maceta recibié el aporte correspondiente de SO[‘(NH[})Z
enriquecido isotopicamente.

Fl cultivo se llevé a cabo en condiciones controladas de
invernadero durante 10 semanas al cabo de las cuales se procedio a

determinar los pardmentros previamente mencionados.

2.5. Interaccién Rhizobium meliloti-alfalfa-Glomus mosseae e€n

suelo adicionado de concentraciones crecientes de SO,Zn.

Para la realizacién de este ensayo se selecciond el suelo B que
poseia una concentracién de Zn de 0.44 ppm utilizando DTPA como
extractante (Lindsay y Norwell, 1978). Este contenido en Zn lo hacia
aconse jable para el presente ensayo, ya que segin Sing y Abrod (1986)
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la deficiencia en este elemento se establece por debajo 0.5 ppm Zn
asimilable.

De las cinco fracciones en las que fué separado el suelo, tres
de ellas se adicionaron de niveles crecientes de PO H)K a las
siguientes concentraciones: 150, 200 y 250 mg/kg'1 de suelo
respectivamente. Después de la incubacidn, el P soluble evaluado fué:
10,05 (Py), 12,22 (Pp) y 15.03 (P3) ppm P (Olsen). En los
tratamientos micorrizados y testigo (Ppy) el contenido en P asimilable
era 3.8 ppm. El suelo correspondiente a c cada fraccién, o nivel de
P, fué distribuido en 25 macetas de 500 ml de capacidad (500
g/maceta) de las cuales 5 permanecieron tal cual y en el resto se
aplicaron cuatro niveles de S0,Zn en lotes de 5 repeticiones cada
uno.

La capacidad de fijacién del suelo para este elemento fué
evaluada en un ensayo preliminar en el que se determind que era capaz
de retener un 50% si las cantidades adicionadas eran superiores a 100
ppm y un 75% para concentraciones de Zn inferiores a 100 ppm. Dicho
ensayo preliminar permitié seleccionar las dosis de sulfato de zinc
que aportaran al medio concentraciones de 5 y 10 ppm Zn (niveles
bajos) y 400 y 800 ppm Zn (niveles altos).

Después de adicionar las cantidades de S04,Zn seleccionadas el
suelo se mantuvo durante dos semanas en incubacidn para estabilizar
los contenidos de este elemento.

A los 10 dias de trasplantadas las plantulas de alfalfa, al
igual que en ensayos anteriores, se les aplicé el fertilizante N
marcado isotdpicamente. A lo largo del cultivo, llevado a cabo en las
ya citadas condiciones controladas de invernadero, el agua fué

suministrada diariamente por subirrigacién.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados que configuran la presente Memoria Doctoral,
considerados de forma global, ofrecen tres tipos de peculiaridades:
a) En cada ensayo se investiga la incidencia de un factor, o
condicién, diferente sobre el sistema Rhizobium-leguminosa-micorriza.
Ello crea una serie de situaciones experimentales diferentes vy
particulares que hay que analizar separadamente. b) En todos los
casos hay unos hechos comunes, ya que se trata de investigar la
incidencia de factores que pueden ser habituales en el ecosistema y
que afectan, en general, de forma negativa, aunque, en casos,
positiva, tanto a la planta como a FBN. Estos factores van a
interaccionar con un factor bioldgico, como es la micorriza, que se
sabe estimula FBN y que ademds ayuda a la planta, en si, a prosperar
en situaciones de dificultad. Finalmente, c), el resultado de las
interacciones sobre FBN se evalda por una técnica comin en todos los

casos, como es la basada en la aplicacién de fertilizantes marcados
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con NLs cuyo uso generalizado necesita investigacién y discusidn.
Por todo lo que antecede y para facilitar la exposicién y discusién
de los resultados se ha optado por tratar esta problemAtica, primero,
en un capitulo (el presente) de RESULTADOS Y DISCUSION, en el que se
analiza cada uno de los ensayos por separado; segundo, en un capitulo
de DISCUSION GENERAL (que seguird) en el que se contempla un andlisis
global: a) de la aplicabilidad de la metodologia del le, b) de los
resultados mds trascendente y c) de los avances que aportan al
conocimiento del ecosistema suelo-planta-atmésfera.

Antes de discutir los resultados obtenidos conviene puntualizar
los siguientes aspectos: En primer lugar, solo se analizd la parte
aérea de las plantas, por dificultades metodoldégicas en andlisis de
N en raiz. Realmente, al tiempo que se cortan los ensayos no parece
ser muy significativa la discriminacidn isotdpica entre parte aérea y
raiz (Danso, 1988). En segundo lugar, los resultados obtenidos se
exponen dando el valor medio de al menos, 5 repeticiones y el "Error
Standard" al 5% de probabilidad.
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1. INTERACCION DE RhizobiumGlomus mosseae FEN CULTIVOS SEPARADOS O

MIXTOS DE ALFALFA Y LOLIUM, A VARIOS NIVELES DE FOSFATO EN EL SUELO.

1.1. Efectos sobre la formacidn de la micorriza

La primera observacién destacable es que, en el caso de la
leguminosa, ni el sistema de cultivo ni el nivel de fosfato en suelo
afectaron, de forma considerable, el nivel de micorrizacién de las
plantas (Tabla 1). Obviamente, la cantidad de P afiadida, teniendo en
cuenta la capacidad del suelo para retener fosfato, no fué suficiente
para inhibir la micorrizacién. En el caso de Lolium la situacidn es
la misma en lo que se refiere a las adiciones de P; sin embargo, la
presencia de la leguminosa en cultivo mixto, por ser esta mas
micotréfica, incrementd el nivel de micorrizacién de la graminea,
sirviendo de fuente de indculo para ella. Se acepta que no es posible
definir un modelo generalizable para explicar los cambios en los
niveles de micorrizacién de plantas cuando se compara el monocultivo
y el cultivo mezclado (Newman, 1985). Es mds, el efecto de una
especie sobre la formacién de MVA por otra que crece en proximidad,
parece ser especifico de cada combinacién particular de especies
(Ocampo et al., 1980). En el preseﬁte estudio, concretamente, 1la

alfalfa estimuld la micorrizacidén de Lolium.



TABLA 1

Efectos de la interaccién entre nivel de P anadido al suelo (Pn), sis-
tema de cultivo, inoculacién con micorrizas (M) -frente a control no
micorrizado (C)- sobre la longitud de raiz micorrizada (%).

. MONOCULTIVOS CULTIVOS MIXTOS |
voo
TTA|  ALFALFA LOLIUM ALFALFA LOLIUM
z2§
w| C M C M C M C M
63 27 64 9
4,5% +7 +h £ 17 &6
80 28 72 40
2.9 £9 5 8 b
18 67 43
g 7108 £5 +b 4
21.0 -

K mg/Kg) : 1=125 ; 2=250 ; 3=375

Niveles de P (P04H2
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1.2. Efectos sobre el crecimiento de las plantas

Se comprobd que las MVA estimularon el crecimiento de las
plantas independientemente del nivel de fosfato y, en el caso de
alfalfa, también del sistema de cultivo ensayado (Tabla 2). Se
aprecia que hay una tendencia a que decrezca el crecimiento de las
plantas de alfalfa a niveles que pueden considerarse supradptimos
para ciertos procesos (nivel P3). Reforzando informacién conocida
(Mumns v Mosse, 1980; Barea y Azcén—-Aguilar, 1983) se comprobd que
las MVA mejoraron la capacidad competitiva de las leguminosas frente
a gramineas (Tabla 2). A pesar de este efecto de las MVA 1la
competencia entre alfalfa y Lolium tendié a que disminuyera la
cosecha de la leguminosa al incrementar la concentracién de P en el

suelo, confirmando informacién previa (ver Hayman, 1986).



TABLA 2

Efectos de la interaccidn entre nivel de P afiadido al suelo (Pn), sistema de cultivo,
inoculacién con micorrizas (M) -frente a control no micorrizado (C)- sobre el peso se-

co (mg/maceta) en plantas de Lolium y alfalfa.

MONOCULTIVOS

v o CULTIVOS MIXTOS

© O — :

— w5

" ALFALFA LOLIUM ALFALFA LOLIUM TOTAL

> UV

~=oc

Z W o

D C M C M L M C M C M
o 298 1010 770 929 21 518 782 537 804 1055
v £13 £90 t62 114 2 192 £ %7 169 £36 194
P 494 1033 814 942 68 386 793 780 860 1189
! + 85 +37 +47 55 6 45 1145 +128 + 139 £ 135
o 1273 1278 836 |1261 369 381 813 851 1183 1233
2 £ 69 £ 116 31 38 £ 131 62 £ 75 +125 +198 +£100
B 563 1071 875 11033 139 267 881 937 1001 1205
3 +83 +115 +99 +123 +28 +52 +93 +120 +59 + 112

B S
,___T___  a
)( 657 1099 824 1041 149 388 817 776 961 1170
P
[;){1/‘.7
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1.3. Efecto sobre la nutricidn en P

Independientemente de sistema de cultivo y del nivel de fosfato
en suelo las MVA estimularon la captacién de P por las plantas de
alfalfa, tanto estimada como concentracién de P (Tabla 3) como de P
total en la biomasa (Tabla 4). Esto también es aplicable a Lolium en
el caso de cultivos mixtos. Es de destacar este hecho que las
micorrizas ayuden a la planta de Lolium a captar P del suelo en
mezcla mientras que la simbiosis parece menos efectiva para esta
graminea en monocultivo, ya que el contenido de P (Tabla 4) fué menor
en Lolium con o sin micorrizas . Estos hechos pueden explicarse por
las caracteristicas geométricas y morfoldgicas del sistema radical en
estas gramineas (Haynes, 1980) que no necesita ser reforzado por
hifas de la micorriza a no ser en situaciones competitivas (Haynes,
1980).



TABLA 3

Efectos de la interaccién entre nivel de P afadido al suelo (Pn), sis-
tema de cultivo, inoculacién con micorrizas (M) -frente a control no
micorrizado (C)- sobre la concentracién de P en planta (%).

¢ o MONOCULTIVOS CULTIVOS MIXTOS
v O =
- QO
T R|  ALFALFA LOLIUM ALFALFA LOLIUM
z8¢
D 4 C M C M C M C M
R 0.18 0.15 0.25 0.16 0.07 0.15 0.17 0.30
+0.01 0.0 +0.01 +0.01 +0.01 +0.02 +0.02 +0.01
) 0.10 17 0.26 0.24 0.09 0.17 0.18 0.20
‘ £0.01 | +0.01| £0.01 | £0.01 | +0.01| £0.01| £0.01 | + 4. 01
F5 0.16 0.25 0.29 0.20 0.15 0.20 0.25 0.32
$0.01 20.01 £0.01 20.01 20.01 £0.02 £0.01 20.02
P 0.15 0.23 0.24 0.19 0.12 0.16 0.21 0.29
3
XP 0.15 0.20 0.26 0.20 0.11 0.17 0.20 0.28




TABLA 4

Efectos de la interaccidén entre nivel de P afadido al suelo (Pn), sistema de cultivo,

inoculacién de con micorrizas (M) -frente a control no micorrizado (C)- sobre el con-
tenido fotal de P (mg/maceta) en plantas de Lolium y alfalfa.

@ o MONOCULTIVOS CULTIVOS MIXTOS

TOR|  ALFALFA LOLIUM ALFALFA LOLIUM TOTAL
ZE S .

