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I. INTRODUCCION AL TEMA

Las micorrizas son asociaciones simbidticas mutualis-
ticas que se desarroilan entre las raices de la mayoria
de las especies vegetales y ciertos hongos del suelo. Se
trata de una simbiosis "casi universal", no s6lo por el nd-
mero de plantas susceptibles de ser micorrizadas sino tam-

bién por su ubicuidad en la inmensa mayoria de los hébitats

naturales.

Los hongos de la micorriza, habitantes comunes del
suelo; colonizan la corteza de las raices y, en perfecto
equilibrio bioldgico, establecen con las plantas una se-=
rie de interrelaciones biotréficas. La planta suministra
substratos energéticos y funcionales al hongo y éste, por
medio de su red de hifas externas, capta nutrientes, prin-
cipalmente fosfato, de la solucién edafica y transfiere
estqs iones a la planta hospedadora mediante mecanismos,
inespecificos unos y especificos otros, de gran eficacia.
A las micorrizas se les reconoce un papel clave en la evo-
lucién y supervivencia de las plantas, asi como una con-
tribucién significativa en Produccién Vegetal, basado,
principalmente, en su efecto crucial sobre el ciclado del

P 'y otros nutrientes.



Existen varios tipos de micorrizas, pero el 96 % de
las especies vegetales existentes sobre la corteza terres-
tre forman las del tipo llamado Vesiculo-Arbuscular (VA).
L.os hongos causantes son zigomicetos microscépicos perte-

necientes a la familia Endogonaceae.

Las micorrizas VA son tan antiguas como las propias
plantas como se deduce de la observacién del primer re-
gistro fésil que se conoce de un vegetal (f6sil Rhynie
datado en 370 millones de afios). La existencia de tal coe-
volucidén ha dado lugar a diversas interdependencias plan-
ta-hongo formador de micorrizas VA (en adelante hongo VA),
de forma que hoy se sabe que la mayoria de las plantas ne-
cesitan, en mayor o menor grado, estar micorrizadas para
captar nutrientes y crecer adecuadamente. Sin embargo,
la'dependencia es aun més marcada por parte de los hongos
VA, ya que no se ha logrado evidenciar que éstos sean ca-
paces de completar su ciclo de vida en ausencia de la plan-
ta hospedadora, por lo que estos hongos deben ser consi-

derados actualmente simbiontes obligados.

La blisqueda de los factores necesarios que permitan

el crecimiento independiente del hongo constituye un te_
ma de estudio de considerable interés, no sdlo en lo re-
ferénte a conocer ciertos aspectos que aidn se ignoran, o
se cﬁnocen de forma fragmentaria, sobre la biologiay eco-
logia de hongos y micorrizas VA (MVA) sino también por

las repercusiones de indole aplicada derivadas de la ob-



tencidén de cultivos "in vitro" de estos microorganismos.

Otro concepto importante a considerar es el de "es-
pecificidad" en las asociaciones hongo VA-planta. Clasica-
mente se viene aceptando que cualquier hongo VA puede for-
mar micorrizas con cualquier planta susceptible, es decir,
que no existe "especificidad" en el sentido estricto del
término; sin embargo, si que se manifiesta una variabili-
dad en el nivel de efectividad de la micorriza formada en-
tre una planta y diferentes hongos VA, circunstancia, a su
vez, modificada por el factor suelo. Hoy se estd llegando
al convencimiento de qué tal variabilidad, en cuanto a
eficacia, es enorme. Ello sugiere que el término "especi-
ficidad" tiene una mayor importancia en micorrizas VA de
lo gue se pensd inicialmente por lo que se hace necesario

una reconsideracién del mismo.
. .

Para finalizar estas ideas introductoras del tema,
conviene puntualizar que los aspectos que se acaban de
comentar sobre "micotrofismo", 'dependencia de una plan-
ta a las micorrizas" y "especificidad en MVA" tienen un
especial significado y transcendencia en especies vege-
tales arbéreas formadoras de MVA. Puesto que plantas de
este tipo son las que se usan en la presente investiga-
cidén, es evidente que tales conceptos cobran una espe-

cial relevancia en este estudio.
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Il. OBJETO E INTERES DEL TRABAJO

Tal como indica el Titulo de la presente Memoria, se
trata de conocer, evéluar el significado e intentar la ma-
nipulacidén de las MVA en tres cultivos de plantas arbdreas
tipicas de la Cuenca Mediterranea: olivos, citricos y al-
mendros.La idea final que pretende esta investigacién es
establecer las bases cientificas que permitan el desarro-
llo de la biotecnologia apropiada para optimizar los efec-
tos de las micorrizas VA sobre el crecimiento y nutriciédn

de los mencionados cultivos.

En cuanto al Interés de los cultivos elegidos, sdblo
decir que huelgan los comentarios después de recordar que
olivos, almendros y citricos forman parte incuestionable
de la Cultura y Economia de los Paises riberefios del Me-
diterrdneo; y que esto es asi hoy y desde tiempo inmemo-
rial. Citar referencias bibliogréaficas que refrenden la
aseveracidn anterior estd fuera de lugar por ser muy di-
versas, numerosas y universalmente conocidas, aunque gui-
zas merezca consignar s&lo a una de ellas por su especial
transcendencia: La Biblia, en la cual aparecen diversas

alusiones a la incidencia de estos cultivos en la agri-



cultura de la época.

Parte importante de este estudio es conocer la espe-
cificidad y grado de dependencia de las MVA en estas plan-
tas. Asi mismo,un incentivo mas de la presente investigacidn,
derivado de la correcta manipulacién del sistema MVA, es la

posibilidad de reducir el consumo de fertilizantes en estos

cultivos.

La originalidad del estudio que nos ocupa se manifiesg~
ta segin diferentes puntos de vista. En primer lugar, no se
posee ninguna referencia bibliografica sobre MVA en almen-
dro; se trata por tanto de un aporte totalmente original.
En lo referente a olivo, sélo se poseen someras indicacio-
nes,; de que forma MVA. Se puede considerar, por tanto, una
contribucidén cientifica practicamente original. Finalmente,
el caso del naranjo es diferente en cuanto a su originali-
dad, ya que se trata de una de las plantas més estudiadas
con respecto a MVA. Sin embargo, estos estudios parecen
indicar que las variaciones de efectos de los diferentes
hongos VA ensayados y el concepto de dependencia a las
mismo se ha apuntadec la gran influencia de 1la especie y
variedad de Citrus y de los suelos usados en la efectivi-
dad de las diferentes asociaciones MVA en estas plantas.
Hay que tener en cuenta que la gran mayoria de los estu-

dios hasta ahora efectuados se han 1levado a cabo en Cali-

fornia y Florida; por ello, es importante extenderlos a



otras areas geograficas donae el cultivo de citricos sea
habitual. Salvo unos ensayos iniciales praéticados en Is-
réel, no se poseen otﬁas informaciones al respecto en la
Cuenca Mediterranea, consecuentemente el investigar, bajo
influencia de diferentes condicionantes ecolégicos, el mi-
crotrofismo del naranjo es un tema de investigacidén con su-
ficiente interés si se pretenden remodelar los conceptos

de "especificidad" y "dependencias" en MVA.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, y segun el
objetivo final de este estudio, los Objetivos Intermedios

concretos que se pretenden lograr son los siguientes:

1. Definir el grado de micotrofismo y dependencia a las mi-
corrizas para el almendro, -naranjo y olivo, segin las

condiciones del Ecosistema.

2. Seleccionar el hongo VA "més especifico" para cada una
de estas tres plantas referido a suelos donde comunmen-

te se cultivan.

3. Obtencidn de pléantulas con "micorrizacidén optimizada"

controlada.

4. Hacer prosperar dichas plantulas en condiciones natura-
les y comparar el efecto de la micorrizacién controla-
da con el de los tratamientos normales de la préactica
agricola (micorrizacidn natural y fertilizantes quimi-

cos).
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ITI. REVISION BIBLIOGRAFICA

Como es habitual en la sistematizacién de una Memoria
Doctoral, antes de exponer el Plan de trabajo y la Metdédi-
ca experimental utilizada se efectua una revisién Biblio-
grafica sobre el Tema de estudio. Para ello la informacién

disponible se analiza de acuerdo al siguiente esquema:

A. Conceptos generales. En varias revisiones recientes,al—
gunas de ellas en castellano (Azcén-Aguilar y Barea,
1980; Ocampo, 1980; Bo%ie y Barea, 198l; Pefia y San-
chez-Diaz 1983), se han tratado aspectos generales en
lo qﬁe se refiere a tipos, morfologia, ecologia y fisio-
logia de las MVA, asi como los efectoé de esta simbio-
sis en el crecimiento de ias plantas. Sin embargo, al-
gunaé facetas importantes en el estudio de las MvVA, o
no han sido tratadas exhaustivamente en los trabajos
antes citados, o bien, al haberse experimentado consi-
derables progresos en su coﬁocimiento, necesitan ser
reconsideradas. A grandes rasgos, se puede decir que
las areas temdticas en las que interesa profundizar son
las referentes a formacidn, fisiologia, factores ecolé-

gicos que condicionan el establecimiento, desarrollo




y funcidén de las micorrizas, y finalmente todo lo rela-
cionado con las posibilidades de manipular el sistema
MVA con vistas a la aplicacién del potencial de esta

simbiosis en agricultura.

B. Revisidén de los conceptos de dependencia y especifici-
dad en MVA. Ello se justifica dado la necesidad, en si,
de reconsiderar estos conceptos a la luz de recientes
hallazgos en MVA, como por la implicacidén de los mis-

mos en el tema del presente estudio.

C. Revisidén de los estudios que expresan y evaluan el sig-
nificado de las MVA en plantas arbdéreas con especial

referencia a las que son objeto de este trabajo.

A. CONCEPTOS GENERALES

FORMACION DE LAS MVA

Sin tener en cuenta las matizaciones derivadas de los
fenémenos de susceptibilidad, compatibilidad y especifici-
dad en las relaciones hongo VA-planta hospedadora, que se-
ran tratados mas adelante, en términos generales se puede
decir que existen 5 hechos claves en el proceso de forma-

cidén de MVA (Bowen, 198la; Hayman, 1983; Barea y Azcén-Agui-




lar, 1983): a) activacidén de los propagulos del hongo que

persisten en el suelo; b) estimulacidén de los micelios for-
mados cuando alcanzan la rizosfera de una planta suscepti-
ble; c) unidén de la hifa infectiva a la superficie de la
raiz y formacidédn de los primeros puntos de penetracidn del
hongo; d) progreso de la infeccidén en la raiz y e) creci-
miento del micelio externo en‘el suelo qué la circunda.

Los procesos a), b) y c) constituyen la fase de pre-infec-
cidén (Smith y Bowen, 1979); mientras que,d) y e) son la

fase de desarrollo de la micorriza.

a. Activacioén de los propadgulos del hongo. En primer
lugar hay que establecer cuales son los propagulos de es-
tas micorrizas. Hoy dia se acepta que existen en el suelo

tres formas de indéculo, las cuales, aungque con diferente

r

‘grado en su capacidad de supervivencia y potencial infec-

tivo, pueden originar la. simbiosis. Estas son: i) Las gran-
des esporas de resistencia de los hongos VA; ii) raices mi-
corrizadas, o sus fragmentos, procedentes de plantas pree-

xistentes o coexistentes y iii) agregados de hifas que so-

breviven en el suelo. El soporte experimental de estos he-

chos, recientemente revisados por Hayman (1983), es conclu-
yente en lo gue se refiere a los dos primeros modelos de
inéculo aunque es mas problemdtico el tercero. A continua-
cidén se discute el potencial de indculo que representa ca-

da una de estas distintas opciones de propagulos de la in-



fecidn va.

i) Grandes esporas de los hongos VA. Las azigosporas

de Acaulospora y Gigaspora, asi como las clamidosporas de

Glomus y Sclerocystis (dnicos 4 géneros” con especies for
madoras de MVA ya que Endogone, referido anteriormente co-
mo tal, Gnicamente engloba en la actualidad especieé for-
madoras de ectomicorrizas) son capaces de persistir consi-
derables periodos de tiempo en el suelo, en donde resisten
. condiciones adversas germinando cuando estas le son favo-
rables.

Tommerup (1983) ha puesto de manifiesto la‘existencia
de un periqdo de letargo innato de las esporas VA que, en
suelo himedo vy dependiendp de la especie, puede durar va-

rias semanas a partir de la formacién de la espora. En sue-

lo seco se reduce significativamente tal periodo de reposo.

Existen pocos estudios acerca del efecto de la "fu;—
gistasis general de un suelo" (Stotzky,1972) sobre la ger-
minacié4n de esporas VA y p;sterior desarrollo de las hifas,
aunque estos estudios evidencian claramente la existencia

de tal proceso de amensalismo microbio-microbio (Powell,

1976 ;Daniels y Duff, 1978; Ross, 1980; Tommerup 1983).

Algunas especies de hongos VA pueden formar varios

tubos de germinacidén simultaneamente, como ocurre en Acau-

lospora laevis Gerd.& Trappe (Mosse,1970) & Gigaspora

EEESEEEEE Becker & Hall (Sward,1981). En otros casos

* . ,
kam&mame,&maxk)7$£wxdhg,hauLkmtﬁi&ﬁounnwwogémnmﬂﬁnxhxmma,
formador de MVA (cammnicacién personal de los autores).




pueden ir apareciendo sucesivamente tubos de germinacidn,
cuando los precedentes no encuentren raices susceptibles,

tal como describen Warner y Mosse (1980) para Glomus mos-

seae Nicol. & Gerd. o bien cuando se les separa premedita-
damente de la espora en germinacién como se demostrd uti-

lizando Gigaspora gigantea (Nicol. & Gerd.) Gerd. & Trappe

(Koske, 1981). Estos hechos tienen una trascendencia con-
siderable desde el punto de vista ecoldgico por su signi-

ficado en el mantenimiegnto de la infectividad en suelos.

En este contexto ecoldégico y de acuerdo con la obser-
vacién de Tommerup (1983), la existencia de una fase de
reposo previa a la germinacidén de esporas,‘puede tenér im-
portancia en el mantenimiento de la capacidad infectiva
de un suelo. Este puede ser el caso en habitats en los que
alternan periodos favorables para el crecimiento vegetal

con los de condiciones adversas para ello.

ii) Fragmentos de raiz micorrizada. Aunque desde el punto
de vista de la supervivencia se acepta un papel crucial
de las esporas como fuente de inéculo, en general, la in-
feccidén VA se produce més réapidamente a partir de raices
previamente micorrizadas que a partir de esporas (Hall,
1976; Powell, 1976). Esto puede deberse bien a dificulta-
des en la germinacidén de estos propéagulos en el suelo, o

al escaso vigor del micelio formado.



Es obvio suponer que la viabilidad de este inéculo
dependa, de un lado, de la &dad y capacidad metabdlica del
fragmento de raiz (Rives et al., 1980; Tommerup y Abbott,
1981); y'de otro, del tipo de estructuras fidngicas que po-
sean esos fragmentos. En este sentido, Biermann y Linderman
(1983) han demostrado la importancia de las vesiculas in-
trarradicales presentes en un fragmento de raiz para deci-
dir el potencial de estos inéculos. Segin la observaciédn
de estos autores la infectividad derivada de la presenqia
de tales estructuras se manifiesta especlialmente cuando
la raiz deja de ser activa. Es mas, estos autéres también
encuentran que raices infectadas por hongos qgue no forman
vesiculas intrarmdicales, como es el caso de Gigaspora,
pierden su potencial como indculo al dejar la raiz de ser
viable; en cambio, las vesiculas intrarradicales originadés
por varias especies de Glomus, conservaban su infectividad
incluso al ser aisladas de la raiz. Todo esto sugiere que
las vesiculas intrarradicales, consideradas hasta ahora co-
mo simples érganos de reserva, pueden comportarse como es-
poras; corroborando la hipdtesis apuntada por Gerdemann
(1975) sobre un posible papel de las vesiculas internas

como drgano de reproduccidn.

iii) Hifas del hongo. De acuerdo con la observacién de

Clark (1964), la infectividad de un suelo se reduce dras-



ticamente al tamizarlo por una luz de malla de 9.5 mm (que
no retiene esporas ni fragmentos de raiz) por lo gue cabe
suponer que la desintegracién del micelio podria ser la
causa responsable del descenso de infectividad del suelo.
Por lo cual es l6gico que la red de hifas de los hongos

VA presentes en un suelo posean una capacidad infectiva
(Read et al., 1976). No obstante, existe un punto clave de
la discusidén y es si la infectividad de una hifa depende de
su asociacidén directa con un fragmento de raiz (en este caso
tendriamos el tipo anteriormente descrito de forma de propa-
gulo) o bien, los agregados de hifas independientes poseen

per se, capacidad infectiva.

Recientemente se estan encontrando ciertas apreciaciones
que apuntan hacia la existencia de un crecimiento, aunque
limitado, de las hifas de hongos VA en el suelo no depen-
diente de una raiz (Warner y Mosse, 1980; Ocampo y Hayman,
1981; Azcén-Aguilar y Barea, 1983). Estoc apoyaria el hecho
de una capacidad infectiva de los micelics de hongos VA
presentes en el suelo. Con este punto, se plantea de nue-
vo el problema de conocer el papel real que las vesiculas
extratradicales juegan en el suelo. Si éstas evolucionan
hacia la formacién de nuevas esporas, o si gracias a sus
sustancias de reserva son capaces de soportar un cierto
crecimiento independiente del hongo, es algo gue no ha si-

do probado todavia.



En este contexto, Warner y Mosse (1980) y Hayman (1982a)
sugirieron que las particulas de materia orgénica del sue-
lo podrian ser el punto de anclaje y substrato de manteni-
miento para la conservacién de la supervivencia y activi-
dad de 1los hongos VA en el suelo, en ausencia de planta.

De hecho, estudios "in vitro" en un intento de cultivar
hongos VA en ausencia de planta (Hepper, 1979 y 1983,
Hepper y Jakobsen, 1983) han demostrado la capacidad asi-
miladora de las hifas de hongos VA. Recientemente, St. John
et al. (1983) aportan evidencias experimentales que apoyan
el papel de las particulas de materia orgénica en la esti-
mulacidén del crecimiento y ramificacién de las hifas de
los hongos VA en el suelo. Estos autores no detectan la
existencia de una orientacién de las hifas hacia la parti-
cula de materia organica, pero si ponen de manifiesto la
estimulacién del desarrollo de las hifas que llegan a con-
tactar con tales particulas. Aungue no esté& claro si la
particula de materia organica suministra fuentes de ener-
gia o nutrientes, al menos, si que proporciona al hongo

un nicho fisioldgico y ecoldgico para desarrollarse.

Es evidente, por tanto, una diversidad de indculo de
MVA en los suelos, en cuanto a tipo, numeroc, tamafio, edad
y capacidad de respuesta a las condiciones que afectan su
viabilidad y poder infectivo. Por ello, y como consecuen-

cia de lo expuesto hasta ahora, se puede decir que si se



pretende comparar la mayor o menor "especificidad" de va-
rios hongos VA para un sistema suelo-planta concreto, po-
drian obtenerse resultados erréneos si no se suministran
inéculos equivalentes de cada hongo, en lo que respecta

al ndmero, tamafio, edad, vy tipo de propagulos aportados.
En términos absolutos se puede concluir que, dada la varie-
dad de tipos de inéculo VA, decir que se estan aportando
indculos completamente equivalentes de dos hongos, inclu-
S0 pertenecientes a la misma especie, es practicamente im-
posible. Sin embargo, si que se pueden obtener inéculos
suficientemente comparables para decidir, a grandes ras-
gos, una mayor o menor "especificidad" de un hongo en un
sistema suelo-planta. En este sentido la aplicacidén de 1la
técnica del Nimero Mas Probable de propagulos (Porter,
1979; Powell, 1980), podria ser usada para definir mas

objetivamente el potencial infectivo real de un indculo.

b. Crecimiento del hongo hacia la raiz y "estimula-

cidén rizosférica". Los estudios de Powell (1976) pusieron

de manifiesto que ni la germinacién de esporas ni la direc-
cidén inicial de las hifas son influenciadas por la presen-
cia de las raices de una planta hospedadora. Los tubos de
germinacidén no son atrafdos por la raiz hasta que, erréti—
camente, llegan a la rizosfera; e incluso, a veces, raiz

e hifa se cruzan ignorédndose. Esta misma situacién la en-



cuentran Mosse y Hepper, (1975) cuando intentan provocar
micorrizas en cultivos de érganos de raiz. En contraste

con estas observaciones, Koske (1982) detectdé la produc-
cidén de una sustancia volatil, por parte de 1la raiz, que

atrae los tubos de germinacién dereos de Gigaspora gigan-

tea.

Un hecho hasta cierto punto generalizable es la exis-
tencia de una estimulacién de las hifas, especialmente en
el caso de las procedentes de esporas en germinacidn, cuan-
do llegan a la rizosfera. Esto se visualiza por la forma-
cidén de una "estructura de preinfeccién” (Powell, 1976)
consistente en una especie de abanico de hifas cortas y
gruesas, que se tabican rapidamente si no consiguen infec-
tar a la raiz, aunque normalmente, alguna lograr contactar
con ella dando lugar a un primer punto de entrada del Hon—
go. Asi mismo, Powell (1976) encontrd que si1 la hifa que
llega a la rizosfera de una raiz susceptible, procede de
otra raiz infectada, no se forma estructura de pre-infec-
cidén, lo cual hace 'suponer que esa hifa crece con un apo-
YO nutritivo, o funcional, que le suministra la raiz de
procedencia y no una simple espora. Este comportamiento
diferenfe sugiere, de acuerdo con Mosse y Hepper (1975),
que la estructura de preinfeccidn podria tener la funcidn
de absorber nutrientes u hormonas de la rizosfera de la

planta a infectar, con lo cual la hifa adquiere el vigor




necesario para penetrar la raiz. Sin embargo, se puede dar
otra explicacién a la estructura de pre-infeccién. Senci-
llamente podria tratarse de una forma de incrementar las

posibilidades de contacto micelio-raiz.

Con respecto a las causas de estimulacién de las hi-
fas del hongo cuando llegan a la rizosfera de una planta
s6lo hacer mencidén de la influencia que en ello deben te-
ner los exudados radicales (Ratnayake et al., 1978; Gra-
ham et al., 1981; Azcén y Ocampo, 1981). De cualgquier ma-
nera, como el efecto de un incremento en la exudacién ra-
dical éobre la fase de preinfeccidédn en MVA suele evaluar-
se por la estimulacién en la formacidn de la micorriza,
no queda claro si lo que se produce es una accidén directa
sobre el micelio del hongo, o si por el contrario, la cla-
ve es la alteracidn de la permeabilidad, y por tanto la
penetrabilidad de las células de la raiz. Es posible que
los microorganismos del suelo, activados en la rizosfera,
jueguen un papel clave en la estimulacién de los micelios
VA. Este hecho es apoyado por los ensayos de Azcédn-Aguilar

y Barea (1983).

c. Unidén de la hifa infectiva a la superficie de la

raiz y penetracidn de ésta. Una vez que una hifa infecti-

va llega alasuperficie de la raiz se forma un apresorio

sobre las células de la epidermis (incluyendo los propios

.



pelos radicales). A partir de aqui pueden ocurrir dos ti-
pos de situaciones: i) que se produzca una infeccién abor-

tiva; y ii) que el contacto vaya seguido de una auténtica

infeccidn.

Se ignora si la penetracién es mecanica & si tiene
lugar mediante un mecanismo enzimatico. Lo cierto es que
el hongo no penetra por heridas ni por lugares en los que
la corteza de la raiz estd rota por cualquier causa, in-
cluso para la emergencia de una raiz lateral (Hayman,
1983). Esto indica que se necesita un "sitio" fisiolé-
gicamente funcional para la penetracidén. De otro lado, se
conoce que una vez producido el primer "punto de entrada",
la raiz se vuelvé mas propensa a la formacidn de nuevos
"puntos de infeccidn" (Mosse y Hepper, 1975). Este hecho
puede aeberse a que se haya producido algin cambio fisig—
l16gico o bioquimico en la raiz o a que el hongo haya ad-
quirido un vigor conferido por la planta tras el primer

contacto intimo.

El nimero de puntos de entrada por la longitud de
raiz es muy variable, y se han descrito hasta 20 por mm

de raiz (Rhodes y Gerdemann, 1980).

d. Progresién de la infeccidén en la raiz. Con respec-

to al posterior desarrollo de la micorriza se sabe, que

el hongo que ha penetrado en, o entre, las células epidér-



micas: coloniza la corteza de la raiz mediante hifas dis-
tributivas que se ramifican inter e intracelularmente. La
distancia que recorre el hongo en el interior de la raiz

a partir de un punto de entrada es lo que se denomina uni-
dad de infeccién. Suele oscilar entre 0.5 y varios cm y
puede verse afectada por la "especificidad" hongo-raiz,

es decir, por la receptibilidad de un huésped a un deter-
minado hongo VA. El hecho de que las unidades de infeccién
sean relativamente pequefias hace gque, salvo en micorrizas

muy bien establecidas, la infeccién VA no ofrezca un aspec-

to continuo.

A los pocos dias de iniciada la infeccidn, y por di-
visidén dicotémica repetida de hifas intracelulares se for-

man los arbusculos. La funcidn de éstos es el intercambio

biotréfico bidireccional de nutrientes. Los arbgsculgg tie-

nen una vida media de 4 a 14 dias, y cuando degeneran la
célu;a recupera su actividad normal, e incluso es suscep-
tible de amparar a un nuevo arbisculo. Cuando el desarro-
llo de las hifas internas esta establecido se forman las
vesiculas que, como ya se ha indicado, tienen funcién de

almacenamiento de reservas (lipidicas).

e. Crecimiento del micelio externo en el suelo que

circunds la raiz. Simultdneamente al desarrollo intra-

rradical del hongo, las hifas de penetracidn se ramifican



externamente y dan lugar a una red tridimensional de mice-
lio, sobre la quese forman las esporas de resistencia. Es-
tas son ricas en material lipidico Yy se acepta que consti-
tuyen el final, y principio, del "ciclo de vida" de estos
hongoé. En ciertas especies las esporas se encuentran agru-

padas en esporocarpos.

También sobre el micelio externo se forman vesiculas,
a veces aisladas, y a veces agrupadas a modo de racimo,

cuya funcidén no se conoce con exactitud.

De acuerdo con Bowen (198la) la mayor o menor exten-
sién del micelio externo, hecho clave en la respuesta de
la planta a su micorriza, depende de la especie de hongo,
aunque varia también con la especie de planta y otros fac-
tores condicionantes p{opios del tipo de suelo y del ambien-

te.

Los célculos de Tisdall y Oades (1979) indican que 1
c¢m de raiz micorrizada puede tener hasta 134 cm de hifas
externas, y en el suelo adyacente a unas raices micorriza-
das se cuantificaron 55 m de hifas por g de suelo. Estos
datos dan una idea cuantitativa del desarrollo del mice-

lio extrarradical en MVA.

La figura 1 ilustra los hechos que se acaban de des-

cribir.

Hay que afiadir finalmente que la cuantificacién de
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la extensién de una Mva por los métodos normales de tin-
cidén (Phillips y Hayman, 1970) puede dar una informacién
errdnea en cuanto a que no es operativo todo el micelio
que se detecta. En este sentido, se han propuesto técni-
cas para evaluar la proporcién de micelio activo en un mo-
mento determinado del desarrollo de una MVA; entre ellas
merecen referirse las que usan trazadores isotdépicos (Ali,

1969) o técnicas citoquimicas (MacDonald y Lewis, 1978).

FISIOLOGIA DE LAS MVA

El estudio de los procesos fisiocldégicos en MVA es un
tema de investigacién que ocupa actualmente la atencién
de numerosos investigadores y, aunque restan muchas face-
tas por esclarecer, en los dltimos afios, se ha logrado un
considerable avance en el conocimiento de los mecanismos
responsables de los efectos de las micorrizas sobre el
Crecimiento y nutricién vegetal, asi como sobre los aspec-
tos nutritivos del hongo y coste energético de la simbio-
sis. Los trabajos sobre el tema han sido revisados en di-
versas publicaciones recientes (Mosse,1978; Tinker, 1980;

Smith, 1980; Rhodes y Gerdemann, 1980; Gianinazzi-Pearson




y Gianinazzi, 1981; Harley y Smith, 1983; Hayman, 1983;
Barea y Azcén-Aguilar, 1983), por esta razdn sdélo los pun-

tos principales van a ser tratados resumidamente en el pre-

sente estudio.

L.as interacciones entre hongo, planta huésped y medio
ambiente quedan reflejadas en la Figura 2, en la que se re-
presenta una modificacién formal del modelo cualitativo de
Smith (1980) que recoge la informacidén relativa al flujo
de nutgientes Y su regulacidén en MVA. Aunque esta Figura
explica por si misma estos procesos, se ha considerado
oportuno profundizar algo mas en el conocimiento de estos
aspectos de la fisiologia y modo de accién de esta simbio-
sis. Para ello se sistematiza la informacidén disponible

de la forma que sigue:

a. Efectos de las micorrizas sobre el crecimiento de las

blantas. Hoy dia estd fuera de duda que las micorrizas,
en la mayoria de los casos, estimulan el crecimiento ve-
getal, y que esto ocurre merced a su efecto beneficioso
sobre la nutricién mineral de la planta. Tal aseveracién
se ha corroborado utilizando trazadores isotdépicos. La
respuesta de la planta que mé&s frecuentemente se ha des-
crito, y que universalmente es aceptada como principal
responsable del "efecto micorriza" es el incremento de

la concentracién y/o contenido en P de los tejidos vege-
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Fisiologia de las interacciones hongo-planta en micorrizas VA segin el modelo
cualitativo de Smith (1980). C = flujo de carbohidratos; M = flujo de nutrientes mine-
rales. En la figura se resalta el hecho real de considerar al arbusculo, albergado en
una célula de la raiz, como la sede de los intercambios nutritivos. Los nUmeros -
encuadrados corresponden a los procesos reguladores del flujo de materiales. 1 = Regu-
lacién por parte de los nutrientes minerales de la distribucién de fotosintato entre parte
aérea y raiz. 2 = Efecto de factores relacionados con la fotosintesis sobre la bajada
de C a la raiz. 3= Efecto de hifas de la micorriza y raices sobre la disponibilidad de
nutrientes en el suelo. 4 = Efecto del nivel de nutrientes solubles del suelo sobre la
formacién de la micorriza. 5 = Efecto del nivel de nutrientes en la raiz sobre el
desarrollo de la micorriza. 6 = Efecto del nivel de carbohidratos en la raiz sobre
el desarrollo de la micorriza. 7 = Control de la epidemiologia de la infeccién por las
caracteristicas biolégicas y fisico-quimicas del medio.



tales. No obstante, también se han encontrado incrementos
en el contenido y concentracién de otros nutrientes en la
planta} en unos casos esto puede deberse a un efecto di-
recto de la micorriza aunque en otros puede ser una conse-
cuencia de que, merced a que la planta resuelve su deman-
da de P, via micorriza, alcanza un equilibrio nutritivo
mas adecuado, por lo que las propias raices resultan ca-
pacitadas para captar mejor otros nutrientes. Asi mismo,
la micorrizacién puede ocasionar otros efectos estimulado-
res basados en mecanismos no mediados por el aporte direc-

to de nutrientes, como se comentara mas adelante.

Las MVA no sélo incrementan la biomasa vegetal sino
'que también influencian la proporcién en la cual ésta se
distribuye entre parte aérea y raiz. La estimulacién de
la captacidén de nutrientes y la subsiguiente translocacién
~de estos a la parte aérea ocasiona que se transfieran a la
raiz relativamente menos productos de la fotosintesis, y
una mayor proporcidén de estos sea retenida en la parte
aérea y utilizada en la produccién de materia verde. Como
consequencia, la relacidn "peso seco de parte derea: peso
seco de raiz" es, normalmente, mé&s alta en plantas mico-
rrizadas (Smith, 1980). Este hecho reviste un interés
apreciable desde el punto de vista bioenergético ya que
representa un ahorro de transferencia de fotosintato a la
parte heterotrdéfica (consumidora) del sistema, en benefi-

cio de un incremento de biomasa autotréfica.




En algunos casos se han descrito efectos negativos
de las micorrizas sobre el crecimiento de 1la planta

(Smith, 1980; Bowen, 1981b; Buwalda y Goh, 1982). sSin

.embargo, en la mayoria de estas situaciones, la depresidn

del crecimiento es "transitoria", probablemente debido a

la competicién entre planta y hongo por fotosintato en

los estadios iniciales de la infeccién, cuando el hongo
consume sin aportar adn beneficios, o bien cuando las con-
diciones para 1la fotosintesis son sub-6ptimas en cuanto a

intensidad o calidad luminica, temperatura, etc.

Las depresiones "persistentes" del crecimiento pueden
tener lugar cuando se provocan concentraciones supradépti-
mas de P en los tejidos vegetales, o bien cuando la ofer-
ta de P del medio es tal que la planta se sastiface sin;
ﬁecesidad del hongo, por lo cual el mantenimiento de éste
€8 un gasto superfluo, o sea, que el micosimbionte se es-
ﬁé comportando como un auténtico parasito. Este y otros
matices del "costo de la simbiosis" se discuten en el pun-
to -e- de este apartado, en el que se tratard la nutricién

carbonada en MVA.

b. Efecto de las MVA sobre la nutricién fosforada de las

Bigntai. El primer hecho a resefiar se refiere a la fuente

de fésforo para una MVA. Teniendo en cuenta que entre el

95-99 % del P de un suelo no es disponible para la planta




(Bieleski, 1973), se pensé en la posibilidad de que el P

eXtra que las plantas micorrizadas captan procediera de

-una solubilizacién de estos fosfatos no asimilables. Es

mas, la mayor utilizaciédn por parte de las MVA de fuentes
dificilmente solubles de P, como el fosfato de roca, con-
firmaba esta hipdtesis. Sin embargo, los ensayos de marca-

do isotdpico con P32

del suelo (revisados por Hayman, 1983)
han puesto de manifiestg que, tal como hacen las propias

raices, las micorrizas toman el P de 1la fraccidn soluble

‘(disponible) del suelo.

La explicacidén de la aparente "solubilizacién" de P

por MVA puede ser que las hifas externas del hongo propor-

‘cionan a la planta mé&s posibilidades de contacto con super-

ficies de "particulas" insolubles de fosfato que'las sim-

"ples raices, por lo que hay muchas mas posibilidades de

que en los distintos microh&bitats donde guimica, o bio-
quimicamente, se estd disociando P, para mantener el ni-
vel de P soluble en el microhdbitats, el nutriente pueda

ser captado por la micorriza.

En el proceso de "Transporte de fosfato" desde la so-
lucidn del suelo a la planta se distinguen tres fases de
actuacidén de las MVA: (i) Captacidn de fosfato por el mi-

celio externo, (ii) Translocacién del fosfato desde el mi-

celio externo al interno y (iii) Transferencia de fosfato

~desde el hongo a las células de la planta hospedadora. Es-




tas se discuten a continuacién.