- C M C M C M ¢ M G M

Q.52 1.46 1.96 1.51 0.02 0,77 1.34 1.61 1.36 2.37
$0.05 $0.05 $0.17] 20.06 0.0 $0.17 £0.01 £0.16 £0.10 +0.24

= 0.47 |1.79 ]2.13 2.26 |0.06 0.68 1.45 | 1.62 |1.51 2.29
! 0.0 | *o0.02| *0.06 £0.14 £0.01 £0.07 £0.17] £0.16 | +0.16 £0.18

P 2.08 13.13 |2.46 2.47 10.54 0.75 2.06 | 2.74 12.60 350
£0.13 | *0.07| £o.1% | 20.06 | 2o.1e | 20.07 | 0.1 | 2o0.22 | s0.29 | s0.19

0.85 2.45 2.06 1.94 0.17 0.42 1.82 2.77 1.98 3.18

$0.07 £0.31 +0.14) +20.16 +0.06 +0.05 +0.21 +0.2h4 +0.21 +0.24

.98 2.21 2.12 2.04 0.20 0.66 1.67 2.20 1.86 2.83

w0

<1
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1.4. Efectos sobre la nodulacidn y nutricidn nitrogenada de las

plantas

Salvo contadas excepciones las plantas de alfalfa micorrizadas
muestran una concentracién (Tabla 5) y contenido en N (Tabla 6)
superior que los correspondientes controles no micorrizados. Esto
podria explicarse simplemente por el efecto bien conocido de las MVA
sobre la nodulacién (Barea y Azcén—-Aguilar, 1983 y Hayman, 1986), lo
cual se muestra claramente en Tabla 7. Sin embargo, otros factores
deben estar también implicados para poder justificar ciertas
situaciones. Por ejemplo, la biomasa de N en parte aérea (Tabla 6) no
se correlaciona bien con la nodulacién (Tabla 7), lo que sugiere que
podrfan estar actuando ciertas interacciones entre el P y el N a
nivel de adquisicién de estos nutrientes del suelo (Azcén et al.,
1978). FEl sistema de cultivo afectéd la captacién de N, y 1la
nodulacidn.

Las interacciones entre micorrizacidén, nivel de P en suelo y
sistema de cultivo, y sSus consecuencias sobre la nutricidn
nitrogenada de Lolium (Tabla 6) no muestran una tendencia
generalizable; sin embargo, se puede decir que la micorrizacidn,
globalmente, mejoréd el contenido en N de Lolium, en monocultivo
(Tabla 6), especialmente en los niveles P, y P3 de adicidén de

fosfato.



TABLA 5

Efectos de la interaccidn entre nivel de P afiadido al suelo (Pn), sis-
tema de cultivo, inoculacién con micorrizas (M) -frente a control no
micorrizado (C)- sobre la concentracién de N en planta (%).

o MONOCULTIVOS CULTIVOS MIXTOS

vol

ToA|  ALFALFA LOLIUM ALFALFA LOLIUM

ZR2§

. 4 C M C M C M C M

1.89 1.76 | 0.82 0.69 2.06 2.49 0.72 0.88

R £0.07]  +0.05] +0.02] s0.01 £0.09] +0.25| +0.07 | +0.01
) 1.77 2.22 0.80 0.77 2.20 2.42 0.76 0.81
! £0.271 £ 0.04 +0.05 | +0.02 | +0.38 | +0.30] 20.02| s0.01
P 1.79 2.05 0.77 0.68 1.70 2.09 0.87 0.80
2 £0.05 £ 0.02 £0.02 £0.01 $0.09) 20.22 £0.01] :0.01
R 1.24 2.25 ]0.70 0.77 1.96 1.97 0.88 0.86
Xp 1.67 2.07 | 0.77 0.73 1.98 2.25 0.81 0.84




TABLA 6

Efectos de la interaccién entre nivel de P afiadido al suelo (Pn), sistema de cultivo,

inoculacidén con micorrizas (M) -frente a control no micorrizado (C)- sobre el conte-
nido Total de N (mg/maceta) en plantas de Lolium y alf

alfa.

goo M'ONOCU'LTIVOS CULTIVOS MIXTOS

-~ Q

- M D .

i ALFALFA LOLIUM ALFALFA LOLIUM TOTAL

-0cC

ZuWw o

D 4 C M C M C M C M C M
5 5.61 17.70 | 6.35 ]| 6.42 | 0.43 12.82 5.61 4.73 5.85 17.58
0 101 21,201 20050 | 0062 L0.15 | L2.17 £0.61] +0.50 $0.70 | .1.38

R 8.67 22.95 6.56 7.27 1.49 9.42 6.05 6

.48 1.53 15.90
:0.83 0.5 tv.87 20.25 20.08

:0.97 20.99 $1.02 20,89 1,82

% 22.82 26.29 6.41 8.67 6.40 1:.92 7.05 6.81 13.29 1514
£0.39 £2.50 £0.77 t0.10 1,35 £0.61 t0.61 £1.10 2.39 t0.97
% 6.98 24.17 6.18 8.01 2.72 5.32 7.79 8.02 10.51 11,28

$1.00] :2.73 0,80 0.89] +0.37 +0.80 +0.68 £0.93 £0.63 £0.50

" 11.02 | 22.10| 6.25 | 6.82 | 2.72 8.16 6.62 6.51

9.29 14.97




TABLA 7

Efectos de la interaccidén entre nivel de P afiadido al suelo (Pn), sis-
tema de cultivo, inoculacidén con micorrizas (M) -frente a control no
micorrizado (C)- sobre el nimero de nédulos (por maceta) en plantas de

alfalfa.
v o MONOCULTIVOS CULTIVOS MIXTOS
v O
-~ O
TR ALFALFA LOLIUM ALFALFA LOLIUM
- 0 Cc
ZW g
. 4 C M C M C M C M
62 78 8 58
F% + 6 : 8 L3 s 6
R 65 82 58 65
7 +9 £7 7
FB 66 80 68 110
t6 7 7 +12
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1.5. Efecto sobre la FBN

Como cabia esperar el enriquecimiento en N de 1a graminea fué
con mucho superior al de la leguminosa (Tabla 8), indicando una
dilucién de N2 con NU* fijado de la atmdsfera, en el caso de la
leguminosa (Fried y Middleboe, 1977). Estos datos son criticos por
que van a permitir calcular todos los parametros en relacién con la
nutricién nitrogenada de las plantas entre ellos los que siguen,
referentes a FBN.

Es evidente que la micorrizacién incrementd el porcentaje de N
en planta que procede de fijacién (Tabla 9), asi como el total de N
derivado de dicha fuente (Tabla 10), calculado teniendo en cuenta la
biomasa de N en planta (Tabla 6). Tal efecto se manifesté en todas
las situaciones estudiadas (Tablas 9 y 10). Estos resultados
confirman, en condiciones controladas donde se dispone de plantas no
micorrizadas, hechos encontrados en ensayos de campo (Barea et al.,
1987). Es de hacer notar que la alfalfa en mezcla derivd casi todo su
nitrdgeno de la fijacién. Esto se puede explicar o bien porque la
graminea estimulé el proceso de FBN o, meramente, porque la mayor
capacidad competitiva de la graminea por N, lo que reduce en N del
suelo que es disponible para la leguminosa. Ambas posibilidades
tienen apoyos en la literatura cientifica (Butler y Ladd, 1985 b; Ta
y Faris, 1987). De hecho, la competicién entre alfalfa y Lolium hizo
decrecer la cantidad total de N fijado, en la mayoria de los casos
(Tabla 10).
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TABLA 8

Efectos de la interaccién entre nivel de P afiadido al suelo (Pn), sis-
tema de cultivo, inoculacién con micorrizas (M) -frente a control no
micorrizado (C)- sobre el % N'® a.e. en plantas de Lolium y alfalfa.

® MONOCULTIVOS CULTIVOS MIXTOS
Sog
E] ‘3 2 ALFALFA LOLIUM ALFALFA LOLIUM
z25
D 4 C M C M C M C M
R 0.151 |o0.130 | o0.262 | 0.370 | 0,026 |o0.006 | 0.378 | 0.408
+0.002 | +0.005 | +0.004 | £0.002 | £0.005 | £0.001| £0.007 | £0.001
. 0.052 0.050 | 0.430 | o0.332 |0.020 |0.003 | 0.403 | 0.360
1 Y0.007 +0.001) *0.002 +0.005 +0.002 +0.001 $0.001 +0.005
P 0.059 0.027 | o0.421 lo0.306 |0.007 |o0.006 | 0.399 |o0.360
) z +0.001 +0.001 +0.007 +0.002 +0.00h $+0.004 +0.007 £+0.001
B 0.096 0.025 |0.412 lo0.389 |o.021 |o0.005 | 0.317 |0.351
)




TABLA 9

Efectos de 1la interaccién entre nivel de P afiadido al suelo (Pn), sis-
tema de cultivo, inoculacién con micorrizas (M) -frente a control no
micorrizado (C)- sobre el % Npd Fij en plantas de alfalfa.

v o MONOCULTIVOS CULTIVOS MIXTOS
T o=
- QO
TA|  ALFALFA LOLIUM ALFALFA LOLIUM
Z2§
. 4 C M C M C M C M
67.18 | 64.36 93.14 | 98.50
Fb +0.86 £1.66 $1.4 £0.62
p | 87.86 | 85.60 95.06 | 98.50
1 +1.81 +1.58 £0.69] +0.31
R |85.96 | 91.12 98.20 | 98.05
£0.57 £0.22 £1.09 | £1.56
p |76.72 | 2.5 93.14 | 98.50
3
Xel79.03 | 83.48 94.88 | 98.58




TaBLa 10

Efectos de la interaccién entre™mivel de P afadido al suelo (Pn), sis-
tema de cultivo, inoculacién con micorrizas (M) -frente a control no
micorrizado (C) sobre el Total de Npd FiJ en plantas de alfalfa.

&0 MONOCULTIVOS CULTIVOS MIXTOS
b
- M D
tunw ALFALFA LOLIUM ALFALFA LOLIUM
- 0cC
Z W g
D 4 C M C M C M M
3.76 11.38 0.40 12.66
Fb +0.76 +0.81 $0.13 $2.10
p 7.62 19.64 1.41 9.35
! £0.74 £0.42 £0.07 £0.86
p [19.61 23.94 6.13 7.77
2 +0.74 2.23 £1.36 +0.57
o 5.35 22.44 2.54 5.18
3 +0.74 +2.48 +0.37 +0.78
Xp 9.08 19.35 2.58 8.74
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1.6. Efectos sobre la captacidn de N del fertilizante o suelo
(Técnica de le)

Los datos correspondientes a % Npd Fert (Tabla 11) y Total Npd
Fert (Tabla 12) indican que el sistema de cultivo cambié los modelos
de captacién de N2 en ambas plantas. Concretamente el cultivo mixto
favorecié a la graminea con respecto a la leguminosa en cuanto a su
capacidad competitiva para captar el fertilizante marcado (Tabla 12,
considerando mitad de plantas en cultivo mixto). También es evidente
la existencia de un efecto negativo de la micorrizacién sobre la
captacién de N por las plantas, tanto en lo que concierne al % que
proviene del fertilizante (Tabla 11) como en el caso de alfalfa al
que proviene del suelo (Tabla 13).

Resulta evidente que 1las interacciones investigadas en el
presente estudio producen cambios en las capacidades de captacidn de
N que merecen comentarios adicionales. De un lado, un parametro clave
a considerar es el valor A del suelo. Los calculos de este pardmetro
se resumen en la Tabla 15. Es obvio que estos cdlculos sdélo deben
efectuarse para suelos en donde no han crecido plantas fijadoras, por
ello en la mencionada Tabla 15 se consignan los, valores
correspondientes a Lolium aunque se exponen tanto los referentes al
monocultivo (auténticamente validos) como al cultivo mixto (dudosos
por la presencia de leguminosa que puede alterar las estimaciones del
valor A). Es evidente que los cdlculos referidos al monocultivo de
Lolium demuestran que el llamado valor A & "pool" aparente de N en
suelo es superior en macetas micorrizadas que en los controles
correspondientes, para todos los niveles de P. Este hecho es una
evidencia isotdpica de que las MVA estdn implicadas en la captacidn
de N del suelo. Los datos de la Tabla 14 referentes al total de N que
las plantas captan del suelo (especialmente en monocultivos) apoya la
anterior observacidn. Las formas de N sobre las cuales las MVA tienen
una influencia particular merecen un andlisis especial que se reserva
para la DISCUSION GENERAL.
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Volviendo a los aspectos de competencia por N del suelo entre
gramineas y leguminosas, hay que indicar que los resultados obtenidos
en este ensayo (Tabla 14) concuerdan con las apreciaciones de Butler
vy Ladd (1985 b). No obstante, podria ser que, ademds de tal ventaja
competitiva de Lolium para conseguir N del suelo, ocurriera
transferencia de N desde la leguminosa. Para evaluar una posible
transferencia de N hay que basarse en los datos de la Tabla 8,
correspondientes al enriquecimiento de las plantas, y aplicar la
formula en apartado 5.6 (INTRODUCCION). Estos cdlculos se resumen
como sigue. En plantas no micorrizadas Py = 18 1%; Py = 6.2  2%;
Py = 5.2 3%y Py =23 % para plantas micorrizadas aparentemente
sélo ocurridé transferencia en el tratamiento Py, y ésto significé un
8.5 2%. Los valores estan de acuerdo con estimaciones efectuadas en

estudios previos (Ta y Faris, 1987).