(i) Ccaptacioén de fosfato en MVA. Como es sabido, el ritmo
de captacidén de un nutriente por raices o micorrizas depen-
de del ritmo de llegada del mismo a 1la superficie de absor-
cidén, lo cual depende, a su vez, de la movilidad del ién

y de su concentracién en la solucién del suelo. Estos he-
chos tienen un especial significado en el caso de la nutri-
cién fosforada de una :planta (Chapin, 1980). Es.conocido
gque los iones fosfato estan en la solucién del suelo en
concentracidén muy baja. Aproximadamente, en un suelo "stan-
dard", esta concentracién es de 0.03 mg P/L en la solucién
del suelo, lo que equivale a lO_GM, (Hayman, 1983). Ademas,
estos iones, que se mueven en la solucidén edafica mediante
difusién, tienen un desplazamiento muy lento, ya que tien-
den a ser retenidos a lo largo de su recorrido, bien por
adsorcidn a diversos tipos de superficies o bien por pre-
cipitacidén con Ca, Fe & Al, segln el pH del suelo (Bieles-
ki, 1973). Una vez que el fosfato llega a la rizosfera,

las raices 1lo captan a una velocidad superior a la cual

el i6n se desplaza por la solucién edafica hacia dicha zo-
na, por ello se forman unas zonas de deficiencia en P al=-
-rededor de las raices que suelen tener entre 1 y 2 mm de

anchura. Las hifas de 1la micorriza son capaces, sin embar-

go, de crecer y ramificarse mas alld de dicha zona de de-



ficiencia, llegando hasta distancias de incluso varios cm
de la raiz. Por tanto, las MVA actdan en gran medida por
un mecanismo meramente fisico, proporcionando a la raiz

un incremento en el ntimero de sitios de absorcidn de P,
que a su vez estdn mejor distribuidos, por lo que exploran
un volumén de suelo superior al que una raiz, por si mis-
ma, puede utilizar. Adicionalmente, el ién fosfato que ha
'sido captado por una hifa queda protegido de su re-fija-

cidén por los componentes del suelo.

De otro 1lado, existeh otros mecanismos de tipo fisio-
16gico en el funcionamiento de las MVA. En efecto, los es-
tudios de Cress et al., (1979) demostraron que la "constan-
te aparente" de Michaelis (Km) en la reaccidén de captaciédn

- de fosfato por una "superficie viva" es mds baja en raices
micorrizadas, lo que sugiere una mayor afinidad de 1as.hi-
fas por el ién. Esto puede justificar el hecho de que el
"umbral minimo" (concentracidén minima de fosfato en un sue-
lo a la cual una planta es capaz de captar el nutriente)
es mas baja para las raices micorrizadas, las cuales son
capaces de tomar P en suelos con incluso menos de 3 mg/kg

de P extraible con CO,H Na (Hayman, 1983).

Segin este Ultimo autor, y como mecanismos de tipo
fisiolégico en la accidén de las MVA, se puede afiadir que,

de un lado, una raiz es funcional durante mds tiempo cuan-

do estd micorrizada, y de otro, que ciertas plantulas cuan-



do no estadn micorrizadas sufren detenciones en su crecimien-
to y se tornan durmientes, aunque contengan una elevada pro-

porcidén de fosfato; estas sélo reinician el crecimiento si

se les micorriza.

(ii) Translocacidén de P en MVA. Existe apoyo experimen-
tal suficiente como para asegurar que el P se transloca ha-
cia las estructuras intrarradicales del hongo como gréanulos
de polifosfato que son impulsados a través del lumen de las
hifas por corrientes citoplasmicas hacia los arbtisculos,
aunque también parece contribuir el flujo masivo (Cooper y
Tinker, '1981). El P circula hacia el interior de la raiz
unas lOdO veces mas rapido por las hifas externas que por

difusidén a través de la solucién del suelo (Bieleski, 1973).

En la formacidén de los granulos de polifosfato parecen
intervenir polifosfatoquinasas especificas situadas en las

hifas externas (Capaccio y Callow, 1982), mientras que en

"la degradacién de tales granulos el papel fundamental 1lo

desempefian fosfatasas, fundamentalmente alcalinas, espe-

-cificas de las micorrizas VA y que han sido descritas en

varios trabajos que revisan Gianinazzi-Pearson y Gianinazzi
(1981). Estas estan situadas en las vacuolas, principalmen-
te de los arblsculos, con un maximo en su actividad en la

fase en que la formacidén de estos es maxima. Como es obvio

suponer, el aumento en la concentracién del producto de la



accidén de estos enzimas, el fosfato, las inhibe, lo cual
puede estimarse como un mecanismo de autorregulacidén en

MVA.

(iii) Transferencia de fosfato. Se acepta cominmente
que el principal sitio de transferencia de fosfato desde
el hongo a las células radicales es el arbusculo (ver Cox
et al., 1980). La Figura 3 ilustra esquematicamente tal ob-
servacidén. El proceso se basa en un mecanismo activo de
transferencia a través de membranas vivas. Esta idea se
refuerza por la observacién de Marx et al., (1982) que en-
cuentra que la actividad ATP-&sica unida a plasmalemas se
redistribuye en células que contienen un arbisculo, situan-
dose, vy concentrédndose, alrededor de estos sistemas de do-
bie plasmalema (hongo-raiz) que son los arbisculos. La fi—
gura 4 representa la idea antes apuntada. Esto nos indica
la localizacién preferencial en esas zonas de mecanismos

enzimdticos activos, que requieren activacién de mecanis-

mos proporcionadores de energia, como es el sistema ATP-asa.

Entre 4 y 14 dias después de la formacién de los ar-
bisculos, estos degeneran, quedando su contenido disperso
‘en la célula huésped. Aunque en un principio se penséd que
este era el mecanismo fundamental de transferencia de fos-
fato del hongo al huésped, hoy dia se reconoce que su co-

laboracidén a la transferencia de P es bastante escasa.
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Por dltimo, no se puede excluir la posibilidad de
transferencia a través de las hifas intercelulares. Sin
‘embargo, aunque se acepta que esto puede ser importante
en micorrizas no formadoras de arbasculos, en las MVA que

nos ocupan, la importancia relativa de este mecanismo es

muy secundaria.

C. Absorcidén de otros nutrientes por MVA. Es obvio que

cuando se trata de nutrientes que circulan con facilidad
hacia la rizosfera, como es el caso del nitrato y sulfato,
para los gue no se suelen crear zonas de deficiencia alre-
dedor de las raices, 1la contribucidn extra de las hifas

de la micorriza a la captacién de estos nutrientes es bas-
tante limitada. Sin embargo, es de esperar una participa-
cién de la simbiosis en el aporte a la planta de iones éue,
como el fosfato, difunde mas lentamente en la solucidn del
suelo. Tal es el caso del amonio, cuya captacidén por las
hifas de la micorriza es actualmente objeto de estudio,
uﬁilizando sales de amonio marcadas con le. Con respec-
to a los micronutrientes, se ha descrito el efecto de la
micorriza en la estimulacién de la captacidén de algunos

de ellos, aunque los resultados son a veces contradicto-
rios. En el caso del Zn y Cu, si se poseen evidencias més

consistentes de un incremento de su captacidédn por MVA

(Rhodes y Gedermann, 1980).




El papel de las micorrizas en la captacién de agua, o
bien en el incremento de 1la resistencia de las plantas a la
sequia, es un tema que se debate actualmente. En este sen-
tido, los resultados de Pefa y Sé&nchez-~-Diaz (1983) sugie-
ren un efecto adicional de-las micorrizas, en condiciones
de estrés hidrico, al mero aporte de fosfato, el cual, a
Su vez, adquiere especial relevancia cuando la movilidad
del idén se dificulta adn mas, en condiciones de escasa hu-

medad (Nelsen y Safir, 1982).

d. Efecto de las MVA no mediados por el aporte de nutrien-

tes. Se han sugerido varios mecanismos por los que las MVA
pueden afectar el crecimiento de 1la planta por accién no

directa sobre la nutricién de esta. Asi tenemos: a) Aque-

'llos debidos a la produccidén de fitohormonas. En efecto,

en plantas micorrizadas se han detectado niveles superio-

res de hormonas vegetales, tales como giberelinas y cito-

qﬁininas (Allen et al., 1980 y 1982) y algunas respuestas

a las micorrizas, como adelanto en la floraciéﬁ, han sido

atribuidas a variaciones en el balance hormonal de dichas

plantas. De hecho, se ha demostrado la capacidad de produ-
cir estas sustancias por determinados hongos VA en culti-

vo axénico (Barea y Azcdn-Aguilar, 1982); b) los inducidos
mediante una accién de mejora de estructura del suelo a

través de la formacidén y estabilizacién de agregados por



las hifas del hongo (Forster y Nicolson, 1981; Koske y Hal-
vorson, 1981); c) los ejercicios a través de una proteccién
de la planta del ataque de patdégenos. En el caso de enfer-
medades que afectan al sistema radicular, las micorrizas

pueden actuar bien protegiendo a la raiz frente al patdge-

‘ho o bien compensando el dafio causado. En cualguier caso,

. esta proteccién puede ser debida simplemente a la mejor

nutricién de la planta (Schenck y Kellan, 1978; Shénbeck,

1979 y Graham vy Menge, 1982). Todas estas observaciones o

hipdtesis necesitan confirmacién experimental en cuanto a

.eévaluar su contribucién real al efecto micorriza sobre 1la

fisiologia de la planta.

e. Nutricién carbonada en MVA. Los carbohidratos que el

hongo VA, heterdétrofoy necesita para subsistir'y operar.

los obtiene mediante una transferencia biotréfica de pro-

"ductos del fotosintato, especialmente sacarosa, que tiene

lugar en el arbasculo. Hace tiempo que se dispone de evi-

dencia experimental sobre ello deducida de ensayos con

14
C02 (Ho y Trappe, 1973). Al contrario de lo dque ocurre

normalmente en hongos, el de la micorriza VA no acumula
manitol ni trehalosa (Hayman, 1974). En estas micorrizas
el material de reserva se acumula en forma de lipidos. Se
puede decir que casi la mitad en peso del micelio corres-

ponden a material lipidico (Cooper y Lbésel, 1978).



Es un punto bastante discutido si las MVA representan
un drenaje de fotosintato considerable (Bowen, 1981b). Pa-
rece ser que el hongo se comporta como un parasito sélo
cuando se trata de suelos muy fértiles, o cuando son muy
infectivos, y poco efectivos (escaso micelio externo, y
extensivo micelio interno, por ejemplo). De otro lado, Ku-
cey y Paul (1982) en ensayos con Vicia faba ponen de mani-
fiesto que el consumo de C, que obviamente ocurre,esta

compensado por la estimulacidén de la fotosintesis en plan-

tas micorrizadas.

FACTORES QUE AFECTAN LA FORMACION Y FUNCION DE LAS MVA.

Es obvio que las condiciones de base para que se for-
me una MVA son la presencia de una planta susceptible (la
mayoria de las especies lo son) y la existencia de propéa-
gulos infectivos en el medio (los cuales estidn virtualmen-
té en todos los suelos); por ello, en lineas generales, se
puede decir que la formacidén de la MVA esté tedricamente
asegurada. No obstante las propiedades de "infectividad"
en la simbiosis resultante van a ser moduladas considera-
blemente por varios factores: (a) El grado de dependencia
de la planta a las micorrizas; (b) ia "especificidad" de

los hongos presentes para la planta en cuestién, (c) la



efectividad de dichos hongos y (d) las condiciones fisico-

quimicas y biolégicas del medio.

Los factores (a) y (b) seran tratados en otro apartado,

por ello se comentan directamente los dos restantes.

Efectividad de hongos Va.

Aﬁnque en algunos casos existe una correlacidén positi-
va entre;extensién intrarradical de la infeccién VA y res-
puesta de la planta, esto no puede considerarse una norma
géneral. Efectivamente, tal correlacién tiene lugar en el
caso de ésociaciones planta-hongo VA escasamente compati-
bles, en las cuales tanto el grado de infeccién como la
respuesta producida son bajas, o cuando las diferencias en
la extensién de la infeccidn son debidas a la existencia
de factores limitantes del poder infectivo del hongo va,
como por ejemplo, las escasez de propagulos (Smith et al.,
1979); pero en general, los endofitos més infectivos no tie-
nen por qué ser mas efectivos. Es de hacer notar que el
.grado de infeccién que puede alcanzar una planta va a es-
tar determinado por sus propias caracteristicas fisiolé-
gicas y genéticas. Asi por ejemplo, es importante el rit-
mo de crecimiento de la raiz, ya que si este es mayor que
el propio del hongo en la corteza de aquella siempre habréa
raices no colonizadas. Teniendo en cuenta que, incluso en

plantas muy dependientes, las raices principales no son



muy receptivas a la infeccidén, esta nunca alcanza valores
del 100 %, y en cualquier caso, cada planta posee su nivel
maximo de micorrizacién que no puede ser sobrepasado en con-

diciones normales de crecimiento activo.

De otro lado, y puesto que las hifas extrarradicales
van a ser las encargadas de captar nutrientes del suelo y
translocarlos a 1la planta,su nimero, tamafio y distribucién
van a ser factores claves en la operatividad de las MVA.
ﬁn estevsentido, se ha intentado correlacionar cantidad de
micelio externo con la eficacia simbidtica, encontrandose
en muchos casos que tal correlacidén existe (Bowen, 1981 a
G?aham et al., 1982). Es de gran importancia también el
ritmo al cual el hongo coloniza la raiz. Debido a que hay
plantas de crecimiento muy rapido que desde los primeros
éétadios de su desarrollo tienen una alta demanda de P,

es fundamental que la simbiosis se establezca y comience

a funcionar rapidamente.

En resumen, se puede decir que las caracteristicas
que definen la eficacia de un hongo son, de acuerdo con
Abbott y Robson (1981), aquellas relacionadas con la es-
timulacién de la captacién de nutrientes y con la persis-
tencia de sus efectos, es decir: La capacidad de formar
un micelio extenso y bien distribuido en el suelo, asi

como de formar infecciones extensivas en las nuevas rai-



€es que se vayan formando; la eficacia para absorber fos-
fato de la solucién del suelo y el tiempo que las hifas
permanecen efectivas en él transporte de nutrientes ha-
cia la planta. Adicionalmente habria que considerar la
mayor o menor capacidad de intercambio nutritivo con la
planta, mediante una abundante formacién de arbisculos,
asi como la minima alteracién del metabolismo del hospe-
dadof, lo que implica también un bajo consumo de los pro-

ductos carbonados de la planta por el hongo.

Fertilidad del suelo y MVA. Tanto la fertilidad natural

de un suelo como los tratamientos con fertilizantes y
otras practicas agronémicas, se sabe que afectan la for~

macidn vy desarrollo de las MVA.

.La informacidén disponible al respecto, revisada re=
cienﬁemente por Abbott y Robson (1982), Hayman (1982b) vy
Barea y Azcdn-Aguilar (1983), indica que la formacién de
MVA suele afectarse negativamente por la aplicacidén exce-
siva de fertilizantes quimicos fosforados y nitrogenados.
Esta circunstancia, aunque generalizable, no es suficien-
te para que se pueda predecir respuesta de los propagulos
de MVA existentes en el;suelo a una adicién puntual de
fertilizantes. Ello se debe a gue la aplicacidén reitera-
da de tales productos, o sea, la llamada "historia de 1la

fertilizacidén de un suelo", condiciona la seleccidén de



hongos adaptados a la formacidén de la micorriza en suelos
fértiles o fertilizados. En este punto, conviene recordar
que no existe paralelismo en cuanto al grado de infectivi-
dad de los hongos VA y efectividad de 1la micorriza formada
Y que, precisamente, esto se manifiesta especialmente en
el caso de hongos adaptados a sobrevivir e infectar en sue-
los con condiciones que, tedricamente, no son las adecuadas
para que se forme la micorriza, como es el caso provocado

por una excesiva aplicacidn de fertilizantes.

El efecto de la cantidad de fosfato asimilable, ya

sea propio o adicionado, de un suelo sobre la formacién

‘de la micorriza ha sido un tema bastante estudiado dado

Su interés préactico. La adicidén de cantidades bajas de P

es compatible, e incluso complementaria, con las MVA en

'la estimulacién del crecimiento de la planta, pero al in-

crementar la dosis se comienza a interferir la formacién

'de la simbiosis, llegdndose incluso a la inhibicidén (Mos-

se, 1973). La conclusién general es que el nivel de fosfa-
to en la planta, mas que el del suelo,es el que controla el

establecimiento y funcidén de las micorrizas.

Con respecto a los mecanismos en que se basa la in-
terferencia por P de la formacién u operatividad de las

MVA se han propuesto los siguientes:

(i) De acuerdo con Ratnayake et al. (1978), la apli-

cacién de P soluble provoca un descenso en la exudacidn




radical y en la formacién de la MVA. Estos autores, que
~establecen una relacién causa-efecto entre exudacién y
formacién de MVA, explican su observacidén sobre la base

"de la participacién del P en la constitucién de las membra-
nas celulares, lo cual hace gque al ser estas fisioldgica-
mente mas correctas, se ejerza un control efectivo de la
permeabilidad celular y, como consecuencia, de la exudaciédn

radical, lo cual repercute en la formacién de la micorriza.

(ii) Este mecanismo se basa en el hecho de gque al au-
mentar la concentracién de fosfato en las células radica-
les, se inhiben las fosfatasas especificas de la MVA encar-
gadas de degradar los granulos de polifosfato en el inte-
rior del arbisculo, paso previo a la transferencia de io-
nes fosfato desde el hongo a la planta (Gianinazzi-Pearson
y Gianinazéi, 1981). Por ello, es ldogico aceptar, de acuer-
do con estos autores, una regulacidén por fosfato de 1la
transferencia de P, y consecuentemente de la actividad ti-

pica de esta simbiosis.

(iii) Los trabajos de Jasper et al. (1979) y Same et
al. (1983) ponen de manifiesto gque cuanto mds alta es la
concentracién de P en una planta m&s bajo es el contenido
en carbohidratos solubles de la raiz y sus exudados, y co-
mo consecuencia de ello, apuntan estos autores, es més ba-
ja la frecuencia de puntos de entrada del hongo VA en la

raiz. El mecanismo que explicaria la hipdtesis apuntada



en este apartado (iii) es diferente del sugerido en el (i),
mediado por las membranas, y se basa en el efecto regula-
dor que ejerce el P en 1la parte aérea de la planta sobre

el descenso de fotosintato a la raiz (o micorriza) (Smith,
198Q). Hay evidencias de que factores que reducen la tasa
de fotosintesis, tales como la disminucidén de la intensi-
dad luminosa (Furlan y Fortin, 1977; Hayman, 1977) o des-
foliacién (Daft y El-Giahmi, 1978) afectan negativamente

la formacidén de micorrizas, lo que apoya el hecho de que
los carbohidratos solubles de 1la planta, y mas concretamen-
te de la raiz, deben jugar un papel importante en el esta-

blecimiento de la simbiosis.

Loé estudios realizados sobre la accidén directa (no
mediada por la planta) de los fertilizantes sobre el desa-
rroilo breinfectivo del}hongo y la formacidén de micorrizas,
han puesto de manifiesto que ni la germinacidén ni el pos-
terior desarrollo de las hifas se ven afectados por la
concentracidén de P del medio lo que hace suponer que la
;nhibicién de la micorrizacidn es producida fundamental-

mente a través de la planta.

El efecto de los fitofdrmacos adicionados al suelo
en las préacticas agrondémicas actuales (herbicidas, nema-
ticidas, insecticidas, etc.) sobre la formacidédn y efectos
de las MVA, es un tema vigente objeto de estudio y debate.

Los resultados, contradictorios a veces, no permiten ex-



traer conclusiones generales (Hayman, 1982b), y solamente
los fungicidas, como era 18gico esperar se pueden conside-

rar realmente perjudiciales para las micorrizas (Safir,

1980)-.

Finalmente, hay que hacer notar que las diferentes
especies de hongos VA muestran distintos grados de resis-
tencia a la aplicacién de fertilizantes y productos fito-
sanitarios, lo cual tiene consecuencias de interés practi-
Co en relacidén con la seleccién de hongos VA "especificos"
para una planta en un suelo que ha recibido dichos aportes

(Hayman, 1982b).

Otros factores del suelo que influyen en el desarrollo
de la micorriza son la temperatura y la humedad. Con res-
pecto a la primera, se ha puesto de manifiesto que el per-
centaje de infeccidn aumenta al incrementarse esta hasta

alcanzar un m&ximo a los 300 C (Schenck y Schroeder, 1974;

Harley y Smith, 1983). A partir de esta temperatura la in-

feccién decrece, y por encima de 409 C se inhibe por com-
pleto. También por encima de 400 C se produce una inhibi-
cidén completa de la germinaciédn de las esporas de ciertos

hongos VA (Tommerup y Kidby, 1980), por lo que la falta

de infeccidén a estas temperaturas puede ser debida a la

ausencia de germinacidn de las esporas y desarrollo de
otros propagulos. Con respecto a la humedad se sabe que

el 6ptimo para que se desarrolle la micorrira coincide con




el 6ptimo para la planta.

APLICACIONES PRACTICAS DE LAS MVA.

Una vez establecida la importancia de las MVA en 1la
nutricién de las plantas, es légico que la atencién de los
investigadores se centrara en el estudio de las posibili-
dades de manipular la simbiosis con vistas a la explotacidn

de su potencial en la practica agricola.

El punto basico en este tipo de estudios es conocer
cual es el potencial real en micorrizas de un suelo. Si
este es suficiente, el objetivo entonces serd preservarlo
mediante las précticas agricolas adecuadas. En caso de que
tal potencial natural sea insuficiente, hay que tratar de
reforzarlo, y en ocasiones de sustituirlo, por medio de
la inoculacién con micosimbiontes adecuadamente seleccio-

nados.

El esquema a seguir para abordar en la practica una
investigacidén de este tipo se expone a continuacién, uti-
lizando como base la informacidédn recogida en las revisio-
ines de Abbott y Robson (1982), Hayman (1982a) y Barea y
Azcodn-Aguilar (1983). Los puntos mas importantes a tener

en cuenta son los siguientes: (1) Factores que van a de-



terminar la conveniencia de llevar a cabo una inoculacién
c¢on MVA en una situacién determinada; (2) criterios de se-
leccidén de hongos va para ser usados como inoculantes; (3)

preparacidén de indculos y (4) técnicas de inoculacidn.

l. Factores que determinan la conveniencia de llevar a ca-

bo una inoculacién con MVA.

De acuerdo con lo @Xpuesto anteriormente sobre los

factgres que afectan la formacién y efecto de las MVA, se

puede considerar que son cuatro los factores primarios im-

plicados: (a) el grado de dependencia de la planta a las

MVA; (b) el nivel de fertilidad del suelo y (c) el tamafio

y eficacia de las poblaciones naturales de hongos VA. Es

de hacer notar que como en el capitulo anterior se ha dis-
cutido la incidencia de algunos de estos factores en la
formacién de las MVA, se trata ahora Unicamente de matizar
su influencia en la decisidén de introducir los hongos VA
en un sistema suelo-planta determinado, y de como deben
tenerse en cuenta tales factores para garantizar el éxi-

to de la inoculacién.

(a) La especie vegetal. Resulta evidente que la respuesta

de una planta a la inoculacién va a estar condicionada por
su grado de dependencia a las MVA, por lo gue se hace ne-
cesario su conocimiento, asi como el de los endofitos méas

adecuados para formar la simbiosis en el sistema planta-



suelo en cuestidn.

(b) Nivel de fertilidad del suelo. Es conocido que

las respuestas a las MVA tienden a ser mayores en suelos
deficitarios en P asimilable, por lo que es de gran impor-
tancia determinar la concentracién de fosfato soluble en
el suelo de prueba. En suelos neutros y neutro-alcalinos
se recomienda emplear el método de Olsen et al. (1954) por
ser el que mejor correlaciona con la respuesta de la plan-
ta a la:micorriza (Mattingly, 1980), permitiendo asi obte-

ner una idea aproximada de los efectos que se producirén

.como consecuencia de la inoculacidén de los hongos VA.

Teniendo en cuenta, de otro lado, que en algunas oca-
siones para obtener una cosecha maxima se requiere usar
combinadamente fertilizantes fosforados junto con MVA,
es necesario un estudio previo de la dosis a emplear para
que no se produzca una inhibicidén de la formacién o funcio-
namiento de la micorriza. Una préctica recomendable en es-
te sentido es la elaboracidén de curvas de respuesta a do-
sis crecientes de P en plantas micorrizadas y no-micorri-
zadas. De un lado permite seleccionar la combinacién P solu-
ble-MVA que produce cosecha maxima en las condiciones ex-

perimentales concretas y de otro, proporciona informacidn

sobre el grado de dependencia relativa a las micorrizas

de una planta. Conviene hacer referencia en este punto al

efecto de la adicidn de fuentes de fosfato de baja solu-



bilidad, especialmente fosfatos naturales, Yy 8u interaccién
con las MVA. Se sabe que en suelos de pH inferior a 6.5,en
los que ocurre una liberacién, mé&s o menos lenta, de iones
fosfato, las Mva estimulan la capacidad de las plantas pa-
ra utilizar estas formas de P. En suelos neutros y neutro
-alcalinos, tal actividad es mas problematica, aungque se

ha apuntado una hipotética colaboracién de MVA y "bacterias
‘'solubilizadoras de fosfatos", especialmente si el contenido

en Ca++

intercambiable en dichos suelos es bajo (ver Barea
et 3&., 1983), para referencias y discusién de estos con-

‘ceptos).

(c) Tamafio y efectividad de poblaciones nativas de

hongos VA. Este factor es absolutamente clave para decidir
ia necesidad de inocular en una combinacidén suelo-planta
en la que potencialmente cabe eésperar respuesta positiva

a las micorrizas. En principio, hay que partir de la base
tedrica de la omnipresencia de propagulos VA pero, eviden-
temehte, esto no es asi en la practica. Por circunstancias
debidas fundamentalmente a 1la manipulacidén de los ecosis-
temas (fertilizacién y otras préacticas de cultivo), la rea-
lidad es diferente y asi, en 1la literatura cientifica al
respecto, se han descrito diversas situaciones en lo refe~
rente a la presencia y actividad de las poblaciones indi-

genas de hongos VA. Estas son las siguientes:

(i) Incidencia baja (6 nula) de propdgulos. En este



caso, es recomendable la inoculacién.

(ii) Propagulos abundantes pero poco infectivos. Tam-

bién es recomendable la inoculacién.

(iii) Hongos nativos muy infectivos pero poco efecti-
vos. En principio, lo légico es eliminarlos para evitar
competencia en la raiz por sitios de colonizacién. Si es-
ta practica no es factible la inoculacién debe efectuar-
se con hongos VA seleccionados por su competitividad en

cuanto a rapidez de infeccidén, ademas de por su eficacia.

iv) Hongos nativos infectivos y efectivos pero que
se encuentran en escaso nimero. En este caso lo légico es
aislar estos endofitos, reproducirlos en condiciones con-
troladas y utilizarlos a ellos mismos como inbéculo, refor-

zando asi el potencial natural del suelo.

v) Presencia de hongos nativos que producen una rapi-
da, extensiva y efectiva micorriza. Sé6lo es recomendable

preservar esa riqueza ecoldgica.

Un hecho que se deduce de lo anterior es que no sélo
es necesario estimar el nimero de propagulos infectivos,

sino tambilen, y prioritariamente, su efectividad.

2) Seleccidén de hongos VA como inoculantes.

Las caracteristicas fundamentales que debe poseer un
hongo VA para ser utilizado como inoculante son las siguien-

tes (Bowen, 198la, Abbott y Robson, 1982):



i) Infectividad. Esta propiedad viene dada por la ca-
pacidad del hongo para producir rapidamente infecciones
bajo un amplio margen de condiciones, especialmente en

‘compatibilidad con ciertas dosis de P soluble.

ii) Efectividad. El hongo debe ser eficaz en la cap-
tacidén, translocacién y transferencia de nutrientes desde
el suelo a la planta. Esto debe ser compatible igualmente
gon las condiciones fisicas, quimicas y microbiolégicas
del medio. Un funcionamiento correcto en colaboracidén con
un niVel adecuado de P, es critico para obtenér una cose-~
cha maxima. También desde el punto de vista de la efecti-
vidad es importante que el desarrollo intrarradical sea
"equilibrado" en el sentido de que no suponga un excesi-
vo sumidefo de fotosintato y el crecimiento del micelio
externo extensivo y bien distribuido, colonizando un grén

volumen de suelo.

iii) Capacidad de colonizacién y dispersién del ind-
culo. Es conveniente que el inoculante tenga una capacidad
‘reproductiva elevada, sus propagulos germinen con facili-
dad y sus hifas crezcan y se extiendan abundantemente en
el suelo. De esta forma aumentan las posibilidades de con-
tacto entre el hongo y distintas raices del suelo, facili-
tédndose asi la colonizacién de nuevas raices y la disper-

sidén del inéculo.

iv) Supervivencia del inéculo y persistencia de sus



efectos . Esta caracteristica, que enlaza con la anterior,

estd asociada con la capacidad de producir estructuras (es-
poras, esporocarpos, vesiculas intrarradicales, etc...) que
le confiera resistencia a una amplia gama de condiciones am-

bientales adversas, con lo cual se asegura el mantenimiento

del indculo sin necesidad de tener que practicar reinocula-

ciones en el inicio de cada periodo de crecimiento.

En cuanto a la seleccién de hongos, lo légico y reco-

mendable es que cualquier método debe efectuarse en suelos

.no estériles y en condiciones lo m&s similares posible a

las naturales. Ello permite investigar simultaneamente las
interacciones con micorrizas indigenas y establecer asi 1la

necesidad o né de inocular en cada situacidn concreta.

3) Preparacidén de indculos.

La preparacidén de un indculo masivo de alta calidad y
libre de patdgenos es un factor que actualmente limita la
inoculacién de MVA a escala agricola, dado el caracter de
simbiontes obligados de estos hongos. Los indculos que aho-

ra se utilizan responden a los siguientes tipos:

i) Rizosfera de plantas que han sido previamente mi-
corrizadas en condiciones controladas con propagulos de
una sola especie de hongo ("stock" de indculo). Los es-
quemas de Menge y Johnson (1978) y Gianinazzi et al. (1981)

son modelos recomendables para obtener tales inoculantes.



Estos consisten en una mezcla de raices micorrizadas y sue-
lo adherido en el que existe micelio, esporas maduras, etc.

Es 1o que suele denominarse normalmente como "inéculo bru-

to",

ii) "Micorriza limpia", es decir raices bien infecta-
das exentas de suelo, obtenidas normalmente en cultivo hi-
dropénico. Tiene la ventaja de ser un material bastante

mas limpio que el anterior, con lo cual el rieego de intro-

ducir contaminantes disminuye. Ademds, es menos pesado y

por tanto m&s manejable. La técnica del "Nutrient Film Cul-
ture" estad siendo investigada no sélo en lo concerniente a
la obtencidén del inéculo en si mismo, sino también en cuan-
to a la viabilidad y retencidén de la infectividad con el
tiempo (Elmes y Mosse, 1980; Howeler et al., 1981). En es-
te sentido, Tommerup y Abbott (1981) han puesto de manifies-
to:que fragmentos de raices infectadas con ciertos hongos
VA, y desprovistos de esporas de resistencia, mantienen el
poder infectivo hasta al menos seis meses después de haber-

se producido la muerte de las raices.

iii) Estructuras del hongo, fundamentalmente esporas.
Este indculo es el propuesto por Daniels y Menge (1981)

para Glomus epigaeus, dada la capacidad de esporulacién

tan extraordinaria de esta especie y la facilidad de reco-
leccidén de las esporas producidas. Efectivamente, este hon-

go forma en la superficie del suelo esporocarpos observa-



bles a simple vista, que contienen miles de esporas. Este
material, sin embargo, no resulta practico, por el momen-

to, para otras especies.

4) Técnicas de inoculacidn.

De acuerdo con Hayman (1982a) las mas usadas son las

siguientes:

i) Transplante de plantulas preinoculadas. Este méto-
do es de gran wutilidad para los cultivos gue emplean el
transplante como técnica agrondémica habitual y permite una
vmicorrizacién controlada antes de exponer las raices al
contacto con endofitos de efectividad dudosa presentes en
~el suelo de cultivo definitivo. El1 sistema presenta la ven-
taja de un ahorro considerable de inbéculo, ya que este va
a ser aplicado a una superficie pequefia que puede ser de-
sinfectada previamente. Cuando se procede al transplante,
la micorriza que se pretende introducir suele estar bien
establecida. Aparte de las ventajas ya descritas que pro-
porciona una adecuada micorrizaciédn, hay que afiadir en es-
te caso una mayor resistencia a los riesgos del transplan-
te. Obviamente esta técnica no es factible en los sistemas

agricolas que normalmente no utilizan fase de vivero.

ii) Incorporacién del indéculo directamente al surco,
bajo las semillas. Este procedimiento se ha practicado uti-

lizando indculo bruto, lo cual tiene el incoveniente de



que se trata de un material bastante pesado (se calcula
que se necesitarian 2 6 3 ton/ha) lo que hace que el méto-~-

do sea impracticable en una dimensién agronémica.

iii) Aplicacién directamente al surco'de siembra de
una especie de pasta fluida obtenida a partir de un indbécu-
lo concentrado que se suspende, junto con las semillas, en
un medio viscoso tal como la metil celulosa. Su factibili-

dad en agricultura es también limitada.

iv) Aplicacién, como en el caso anterior, de granulos
("pellets”) de indculo que llevan adsorvidos en su super-
ficie las semillas. Esta técnica que ha mostrado resulta-
dos esperanzadoreé, utiliza un material portador obtenido
mediante una mezcla de lignito, turba o suelo estabiliza-
do con arcilla y un suelo muy infectivo procedente de un
"stock" de micorrizas. Con este material, a humedad adeéua-
da, se obtienen unos granulos de 1 cm de diametro, aproxi-

madamente, sobre los que se adhieren las semillas. Es ob-

vio que también tiene dificultades para su uso extensivo.

Finalmente, conviene resefiar que las técnicas actua-
les de micropropagacién y propagacidén vegetativa de plan-
tés podrian, y en algunos casos se ha conseguido, ser co-
nectadas con las de micorrizacién "in vitro", con el fin
.de obtener pléantulas adecuadamente micorrizadas en las con-

diciones controladas que preconizan tales metodologias.




De lo dicho anteriormente se deduce que, salvo en el
caso de cultivos que utilicen el transplante, la aplica-
cidén de las micorrizas a escala agricola estd limitada por
la obtencidén masiva de inéculos adecuados. Mientras se con-
siguen ta}es inbéculos se estan usando los ahora disponibles
para establecer una serie de bases cientificas, tanto eco-
l6gicas como fisioldgicas, de la micorrizacidn controlada.
Los ensayos utilizan consecuentemente parcelas piloto, y,
atn aceptando sus limitaciones, la informacién que se ob-

tiene estd permitiendo progresar en este orden de conoci-

mientos.