TaBLa 11

Efectos de la interaccién entre nivel de P afadido al suelo (Pn), sis-
tema de cultivo, inoculacién con micorrizas (M) -frente a control no
micorrizado (C)- sobre el % Npd Fert en plantas de Lolium y alfalfa.

- MONOQCULTIVOS CULTIVOS MIXTOS
v 0=
- Q
-g;ga‘, ALFALFA LOLIUM ALFALFA LOLIUM
zL25

C M C M C M C M

1.41 1.30 4.30 3.70 0.26 0.06 3.78 4.08
£0.25 £0.05 $0.02 §£0.02 £0.05 £0.01 £0.01 £0.01

> |4

p 0.52 0.50 4.30 3.32 0.20 0.03 4.03 3.60
! £0.07] s0.01] :0.02] :0.05] s0.02|.+0.01]| s0.01 | :0.05

~U
o

.59 0.27 4.21 3.06 0.07 0.06 3.99 3.06
£0.01 £0.01 £0.07 £0.02 0.0 ] +0.04 £0.07 :0.01

R 0.96 0.25 4.12 3.49 0.21 0.05 2317 3.51
k| .

Xp 0.87 0.58 4.23 3.39 0.18 0.05 3.74

3.56




TABLA 12

Efectos de la interaccién entre nivel de P afnadido al suelo (Pn), sistema de cultivo,
inoculacidén con micorrizas (M) -frente a control no micorrizado (C).

sobre el Total
Npd Fert (mg/maceta) en plantas de Lolium y alfalfa.

g0 MONOCULTIVOS CULTIVOS MIXTOS
b

T 3| ALFALFA LOLIUM ALFALFA LOLIUM TOTAL

il © BN of

ZW g

. C M C M C M C M C M
B 0.08 0.23 0.27 0.24 |0.001 0.007 | 0.21 0.17 0.21 0.17
0 £0.02 £0.02 £0.02| +0.02 -

- +0.02 +0.01 +0.02 +0.02

p 0.04 0.1 0.28 0.24 0.003 0.003 0.24 0.23 0.25 0.23
! £0.01 +6.01 £0.02 £0.09 = £0.001]| +0.02 +0.0k +0.02 +0.04

P 0.13 0.07 0.27 0.26 0.004 | 0.005 0.28 0.21 0.28 0.21

2 £0.01 | s0.01| +0.01] :0.01 | :0.001 - £0.02 | s0.04 | s0.02 | .0.02

0.06 0.06 0.26 0.28 0.005 0.003 0.25 0.28 0.25 0.28

P
: - - £0.07 £0.02 $0.001 +0.001 0.0 $0.02 0.01 £0.02
e

P 1o0.08 0.11 0.27 0.27 0.003 0.004 0.24 0.22 0.25 0.22




TABLA 13

Efectos de la interaccién entre nivel de P afadido al suelo (Pn), sis-
tema de cultivo, inoculacién con micorrizas (M) -frente a control no
micorrizado (C)- sobre el % Npd Suelo en plantas de Lolium y alfalfa.

"""""

. MONOCULTIVOS CULTIVOS MIXTOS
T O
-— Q
T A|  ALFALFA LOLIUM ALFALFA LOLIUM
ZL S
. 4 C M C M C M C M
Fb 31.41 34.34 95.70 96.30 6.60 1.44 96.23 95.92
10.68 £1.58 £0.03 £0.03 | £1.36 +0.55 +0.0k +0.02
P 11.62 13.90 95.70 96.68 4.74 0.69 95.96 96.39
1 +1.72 +1.48 +0.03 £0.06 £0.67 | *0.29 £0.02 £0.05
P 13.45 8.61 95.79 96.94 1.72 1.89 96.01 96.94
2 £0.54 £0.21] *0.08 £0.03 | £1.04 +1.48 £0.07 £0.02
) 22.32 6.90 95.88 96.51 6.35 1.36 96.83 96.47
3
Xp 19.25 15.94 95.77 96.61 4.85 1.35 96.26 96.43




TABLA

14

Efectos de la interaccién entre nivel de P afadido al suelo (Pn), sistema de cultivo,
inoculacidén con micorrizas (M) -frente a control no micorrizado (C)- sobre el Total
de NPd suelo (mg/maceta) en plantas de Lolium y alfalfa.

v o MONOCULTIVOS CULT_IVOS MIXTOS

oy 4

u9 ALFALFA LOLIUM ALFALFA LOLIUM TOTAL

- 0O c

ZuW g

D 4 C M C M C M C M C M
o 1.76 6.07 6.05 6.09 0.03 0.18 5.40 4.53 5.43 4.71
0 £0.30 | 40.02] 40.53 |40.02 0.0 - £0.50 |.+0.02 £0.48 | .0.02
p 1.01 3.19 6.27 7.02 0.07 0.06 5.80 6.25 5.86 6.31
! £0.01 | £0.12 | 20.60 | +0.09 | :0.01 . £0.86 | +0.04 | +0.86 +0.04
P 3.07 2.27 6.13 8.41 0.10 0.15 6.77 6.34 6.87 6.50
2 £0.25 | +0.25) «0.37 |+ 0.14 - £0.12 | Lo0.62 | .11 [ao0.49 . 0.99
R 1.56 1.67 5.92 7.73 0.17 0.07 7.54 7.74 7.72 7.81
3 £0.25 +9.19 £+0.07 £+0.87 $0.04 +0.01 +0.62 +0.99 +0.62 +0.99
-.P 1.85 3.30 6.09 7.31 0.09 0.12 6.38 6.21 6.39 6.33




\

TABLA 15

Efectos de la interaccién entre nivel de P afadido al suelo (Pn), sis-
tema de cultivo, inoculacién con micorrizas (M) -frente a control no
micorrizado (C)- sobre el valor Ay del suelo (mg/maceta).

o MONOCULTIVOS CULTIVOS MIXTOS
T o<
§§ ?|  ALFALFA LOLIUM ALFALFA LOLIUM
Z2 5
4 C M C M C M L M
22.25 | 26.04 25.42 | 23.52
+0.17 +0.21 +0.12 +0.12
P 22.45 | 29.14 23.77 | 26.73
: *0.16 *0.53 +0.12 | *0.42
P, 22.70 | 31.66 23.60 | 31.63
£0.37 +0.35 +1.25 *0.23
23.78 | 27.62 30.54 | 27.36
R
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2. EFECTO DEL N COMBINADO SOBRE FBN

2.1. Efectos sobre la micorrizacidn, crecimiento de las plantas

v nutricién fosforada

Los resultados que se resumen en Tabla 16 muestran, en primer
lugar, que las plantas noduladas alcanzan un nivel de micorrizacidn
superior que los correspondientes controles, lo que apoya la
existencia de un mutualismo entre microsimbiotes (Hayman, 1986; Barea
y  Azcén-Aguilar, 1983). Los niveles de micorrizacién son
relativamente bajos, independiente de lo cual es de destacar que al
incrementar la dosis de N en el medio no se producen interferencias
drdsticas de la micorrizacidn, como se habian descrito en otros casos
(Azcén et al., 1982; Smith, 1980). En cuanto al crecimiento de las
plantas (Tabla 17) se aprecia un efecto beneficioso de la inoculacidén
con Rhizobium a todos los niveles de N. Este hecho se discutird mds
adelante en este apartado. Llegado a un nivel apropiado de N (8 mg
N/maceta, en la situacién utilizada) 1la aplicacién de dosis
superiores no produce cambios en el peso seco de las plantas. Sin
embargo, la concentracién de P en los tejidos de la planta desciende
a medida que aumenta la dosis de N en plantas noduladas. Este hecho
fué observado en otros estudios (Azcén et al., 1978). En el caso de
plantas no noduladas no llegan a producirse tales fendémenos de
interferencia por interacciones N x P. Los resultados en Tabla 19 son
una mera consecuencia de los expuestos en Tabla 17 y 18, pero tienen
el interés de corroborar la influencia negativa en la absorcién de un

nutriente (P) al aplicar cantidades crecientes de otro (N).



TABLA 16

Efecto del nivel de N en suelo sobre la formacidén de mico-
rrizas (% de longitud de raiz micorrizada) por plantas de
sulla noduladas (planta fijadora) y no noduladas (planta de
referencia).

Planta fijadora : Hedysarum coronarium.
Planta no fijadora (referencia) : la misma en ausencia de su
Rhizobium especifico.

(NH; }» SO, marcado Datos analisis
Nivel de N Enriq. Planta

Kq Nha ' mgN/mac. |, N a. e, Fijad. Refer.
10 1.98 10 43.80 | 17-80
7.1 - 2.8

20 396 10 V80 | 15-0%
131 = 2.2

40 7.98 2 22,40 1 14.88
- 6.5 - 2.5

80 15.96 2 25.16 | 10.80
3.7 v 31

24 .60 12.00
120 23.94 2 110.3 1222

Suelo A: 4.5 ppm de P (Olsen)



TABLA 17

Efecto del nivel de N en suelo sobre el peso seco (mg/ma-
ceta) de plantas de sulla micorrizadas y noduladas (plan-
ta fijadora) y no noduladas (planta de referencia).

(NH, }» SO, marcado

Datos analisis

Nivel de N Enriq. Planta
Kg Nha | mgN/mac. v Na. e Fijad. Refer.
10 198 10 1,470 720
‘ 2 380 180
20 396 10 1.740 830
’ 380 IR TN
.0 798 2 2.649 1.016
' - 405 2120
80 15.96 2 2.560 1.140
MR MY
120 2394 2 2.430 1.090
MEYIS 2 250




TaBLA 18

Efecto del nivel de N en suelo sobre la concentracién de
P (%) de plantas de sulla micorrizadas y noduladas (plan-
ta fijadora) y no noduladas (planta de referencia)..

(NHA)Z SQ; marcado

Datos analisis

Nivel de N Enriq. Planta
Kg Nha | mgN/mac. % °Na. e Fijad. Refer.
0.22 0.21
10 1.98 10 : .
- 0.049 - 0.015
. 0.17
20 3.96 10 0.1 )
- 0.030 - 0.017
0.14 019
40 7.98 2 ool o.os0
0.10 0.18
80 15.96 2 Co00sl + 0.058
120 23.94 2 0,09 10
- 0.008 - 0.050




TABLA 19

Efecto del nivel de N en suelo sobre el contenido de P
(mg/maceta) de plantas de sulla micorrizadas y nodula-
das (planta fijadora) y no noduladas (planta de referen-

cia).

(NH, }» SO, marcado

Datos analisis

Nivel de N Enriq. Planta
-1 ..
kﬁg N ha |mgN/mac. 'I.ISN a.e. Fijad. Refer.
3.07 1.49
10 1.98 10 . .
*0.33] .25
.43
20 3.96 10 2-98 e
0.68] % 0.37
40 7.98 2 300 e
- 0.66 - 0.32
80 15.96 2 2. 47 g-
- 0.39 - 0.46
120 23.94 2 2 26 207
- 0.30 - 0.40




112

2.2. Efectos sobre la nodulacidn y nutricidn nitrogenada

Aunque se aprecia una tendencia a que descienda el numero de
nédulos al aplicar dosis crecientes de N, los efectos no son
significativos (Tabla 20). Esto contrasta con estudios al respecto,
revisados por Ligero, (1984).

Como era de esperar la concentracién de N en la parte aérea
de las plantas noduladas era superior a las correspondientes no
noduladas (Tabla 21). La interaccién entre N combinado en el medio vy
ol efecto de la nodulacién no produjo cambios importantes en el % de
N en planta. Los resultados correspondientes a contenido total de N
(Tabla 22) corroboran la tendencia anterior de la compensacién en el
aporte de N entre dos sistemas, quimico y bioldgico, a las plantas.
Es evidente que este tipo de situaciones, en las que es preciso
conocer la procedencia real del N que una planta posee, es cuando se
hace necesario disponer de una metodologia adecuada, y para ello, la

Gnica dtil es la que utiliza trazadores isotdpicos.