Hoy dia son ya numerosos los ensayos practicados en
condiciones de campo. En unos casos se usaron suelos pre-
viémente desinfectados; en otros, los ensayos se efectua-
roﬁ en suelos no tratados, o sea, en condiciones normales
de cultivo. Como plantas de prueba se han utilizado citri-
cos, frutales de hueso, cereales y leguminosas entre otras
v los resultados en muchos casos han sido satisfactorios.
En las revisiones de Hayman (1982a); Plenchette (1982) y
Barea y Azcdn-Aguilar (1983), se recogen referencias bi-
>bhogréficas y resultados de los distintos ensayos efectua-
dos, y a ellas se remite al lector interesado en estos as-
péctos, ya que resultaria prolijo evinnecesario transcri-

birlos en el presente.



En el contexto de este apartado de aspectos practicos
de las MVA, merece dedicar una especial atencién al signi-
ficado de las MVA en el caso concreto de las plantas nodu-
ladas fijadoras de nitrdégeno, es decir leguminosas y angios-

permas formadoras de actinorrizas.

Como es conocido, estas especies vegetales son préac-
ticamente independientes de la aplicacién de fertilizantes
nitrogenados, ya que son capaces de fijar N, de la atmés-
las leguminosas, y con Frankia (actinomicetos) en las plan-
tas formadoras de actinorrizas. Estas plantas, y en el ca-
80 concreto de las leguminosas se ha cuantificado experi-
mentalmente, suelen poseer un grado de dependencia de las
micorrizas relativamente elevado en virtud de su gran de-
manda de P, ya que,ademé&s del que precisan para su propio
crecimiento, necesitan este nutriente para la formacién y
desarrollo del ndédulo y especialmente para la fijacidén de

N, (Azcén-Aguilar et al., 1983).

SIGNIFICADO DE LAS MVA EN ECOLOGIA VEGETAL.

El papel de las MVA en la evolucidén de las plantas
sobre la corteza terrestre ha sido y continua siendo ac-
-tualmente sumamente decisivo (Malloch et al., 1980). En

efecto, las plantas micorrizadas poseen ventajas con res-



pecto a las que no lo son en diversas situaciones ecologi-

cas marginales. Estas, en resumen, podemos enumerarlas co-

mo sigue:
(a) Recuperacién de suelos erosionados.
(b) Programas de estabilizacidén de dunas.

(c) Revegetacidn en suelos provenientes de excavacio-

nes (minas, canteras, construcciones....).

(d) Colonizacién de suelos en regiones &ridas y semia-

ridas.

(e) Colonizacidn de suelos derivados de cenizas vol-

canicas.

(f) Crecimiento de plantas en ciertas situaciones de

estrés (salinidad, pH bajo, temperatura alta en

el suelo....).
(g) Colonizacién de restos de turberas.

(h) Establecimiento de pastizales en suelos margina-

les.

Como puede deducirse de lo anterior, y a manera de

-epilogo, se puede decir que las micorrizas VA ofrecen una

contribucidén a lo que podria catalogarse come una alterna-
tiva para una agricultura que, marcada actualmente por unos

costos elevados de fertilizantes qguimicos tradicionales,

-debe utilizar métodos biolégicos para facilitar la conse-



‘cusidén de los nutrientes que la planta necesita, a un me-

- nor coste ecoldgico y econdmico. Teniendo en cuenta la con-

dicién de "casi universalidad®" de las MVA, asi como las di-

ficultades actuales para la préactica de la micorrizacidn

controlada, lo que exige un fuerte nivel de investigacién

_para lograr progresar en esta faceta de la biotecnologia

del suelo, es de interés recérdar la importancia que tie-
ne el potencial natural de micorrizas de un suelo. En pri-
mer lugar, y mediante la investigacién adecuada, se pueden
predecir hasta que punto ciertas practicas agricolas no
deben aplicarse para preservar dicho potencial; en segun-
do lugar, cuales de dichas practicas pueden optimizar la
accidén de las MVA naturales y, finalmente, no olvidar que
esas micorrizas propias de suelo siempre deben ser tenidas
en cuenta cuando se haya de practicar la inoculacién de.
hongos VA seleccionados de acuerdo con los criterios cien-

tificos antes discutidos.

B. DEPENDENCIA Y ESPECIFICIDAD EN MVA

Como se dijo anteriormente, la evolucidén conjunta de
las plantas y hongos VA ha condicionado una serie de inter-
dependencias de los componentes de las MVA. Estas van.aser

consideradas en este capitulo.



DEPENDENCIA DE LOS HONGOS VA.

Los hongos VA no pueden completar su ciclo de vida
m&s que en asociacién con 1la planta, sin embargo, la ger-
minacién de esporas incluso cuando son esterilizadas en
superficie, y en condiciones axénicas, ocurre con relati-
va facilidad en ausencia de suelo y de planta hospedadora
con s6lo proporcionarles unas condiciones fisico-quimicas
adecuadas. Esto parece paraddgico para un microorganismo
simbionte obligado. Simplemente en agar-agua (1 %), a un
' pH préximo a la neutralidad y temperatura de unos 18-250

C se obtiene una germinacién generalizada de las esporas.

Se sabe que la germinacién se afecta por una serie
de factores como son la especie o variedad del hongo (Da-
niels y Duff, 1978), la temperatura (Schenck et al., 1975),
el pH (Green et al., 1976), presencia de metales pesado;
(Hep per y Smith, 1976), la concentracién de Cl~ y Na®t
kHirrel, 1981), etc. En cambio, la adicidn de nutrientes
(incluso fosfato), que realmente tiene posterior influen-
cia en el desarrollo del micelio (Daniels y Graham, 1976),
parece ser menos critica para la germinacién en si (Mosse
y Hepper, 1975; Koske, 1981). En el caso de una germinacidn

precaria en Glomus epigaeus (10 %), con pobre ramificacién

del micelio, Graham (1982) consigue estimular el proceso
de germinacidén mediante la adicidén de exudados radicales.

Para explicar este hecho quizads haya que cuestionarse, e



investigar, si lo que esta operando y causando tal efecto
es un factor o estimulo de tipo no nutritivo (hormonal por

ejemplo), limitante de la germinacién expontanea.

Los estudios llevados a cabo por Hepper (1979) sobre
el efecto dé inhibidores de la sintesis de proteinas y aci-
dos nucleicos sobre la germinacién de esporas y desarrollo
del micelio en hongos VA ponen de manifiesto que 1la espbra
tiene almacenado ARN-m en el que estd programada la sinte-
sis de las proteinas necesarias para la germinacidén, aun-
que luego es necesaria, y asi ocurre, la sintesis de nue-
vo ARN-m para el posterior desarrollo de las hifas. Asi
mismo, el tratamiento de las esporas con bromuro de etidio
revelé la necesidad de que se forme nuevo material mitocon-
drial duraﬁte la germinacidén, hecho gue se confirma median-
te estudios al microscopio electrénico. En resumen, los es-
tudios de Hepper (1979) indican que no existen limitaciones
serias para que ocurra la sintesis de proteinas, acidos nu-
Ccleicos y otros eventos biogquimicos asociados durante la

germinacidén y subsiguiente desarrollo del micelio. Abundan-

.do en ello, recientemente Beilby y Kidby (1982) estudian

la cinética de incorporacién de leucina y uracilo marcados

(cl?

) en esporas de Glomus caledonius y observan que la

sintesis de ARN y proteinas ha comenzado a los 35 minutos

de la inhibicién de las esporas en agua. Es mas, Beilby vy

Kidby (1982) confirman en dichos ensayos que el ciclo tri-



caboxilico, gluconeogénesis y las rutas biosintéticas de
la mayoria de los aminoacidos estan operando a los 35 mi-

nutos de inhibir las esporas.

Estos hechos evidencian que los hongos VA se compor-
tan, en este sentido, como saprofitos més que como biotro-
fos obligados. Ademés, la capacidad biosintética de 1las
grandes esporas de hongos VA es suficiente para lograr la
formacién de un micelio de dimensiones considerables. Sin
embargo, el posterior desarrollo del cultivo no sigue las
pautas cléasicas en el crecimiento de hongos saprofitos tras
la germinacién de sus esporas, seglin las cuales, una vez
consumidas las reservas de una espora, el tubo de germina-
cién evoluciona para dar lugar a hifas capaces de asimilar
nutrientes del medio y prescindir del aporte de 1la espora
madre, ya agotado. En este punto es donde se marca\la clg-
ve del problema que se discute. En efecto, aunque la adi-
éién de ciertos nutrientes al medio, tales como peptona,
‘extracto de levadura (Hepper, 1979) o algunos aminocéacidos,
en concreto, cisteina, glicocola y lisina (Hepper y Jakob-
éen, 1983), estimulan el crecimiento de las hifas en hon-
gos VA, el desarrollo del micelio "in vitro" sigue depen-
diendo de las reservas de la espora madre para prosperar.
En este sentido, se sabe que si las hifas del hongo no en-
cuentran una raiz susceptible de sef infectada, el creci-

miento del micelio cesa antes incluso de gque se agoten las




reservas de la espora, permaneciendo ésta viable y dispues-
ta para iniciar nuevamente el proceso de germinacidn cuan-

do las condiciones vuelvan a ser favorables.

Aunque lo gue acaba de exponerse es un hecho generali-
zado en los hongos VA, muy recientemente Hepper (1983) ha
separadas de la espora madre continuan creciendo saprofi-
ticamente, aunque de forma limitada. Este crecimiento es
dependiente de la adicidén de nutrientes al medio. El mice-
lio obtenido es metabdélicamente activo, de acuerdo con la
prueba que detecta succinato deshidrogenasa en el citoplas-
ma del hongo (MacDonald y Lewis, 1978). La adicidén de di-
versos azlUcares organicos no estimula el crecimiento de
las hifas. Sin embargo,el propio contenido (lipidico) de
las esporas si muestra un efecto positivo sobre el desarro-
llo de este micelio, aunque no se aprecia atraccién hacia
el lugar donde se depositd dicho material en la placa
(Hepper, 1983). Estos hechos ponen de manifiesto la estric-
ta dependencia que tienen los hongos VA de las plantas su-

periores para completar su ciclo bioldégico.

DEPENDENCIA DE UNA PLANTA A LAS MICORRIZAS.

El concepto de dependencia se entiende como la nece-
sidad que tiene una planta de estar micorrizada para pro-

ducir un crecimiento éptimo. Teniendo presente la defini-



cidén anterior, los vegetales superiores gque van desde la in-
dependencia total, como en cruciferas Yy quenopodiaceas que

no suelen formar nunca micorrizas, pasando por una extensa ga-
ma de tipos intermedios, hasta la dependencia absoluta en cier-
tas plantas incapaces de desarrollarse si no esta&n mocorri-
zadas,incluso en suelos de elevada fertilidad. Ciertamente

la micotrofia en plantas es tan antigua como ellas mismas

'y hoy dia sigue manifestandose, de forma mas o menos inten-

sa, en la mayoria de las especies vegetales (Nicolson,1975;

Pirozynski y Malloch, 1975).

Aunque la respuesta de una.planta a las micorrizas
puede verse afectada por diversos factores del medio am-
biente, su dependencia para captar nutrientes del suelo,
especialmente fosfato, y crecer adecuadamente, es una ca-

.

racteristica inherente de la propia planta. En efecto, las

especies vegetales, e incluso variedades dentro de la mis-

ma especie (Azcdn y Ocampo,1981), difieren considerable-~
mente en su capacidad para extraer fosfato del suelo, asi

como el nivel de demanda y requerimientos en dicho nutrien-

te (Hayman, 1983). Precisamente las especies o variedades

con mas dificultad para captar fosfato de la solucidén eda-
fica, o con una demanda de P mas alta,son las que se be-
nefician mas de las MVA, o dicho de otra forma, son las

mas dependientes de la simbiosis para prosperar.

Al hablar de dependencia de las MVA es obligado re-



ferirse a‘la hipdétesis de Baylis, expresada en las diver-
sas publicaciones de este autor, y condensada por él mis-
mo (Baylis, 1975). Las observaciones de este investigador
ponen de manifiesto que las especies del orden Magnoliales,
las angiospermas mé&s primitivas, ancestro de todas las di

y monoéotiledonas, son especialmente dependientes de las
MVA para captar nutrientes, es decir, son sumamente mico-
tréficas. Baylis describe las raices de estas especies co-
mo muy poco ramificadas, en ellas las divisiones mas peque-
fias raramente son menores de 0.5 mm de didmetro. Las lla-
ma raices de tipo "magnoloide" se encuentran también en
plantas pertenecientes a O6rdenes diferentes. Estas raices
carecen de pelos radicales o bien los tienen cortos y en
escaso nimero y las plantas que las poseen dependen de la

infeccidén VA incluso en suelos muy fértiles. .

En el extremo opuesto, Baylis situa las raices de ti-
‘po "graminoide" que describe como muy ramificadas, con dia-
metros que usualmente son menores de 0.1 mm y frecuentemen-
te cubiertas de largos pelos radicales. Las plantas con
‘raices de este tipo sd6lo responden a la inoculacidén con
micorrizas en suelos deficientes en fosfato asimilables.
" Entre ambos extremos se encuentran la mayoria de las espe-

cies de Cormofitas, son las raices de tipo "intermedio".

En resumen, la hipdtesis de Baylis apunta que la mor-

fologia y geometria del sistema radical son factores cla-



ves que determinan ei grado de micotrofia de una planta.
"En este sentido, y como apoyo a lo anteriormente dicho,

hay que destacar el trabajo de St. John (1980) en el que

se estudian 89 especies pertenecientes a 23 Srdenes y con-
cluye asociando micotrofia y raices de tipo "magnoloide".
Sin embargo, existen excepciones a esta hipétesis, habién-
dose encontrado plantas con raices de tipo graminoide fuer-
temente dependientes de las MVA (Hayman, 1983), por lo gue,
alin acepténdola en lineas generales, hay que pensar en 1la
existencia de otros factores de tipo fisioldégico o anaté-

mico, que influyen en la mayor o menor dependencia de una

determinada planta a las MVA.

Teniendo en cuenta que el fdésforo es el principal ele-
mento implicado en la efectividad y desarrollo de las mi-
corrizas, la capacidad de la planta para captar este ele-
mento es el factor que fundamentalmente contribuye a la
dependencia de las plantas a las MVA. Por esta razdn,
Gerdemann (1975) define la Dependencia a las Micorrizas
(DM) como "el grado en el cual una planta depende de la
condicidén de estar micorrizada para que produzca su cre-

cimiento m&ximo a un nivel dado de fertilidad del suelo".

Se han propuesto varios indices para expresar numéri-
camente la DM de una planta y poder establecer comparacio-
nes entre plantas bajo un mismo conjunto de condiciones

ambientales. Concretamente, Menge et al. (1978) y (1982)



proponen expresar la DM de acuerdo con la siguiente férmu-

la:

Peso seco de planta micorrizada (Ps M)
DM

x 100
Peso seco de planta no micorrizada (Ps no M)
Mediante esta foérmula, plantas absolutamente independien-
tes poseen un grado ae DM del 100 %, habiéndose descrito
valores de incluso Hasta un 13.000 % (Hall, 1975). Ademas,
este indice tiene el inconveniente de que determina la DM
en funcién de la respuesta a la inoculacién en unas cir-
cunstancias concretas y a un nivel de fertilidad que no
se indica, por lo que podrian obtenerse valores muy dis-
‘tintos para la misma planta con tan solo variar la canti-
~dad de P soluble en el suelo en el que se lleva a cabo el

ensayo.

Plenchette et al. (1983) aplican una férmula més 16~
gica que situa la DM entre O (independencia de la micorri-

~za) y 100 (dependencia absoluta):

(Ps M) ~ (Ps no M)
DRM = x 100
(Ps M)
Siendo DRM = Dependencia relativa a las micorrizas.

Los autores sugieren que este indice debe llevar so-

breescrito la cantidad de P soluble del suelo en el que



se ha determinado, por ejemplo, DRM25 si se determina en

un suelo que tiene 25 ppm de P soluble. Este indice que
expresa realmente la'respuesta de una planta a la micorri-
za a un nivel dado de fésforo, puede dar una idea bastan-

te aproximada de la DM, aunque para que esta fuera més exac-
ta seria conveniente conocer el nivel de P soluble en el

suelo a partir del cual 1la planta no necesita estar mico-

.rrizada para producir un crecimiento éptimo e incluso si

tal nivel no existe porque la dependencia de la planta sea
tan absoluta que por muy elevada que fuese la fertilidad

del suelo, la planta no alcanzaria un desarrollo adecuado

4 no ser gue estuviera micorrizada.

Estos datos nos permitirian predecir las situaciones
en las cuales una planta incrementaria su crecemiento co-
mo consecuencia de una adecuada micorrizacidén, o si por

el contrario seria por si misma capaz de captar sus nu-

trientes a un ritmo apropiado para permitir un crecimien-

to 6ptimo. Sin embargo, aunque lo que se ha indicado pue-

de considerarse valido en condiciones generales, en cir-

cunstancias concretas se han encontrado evidencias que re-

lacionan la DM con 1la céptacién de Mn, Zn, y en algunos
casos Cu, por la planta. Por tanto, 'los indices anterior-
ménte citados (DRM y nivel de P por encima del cual 1la
planta se desarrolla éptimamente sin necesidad de estar

micorrizada) deben considerarse orientativos, pero no de-




finitivos, cuando se pretende predecir una respuesta a la

micorrizacién.

Otro factor incidente en la respuesta de una planta
a la micorriza es 1la especie de hongo VA implicada, aun-
que esta caracteristica es mas légico considerarla bajo
aspectos de compatibilidad entre hongo VA y planta, de la
cual va a depender la eficacia simbidtica de las distintas
combinaciones entre hongo VA con una planta hospedadora co-
min. Estos conceptos suelen ser tratados en la literatura
cientifica bajo el epigrafe de "Especificidad en MVA" y

como tal van a ser discutidos en este trabajo en el apar-

tado que sigue.