TABLA 20

Efecto del nivel de N en suelo sobre el numero de ndédulos
formados por plantas de sulla micorrizadas e inoculadas
con Rhizobium especifico.

(NHL)Z SQ; marcado

Datos analisis

Nivel de N Enrigq. Planta
Kq Nha | mgN/mac. %N a. e, Fijad. Refer.
10 1.98 10 ar.20 -
- 11.8

20 396 10 3580 E
- 8.0

40 7.98 2 8.2k -

80 15.96 2 32-60 -
- 7.’]

120 23.94 2 27-20 -
- 9.7




TABLA 21

Efecto del nivel de N en suelo sobre la concentracién de
N (%) de plantas de sulla micorrizadas y noduladas (plan-
ta fijadora)y no noduladas (planta de referencia).

(NH; ), SO, marcado

Datos analisis

Nivel de N Enrigq. Planta
Kq Nha | |mgN/mac.|*% />N a.e. Fijad. Reter.
10 1.98 10 4-96 e
- 0.09 - 0,49
3.90 1.90
20 3.96 10 ? 0.7 * 050
40 7.98 2 4-12 2-02
' 2 0.57 20.90
80 15.96 2 -39 i =83
- 0.74 - 0.12
120 23.9¢ 2 3.65 2.36
- 0.6 - 0.9
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2.3. Efectos sobre FBN

Los datos base para los cdlculos inherentes a la metodologia del
NI se resumen en Tabla 23. Es obvio que tanto la dosis como el
enriquecimiento del fertilizante adicionado afectan la relacidén
le/N14 en la planta. La existencia de fijacidn se aprecia claramente
al comparar el exceso atdmico en N en plantas fijadoras y en las de
referencia correspondientes (Fried y Middleboe, 1977). Es evidente
que siempre es mds bajo en plantas noduladas, indicando "dilucidn"
del NI con N'* de 1la atmésfera (FBN).

Puesto que se adicionaron distintas cantidades y
enriquecimientos de N a1 suelo, para calcular FBN hubo de aplicarse
la metodologia basada en el cdlculo previo del valor A (Fried y
Broeshart, 1975). Los resul tados de las estimaciones
correspondientes, que se recogen en la Tabla 24, corroboran una
premisa importante que supone que el valor A del suelo calculado no
debe cambiar al aplicar distintos niveles de N al suelo (Danso et
al., 1983). Estos datos confirman la aseveracién de tipo conceptual e
indican que en el presente ensayo se traba jé correctamente, que la
metodologia basada en el "valor A" es adecuada y que las medidas de
FBN, que se ofrecen en Tabla 25, son fiables. Si es asi, dichos datos
y, consecuentemente, los de la Tabla 26, muestran un hecho que
contradice todas las conclusiones hasta ahora vertidas (ver revisidn
de Ligero, 1984): la aplicacién de N en cantidades equivalentes hasta
120 kg ha~l no inhiben FBN. El hecho de que aqui se alcanza tal
conclusién estd avalada por el uso d le, pero no deja de ser
sorprendente. Para discutir tal evidencia, para el sistema suelo-
planta usado, conviene considerar previamente otros datos de la
captacién de N del suelo y fertilizante (marcado) que se exponen a

continuacién.



TABLA 22

Efecto del nivel de N en suelo sobre el contenido de N
(mg/maceta) de plantas de sulla micorrizadas y noduladas
(planta fijadora) y no noduladas (planta de referencia)..

(NH; }» SO, marcado

Datos analisis

Nivel de N Enriq. Planta
Kg Nha ' |mgN/mac.|%% °N a. e Filad.  |Refer.
. .72
10 198 10 67.30 p 127
- 15.0 - 4.6
20 396 10 66.29 | 1520
‘] t3
111.56 19.94
40 7.98 2 A R
87.08 19.13
80 15.96 2 e | 10U
. 24 .89
120 2394 2 180 .
- 13.8 - 5.1




TABLA 23

Efecto del nivel de N en suelo sobre el exceso atdmico en
N15 (%) de plantas de sulla micorrizadas y noduladas (plan-
ta fijadora) y no noduladas (planta de referencia).

(NH, ), SO, marcado Datos analisis
Nivel de N Enriq. Planta

Nha ' mgN/mac. “% "N a.e. Fijad. Refer.
10 198 10 0.164 0.449

' 10.04 20.07
20 596 » 0.337 0.969

' :0.05 0,19
40 798 2 0.081 0.327

' 20.008 10.03
80 _— 5 0.192 0.551

' Z 0,01 1 0.2
120 23 94 . 0.213 0.722

' t 0.0k M




TABLA 24

Efecto del nivel de N en suelo sobre el valor A suelo

referente al N, expresado como mg/maceta. Se usd como

planta de referencia sulla no nodulada pero micorriza-

das .

(NH; ), SO, marcado

Datos analisis

Nivel de N Enrig. Planta
Nha mgN/mac. %N a.e. Fijad. Refer.
. - 38.39
10 1.98 0 *s g
20 3.96 10 - 2622
2 7.6
L0 7.98 2 ) -3
80 15.96 2 - 42-10
123
42.59
120 2394 2 * 5 q




TABLA 25

Efecto del nivel de N en suelo sobre el % NpdFij de plan-
tas de sulla micorrizadas y noduladas (planta fijadora) y
no noduladas (planta de referencia).

(NH, ), SO, marcado Datos analisis
Nivel de N Enrigq. Planta
Kg Nha | mgN/mac. % °Na. e Fijad. Refer.
10 1.98 10 6610 -
- 12.3
20 396 10 64.32 -
- 7.9
40 7.98 2 L -
! 3.0
80 15.96 2 b ¥ -
- 2.2
120 23.9¢4 2 10.40 -
- 7.9
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2.4, Efectos sobre la captacidén de N del suelo o fertilizante
15
N

(técnica del

El porcentaje de eficacia en el uso del fertilizante parece
mantenerse en valores relativamente homogéneos para cada tipo de
"planta", independientemente de 1la dosis y enriquecimiento del
fertilizante afiadido. Ello corrobora un desarrollo adecuado de 1la
metodologia (Urquiaga y Boddey, 1987). No obstante, cuando se analiza
el % del N de la planta que procede del fertilizante (Tabla 28), se
evidencia que la planta fijadora, cuando mds, sélo derivé un 10% de
su N del fertilizante. Esta baja cantidad (reafirmada en Tabla 29)
puede explicar el porqué de la no inhibicién de la FBN por dosis
elevadas de fertilizante nitrogenado. La razén podria se que la
planta fijadora toma muy poco N combinado, lo cual podria explicarse
sobre la base de las caracteristicas fisico—quimicas del suelo. Por
ejemplo, el suelo tiene un elevado contenido en arcilla (42%) por lo
que puede retener considerables cantidades de amonio, la forma de N
en el fertilizante adicionado, (Stevenson, 1986) y que 1luego se
cedelentamente. otra posibilidad es que ocurrieran perdidas
considerables por volatilizacidén, pero esto no se puede defender ya
que no se realizaron medidas oportunas por no sospecharse la
situacién que se iba a encontrar.

Las Tablas 30 y 31 aportan otros datos importantes como son los
que indican que la planta nodulada apenas deriva un 25%, como media,

del suelo.



TABLA 26

Efecto del nivel de N en suelo sobre el contenido de
NpdFij de plantas de sulla micorrizadas e inoculadas

con Rhizobium especifico.

(NH; }» SO, marcado

Datos analisis

Nivel de N Enriq. Planta
Kg Nha | mgN/mac. %N a. e Fijad. Refer.
10 1.98 10 4567 )
- 17.0

20 3.96 10 a0 -
- 8.1

40 7.98 2 83.51 -
9.1

80 15.96 2 2678 il
- 1.7

120 23.94 2 63-4¢ -
=12 .2




TABLA 27

Efecto del nivel de N en suelo sobre el % Utilizacién del

Fertilizante por plantas de sulla micorrizadas y nodula-
das (planta fijadora) y no noduladas (planta de referen-

cia).

(NH; ), SO, marcado

Datos analisis

Nivel de N Enrigq. Planta
Kg Nha ' [mgN/mac.| "N a. e Fijad. Refer.
10 1.98 10 - Ly
- 5.9 - 9.9
18.9 - 12.6
40 798 2 56:60 41 .‘15
14,3 L 16.4
52.60 33.25
80 15.96 2 i o g
120 23.94 2 183, | ITze8
- 10.8 - 8.8




TABLA 28

Efecto del nivel de N en suelo sobre el % NpdFert de plan-
tas de sulla micorrizadas y noduladas (planta fijadora) y
no noduladas (planta de referencia).

(NH, }» SO, marcado Datos analisis
Nivel de N Enrigq. Planta

N ha"1 mgN/mac. '/.15N a.e. Fijad. Refer.
10 1.98 10 '-od it i

- 0.47 - 0.74
20 3.96 10 321 °-07

- 0.34 Z 1.9
L0 798 2 4.07 16.34

' 0 38 11,79
80 15.96 2 9.60 27 .48

' 2 0.75 118
120 23.94 2 10.67 36.09

- s 2,38 2 2,20




TABLA 29

Efecto del nivel de N en suelo sobre el contenido de Npd
Fert (mg/maceta) de plantas de sulla micorrizadas y nodula-

das (planta fijadora) y no noduladas (planta de referencia).

(NH; ), SO, marcado

Datos analisis

Nivel de N Enriq. Planta
Kg N ha ' |mgN/mac.|% N a. e. Fijad.  |Refer.

10 1.98 10 i B
- 0.10 - 0.19

20 396 10 2. %3 149
- 0.34 - 0.50

.0 798 2 4.51 3.19
] 20.35 11.23

8.32 5.26

80 15.96 2 ° )
- 0.90 - 0.74

. .99

120 2394 2 .54 dalioe
- 2.60 - 210




TaBLAa 30

Efecto del nivel de N en suelo sobre el % NpdSuelo de
plantas de sulla micorrizadas y noduladas (planta fi-
jadora) y no noduladas (planta de referencia).

(NH, )L SO, marcado

Datos analisis

Nivel de N Enrigq. Planta
Kq N ha | mgN/mac. %N a. e, Fijad. Refer.
P 95.01
10 198 10 22 .
.9 0.7
32.31 90. 31
20 396 10 o g
40 7.98 2 2101 83.66
- 2.8 - 1.8
80 15.96 2 25.03 T24¢
- 1.6 - 1.2
120 23.94 2 18.95 1 63.91
- 9.2 - 2.2
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3. EFECTOS DE LAS MICORRIZAS (vs FOSFATO SOLUBLE) SOBRE EL DESARROLLO
¢ FUNCIONAMIENTO DE LA SIMBIOSIS R. meliloti-M. sativa A DIFERENTES
NIVELES DE POTENCIAL HIDRICO DEL SUELO

3.1. Efectos sobre el crecimiento y nutricidn de las plantas

Los datos que se recopilan en las Tablas 32, 33 y 34,
correspondientes al peso seco, contenido en Py N, respectivamente,
de las plantas, indican que las cosechas referidas a estos pardmetros
incrementan con la cantidad de P soluble afiadida al medio, pero los
efectos ejercidos sobre el crecimiento de las plantas y sobre la
captacién de nutrientes por esta, se atenuan al aumentar el estrés
hidrico. El nivel de sequia afectd menos drdsticamente los efectos de
la inoculacidén de micorrizas sobre la produccién de materia seca y
cosecha de N y P. Realmente, sélo 21 nivel de sequia mds fuerte
(préximo al punto de marchitamiento) afectd significativamente los
efectos de las MVA sobre el crecimiento y nutricién de las plantas.
La micorrizacidn fué el tratamiento mds efectivo a los niveles mds
altos de estrés de agua aplicados. Este comportamiento de las MVA
puede interpretarse asumiendo que las hifas del hongo contindan
introduciendo nutrientes a unos niveles de sequia que impedirian tal
absorcién a una planta no micorrizada (Cooper, 1984; Pefia et al.,
1988). Sin embargo los resultados de las Tablas 35y 36, referentes a
% de N y P, respectivamente, muestran una situacidn resefiable.
Mientras que los niveles mis fuertes de estrés hidrico no afectan el
ofecto MVA sobre la concentracién de N, si que afectan la accidén de
los MVA sobre el % de P. Este hecho encontrado también por Pefia et
al. (1988), sugiere que las MVA actuarian ademds por otros mecanismos
distintos del aporte de P.

Es de interés el hecho de que el estrés hidrico no afecte el
desarrollo de las MVA estimado como % de longitud de raiz colonizada

(Tabla 37), situacién similar a la encontrada por Pefia et al.,
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(1988), pero que contrasta con la descrita por Reid and Bowen (1979)
y Mosse et al. (1981).



TABLA 31

Efecto del nivel de N en suelo sobre el contenido de
NpdSuelo de plantas de sulla micorrizadas y noduladas
(planta fijadora) y no noduladas (planta de referencia).

(NH, )2 SQ, marcado

Datos analisis

Nivel de N Enriq. Planta
g N ha-1 mgN/mac. ‘I.ISN a.e. Fijad. Refer.
20.46 11.99
10 1.98 10 : .
= 3.7 K
20 396 10 et T TR
t 7.4 l2.8
40 7.98 2 i ok ki
4,9 = B
21.99 13.86
80 15.96 2 b B
S .81
120 2394 2 ik L Bkl
- 5.9 - 3.3




TABLA 32

Efectos de la interaccién nivel de agua en suelo (% de la capa-
cidad de campo - WHC -) y dosis de fosfato (P ) 6 inoculacién
de micorrizas (M) sobre el peso seco (mg/macega) de la parte

aerea de plantas de alfalfa.

o Nivel de P en suelo -
(-]
whel R TR 1Pl p | M| X
100 703 788 793 563 589
100 ) . . . .
<25 T2 - 27 z 91 MY
94 534 618 723 590 512
90 + + + + +
- 15 - 77 - 16 - 53 - 55
51 364 456 526 537 H 387
825 29 239 213 18 9




TABLA 33

Efectos de la interaccidén nivel de agua en suelo (% de la capacidad de
campo - WHC -) y dosis de fosfato (Pn) 6 inoculacién de micorriza (M)
sobre el contenido de N (mg/maceta) en parte aerea de plantas de alfal-
fa.

o Nivel de P en suelo -
whel 1P P | P M | X

1.93 16.65 17,34 18.96 14.54 13.88




TABLA 34

Efectos de la interaccién nivel de agua en suelo (% de la capa-
cidad de campo - WHC -) y dosis de fosfato (P ) & inoculacién
de micorrizas (M) sobre el contenido de P (mg?maceta) en parte

aerea de plantas de alfalfa.

o Nivel de P en suelo -
’ X
WH Po P, P, P, M
0.09 0.63 0.95 1.14 | 0.90 0.74
100 0.01] o0.08 20.09 £0.10 20.10
90 0.07 0.46 0.87 0.98 0.88 0.65
20.01 t0.04] 0.09 20.10 20.10
0.04 0,39 0.67 0.71 0.75 0.51
8251 t0.01| *0.04 t0.08 £0.09 20.06
0.03 0.32 0.37 0.40 0.59 0.34
75




TABLA 35

Efecto de la interaccién entre el nivel de agua en suelo (% de la
capacidad de campo -WHC-) y dosis de fosfato (P ), & 1noculacién

de micorrizas (M) sobre la concentracién (%) de N en la parte aerea
de plantas de alfalfa.

y Nivel de P en suelo -
¥ X
WH Po P, P, Ps M
100 1.93 2.37 2.20 2.39 2.58 2.29
+/- 0.26 +/-0.27 +/- 0.18 | +/- 0.25 +/- 0.30
2.67 2.04 2.08 2.30 2.44 2.43
S;() +/- 0.31 | +/- 0.18 +/- 0.33 | +/- 0.19 +/- 0.29
2.74 2.46 2.72 2.35 2.61 2.56
825 +/- 0.32 | +/- 0.28 +/- 0.24 | +/- 0.27 +/- 0.35
2.28 2.54 2.62 2.05
75 +/- 0.20 | +/- 0.23 +/- 0.34 | +/- 0.21
n..-.--L--------------i-----
.
X 2.0 | 2.35 | 2.55 | 2.27




TABLA 36

Efectos de la interaccién entre el nivel de agua en suelo (% de la
capacidad de campo -WHC-) y dosis de fosfato (P ), O inoculacién
de micorrizas (M) sobre la concentracién (%) de P en la parte
aérea de plantas de alfalfa.

o Nivel de P en suelo -~
¥ X
WH Py, | P P, P; | M
A 0.16 0.12
1()() 0.09 0.08 0.12 0.14
+/- 0.01 | +/- 0.01 +/- 0.008 | +/- 0.01 +/- 0.01
E)() 0.07 0.08 0.14 0.13 0.15 0.11
+/- 0.01 | +/- 0.009| +/- 0.01 +/- 0.007 { +/- 0.01
i;:ZEi 0.08 0.1 0.15 0.13 0.14 0.12
+/- 0.01 | +/- 0.007 +/- 0.01 | +/- 0.02 +/- 0.01
0.09 0.11 0.11 0.12 0.12 ‘
+/- 0.01 0.1
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3.2. Efectos sobre FBN

Los resultados de la Tabla 38 confirman un hecho bien conocido:
la nodulacidén es favorecida por la adicién de P soluble al medio
(Hayman, 1986) y es afectada negativamente por el estrés hidrico
(Pefia et al., 1988). La inoculacién con MVA favorecidé la nodulacidn,
y el estrés hidrico sélo afectd tal influencia positiva al nivel mds
fuerte de sequia, al cual las MVA fueron el tratamiento mds efectivo
en cuanto a mejorar la nodulacidn.

Cuando se consideraron globalizados todos los niveles de agua,
se obtuvo una estrecha correlacidén positiva entre cosecha de N y
mimero de nddulos para los diferentes niveles de P o inoculacidén de
MVA (Py;r = 0,996; Py;r = 0,937; Py;r = 0,967; MVA;r = 0,945).

El enriquecimiento en N de 1las plantas tiende a disminuir, lo
cual indica que aumentan las tasas de fijacién de N, (Danso, 1986),
al aumentar la dosis de P (Tabla 39). El hecho es bien conocido, pero
aqui se contrasta con la metodologia isotdpica empleada, por lo que,
de paso, se confirma la validez de la técnica. En lo que respecta a
los tratamientos de P aplicados en este estudio se puede observar que
cuanto mds bajo es el nivel de agua en el suelo mids alto es el
enriquecimiento en N de 1las plantas. Es obvio que ésto es una
evidencia isotdpica de que existe una estrecha relacién entre FBN y
estrés hidrico. En efecto, se demostrd una correlacién negativa
elevada entre N cosechado y exceso atdémico en N2 en 1las plantas
(Pg;r = -0,795; Py;r = -0,832; Pyjr = -0,864), en cambio la
correlacién entre tales pardmetros en el tratamiento de inoculacidn
con MVA, fué baja (r = -0,460). Sin embargo, se aprecié una fuerte
correlacién (r = -0,934) entre nodulacidn y exceso atdémico en N en
el tratamiento de micorrizas, lo que apoya la validez de la técnica
analitica para medir FBN segin Danso (1986).

Esto indica que las micorrizas podrian estar aportando, a las
plantas otras fuentes de N, ademds de activar FBN, lo que confirma

observaciones descritas en el ensayo 1 discutido en este capitulo, o
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evidencias experimentales previas (Barea et al., 1987). Otro hecho a
resaltar es que el nivel de agua en suelo no afectd el exceso atdmico
de N (%) en planta, o sea que la funcién de las MVA en FBN,
cualquiera que sean los mecanismos implicados, parece mantenerse y
operar en condiciones de déficit hidrico. Incluso la propia formacidén
de la micorriza no es alterada por el nivel de agua. Lo mds probable
es que la MVA actde por varios mecanismos. De un lado, facilitando la
captacién de P en condiciones de crisis en la movilidad de este
nutriente agravada por la sequia, pero no se puede descartar las

implicaciones de otros mecanismos, que seran tratados en DISCUSION

GENERAL.



TABLA 37

Efecto del nivel de agua en suelo (% de la capacidad de
campo -WHC-) sobre la formacién de micorrizas (% de longi-
tud de raiz micorrizada) por plantas de alfalfa.

Nivel de P en suelo

o
W H /C"'BPO lb’.ﬁ"Pl p2 P3 M
100 ¥
i

80

90 .
82

825

7755 84 210




TABLA 38

Efectos de la interaccidén nivel de agua en suelo (% de la capa-
cidad de campo - WHC -) y dosis de fosfato (P ) & inoculacién
de micorriza (M) sobre el nimero de nédulos (datos por maceta)
en raices de plantas de alfalfa.

o, Nivel de P en suelo -
whc[ R [P [P | P M | X
100 21 180 230 284 2:12 191
t 3 125 36 £33 £25
9 O 1 Ot : 9! 29 22: 52 8 2:1300 2t2230 158
J 82.5! AM 7017 191021 211018 21t621 138
75 2 32 53 97 183 73
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4. EFECTOS DE LAS MICORRIZAS (ws FOSFATO SOLUBLE) SOBRE EL DESARROLLO
Y FUNCIONAMIENTO DE LA SIMBIOSIS R. meliloti-M. sativa A DIFERENTES
NIVELES DE SALINIDAD

4.1. Efectos sobre el crecimiento y nutricién de las plantas

Como ocurridé en el caso del ensayo anterior (efecto del estrés
hidrico) se aprecia la tendencia de que la dosis de P soluble en
suelo (beneficiando) y el nivel de salinidad (perjudicando) afectaron
el crecimiento de las plantas (Tabla 40) y el contenido en la biomasa
de P (Tabla 42) y de N (Tabla 44). Los efectos sobre las
concentraciones de P (Tabla 41) y de N (Tabla 43) son menos
generalizable pero siguen una tendencia general asimilable a lo dicho
anteriormente. Estos efectos de 1la salinidad corresponden a los
referidos por otros autores (Hafeez et al., 1988; Pfeiffer y Bloss,
1988).

El papel de las MVA, en este contexto merece comentarios
particulares. En primer lugar, su formacidn es afectada negativamente
a niveles altos de salinidad, lo que corrobora otras informaciones
(Mosse et al., 1981). El hecho puede ser explicado en base a los
efectos negativos de la salinidad sobre el desarrollo de macro y
microbiota por mecanismos que fueron analizados en el apartado 3.4.,
capitulo de INTRODUCCION. A pesar del descenso en el nivel de
micorrizacién, la simbiosis resulté beneficiosa para estimular el
crecimiento y nutricién de las plantas (Tablas 40 a 44 inclusives).
La inoculacién de MVA fué el mejor tratamiento (vs. niveles de P) a
los niveles mds altos de salinidad para los distintos parametros
estudiados, siendo de destacar los referentes a cosecha de materia
seca (Tabla 40), P (Tabla 44). Estas circunstancias podrian ser
explicadas por el cldsico efecto mediado por P, (Pond et al., 1984;
Ojala et al., 1983) aunque puedan aducirse otras razones de tipo
ecofisioldgico que serdn tratadas en la DISCUSION GENERAL.