ESPECIFICIDAD EN MVA.

Desde hace tiempo se sgabe que las propiedades del sue-

' lo, fundamentalmente su pH, asi como el nivel macro y mi-

cronutrientes asimilables ejercen una influencia selecti-
va sobre distintas especies de hongos VA (Mosse, 1973; Hay-
man, 1983). En efecto se ha demostrado dque existe una cier-
ta especificidad entre determinadas caracteristicas de un
suelo y las especies de hongos VA predominantes en &l. Sin
embargo, la cuestidn hace tiempo planteada y discutida es

la referente a la especificidad hongo-planta. En términos

‘generales existe una falta de especificidad, considerada

en el sentido estricto del término, entre especies de hon-



gos VA y plantas superiores. Tedricamente, cualquier hon-
go VA puede infectar a cualquier planta susceptible; sin

embargo, si que existen grandes diferencias entre los dis-

tintos endofitos tanto en la morfologia de la infeccién y

el grado de micorrizacién que producen, como en la efecti-

vidad de la MVA formada en una planta determinada. Numero-

sos trabajos experimentales apoyan estas observaciones (Mos-

se, 1972; Sanders et al., 1977; Schenck y Kinloch, 1980).

Sin embargo, una reflexién pragmdtica sobre el hecho
de que endofitos de gran eficacia en asociacidén con cier-
tas plantas, sean de escasa o nula efectividad en otras,
aconseja una reconsideracién del tema. Debido a gque no se
puede utilizar el término especificidad si se quiere res-
petar el sentido estricto del mismo, quizd fuera mas l16gi-
co hablar de "compatibilidad" en las distintas combinaéio—
nes de una planta con espeéies de hongos VA. Este mayor. o
menor grado de compatibilidad se manifiesta en la propia
morfologia de la micorriza. Asi en algunos casos se obser-
va que en aquellos puntos donde se ha producido la penetra-
cidn dei hongo se forman unas "unidades de infeccidén" que
se extienden con dificultad por la corteza de la raiz,
mientras gue otros endofitos producen una colonizacidn
radpida y completa de esta. Ello indica la existencia de

diferentes niveles de compatibilidad tisular y celular.

También a nivel de efectos se va a expresar esta com-



patibilidad, de forma que cuando se inocula una determi-
nada planta con diferentes hongos VA la respuesta produ-
cida a cada uno de ellos suele ser distinta, lo cual per-
mite seleccionar aquellos mas favorables o compatibles

para la planta en cuestidn.

De lo que antecede, se puede deducir 1la importancia
"de los fenémenos de compatibilidad en MVA, y el interés
de profundizar en el estudio del tema, tanto en lo que
se refiere a aspectos de indole fisiolégico, para lograr
justificar las bases cientificas de la misma, como eco-
légicos, en cuanto al efecto de suelo y vegetacidén en
la distribucién de las distintas especies de hongos en
el ecosistema. Finalmente, desde el punto de vista prac-
tico, y en relacidén con la aplicacidén de las MVA en agri-
cultura, ei hecho de seleccionar el hongo VA "especifi;
co" para un sistema suelo-planta dado, es abosulatamen-

te clave. Sobre este punto se incidird mas adelante.

C. MVA EN ARBOLES Y ARBUSTOS

En las diversas revisiones actualmente publicadas so-
bre MVA es usual citar el porcentaje de plantas superiores

gque son susceptibles de formar este tipo de micorrizas,



aceptandose como conclusién general que mas del 90 % de
ellas lo son, pues aparte de las familias Pinaceae, Betu-
laceae y Fagaceae en las que predominan las ectomicorrizas,
sblo hay que exceptuar a especies de las familias Chenopo-
diaceae, Poligonaceae, Cruciferaeae, Cariophilaceae, Fuma-
riaceae, y algunas otras de menos interés que normalmente no
forman la simbiosis. Estas especies son en su mayoria herba-
ceas, y, el hecho de haberse descrito muy pocas plantas ar-
béreas no formadoras de micorrizas, hace suponer una gran
incidencia de las MVA en arbdreas. En efecto todas las es-
pecies no herbdceas estudiadas estan demostrando formar MVA.

Ademas, en algunos géneros como Salix, Populus, Prunus, Aca-

cia, Alnus, Eucaliptus, Casuarina, entre otros, existen es-

pecies que forman tanto endomicorrizas como ectomicorrizas
(Trappe, 1977; Harley y Smith, 1983; Barea y Azcén-Aguilar,

1983).

El interés del estudio de las MVA en arbéreas se justifi-
éa, no sélo, por el alto numero de especies que las poseen
sinorpor el hecho de que, al ser estas plantas perennes,las
raicés permanecen vivas en el suelo y constituyen una extraor-
dinaria fuente de'inéculo para otras plantas (Hayman, 1983),
ya& que son capaces de mantener un potencial de infeccién per-

manentemente elevado y activo en el suelo.

La mayoria de las plantas lefiosas (St John, 1980) presen-—

tan raices secundarias de tipo magnoloide (Baylis, 1975) que,



como se sabe, tienen extremos finales que usualmente sobre-
pasan los 0.5 mm de diémetfo y que, ademas, poseen escaso nu-
*
‘mero de pelos radicales. Estos vegetales son normalmente mas
dependientes de las micorrizas que los que tienen raices de
otros tipos. Por ello sevpuede concluir con Traﬁpe y Fogel
(1977) que, en general, mientras las plantas herbaceas nece-
sitan las micorrizas para crecer mejor, las arbdreas las pre-
cisan para sobrevivir. Esta generalizacion es indicadora de
la importancia que tienen las MVA en la ecofis;ologia de plan-
tas arbdéreas,cuya contribucién resulta decisiva en aspectos
tan esenciales como la conservacién de suelos,?la colonizacidn
de ambientes deteriorados por actividades humanas o de otra

indole, el ciclado de los biocelementos en 1la Naturaleza,etc...

Un hecho eviden&e es dque la gran mayoria de los efectos
que los hongos VA eﬁercalsobre el crecimiento y nutricién de
las plantas se conocen por estudios realizados en.herbéaceas,
como se ha reflejado en padginas precedentes de este capitulo
de Introduccidn. Sin duda, la escasez de estos estudios so-
bre MVA en plantas arbdoreas se debe a las dificultades que
presentan estas plantas para investigar sus micorrizas. Ta-

les dificultades se plantean a distintos niveles, asi:

(i) Mientras que el muestreo de raices para cuantificar
la infeccidén en campo es relativamente facil en herbéaceas,
en las cuales se puede tomar casi toda la masa radical, en

arbdreas es practicamente imposible. El propio hecho de en-



contrar las raices secundarias tréficas es en si problema-
tico, ya que los muestreos han de efectuarse a varios metros
del pie de la planta por lo cual hay que asegurarse de tomar
raices de la planta que se estd estudiando. Por esto, en mu-
chas ocasiones hay que profundizar en el suelo hasta una raiz

gruesa que parte del arbol y tomar de ella directamente las

raicillas. Teniendo en cuenta que el muestreo se debe repetir

en la misma planta y ademas tomar raices de varias zonas para
que .sea fiable, la variabilidad suele ser mas elevada que en
el caso de las herbdceas. Asi Malloch y Malloch (1982) encuen-
tran grandes diferencias en los valores de micorrizaciédn en
plantas arbéreas de la misma especie que viven en idénticas
condiciones ambientales. Eﬁ ocasiones, se han descrito plan-

tas arbdéreas como no hospedadoras por el simple hecho de no

haber aparecido la simbiosis en las raices muestreadas;.mien-

tras que en otros estudios se daban esas mismas especies co-

mo micotrdéficas.

(ii) La obtencién de plantulas para los ensayos de mico-

rrizacién controlada no sélo es mas complicada en si, sino

también mds lenta. Mientras que un semillero de herbaceas

produce plantulas en unos dias, los semilleros de arbéreas
requieren varias semanas, e incluso meses, en la mayoria de
los casos. En ocasiones la obtencién de plantulas es mas fac-
tible, a pesar de sus dificultades, mediante multiplicacidén

vegetativa en -viveros que por semillero.



(iii) El lento crecimiento que presentan las arbéreas
en relacién con las plantas herbédceas, obliga a incrementar
considerablemente el tiempo de duracién de los ensayos. Es-
te hecho incluso afecta mas 1la variabilidad experimental que
en plantas herbaceas, ya que al no ser nunca totalmente homo-
géneas las condiciones de todas las repeticiones dentro de un
mismo tratamiento (cantidad y actividad del indéculo recibido,
diferencias entre las propias plantulas, posicién en el in-
vernadero etc.) la falta de homogeneidad se acentua durante
el desarrollo de las plantas,aumentando sus efecto con el pa-
8o del tiempo. A esto se une la facilidad de controlar 1los
ensayos de herbaceas en el invernadero y el manejo de meno-

res cantidades de suelo en relacidn con las lefiosas.

(iv) Por ultimo, la tincién de las raices de lefiosas ofre-

Ce mas dificultad asi como su observacioén al microscopio.

Después de todo lo dicho anteriormente, es un hecﬁo cu-
rioso constatar que las primeras citas de que se dispone so-
bre MVA en fmunﬁgamas,corresponden a plantas arbéreas. De es-
‘'ta forma Jansen (1896) encﬁentra micorrizas endotréficas en
Plantas lefiosas y el trabajo que marcé la pauta de los mo-

. dernos estudios sobre micorrizas se realizé en manzano (Mos-

se, 1957).

Una vez introducido el tema de las MVA en plantas arbé-
reas se procede a continuacién al estudio de su presencia

y significacién en diversos ecosistemas. Para ello, se ana-



liza la informacién disponible sistematizada con los siguien-

tes apartados:

(1) Las MVA en Silvicultura: Bosques de zonas templadas y

de zonas tropicales.

(2) Las MVA en plantas arbéreas utilizables en la lucha con-

tra la erosién, desertizacién Y recuperacidén de suelos.

(3) Las MVA en cultivos de plantas arbéreas de interés ali-
menticio (frutales y otros), o industrial (productores
de caucho, lubrificantes etc.) u ornamental: (jardi-

nes y parqgues).

(4) Como apartado especial dentro de la horticultura: Las

MVA en el cultivo de los citricos.

LAS MVA EN SILVICULTURA

Desde los primeros estudios de Jansen (1896), numerosos
autores han puesto de manifiesto la presencia de esta simbio-
sis en comunidades naturales de plantas qgue constituyen los
bosques de regiones tropicales templadas o boreales (Johnston
1949; Readhead, 1968; Janos, 1980 a y b; St John, 1980; Ma-

lloch et al., 1980; Kormanick, et al 1981; Malloch y Malloch,

1982).

El interés de estos bosdues tanto desde el punto de vis-

ta ecoldégico como econémico es inusitado por lo que huelgan



© comentarios adicionales. Lo que si se debe destacar es el

papel de las micorrizas en el establecimiento y desarrollo

de dichas masas boscosas, basado en el efecto de estas sim-
biosis sobre el ciclado de nutrientes y agua en tales ecosis-
temas. Entre los diversos aspectos a destacar nos referimos

@ los concernientes con el significado de las micorrizas en
los contextos ecolégico y evolutivo de los bosques, lo cual
emana de los fendmenos de dependencia y especificidad trata-
dos con anterioridad en este trabajo, asi como de las inte-
racciones de las MVA con otros tipos de micorrizas y final-
mente de los estudios conducentes a la obtencién de plantu-

las con micorrizacién controlada en viveros.

La informacidén disponible ha permitido concluir gue las
especies §egetales que usualmente constituyen el bosque sue-
len ser bastante dependientes de las micorrizas para lograr
un desarrollo adecuado (Baylis, 1975; St John, 1980; Janos,
1980 a y b; Kormanick et al, 1981; Pope, et al., 1983). Es
mé&s, de acuerdo con Janos (1980b), gran parte de las plan-
tas en las comunidades por él estudiadas eréan micotrdficas
obligadas, siendo las MVA el tipo mas habitual de micorrizas
en sus estudios. Como ocurre en herbdceas, los hongos VA sue-
len ser muy poco especificos de una planta hospedadora deter-
minada; sin embargo, cada especie vegetal parece compatibili-
zar mas con determinadas éspecies de hongos, por ello, se sue-

len ir produciendo selecciones indirectas de los hongos VA



por parte de las plantas que integran el bosque (Janos,

1980b; Malloch et al., 1980). Por el contrario, en el ca-
so de las micorrizas ectotr6ficas (MEC) en plantas de in-
terés forestal, el hongo es frecuentemente méas especifico
de unc o muy pocos tipos de plantas, mientras que cada es-
pecie vegetal acepta a infinidad de hongos EC (Malloch et
al., 1980). Estos hechos tienen una considerable repercu-
'816n desde el punto de vista ecolégico y evolutivo de los

bosques en relacidén con las micorrizas.

En efecto, la literatura sobre el tema revisada por Ma-
 lloch et al., (1980) ﬁuestra gue las plantas gque constituye-
ron las primeras asociaciones forestales sobre la corteza
terrestre, lo cual tiene lugar a partir del periodo Creta-
‘ceo medio en adelante (Pirozynski y Malloch,1975), ya po-

seian micorrizas,las cuales eran de tipo VA.

Teniendo en cuenta el relativamente bajo nimero de espe-
cies de hongos VA presentes en un ecosistema y las preferen-
giés, en cuanto a una mayor compatibilidad, de cada especie
vegetal implicada por un hongo VA concreto, los individuos
de una especie arbérea, para no competir, tienden a aparecer
considerablemente espaciados en el bosque. Por ello es por
lo que la foresta endotré6fica presenta una gran riqueza de
especies vegetales, con los individuos pertenecientes a la
misma especie relativamente alejados entre si (Malloch et

al., 1980). El bosque ectotr6fico- suele estar formado, en



cambio, por un nuimero escaso de especies vegetales, que se
asocian con multitud de hongos EC e incluso seleccionan su-
ces ivamente a estos segun la fase de su desarrollo (Bowen

y Theodorou, 1973).

Los bosques tropicales suelen ser de tipo endotrdéfico
(Meyer, 1973; . Janos, 1980 a y b; Malloch et
al., 1980), salvo cuando se desarrocllan sobre suelos muy po-
bres, en lds cuales parecen poseer ventajas, en cuanto a la
rapidez para formar micorrizas, los hongos EC con respecto
a los VA. Siﬁ embargb, aungque los bosques endotréficos no
son raros en zonas templadas de Norte América y Eurasia,
perpetuando aquelloé primitivos, hoy se acepta que las in-
tensas sequias caracteristicas del Plioéeno medio en Norte
América y las prolongadas y repetidas glaciaciones del Ceno-
. zoico tardio en Eurasia redujeron progresivamente la rica
diversidad de los bésques mesofiticos endotrdéficos. A partir
de ellos se originaron la mayoria de los bosques ectotrdéfi-

cos actualmente predominantes en las zonas templadas.

La explicaciénvde esta ventaja ecoldgica de los hongos
EC sobre los VA estd en gque los primeros son capaces de de-
sarrollar actividades saprofiticas en el suelo, descomponien-
do la materia orgéanica, por lo gue sobreviven en ausencia
del.érbol hospedador. Ademéas, al tener la posibilidad de
acumular mas nutrientes en sus estructuras (manto, "cordones"

de micelio y rizomorfos, se adaptan mejor que las VA a sue-



los relativamente ricos (Harley y Smith, 1983).

En este punto hay que hacer constar también que en el
Cretaceo tardio se han datado asociaciones ectotréficas,
mediante una evolucién "directa" no mediada por la existen-

cia de un ‘bosque endotréfico previo ( Malloch et al.,1980).

Desde el punto de vista evolutivo, como eslabdn de cone-
xidén entre los primitivos habitats endotréficos y los méas
avanzados ectotrdéficos, es de destacar la existencia de plan-
tas capaces de formar MVA y MEC. Este es el caso de Eucalip-~
tus (Malajczuk et al., 1981). Estas plantas constituyen 1la
especie predominante en los bosques de Australia en donde
forma ecosistemas equilibrados cén leguminosas, dotadas de
MVA existentes en el sotdbosque. Cuando se acumula materia
organica (manto) en el bosque de Eucaliptus, las leguminosas
quedan eliminadas y se favorece el desarrollo de MEC. £1 fue-
go, componente natural de los ecosistemas en Australia, ha-
ce comenzar un nuevo ciclo, ya que después de él empiezan a
crecer leguminosa con MVA, y a rebrotar los Eucaliptus que
comienzan a ser colonizados por hongos VA a partir de las
raices de las leguminosas (Malajczuk et al., 1981). Es de
destacar, segin los estudios de dichos autores, gue cuando
se ha intentado controlar la intensidad de los incendios,
han comenzado a prosperar especies de Proteaceas, como Ban-

ksia spp., que como todas las plantas con raices de tipo

"proteoide" no forman micorrizas, ya gue tienen su propio



S

sistema de captacién y translocacidn de fosfato (Jeffrey,
1964). La presencia de estas plantas va en perjuicio de 1la |
estabilidad del bosque micotréfico de Eucaliptus que funcio-

na mejor en asociacién con leguminosas provistas de MVA.

Es muy probable que estos efectos de la eliminacién de
la materia organica, lo cual hace incrementar el contenido
del suelo en P, Ca, K, Mg etc. (Grier y Cole, 1971), y per-
mite que prosperen leguminosas y otras plantas herbaceas con
Mva, justifique algunos resultados que indican un mejor cre-
cimiento inicial y>supervivencia de pléntulaé en reforesta-
cién tras eliminar la materia organica. Sin embargo, la li-
teratura revisada por Parke et al., (1983) y las propias evi-
dencias experimentales de estos autores indican la importan-
cia de méntener la materia orgénica en las practicas de re-

forestacién, incluso con especies formadores de MVA. Concre-

. tamente encuentran gue en esa capa de humus se mantenian pro-

pagulos VA, ademds de una serie de microorganismos{que con
sus actividades en el ciclo de los nutrientes, o bien esti-
mulando el crecimiento de las plantas o el proceso de mico-
rrizacién, por mecanismos no mediados por nutricién, inter-
vVienen beneficiosamente en los primeros estadios del estable-

cimiento de las plantulas.

En otro orden de cosas, Malajczuk et al. (1981), apuntan
una asociacidén importante para la estabilidad ecolégica de

estos bosques templados endotréficos. Concretamente se re-



formadoras de MVA, especialmente Acacia spp. Realmente la im-
portancia forestal de leguminosas formadoras de doble simbio-
sis: con Rhizobium sp. y hongos VA, resulta critica en vir-
tud de sus implicaciones simuiténeas en los ciclos del P y
del N. La coexistencia de nédulos fijadores de N2 y endomi-
corrizas arbdéreas se conoce desde hace un siglo (Jansen, 1896)
y desde entonces se han llevado a cabo varios estudios que re-
visan Barea y Azcén-Aguilar (1983). Desde el punto de vista
forestal merecen resefiarse algunos estudios que destacan la

importancia de esta doble simbiosis entre ellos el de Moiroud

et al. (1981) en el que se destaca, el uso de Robinia pseudo-

ggggig, el de Janos (1980a), que describe esta asociacién en
los bosques tropicales, el de Rose (1980) referido a plantas
actinorrizas, en las que, como es sabido, el microsimbionte
nodular es un actinomiceto y no Rhizobium. Estos estudios,
ademdas de sus connotaciones desde el punto de vista forestal,
hacen también referencia a la importancia de las plantas no-
duladas y micorrizadas en las practicas de révegetacién en

suelos marginales, pero de ello nos ocuparemos mas adelante

én un apartado especial.

Desde el punto de vista evolutivo en relacién con las
micorrizas en leguminosas arbéreas es de destacar que las
plantas en las subfamilias Faboideae (antes Papilionoideae)

y Mimosoideae usualmente estan noduladas y tienen micorrizas



del tipo VA. En cambio las Caesalpinoideae, raramegte for-

man ndédulos y normalmente forman MEC. De acuerdo con Malloch
et al., (1980), autores de estas observaciones, los nédulos
y las MEC podrian ser considerados como medios alternativos
para suministrar N a las plantas que, como se sabe, la capa-

cidad de mineralizar N orgdnico es bastante comin en hongos

EC.

De lo que antecgde queda patente la importancia de las
MVA en el ciclado de‘nutrientes en comunidades vegetales de
interés forestal. consecugntemente,no es de extrafiar que la
vatencién de los investigadores se centrara sobre aiversos
aspectos practicos en torno a ia manipulacidén de esta simbio-
sis con la finalidad de que el estudio y uso de ,la misma for-

mara parte de los programas de reforestaciodn.

Como se indicd anteriormente, a pesar de gque las ganti-
dades de indculos de.MVA'que por ahora pueden obtenerse no
permiten su aplicacién en una agricultura extensiva, si que
son suficientes para su uso en superficies mas reducidas.
Pdr ello, hoy dia es factible utilizar MVA en viveros de
plantas lo cual es realista para aquellos cultivos que ha-
bitualmente contemplen la practica agronémica del trasplan-
te. Este suele ser el caso de las arbdreas en general, y el
de las plantas de bosque en particular, y sobre ello se dis-

pone de diversos trabajos experimentales.

En efecto, desde los trabajos pioneros de Clark (1963)



y (1969) con especies de interés en silvicultura destinados
a demostrar la importancia de la micorrizacién para obtener
plédntulas con crecimiento adecuado, varios estudios han pro-
fundizado en este tema de trabajo (Gray y Gerdemann, 1967;
Bryan y Kormanik, 1977; Kormanik et al., 1977a). Aunque 1los
estudios sobre este tema suelen perseguir un fin practico,
son de destacar los aportes que han proporcionado al conoci-
‘miento de la fisiologia.de las micorrizas. En este contexto
hay que mencionar los relacionados con el estudio del tipo
~de inéculo m&s compatible (Hall, 1976), los efectos sobre

la concentracién de nutrientes minerales (Schultz et al.,

1979; Pope, P.E.  1980); la interacién de fertilizantes
‘nitrogenados y MVA (Brown et al., 1981) o los fendmenos de
especificidad y dependencia (Furlan, et al., 1983; Pope

et al., 1983).

como es ldégico, las practicas actuales de desinfeccién
en viveros, que afectan negativamente la presencia y efecto
de los propagulos de las MVA, ha llevado como consecuencia
que la micorrizacién en viveros destinados a la reforesta-
cidén comenzaran a extenderse cada vez mas (Riffle, 1980;
Kormanik et al., 1981), y es de suponer que lleguen a ha-

cerse habituales.

En este sentido, y tal como puntualiza Janos (1980b)
es igualmente de interés controlar la adicién de fertili-

zantes en vivero para obtener una micorrizacidén adecuada.



Este mismo autor resalta la importancia en silvicultura
de obtener individuos fuertemente premicorrizados en vi-
vero los cuales al ser trasplantados intercaladamente

transmiten la infeccidn a otros ejemplares preexistentes

cuando se entrelacen las raices.

LAS MVA EN PLANTAS ARBOREAS UTILIZADAS EN LA LUCHA CONTRA

LA EROSION, DESERTIZACION Y RECUPERACION DE SUELOS.

La disminucién de masas forestales y aumento de la de-

sertizacidén son dos procesos estrechamente relacionados.Asi,
se sabe que los bosques tropicales, por citar un ejemplo, han
experimentado una reduccién de su superficie de mas del 50 %
so0lo en lo que va de siglo (Spears, 1980), y, en general, los
datos disponibles correspondientes a otros ecosistemas foresta-
les proporcionan una informacién parecida (Skujins,1984). Es-
tas situaciones, especialmente en regiones aridas y semiaridas,
conllevan a una expansién de los desiertos (desertizacidén) en
lo cual es comlin que tenga lugar la intervencién humana (deser-

.tificacidén). La eliminacién de la cubierta vegetal conduce a
la desestabilizacién de la superficie edafica, que queda someti-
da a la erosidén, mediante arrastre de materiales tras lluvias
mas o menos esporddicas o bien la ejercida por accién del vien-

to (erosién edlica) que tiene como consecuencia la formacién de



dunas (Skujins, 1984).

Como es sabido, las zonas aAridas y semiaridas del Pla-
neta, en las cuales habitan alrededor de un décimo de 1la
poblacién mundial, se encuentran mayoritariamente en dos
grandes cinturones subtropicales: Uno en el hemisferio nor-
te, que cubre el Sahara, Oriente Medio, sur de Asia y parte
de América del Norte y otro en el hemisferio sur, que inclu-
ye tierras de Africa del Sur, Australia y las zonas secas

de Perd, Chile, Argentina y Brasil (Anonimo, 1980).

Como se indicé anteriormente, la principal causa de la
desertizacidén es la explotacidén excesiva de estos medios a
través de la eliminacién de masas arbdéreas con el fin de con-
vertirlos en aptos para una agricultura sobre suelo arable,
de obtener lefia, madera o forraje para ganado . También el
sobrepastoreo contribuye de forma importante a este proceso
destructivo. Estos hechos dan lugar a que aparezcan los ras-
gos tipicos que conforman la fisonomia de las zonas aridas
y semiaridas que son: Bajo nivel de produccién de alimentos,
tanto para consumo humano como animal, baja disponibilidad
de combustible vegetal y una fuerte disminucién en la ferti-

lidad del suelo.

Estas zonas 4ridas y semiadridas cubren aproximadamente
cuatro décimas partes de la superficie terrestre, en donde
el principal factor limitante es el agua, aunque algunos au-

tores (Felker y Bandurski, 1979) sefialan gas’ én ¢limas semi-



dridos la baija disponibilidad de nitrégeno, fésforo v ma-
teria organica del suelo son tan importantes como el fac-

tor humedad. Frecuentemente asociadas a las limitaciones
anteriores se pueden presentar problemas de salinidad, tem-
peraturas extremas vy ele?ado pPH en el suelc (Skujins, 1984).
Hay que sefalar también que las condiciones topogra&ficas ad-
versas limitan igualmente el cultivo en estas zonas. Preci-
pitaciones irregulares y escasas, temperaturas fluctuantes

en el dia y la noche tanto en el suelo como en la atmésfera,
y baja humedad relativa, son caracteristicas comunes a las
tierras Aridas de clima calido. Consecuentemente, estos eco-
sistemas tienen una marcada fragilidad por lo cual el ambiente
fisico puede ser detcriorado o destruido con cierta facilidad
si se traspasa el umbral de tolerancia de los recursoz huma-

nos y animales.

En resumen, se puede decir gue la productividad de las zo-
nas aridas y semiadridas, comparada con Areas de abundante rie-
go, representan respectivamente valores que van de menos del
1 hasta casi un 30 por.ciento de la procductividad de aquella
(Fischer y Turner, 1978). Es obvio, por tanto, la neresidad
de aumentar la productividad de estas zonas lo cual pasa por
ura planificacidén integrada para lograr la regeneracidn o es-
tablecimiento de una cubierta vegetal. En este sentido, tan-
to la teoria como la practica han demostrado gque en condicio-

nes de aridez y semiaridez las plantas lefiosas son las que



me jor uso hacen del suelo y del clima, y de paso ademas ob-
tener de ellas madera, forraje, productos secundarios y, en
algunos casos, alimentos para el hombre o el ganado (Ben Sa-
lem, 1980). Es de resaltar que una adecuda seleccidn de las
especies a utilizar, no sélo puede permitir una produccién
.diversificada, sino también la obtencién de un equilibrio
ecoldgico. No obstante, no sélo por su participacidén directa
en el propio establecimiento de las plantas, sino por su in-
fluencia en regeﬁeracién de materia organica, estabilizacién
del suelo e influencia en'diversas actividades, los microor-
ganismos del suelo juegan un papel fundamental en los proce-
sos de revegetacidén en ambientes xéricos (Skujins, 1984). Co-
mo se expresd anteriormente (final de parte A, de este capi-
tulo de Introduccidén), las MVA tienen una importancia basica
en los procesos de revegetacidn en ambientes deteriorados
por diversas causas. Este hecho cobra especial interés en el

caso de las arbdreas.

Los trabajos de Khan (1974) y Trappe (1981) describen la

presencia de MVA en arbdéreas crecidas en suelos aridos y semi-

dridos y Skujins (1984) analiza este hecho no sélo, en cuanto
a la ventaja en si de la micorrizacidén para la captacién de
agua y ciclado de nutrientes en estos suelos, sino también,
en cuanto a ser estas plantas perennes reservorio de infec-

tividad para las herbaceas anuales.

Cuando se inicia una recolonizacidén de habitats severa-



mente degradados, parece ser que las especies no-micotréfi-
cas dominan la primera fase de la sucesidn (Hall, 1978; Ree-
ves et al. 1979; Janos, 1980a,b). Después durante el len-
to proceso de sucesidén caracteristico de los habitats aridos,
las especies micorrizadas reemplazan gradualmente a las no
micotréfiéas cuando los hongos VA comienzan a desarrollarse.
Hay que resaltar que bajo las altas temperaturas propias de
los sgelos dridos, las micorrizas desempefian una funcidén cri-

tica para la captacién de fosfato (Barrow gé al., 1977).

Lé expresado para la recuperacién de suelos en zonas de-
sertizadas es igualmente éplicable a otros ambientes en 1los
que dominan condiciones poco apropiadas para la implantacidn
vegetal, como son los que se aesarrollan sobre restos de tur-
beras y minas (Daft y Hacskaylo, 1976), terrenos encharcados

(Keeley, 1980) o habitat salinizados (Guttay, 1976).

Comentario especial merecen unas especies vegetales de
importancia en colonizacién de suelos en zonas aridas: Los
Atriplex sp.. Estas plantas, que pertenecen a las Quenopo-
diaceas, son una de las escasas excepciones dentro de esta
familia no micotréfica, ya que si forman MVA. El papel de

pobres, debe ser probablemente muy decisivo, aungque aun no

disponemos de informacién bibliogrdfica al respecto.

En cualquier caso, lo importante es resefiar que las plan-

tas arbdéreas mas indicadas para las practicas de revegetacidn



en suelos degradados son los que poseen la capacidad de for-
mar nédulos fijadores de N2 por motivos repetidamente comen-
tados a lo largo de esta Memoria. Como se sabe plantas sus-

ceptibles de formar MVA y nédulos son capaces de superar de-
ficiencias en los dos nutrientes limitantes del crecimiento:

N y P (Harley, 1973). En primer lugar tenemos el caso de las
leguminésas arbdéreas; concretamente, las especies de Robinia,

Leucaena, Acacia y Prosopis, entre otras, las cuales son sus-

ceptibles de formar MVA (Barea y Azcdn-Aguilar, 1983). son
de gran interés en revegetacién de suelos deteriorados o en
la colonizacidén de suelos marginales (Domingo, 1983; Dommer-
gues, 1982; Felker, 1981; Felker y Bandurski, 1979; Herrera,
1984; 'Isely, 1982; Langkamp y Dalling, 1982; Lawrie, 1981 ;
Monk et gi., 1981; Roberts et al., 1983; Roskoski et El"

(1982).

De otro lado, y en este contexto, tenemos las plantas

actinorrizas, y concretamente especies de los géneros Alnus,

Myrica, Purshia, Datisca, Casuarina, Eleagnus, Hyppophae,

Ceanothus, Colletia, Robus, Discaria, Comptonia, Dryas vy

Coriaria poseen, ademas de actinorrizas, MVA (Trappe, 1979;
Rose, 1980; Barea y Azcén-Aguilar, 1983). El trabajo experi-

mental de Rose (1980) puede considerarle como modelo en cuan-

to al estudio del significado de estas plantas y su doble

~simbiosis en relacidén con los aspectos aqui tratados sobre

revegetacidén y colonizacién de suelos en las diversas situa-

ciones de estrés referidas a lo largo de estas ultimas paginas.



LAS MVA EN PLANTAS ARBOREAS CULTIVADAS POR SU INTERES ALI-

MENTICIO, INDUSTRIAL U ORNAMENTAL.

Los estudios sobre MVA en este tipo de plantas, cuya re-

percusién econémica estad fuera de todo comentario, poseen un

(1)

(2)

(3)

(4)

~especial interés por varias razones:

-Las investigaciones hasta ahora realizadas muestran que

el nivel de micotrofia de estas plantas es bastante ele-

vado.

El tipo de micorriza cuantitativamente mayoritario en es-

tas plantas es VA.

Los fendémenos de especificidad y dependencia cobran un
protagonismo destacable ya que los arboles y arbustos
utilizados para los fines aludidos en el titulo de es-
te capitulo han sufrido por intereses econdémicos, una
elevada presidén por lo que las variedades utilizaéas
presentan unaé caracteristicas singulares en lo que

concierne a especificidad.

La aplicacién dirigida de las MVA en estas plantas es
factible gracias a su sistema de multiplicacidén en vi-

vero.

Dejando los citrus que merecen un apartado especial,

dado el gran numero de estudios dedicados a las MVA en es-

tas plantas, la informacidén disponible se puede resumir de

la forma siguiente:




(i) Presencia de MVA en las distintas especies de plantas

estudiadas.
(a) Plantas de interés alimenticio.

No cabe duda que el manzano (Malus sp.) ha sido la plan-
ta que mé&s atencién ha recibido, tras los trabajos pioneros
de Mosse (1956 y 1957) y Hawker y Ham (1957). Asi merecen
referirse los de Benson y Covey (1976) Plenchete et al.
(1981 y 1982); Covey et al. (1981); Granger et al. (1983);
Hoepfrer et al. (1983); Geddeda et al. (1983 y 1984), 1o

cual indica una literatura relativamente abundante al res-

pecto.

el melocotonero (Prunus persica) cuyas MVA han sido pues-

tas de manifiesto en diversas ocasiones (Gilmore, 1971;
- La Rue et al. 1975; Lambert et al. 1979; Kock et al, 1982).

Igualmente se sabe que el cerezo (Prunus avium) forma MVA

(Pons et al. 1983) otros frutales formadores de MVA son

Persea americana, el aguacate (Ginsburg y Avizohar-Hershen-

son, 1965; Davis et al, 1978; Menge et al. 1978), el grana-

do, Punica granatum (Maeda, 1954); 1la palmera detilifera,

Phoenix dactylifera ( Sabet, 1940; el pejibaje, Bactris gasi-

baes (Janos, 1977); el nogal, Juglans sp. (Maeda, 1954; Pon-

der 1983 y 1984); la papaya, Carica papaya (Maeda,

1954; Ramirez et al. 1975)...



Otras plantas de interés alimenticio formadoras de MVA

son el olivo, Olea europaea (Hayman et al. 1976); la vid,

Vitis vinifera (Menge et al, 1983; schubert, 1982, Schubert y Cama-

rata,1985; el té, Thea sinensis (Butler, 1939); el cacao, Theo-

broma cacao (Laycock, 1945); el cafeto Coffea arabica (Jan-

sen, 1896; Lopes et al. 1983; Caldeira et al. 1983); la ca-

sava, Manihot esculenta (Howeler et al. 1982 y 1983; Siever-

ding y Leihner, 1984).