TABLA

40

Efectos de la interaccidn entre el nivel de salinidad del
suelo y dosis de fosfato (Pn), & inoculacidn de micorrizas

(M), sobre el peso seco (g/maceta) de la parte aérea de

plantas de alfalfa.

o :
g==|Nivel de P en suelo
—_¢ E
C —
.= 7))
>=
533 Po P] p2 P3 M X
1.04 1.47 1.46 1.68 1.52
2.5 20.07f % 0.10 *o0.08] - o0.22] - 0.12 1.43
0.94 0.97 1.06 1.12 1.09
13.8 ] : o.14| *o.ou | T o0.09 | Zo.04f 2 0.10 1.04
0.72 0.76 0.78 0.84 0.91
22.2 *o0.04l 2 o.04 | Zo0.04 20.01f 2 0.06 0.80
0.57 0.61 0.65 0.64 0.77
28.8 t0.03 *o0.03 P o0.04 10.05 2 0.06 0.65
0.45 0-49 0.55 0.45 0.68
L35 :o.09 Io0.11| I o0.04 1 0.03) Zo.04 0.52
)_(. 0.74 0.86 0.90 0.95 0.99




TABLA 41

Efectos de la interaccidn entre el nivel de salinidad del
suelo y dosis de fosfato (Pn),6 1noculacién de micorrizas
(M), sobre la concentracién de P (%) en la parte aérea de
plantas de alfalfa,

UA -
gs=|Nivel de P en suelo
=z E _
[T}
>=V
233 Po P] p2 P3 M X
0.11 0.12 0.14 0.15 0.17
. . . : . . 0.14
2.5 | 2 0.010] 2 0.007] 2 0.015) *o0.011 ® o0.010
0.13 0.15 0.18 0.17 0.22
13.8 |  0.010] 2 0.013] % 0.012| 2 0.011 I o.007f ©-17
0.17 0.13 0.12 0.13 0.15
22.2 1 * 0.00s]  0.020] % 0.007] % 0.004 | 0.011 0.14
0.09 0.12 0.12 0.12 0.15
28.81 : ) ) 0.12
*0.007] % o0.070] : 0.015 0.005 0.008
0.08 0.11 0.11 0.12 0.13
(35 :o.014 :oo0.007 :o0.019 0.021 0.008 0.11
)( 0.11 0.12 0.13 0.14 0.16




TABLA

42

Efectos de la interaccién entre el nivel de salinidad del
suelo y dosis de fosfato (Pn), 0 1noculacién de micorrizas
(M), sobre el contenido de P (mg/maceta) en la parte aérea
de plantas de alfalfa.

.Uf\ ) .
ss=INivel de P en suelo
-z E
C —
.= 7))
S>S=
8o Po P P2 P3 M X
1.16 1.76 2.04 2.46 2.59
26 | * o.09] to.20f to.19| To.20| 2 0.30 2.00
1.25 1.43 1.90 1.95 2.41
13.8 | *o.22] *o.15| *o.24| Zo0.18| - 0.28 1.79
1.25 0.97 0.94 1.07 1.40
222 2 0.08 to0.22 10.09 : 0.03 :0-13 1.12
0.51 0.74 0.78 0.80 1.18
28.8 * o002l to.o7l foo.z| fo.o7| 0. 0.80
0.36 0.54 0.61 0.55 0.91
L35 .09 to.11] *o.09] o.09] Z 0.09 0.59
)( 0.90 1.09 1.25 1.36 1.70




TABLA 43

Efectos de la interaccidn entre el nivel de salinidad del
suelo y dosis de fosfato (Pn),6 inoculacidén de micorrizas
(M), sobre la concentracién de N (%) en la parte aérea de
plantas de alfalfa.

%E?TNivel de P en suelo
SE G| 7
T I F:b F:| F>2 F>3 M )(
2.33 | 2.62 3.13 3.50 4.44
2.5 0.20)  fo.o9f o2 f0.19 | to.07 +20
2.86 | 2.80 3.19 3.32 4.38
13.8 to.19] fo.20 | fo.25 to0.23|  Zo0.06 = ¥l
4.57 | 2.70 2.48 2.42 3.07
22.2 o] to.20 | *o.20 o | lo.22 =1
3.77 | 3.83 2.54 2.78 2.58
28.8 to-60] fo.2 | Lot to.32]  lo0.07 10
2.07 | 2.ss 2.97 2.81 2.73
435 *o.38 fo.27] ok to.32|  lo.30 Lo
X 3.12 | 2.90 2.86 2.96 3.44




TABLA 44

Efectos de la interaccioéon entre el nivel de salinidad del
suelo y dosis de fosfato (Pn),d inoculacién de micorrizas
(M), sobre el contenido en N {mg/maceta) en la parte aérea

de plantas de alfalfa.

o _ .
ss=|Nivel de P en suelo
< E
-c pr—
.= n
>—
24.34 38.48 45.99 59.04 67.75
2.5 . 2.21 ok fwieo | Io3.30 1612 47.12
26.93 27.17 33.87 37.29 47.98
13.8 | *w.e4| 269 fuies| T30 - «.3et 34.65
32.93 20.46 19.52 20.36 28.10
22.2 1 *1.18] .90 Io2.37] 1.1 t3.17 24.27
18.92 23.29 16.58 17.90 20.03
28.8 + + + “+ +
- 3.06 - 2.69 - 1.29 -1.99 - 1.50 19.34
9.18 12.77 16.43 12.73 18.54
L35 509 :3.u9] 330 a0 Io1.ss 3
x 22.46 24.43 26.48 29.46 36.48
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4.2. Efectos sobre FBN

La nodulacién fué dristicamente afectada, en forma negativa, por
1a salinidad del suelo a todos y cada uno de los niveles de fosfato
aplicados (Tabla 46). Para cada nivel de salinidad, la inoculacién de
MVA indujo la formacién de un mayor nimero de nédulos en comparacidn
con los tratamientos de fosfato. Tal efecto fué estadisticamente
significativo en los tres niveles superiores de salinidad.
Aparentemente los efectos sobre la nodulacién son, globalmente,
paralelos a los ejercidos sobre la biomasa de N cosechada.

lLas estimaciones cualitativas de FBN usando le, cuya validez
como técnica discuten y apoyan los trabajos revisados por Danso
(1986), corroboran que los efectos sobre cosecha de N atribuibles a
la nodulacién se deben realmente a FBN (Tabla 47). En efecto, a
niveles mas elevados de salinidad, la micorrizacién, en general, fué
el mejor tratamiento, en cuanto a provocar tasas superiores de FBN,
conclusién deducida porque los valores de enriquecimiento de la
planta en N2 son inferiores, tal como se recoge en Tabla 47.

lLas comparaciones entre los parametros implicados permiten

obtener los siguientes coeficientes de correlacién (r):

Correlacién entre Py Py Py Pq MVA
e.a. de NL? (%) v:

Contenido de N -0,705 -0,895 -0,977 -0,969 -0,997
en planta (mg)

Mimero de nddulos -0,981 -0,937 -0,888 -0,729 -0,603
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Estos datos apoyan la validez de 1las estimaciones de FBN

cuando los tratamientos implicados son interacciones de salinidad x
nivel de P (6 MVA).



TABLA 45

Efectos de la interaccidén entre el nivel de salinidad del
suelo y la formacién de micorrizas (% de longitud de raiz
micorrizada) por plantas de alfalfa.

%':!”'F Nivel de P en suelo

- E

o.C

zzﬁg Po P| P2 P3 M
40.4

2.5 i o
51.0

13.8 s
51.4

22.2 -
37.0

28.8 5.,
19.4

435 o
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5. EFECTOS DE LAS MICORRIZAS (vs. FOSFATO SOLUBLE) SOBRE EL
DESARROLLO Y FUNCIONAMIENTO DE LA SIMBIOSIS R. meliloti-M. sativa A

DIFERENTES NIVELES DE ZINC EN EL SUELO

5.1. Efectos sobre el crecimiento de 1las plantas vy la

micorrizacién

Los efectos beneficiosos del fosfato o micorriza sobre el
crecimiento de las plantas tienden a ser deprimidos al aumentar la
concentracién de Zn en el medio (Tabla 48). Es de destacar que a
pesar de la aplicacién de niveles muy altos de Zn no se afectd al %
de raiz que se micorriza (Tabla 49). La aplicacidén del micronutriente
causé un efecto negativo en todos los casos menos en los 3 niveles
m4s bajos de Zn en plantas micorrizadas. la explicacién debe estar en
el conocido papel de las MVA introduciendo Zn en la planta (Tinker y
Gildon, 1983) 1lo cual agudiza los fendmenos de toxicidad a dosis
elevadas del micronutriente en el suelo. En cuanto a la no
interferencia del Zn en la proporcién de MVA en el sistema radical
hay que decir que en la literatura cientifica existe apoyo al

respecto (Mosse et al., 1981).



TABLA

46

Efectos de la interaccidén entre el nivel de salinidad del
suelo y dosis de fosfato (Pn), 6 inoculacidén de micorrizas
(M) ,sobre el nimero de nédulos formados en raices de plan-

tas de alfalfa,

o _ :
ZsINivel de P en suelo
—Z E
R -
S= W0
2ol P | Pr | P2 | P3| M X
88.0 93.6 110.6 121.10 153.0
2.5 1o g 2155 tasa| e |1
79.2 |107.2 111.6 159.2 160.4
. . . . . 123.52
13.8 12,0 .3 = 7.8 2167 | g
58.6 60.4 65.8 111.2 153.0
22. . . N . 89.8
2.2 - 6.9 17.6 2 10.9 2108 6.5
12.8 18.6 5.8 8.8 33.6
28.8 234 M 3.5 1.3 ‘8.3 15.92
1.2 4.0 6.6 9.0 16.4
435 Z 0.4 2 2.8 MER o MU 7.44
X 47.96 56.76 60.08 85.84 99.28




TABLA

47

Efectos de la interaccién entre el nivel de salinidad del
suelo y dosis de fosfato (Pn),o inoculacién de micorrizas
(M) ,en el exceso atdémico en N 5 (%) en la parte aérea de
plantas de alfalfa.

o _ "
ss=|INivel de P en suelo
oL 5 X
> =
23 3 Po P| P2 P3 M
0.050 0.045 0.035 0.035 0.044
) . . . . 0.043
2.5 *0.007] I o0.002 * 0.003 *0.001 I 0.003
0.076 | 0.069 | 0.076 0.070 0.078
13.8 | +o0.005] Zo.005] <o0.007 *0.007] 2 o.005 ) ©-074
0.096 0.102 0.101 0.110 0.106
22.2 *0.005] *o0.016f 2 o0.004 *0.0100 0.0 o0.103
0.129 | 0.129 | 0.116 0.142 0.113
28.8 to.006]  o.010] < o0.009 *o0.004 I 0.004 0.126
0.151 0.136 0.130 0.149 0.117
L35 *o0.000 o0.012] <Zo0.018 *0.006] % 0.007 Q.4.27
)( 0.100 0.096 0.091 0.101 0.093




TABLA 48

Efectos de la interaccidén entre el nivel de Zn en el suelo
y dosis de P (Pn), 6 inoculacidon con micorrizas (M), sobre
el peso seco (mg/maceta) dé la parte aerea de plamtas de
alfalfa.

C
N
¢E [Nivel de P en suelo
Q
v a v
-_EV Po Pl P2 P3 M X
194 748 1.412 1.300 706+ 872
* 80 MEE TN ! 90 MY I 100
5 124 466 808 1*on 816‘ 643
! 50 2100 2160 I 110 280
10 114 490 840 1.086 869 678
220 180 1170 Z 150 2100
114 566 940 916 600
400 M 70 1320 2 11 MY 627
800 | 138, [628. 434 | | 730 1320 o) aso
X 137 580 887 1,006 660




TABLA 49

Efecto del nivel de Zn en suelo sobre la formacion
de MVA en plantas de alfalfa (% de longitud total
de raiz que es micorriza).

C
N
¢t |INivel de P en suelo
Q
T a
>v
z Ionpo 12.22 | P2 P3 M
35.4
0.5 i
5 38.0
110
10 | 42.6
129
400 34.5
M
40.5
800 i




TABLA 5(
Efectos de la interaccidn entre el nivel de Zn en el suelo
y dosis de P (Pn), 6 inoculacién con micorrizas (M), sobre
la concentracién de Zn (ppm) en Ta parte aérea de plantas
de alfalfa.

[
N .
gg Nivel de P en suelo
Ta _
2 Po P, P, P M X

15.3 12.0 10.0 26.0 5.8
5 S 2350 1752 34.0 26.4
10 | 5551 ST 34.3 60.5 51.9
400 148.2 1495.5 13780 184.0 15327
800 276 256 244 295 267.7
X 105 98.9 88.5 119.9
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5.2. Efectos sobre la captacién de P v Zn

Los resultados de la Tabla 50, aunque son valores medios de dos
determinaciones, y por lo tanto no puede disponer de refrendo
estadistico, tienen cierta validez, por la similitud de ambas
determinaciones. Las tendencias de los efectos sobre la concentracidn
de 7Zn en las plantas, son bastante elocuentes. Al aumentar la
concentracién de P en el medio se reduce la captacién de Zn, como
habia sido descrito (Wallace et al., 1978). Para cada nivel de Zn,
las plantas micorrizadas poseian la concentracién mds alta del
elemento, lo que concuerda mias con un mecanismo de introduccidén del
nutriente que con un efecto "amortiguador" (Tinker y Gildon, 1983;
Shuepp et al., 1987).

Es de hacer notar que a niveles bajos de Zn (0,5 v 5 ppm de
elemento en suelo) las MVA aliviaron la deficiencia en Zn (Tabla 50).
Importante resefiar que de acuerdo con Hale vy Orcutt (1987) los
margenes de concentracién en parte aérea de Zn (ppm) son los
siguientes: Deficiencia, < 20; suficiencia, 25-150; toxicidad > 400.
Asi pués, las concentraciones de Zn alcanzadas no llegaron en ningin
caso a nivel de toxicidad. Y las deficiencias encontradas en los
niveles mids bajos fueron superadas en el tratamiento micorrizado.

En lo referente al % de P, los resultados de la Tabla 51 ponen
de manifiesto la continuidad de la actuacidn de las MVA a niveles mds
elevados de Zn, mediante su efecto mds conocido (aporte de P). Los
datos de Tabla 52, afectados por el peso seco de cosecha, son a su
vez afectados por acciones complementarias de la MVA y demuestran un

efecto detrimental de altas dosis de Zn sobre la cosecha de P en

planta.



TABLA §(
Efectos de la interaccion entre el nivel de Zn en el suelo
y dosis de P (Pn), O inoculacié6n con micorrizas (M), sobre

la concentracién de 2n (ppm) en Ta parte aérea de plantas
de alfalfa.

| ong
N
gg Nivel de P en suelo
T Qa —
5 Po | P P, P; | M X
05 15.3 12.0 10.0 26.0 15.8
5 31.0 23.5 17.2 34.0 26.4
10 ) 55.1 57.7 34.3 60.5 51.9
Z,OO 148.2 145.5 137.0 184.0 1653.7
1
800 276 256 244 295 267.7
)z 105 98.9 88.5 119.9




TABLA 51

Efectos de la interaccién entre el nivel de Zn en el suelo
y dosis de P (Pn), 6 inoculacién con micorrizas (M), sobre
la concentracién de P (%) de la parte aerea de plantas de

alfalfa.
[
N .
2t INivel de P en suelo
Q
o Qa v
-‘%V po P; P2 P3 M X
0.10 {0.12 0.11 0.14 0.16 —
- 0.013 - 0.010 - 0.0176| - 0-008 - 0.010 :
5 J0.11 (0,11 0.09 0,10 0.18 0.118
- 0.014%] - 0.020] - 0.016 - 0.0108 - 0.020 -
10 |0.11 o.10 0.10 0.11 0.18 0. 120
- 0.019%] - 0.008f - 0.010 - 0.0100 - 0.010 -
L00 |0.10 o.10 0.11 0.10 [0.14
- 0.020f - 0.020f - 0.007 - 0.007 - 0.010 0.110
800 Jo0.10 [0.13 0.10 0.10 ]0.13 0 112
*o.0200 * g.008l fo.0100 = o.ooi 2 0,008 )
)( 0.104 0.112 0.102 0.110 0.158




TABLA

52

Efectos de la interaccién entre el nivel de Zn en el suelo
y dosis de P (Pn), 6 inoculacidén con micorrizas (M), sobre
el contenido de P (mg/maceta) de la parte aerea de plantas

de alfalfa.
[ =
N -
s |Nivel de P en suelo
Q
T a v
%V PO P| p2 P3 M X
0.18 0.88 1.53 1.98 1.13 y
*0.05] *o.21l fo.30] fo0.21] I 0.17 ’
5 0.13 0.51 0.78 1.10 1.48
.03 fo.10f Io0.19 2o0.05 *o0.20 -80
10 Jo.12 0.48 |0.83 1.10 1.55
- + + + + .82
* 0.008] fo0.09] :0.13 to0.11  *o.29
: 1.02 0.92 0.86
00 [o0.11 | 0.5 ] : : »
o020 fo.07] %o0.31 0.1y 2 0.0
0.14 0.79 0.43 0.71 0.42
800 to0.030 fo.19] foo.17 0.0 fo.23 -50
)( 0.14 0.64 0.92 1.17 1.09
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5.3 Efectos sobre la captacidon de N y FBN (le)

El efecto de las MVA supera al del P, soluble afiadido, en lo
referente a incrementar la concentracién de N en planta, a todos los
niveles de Zn, adicionados (Tabla 53). La biomasa de N en las plantas
(Tabla 54) fué similar o inferior en las inoculaciones con MVA,
comparativamente con la aplicacién de fosfato, a los niveles
superiores de Zn. Los datos de nodulacién (Tabla 55). Este proceso
resulté mds sensible a los niveles mas altos de Zn en plantas
micorrizadas, precisamente por el papel de las MVA en el aporte del
microelemento (Tinker y Gildon, 1983; Pacovsky, 1986). Es conocido
que la nodulacidn es un proceso sensible tanto a niveles deficitarios
como téxicos de Zn (Munns y Mosse, 1980).

El proceso de FBN, dado su sensibilidad al Zn (Munns y Mosse,
1980) se efectd por el efecto de las MVA acentuando la toxicidad al
micronutriente (Tabla 56) ya que las MVA provocaban niveles de
enriquecimiento en N2 al menos similares, que el tratamiento de P
que, a cada nivel de Zn, era menos efectivo en FBN. A grandes rasgos
se aprecian paralelismos en la cosecha de N (Tabla 54), nodulacidén
(Tabla 55) y estimaciones cualitativas de la FBN (Tabla 56), pero los
coeficientes de correlacién que permiten cargar de validez a dichas
estimaciones solo fueron considerables al nivel Py y en el

tratamiento con MVA.



TABLA 53

Efectos de la interaccidén entre el nivel de Zn en el suelo
y dosis de P (Pn), 6 inoculacién con micorrizas (M), sobre
la concentracién de N (%) de la parte aerea de plantas de

alafalfa.

Nivel de P en suelo
F:b FD} F>2 F>3 hd

Nivel de Zn
(ppm)

>

253 3.05 3.08 2.82 4.60

t0.36] *oo.25 1 0.28 *o.49 1 oo.10) 3-22

+

5 2.87 3.18 3.80 2.88 4.93

20.27] * 0.51 10.68 0.4 2 0.51] 3.s3
10 f2.90 3.24 |3.32 3.01 5,02
t0.22] C 0.43 - 0.39 So0.:|  Z0.34) 3.50
L00 |2-98 3.81 |3.05 3.49 4.63
20.350 1 0.54 1 0.53 lo.a 2 0.10] 13.s9
800 |2.88 [4.34 [3.32 [3.68 | 4.05 -
036 0,09 Z0.29 0.9 0.4 .
)( 2.83 3.52 3.31 3.18 4.65




TABLA 54

Efectos de la interaccidén entre el nivel de Zn en el suelo
y dosis de P (Pn), O inoculacidén con micorrizas (M), sobre
el contenido de N (mg/maceta) de la parte aerea de plantas

de alfalfa.
[ ot
N . I
2t |Nivel de P en suelo
_a
QL Q o
2 Po P, P2 P, M X
z
4.7 22 .6 43.5 38.9 32.4 084
= 4.2 « %7 1 6.0 6.8 5.0 .
5 3 14.8 [30.3 30.2 40.1
MR Iy.s 1620 140 = &5 23.8
10 | 3.? 1@.0 27:4 3%.7 4?.3 o
204 = 4.5 - 3.0 - 5.8 - 7.6
.00 3.3 21.3 26 .1 32.1 22.8
10.8 1.9 1.3 M 22.0 i

800 3.8 27 .2 14.5 26.8 13:5

+ - +

17.2
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TABLA 55

Efectos de la 1uteraccidn entre el nivel de Zn en el suelo
y dosis de P (Pn), 6 inoculacién con micorrizas (M), sobre
el numero de nédulos formados en plantas de alfalfa (datos

por maceta).
C
N .
%’g Nivel de P en suelo
T Qa _
%V P0 Pl Pz P3 M X
15.4 17.2 24.2 19.4 16.4
0.5 + + + + + 18_5
3.5 1o10.3 ls. l2.0 A By
5 4.4 13.6 18.4 14.8 18.8
“ - + + + 14.0
.2 :8.1 2 6. =« 2.5 = 9.6
10 5.2 26.0 12.0 18.2 15.0
- 7.1 M Ie. : 3.9 - 2.8 15.3
L00 |12.4 18.6 28,0 21.0 13.0
- 7.0 - 8.9 - 10. - 6.8 -~ 3.3 18.6
7.2 22.6 |17.4 15.0 6.2
800 2 6.7 1 5.5 g ¥ 129 =88 13.7
X 8.9 19.6 20.0 17.7 13.9




TABLA 56

Efectos de la interaccion entre el nivel de 4n en el suelo
y dosis de P (Pn), 6 inoculacidén con micorrizas (M), sobre
el exceso atémico de N-15 (%) de la parte aerea de plantas

de alfalfa.
C
N .
e |Nivel de P en suelo
a
oo v
2l p | P | P | P3| M| X
0.035 0.023 |0.027 0.022 0:059 033
* 0.011l X o.002] ® 0.009] * 0.002| - 0.020 '
5 0.067 0.037 10.040 0.047 0:052
*0.024 < o0.007] fo0.011 Z0.019| - 0.005 .049
0.041 0.055 [0.027 0.023 0.045
0 * 0.011 * o0.011 * o0.012] * 0.003] I 0.013 -038
LOO 0.070 0.074 10.041 0.038 0.060
* 0.01d * o0.00d * o0.014 1 o0.012] = 0.01 .057
0.084 0.068 | 0.037 0.063 0.093
800 + + +
*0.012l :o0.024 I o0.010 = 0.017f - 0.04 .069
X 0.059 0.051 0.034 0.039 0.062
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V. DISCUSION GENERAL

1. Aplicabilidad de las técnicas que usan LD para valorar FBN y

otras estimaciones asociadas

Los disefios experimentales utilizados en el presente estudio han
exigido aplicar, y por tanto permitido que se analizen, los tres
modelos fundamentales en la metodologia basada en aplicar
fertilizantes inorgadnicos enriquecidos con N%: Dos modelos
cuantitativos como son: a) la técnica de la dilucién isotdpica
(ensayo 1); b) la técnica del valor A (ensayo 2) y c) un modelo
cualitativo (ensayos 3, 4 y 5).

La técnica de la dilucién isotdpica, propiamente dicha, se
acepta como el método mds fiable y, conceptualmente, fuera de
discusién para medir FBN (Remnie, 1986a; Vose y Victoria, 1986;
Danso, 1988). Asi se corrobora en el presente estudio ya que, en
primer lugar, los valores de FBN obtenidos estdn dentro de 1los
mdrgenes normalmente descritos (Hardarson et al., 1987), pero
fundamentalmente, porque los cambios cualitativos que cabria esperar,
de acuerdo con la informacién descrita, sobre factores que alteran
FBN, se detectan, en este caso cuantitativamente, al usar le.

En el caso de calcular FBN por la técnica basada en la hipdtesis
del "valor A", el contraste de la bondad de la metodologia es muy
objetivo. En efecto la clave conceptual de esta hipdtesis es asumir
que el valor A del suelo calculado no debe variar al cambiar la dosis
y/o enriquecimiento del fertilizante marcado (Danso et al., 1983) y
que el % EUF (eficacia en el uso del fertilizante) sea parecido para
la fijadora y no fijadora (Urquiaga y Boddey, 1987). La primera
premisa se cumple exactamente en el presente estudio y la segunda se
cumple en la tendencia general. Por todo ello, se puede decir que
esta metodologia es apropiada, y que las estimaciones de FBN en el
presente estudio son correctas.

Con respecto a la metodologia "cualitativa" conviene recordar
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que la validez de las estimaciones depende de que los tratamientos a
estudiar no induzcan cambios que afecten la proporcidn NLO / N4 del
N que las plantas tomen del suelo (Danso, 1986).

En estos estudios, la informacidén obtenida puede resumirse asi:

a) El método es aplicable en los tratamientos que provocan
interacciones entre el nivel de P (6 MVA) x el nivel de estrés
hidrico, si bien en el caso de plantas micorrizadas hay que basarse
en contrastar nodulacién y % N e.a. en planta para juzgar la
validez de las estimaciones, ya que las implicaciones de las MVA en
la captacién de N del suelo hace descender los niveles de correlacidén

72 NP e.a. y biomasa de N en planta.

b) La técnica cualitativa también es aplicable cuando los
tratamientos son los que provocan la interacciones de nivel de

salinidad x nivel de P (o inoculacidén con micorrizas).

¢) Sélo el nivel mds alto de fosfato y la inoculacién con MVA
dieron correlaciones que permiten avalar las estimaciones de FBN en

plantas afectadas por tratamientos con niveles crecientes de Zn.
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2. Andlisis general de 1los resultados mds transcendentes

obtenidos

En varias de las situaciones experimentales estudiadas se ha
comprobado que las MVA mejoran la nutricidén nitrogenada de las
plantas. Este hecho venia siendo apuntado (Harley y Smith, 1983),
pero su corrobacién precisaba de un estudio mds profundo,
especialmente ayudado por técnicas isotdpicas. El papel de las MVA en
leguminosas, particularmente sus efectos en FBN, eran bien conocidos;
el proceso es muy exigente en P (Munns y Mosse, 1980; Barea y Azcén-
Aguilar, 1983; Hayman, 1986) y las micorrizas mejoran la captacién de
P del medio. Utilizando, de wun lado, plantas no-micorrizadas
comparables (dadas de fosfato) a las inoculadas con MVA; y de otro,
le, se ha confirmado tal efecto.

Quizds la actividad mds destacable de las MVA en este sentido
pueda ser el incremento de la captacién de N del suelo (6
fertilizantes) por las hifas de la MVA. El presente estudio presenta
evidencia isotdpica que, de un lado, confirma observaciones previas
(Ames et al., 1983; Kessel et al., 1985; Kucey y Bonetti, 1988) , y
de otro, demuestra una trascendencia del hecho en la nutricién de las
plantas. Por primera vez se describe que los MVA en una planta no
fijadora incrementan el valor A del suelo para el N, lo cual es una
prueba definitiva de que las hifas MVA utilizan unas formas de N en
el suelo que no son facilmente disponibles a 1las plantas no
micorrizadas (Danso, 1986). La duda estd en cuales son esas fuentes,
ya que tanto NH*A 6 NO"3 pueden ser usados por las MVA (Bowen y
Smith, 1981). Puesto que el nitrato, presumiblemente la forma de N
asimilable predominante en los suelos neutros objeto de estudio, es
un ién que difunde muy rapidamente hacia la rizosfera, es improbable
que las MVA mejoren su captacién. En contraste, el amonio difunde
lentamente (Chapin, 1980) de aqui que las MVA puedan ser importantes
en el transporte de este nutriente hacia las raices. Usualmente el

amonio estd en concentraciones bajas, pero se sabe que los hongos son
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capaces de acumularlo a partir de soluciones muy diluidas asi como de
asimilarlo via glutamina sintetasa (Smith et al., 1985).

Aparte de ello, el alto contenido en arcilla de los suelos
estudiados puede retener amonio evitando su volatilizacidn
(Stevenson, 1986). Podria ocurrir que estos iones retenidos no
estuvieran disponibles a raices no simbidticas, y si lo estuvieran a
MVA; ésto habia sido sugerido previamente (Ames et al., 1984), 1lo
cual confirmaria en MVA hechos aceptados para otros tipos de
micorrizas (Lundeberg, 1970; Stribley y Read, 1974).

Otro aspecto de interés es el papel de las MVA en comunidades
mixtas de plantas. Los estudios aqui presentados muestran unas
actividades de las MVA de importancia en la ecofisiologia del
sistema, tales como una mejora en el estado nutricional de las
plantas y un equilibrio entre leguminosas (mds micotréficas) y
plantas no fijadoras. Ambos hechos son deseables en cultivos mixtos
(Haynes, 1980; Heichel, 1987; Ofori y Stern, 1987). Quizds el aspecto
mds discutible sea el que concierne con el fendmeno de "Transferencia
de N". Los ensayos desarrollados en el presente estudio ofrecen
evidencias para apoyar las premisas que definen la existencia de tal
transferencia, basada en el uso de N> (Weaver, 1988). Mds dudosa es
la implicacién de los MVA para activar la transferencia en virtud de
los puentes que conexionan raiz de planta fijadora con raiz de no
fijadora mediante hifas VA comunes (Newman, 1985). Es cierto que no
se puede poner de manifiesto tal efecto de las MVA. Posiblemente sea
dificil evidenciarlo ya que, si las MVA captan N de otras fuentes no
disponibles a plantas no micorrizadas, es probable que la composicidén
isotépica del N usado por MVA y raices sea diferente en ciertos
casos, con lo cual los apoyos conceptuales para deducir
aritméticamente la existencia de transferencia, no pueden aplicarse.
0 sea que un efecto de las MVA en "Transferencia de N" quede
enmascarado por la multiplicidad de efectos de las MVA en la
nutricién nitrogenada de las plantas, algunos de ellos condicionantes

de cambios en la relacién N2 / N'* en el N asimilado.
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La ausencia de efectos inhibidores de la FBN por N combinado, es
un caso excepcional, ya discutido, tanto en lo que respecta a las
razones que lo pueden justificar como al desarrollo de la metodologia
(le) empleada. Por tanto nada especial que afiadir en este apartado.

Con respecto a la incidencia de situaciones de estrés (hidrico,
salinidad, Zn) en 1las relaciones Rhizobium-leguminosa-micorriza,
algunas cuestiones merecen comentario adicional.

En relacidén al estrds hidrico, y aparte de lo expresado
anteriormente (IV.3) sobre el papel de 1las MVA introduciendo
nutrientes pocos méviles en situaciones de sequia, que ain dificultan
mds la difusidn, conviene afiadir las sugerencias que se discuten en
el estudio de Pefia et al., (1988) sobre las posible implicaciones de
compuestos tipo betaina en la osmorregulacidén de plantas sometidas a
estrés hidrico, y el papel de las MVA incrementando la produccién de
tales solutos. En el disefio experimental aqui utilizado no se
planearon andlisis de este tipo, por no considerarlos dentro de los
objetivos. Es evidente que esto abre unas ideas de trabajo futuro.

Iguales argumentos, sobre la posible implicacién de las MVA en
la produccidén de solutos osmorreguladores por las plantas son vdlidos
para explicar el efecto de las MVA ayudando a las plantas a superar
el estrés por salinidad.

Adicionalmente, puesto que este tipo de estrés dificulta la
captacién de P, Ca, K etc. (Pfeiffer y Bloss, 1988) es posible que
las MVA basen parte de su efecto en el aporte de tales nutrientes.
Asi mismo, de acuerdo con Buwalda et al. (1983), las micorrizas
actuarian tanto regulando el pH celular como el potencial eléctrico
en las membranas del arbdsculo, lo cual repercutiria en la
transferencia de nutrientes. Teniendo en cuenta que estos procesos
fisioldgicos se alteran con el estrés salino, seria de esperar una
accién de las MVA favoreciendo por este mecanismo a las plantas en
tales situaciones de estrds. La produccién de fitohormonas por Glomus
mosseae (Barea y Azcén-Aguilar, 1982c) seria un mecanismo adicional

en virtud de sus implicaciones en los cambios en la distribucidn de
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fitomasa entre parte aérea y raiz debido a la micorrizacidén. Tales
cambios, que afectan y a su vez son afectados, por la fotosintesis,
podrian estar asociados a los reajustes adaptativos de las plantas al
estrés.

La literatura cientifica sobre las interacciones Zn x MVA (Mosse
et al., 1981) ofrece apoyos bibliograficos tanto a que las MVA ayuden
a las plantas en condiciones de toxicidad al Zn como que las
perjudiquen. Posiblemente se trate de adaptaciones de los diferentes
hongos investigados. Es obvio qu el hongo VA utilizado en este caso

Zn

no "amotigud" el aporte de Zn a parte aérea de las plantas.
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3. Avances de los conocimientos en relacidn con el ecosistema

suelo—planta-atmdsfera derivados de los resultados obtenidos

Llegado este punto, mds que una discusién, lo que se ofrece es
un resumen de unos hechos ya discutidos anteriormente. Quizas se
podria condensar la informacidn obtenida en tres puntos: a) el efecto
de las MVA en la nutricidn nitrogenada de las plantas; b) el papel de
las MVA en que se mantengan equilibradamente las relaciones de tipo
ecofisioldégico que rigen las interacciones entre plantas fijadoras y
no fijadoras, que crecen en vecindad; y c) la influencia positiva de
las MVA ayudando a las plantas a prosperar en Situaciones de estrés
hidrico o salino. En el caso de las leguminosas, 21 papel de las MVA,
en estas situaciones de estrés se manifiesta prioritariamente por
sus efectos positivos sobre FBN, ya esta se afecta considerablemente
por tales tipos de estrés.

Los Resultados que se presentan en esta Memoria, tras la
Discusidén que se ha efectuado permiten establecer las Conclusiones

que siguen en el préximo capitulo.
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VI. CONCLUSIONES

Se presenta evidencia isotdpica (le) de que:

12 Las micorrizas incrementan el % de N en planta (leguminosa) que

procede de la fijacién en simbiosis con Rhizobium.

22 Las micorrizas aumentan la capacidad de las plantas para captar 1

del suelo.

w
10

Las micorrizas inducen un incremento en el valor AN

£
10

Las micorrizas mejoran la capacidad para competir por nutrientes

de una leguminosa cuando crece en mezcla con una graminea.

10

5
asociada. Aparentemente este efecto no fué mejorado por 1la

Se detectd transferencia de N desde la leguminosa a la graminea
micorrizacidn.

62 La aplicacidn de dosis elevadas de N no produjo inhibicidn de la
fijacién simbidtica de N,. Este hecho puede justificarse porque no
mds del 10% del N de la planta procedia del fertilizante, quizds

debido a las caracteristicas fisico—quimicas del suelo.

72 Al aumentar el estrés hidrico se atenuan los efectos beneficiosos
ejercidos por fosfato sobre el crecimiento, nutricién, nodulacién y

fijacidén bioldgica de N,.

82 Los efectos del estrds hidrico sobre tales pardmetros fueron
amortiguados por la micorrizacién; de forma tal, que la inoculacién
de micorrizas fué el Unico tratamiento efectivo (vs. P soluble) sobre

nodulacién y fijacién de N, a fuertes niveles de sequia.
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99 Se interpreta que a niveles elevados de sequia la micorrizacidn
parece continuar introduciendo fosfato a las plantas, pero se
comprueba que las plantas micorrizadas desarrollan otros mecanismos
para prosperar en condiciones de estrés hidrico; uno de ellos esta

probablemente basado en mejorar la nutricidn nitrogenada del vegetal.

102 La inoculacién con micorrizas fué el tratamiento mds efectivo
(vs. fosfato) para estimular el crecimiento, nutricidén, nodulacién y

fijacidén bioldgica de Ny a niveles altos de salinidad.

112 Las micorrizas estimulan la captacién de Zn por las plantas; por
ello, a niveles bajos del micronutriente en suelo, ejercen una ayuda
importante, para el crecimiento, nodulacién y fijacidén bioldgica de
Ny, pero a niveles elevados agudizan los efectos nocivos del Zn sobre

dichos procesos.

A parte de estas conclusiones, basadas en el uso de un trazador

isotdpico, también se concluye que:

122 El porcentaje de raiz que resulta micorrizada fué escasamente
afectado por la dosis de P adicionada o por el nivel de estrés
inducido por Zn o sequia. Sd6lo niveles elevados de salinidad 1lo
afectaron negativamente. La presencia de una leguminosa (mds
micotréfica) elevd el grado de micorrizacién de una graminea (menos

micotrdfica).
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