Es obvio que muchas especies de interés en horticultura
no se recogen aun en las listas de plantas con MVA, pero,
ciertamente, es de esperar que paulatinamente vayan apare-

ciendo como se confirma cada una nueva que se investiga.

(b) Plantas de interés industrial.

En este apartado hay que consignar a los arbustos del

género Parthenium, P. argentatum, la guayula y P. incanum

la mariola; que producen latex en cantidades suficientes
para ser un substituto del caucho, asi como ceras y sustan-
cias reéinosas. Estas plantas, que también poseen un inte-
rés ecolégico por prosperar en climas &ridos, forman MVA
(Bloss, 1979 y 1980), habiéndose demostrado los beneficios
de la simbiosis a nivel de invernadero y campo. (Bloss y

Pfiffer, 1981 y 1984).
{c) Plantas de interés ornamental.

Aparte de algunas plantas formadoras de MVA qgue ya han

sido citadas por su interés en silvivultura, y que suelen




utilizarse como ornamentales, merecen citarse algunas que
son consignadas como tales en la bibliografia. Asi se han
descrito ciertos EQEE&EE sp. (Kormanik et g£.1977 ay b; Morton

y ﬁizzo, 1983); Magnolia sp. (Maronek et al.1980); Lirioden-

dron (Gray y Gerdemann, 1967; Verkade y Hamilton, 1983);

Liguidambar styraciflua (Bryan y Kormanik, 1977; Kormanik

et al. 1977 y 1981). Es de hacer constar el interés crecien-
te por la produccidén de estas plantas y por la practica de

la inoculacién con MVA en contenedores adecuados, como se

comentard mas adelante.

(ii) Dependencia y especificidad.

La dependencia a las MVA de las plantas arbéreas de
interés en horticultura ha sido puesta de minifiesto en nu-
merosas ocasiones. Como es bien conocido estudios llevados a
cabo con plantas herbdceas han descrito ampliamente este fe-
némeno. Las investigaciones en las que se utilizan arbdéreas
han tratado, de profundizar y buscar otros efectos de las mi-
corrizas distintos del mero aporte de P, con objeto de comple-
mentar los conocimientos de las causas de la dependencia a
las micorrizas. Asi La Rue et al.(1975) muestran la existen-
cia de un suministro de Zn a la planta (melocotonero) por me-
dio de lamicorriza, lo que hace superar la deficiencia de las
plantas no micorrizadas a este nutriente, a pesar de estar pre-
sente en el suelo, Lambert et al. (1979) afiaden que la mico-

rriza tambien es clave para garaﬁtizar el aporte de Cu al



melocotonero, ademas de P y Zn. Barry (1962) asocid defi-
ciencia en micronutrientes con falta de micorrizas en la
rizosfera de las palmeras, y en efecto, Janos (1977) de-
muestra que estas plantas s6lo crecen adecuadamente en pre-

sencia de MVA. Menge et al. (1978) describen gque el aporte

-de agua por medio de la micorriza es otra causa adicional

de la dependencia a la simbiosis en plantas de aguacate.

Los trabajos de Covey et al. (1981) en manzano son bas-
tantes ilustrativos de la dependencia de estas plantas a las
MVA. Por ejemplo, mientrés que con la dosis mas efectiva de
P soluble hacen incrementar el peso de las pladntulas desde
0.19 g (sin P) a 0.59 g en ausencia de MVA; en presencia

de G. mosseae este incremento ocurre desde 1.73 g (sin P)

a 8.84 g, lo cual demuestra una clara dependencia a las MVA.
Estudios posteriores de Koch et al. (1982) muestran respues-
ta al P soluble de plantas de manzano, aunque el "crecimien-
to maximo" sélo se consigue en plantas micorrizadas. El ti-
po de suelo claramente afecta la capacidad de captar P so-

luble por plantas de manzano no micorrizadas (Geddeda et

al. (1984), pero, incluso en el caso de maxima absorcidn,

el "crecimiento maximo" de las plantas sélo se lograba en

los tratamientos con MVA. Plenchette et al. (1981) confir-

man la dependencia del manzano a las MVA bajo condiciones

de campo.

Con respecto a las plantas de interés industrial antes



aludidas, la dependencia a las MVA de la guayula para supe-
rar deficiencias en P, Ca, Fe, Mn y Mg ha sido puesta de

manifiesto recientemente (Bloss y Pfeiffer, 1984).

Los fendémenos de especificidad en frutales han sido ob~
jeto de varios estudios. Por ejemplo, algunos de estos lle-
vados a cabo en manzano muestran que determinadas varieda-
des comerciales de esta planta se micorrizaban de forma

adecuada por G. mosseae mientras que G. microcarpus no lo-

graba infectar las raices (Covey et al. 1981)., E1 trabajo

de Plenchette et al. (1983) es muy ilustrativo sobre este
tema de la especificidad. En este estudio se comparan 6
especies de hongos VA, encontrandose que las tres mas in-
fectivas (78, 83 y 100 de indice de colonizacién) eran tam-
bién las mas efectivas. Infectividad y efectividad para es-
tas tres especies de hongo VA estaba correlacionada. En cam-
bio, dos especies que producian indices de colonizacién de
48 y 60 % no superaban estadisticamente, el efecto del con-
trol no micorrizado, mientras que otra especie, con sélo 6

% de indice de colonizacién provocaba un efecto significa«
tivo del crecimiento de las plantas. En resumen este traba-
jo informa de una "compatibilidad" de algunos hongos VA-man-
zano, a nivel de eficacia, aunque es obvio que no se pueda
hablar de "eSpecificidad" en el sentido extricto del térmi-
no. La conclusidén gque cabe obtener es que, la especificidad
de los frutales para determinados hongos VA se va a ver muy

afectada por las caracteristicas genéticas de las variedades



comerciales estudiadas; como es de esperar que el nimero
de estos incremente, no es aventurado decir que la especi-
ficidad de estas plantas a hongos VA determinados va a ser

un hecho clave en programas de micorrizacidén controlada en

el futuro.
(iii) Obtencién de plantas micorrizadas en vivero.

S6lo un breve comentario al hecho de que cada dia se po-
seen mas bases experimentales de la factibilidad de micorri-
zar estas plantas en viveros, contenedores etc. y que estas
pueden ser suministradas adecuadamente micorrizadas. La pre-
paracidén de viveros, la micorrizacién VA dirigida y sus ven-
tajas al trasplante y posterior desarrollo de las plantas
se discutié anteriormente (MVA EN SILVICULTURA). Ahora sé-
lo indicar que practicamente todos los trabajos relativamen-
te recientes que acaban de citarse en este apartado, tratan
y comentan, de forma mé&s o menos extensa, las ventajas de
aplicar MVA en frutales y ornamentales y que esta practica

es factible a nivel de vivero.

Finalmente, una excueta referencia al hecho de que la
;posibilidad de conexidén de las técnicas de micropropagacién
parecen poseer un futuro esperanzador, como lo apoya el pri-
mer trabajovdisponible sobre el tema (Pons et al, 1983) en
el que se lbgra la microrrizacidén axénica de plantulas de
cerezo obtenidas por micropropagacidén. Si esta Ultima téc-

nica se convierte en una rutina en las practicas horticolas,




la aplicacién de esporas de un hongo VA seleccionado sélo

plantea pequefios problemas técnicos facilmente superables.



LAS MVA EN CITRICOS

Las especies, cultivares y ecotipos de plantas arbus-
tivas que se agrupan bajo la denominacién de "citricos"
han sido objeto de numerosos estudios en relacidn con las
MVA. Esta simbiosis es de gran importancia para estas plan-
tas lo cual se substenta en las mismas 4 razones anterior-
mente expuestas (p. 86) al introducir el estudio de MVA en
Horticultur;, tema del cual se han excindido los citricos

para dedicarles un estudio especial gque se expone seguida-

mente.

(i) Presencia de las MVA en citricos.

Casi 40 afios antés de que se conociera su funcién ha-
bia sido descrita la presencia de MVA en raices de citri-
cos (Peyronel, 1922). Desde entonces los trabajos de Ray-
ner (1933 y 1935); Muller (1936); Reed y Frement (1935);
Neill (1944); sabet (1945); Sudskaya (1958) han continuado
la descripcidén de la asociacidén hasta que mas recientemen-
te Marx et al. (1971) confirmaron la influencia decisiva
de las MVA en el crecimiento de dichas plantas. Su distri-
bucidén en la rizosfera de estas, crecidas en zonas tipicas
de su cultivo, ha merecido diversos estudios (Nemec, 1978;

Tzean y Huang, 1980; Krikun y Levy, 1980; Nemec et al. 1981).



Los citricos han sido unas de las plantas mas utiliza-
das .para investigar la fisiologia de las MVA. Esto resulta
curioso dadas las dificultades propias de planta no-herba-
cea. La causa es, sin duda, la importancia de los fendmenos
de dependencia y especificidad en estas plantas. A continua-

cién se expone un resumen de los trabajos mas significativos

sobre este tema.

(1i) Dependencia y especificidad.

Desde hace tiempo que la fumigacidén del suelo en vive-
ros de citricos provocaba posteriormente la inhibicién del
crecimiento y clorosis en estas plantas (Martin et al. 1953

y 1963). Posteriormente, en un trabajo clave en la historia
de las MVA, Kleinschmidt y Gerdemann (1972), demostrafon

que la reinoculacién con hongos VA, que habian sido elimi-
nados por la fumigacién, inducia el crecimiento de las plan-
tas. Trabajos subsiguientes de Tucker y Anderson (1972);
Schenck y Tucker (1974); Newcomb (1975), presentan eviden-
cias, a veces contradictorias, sobre casos en los que ocu-
rre, y otros en que no tienen lugar tales detenciones del
crecimiento tras la fumigacién, asi como sobre la necesidad

o nd de reinocular hongos VA para reestablecer el crecimien-

to normal de estas plantas. El analisis de estos trabajos



aporta una serie de conclusiones de gran interés basico y
aplicado en estudios sobre micorrizas: (a) Existen casos

en los que claramente se demuestran una dependencia a las
MVA. (b) No todos los cultivares son igualmente dependien-
tes de las MVA. Algunos de ellos, recobran el ritmo de cre-
cimiento adicionando fosfato; pero siempre a dosis elevadas.
(c) Los fitofarmacos empleados varian en sus efectos sobre
la formacidén y funcidn de las MVA. Este altimo punto tiene
una gran importancia en los aspectos practicos de las MVA
en viveros de citricos, que posteriormente se analizaran.
Con respecto a los dos primeros puntos las ideas han sido
confirmadas en la literatura cientifica méas antigua sobre
el tema (Menge et al. 1978a y b) y por la mas reciente
(Graham y Timmer, 1984 y Edriss et al 1984). Estos traba-
jos demuestran que en algunos cultivares de citricos se
pueden substituir las MVA por dosis de P que proporcionan
fosfato disponible en el medio en cantidades gue oscilan
alrededér de las 200 ppm de P. En ciertos casos, la "cose-
cha maxima" no se alcanza mas que en plantas micorrizadas,
y finalmente en otras situaciones las plantas apenas res-
ponden a la aplicacién de fosfatos. Todos los citricos tie-
nen raiz tipo magnoloide, pero difieren en su ritmo de cre-
cimiento y capacidad para obtener fosfato. De ahi que di-

fieran en su grado de dependencia a las MVA.



El hecho de haberse encontrado dosis de P que producen
en plantas no micorrizadas afectos comparables a los de las
MVA ha permitido definir Qnos efectos adicionados de 1las
MVA en citricos no mediados por el aporte de P. Asi se ha
encontrado gue las MVA aportan micronutrientes especialmen-
te Zn y Cu a estas plantas (Menge et al. 1977, 1978b y 1982;
Krikun y Levy 1980; Timmer 'y Leyaen, 1980; Graham y Timmer,
1984). Asi mismo, Nemec y Guy (1982) pudieron demostrar que
las MVA no representan un gran drenaje de fotosintato y, fi-
nalmente, Johnson (1984), utilizando como control plantas
de Citrus que crecian en una solucién que contenia una con-
centracidén elevada de p soluble, encontrd que las MVA esti-
mulaban el proceso de fotosintesis, sugiriendo una interven-

cidén de las hormonas en el mecanismo de accién del hongo VA.

Los fendmenos de éspecificidad estdn claramente demos-
trados en MVA en citricos habiéndose encontrado que los dis-
tintos patrones de estas plantas compatibilizan mejor con
hongos VA concretos (Nemec, 1978; Daniels y Menge, 1981;

Edriss et al. 1984).

(iii) Las MVA en viveros de citricos.

Practicamente todos los estudios citados en este sub-~

apartado de MVA en citricos hacen referencia al hecho cri-



tico de suministrar MVA a los suelos destinados a vivero,
cuando estos habian sido tratados con productos fitosanita-
rios. Igualmente, se sabe que la produccién de plantas de
citricos en sustratos, sin suelo, que en los Ultimos afios
esta tomando un gran auge, exigen una aplicacién adecuada
de MVA (Graham y Timmer, 1984). No insistimos m&s sobre es-
te tema varias veces comentando a lo largo de este capitulo
de INTRODUCCION. Sélo decirque enE.E.U.U. estan comerciali-
zados los indculos de MVA para viveros de citricos o el su-

ministro de plantones ya micorrizados.

Para finalizar, s6lo unas breves referencias a un tema

de interés relacionado con el tratamiento de los viveros

con productos fitosanitarios destinados al control de pa-

tégenos en general y en particular a Phytophthora parasiti-

ca (Timmer y Leyden, 1978b; Davis y Menge, 1980 y 1981). Los
tratamientos, principalmente con Bromuro de metilo, elimi-
nan también a los hongos VA. Por esta razdén se ha investi-
gado en los trabajos antes aludidos el aplicar dosis que
reduzcan, aungque no eliminen, el nivel de infectividad del
patdégeno con objeto de que el propio hongo VA, al colonizar
ejerza cierto efecto protector frente a ese patdgeno depri-
mido en su nivel de propagulos (Davis y Menge, 1981). Esta

practica no resulta muy segura por lo que, ante la facili-

dad que se tiene hoy dia de reinocular MVA en viveros, es



aconsejable la eliminacidén de patdgenos de citricos si los

hubiera.

En este mismo sentido Nemec (1982) y Menge (1982) estu-
dian la . posibilidad de aplicar a citricos pesticidas, se-
leccionados por su bajo efecto sobre hongos VA, en las dis-
tintas fases del desarrollo de un vivero.Recientemente, Ne-
mec (1985) encuentra que algunos biocidas y los tres nemati-
zidas por él estudiados no producian efectos colaterales fren-
te a G. mosseae,como este autor sugiere este es el camino a seguir
porque, a veces, es necesario recomendar en viveros de citri-
cos un pesticida y es preciso gue este no afecte a las MVA,
ya que como es conocido la actuacidn de esta simbiosis es

critica en tales situaciones.



IV. PLAN DE TRABAJO




Iv.

- 100 -

PLAN DE TRABAJO

El analisis de los antecedentes bibliograficos sobre el tema,

de acuerdo con los OBJETIVOS perseguidos, permite elaborar un

PLAN DE TRABAJO que, "a priori" puede concretarse en los si-

(1)

(2)

(3)

‘guientes apartados:

Estudio cualitativo de las caracteristicas micotréficas

de almendro, naranjo y olivo.

(a)

(b)

(c)

Grado de micorrizacién de estas plantas en las con-
diciones naturales del "biotopo" elegido (Valle de
Lecrin).

Identificacidén de los hongos VA mé&s habituales en la
rizosfera de estas plantas. Su aislamiento.

Variaciones estacionales de la simbiosis y hongos VA.

Cuantificacién de la micotrofia de estas plantas.

(a)

(b)

{(b)

(d)

Propagacién del material vegetal.

Seleccidn de hongos VA. "Especificidad" (compatibili-
dad).

Elaboracién de las "curvas de respuesta al fosfato"
en plantas micorrizadas y no micorrizadas.

Cidlculo del Grado de Dependencia Relativa a las Mico-

rrizas.

Interacciones con factores quimicos biolédgicos que pueden

modificar la formacidn y respuesta de las micorrizas.

(a)

Efecto de los fosf&tos naturales.
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(b) Interaccién con baterias solubilizadoras de fosfatos
(c) Efecto de inéculos mixtos de hongos VA. Formas de i-

néculo.

(d) Algunas interacciones con fitohormonas.

Ensayos previos a los de inoculacién en campo (vivero).

Ecofisiologia de la micorrizacién.

(a) Elaboracién de "curvas de micorrizacién®.

(b) Investigacién de la necesidad de micorrizar. Inter-
accibén de los endofitos naturalmente existentes en
el suelo de vivero y los que se pretenden introducir

(seleccionados).

Ensayos en vivero. Biotecnologia de las MVA.

(a) Produccién de plantulas con micorrizacién optimizada.

(b) Establecimiento de los viveros. Estudio de la super-
vivencia al trasplante en plantas micorrizadas y con
troles.

(c) Seguimiento de los efectos de la micorrizazién en
vivero durante un periodo de tiempo considerable (un

afio, "a priori").
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V. MATERIAL Y METODOS

MATERIAL GENERAL

Microorganismos.

En los diferentes ensayos realizados se han utilizado
varias especies de hongos VA procedentes de la coleccién de
indculos de la UE de Investigacidn de Microbiologia de la
Estacién Expefimental del Zaidin del CSIC. Esta coleccidn
esta compuesta por especies solicitadas a otros laborato-
rios y por hongos VA nativos que,en este trabajo de Tesis
Doctoral tras varios afios de cultivo sobre plantas hospe-
dadoras y subsiguientes aislamientos, se han conseguido

purificar.

En algunos ensayos se utilizaron bacterias solubili-
zadoras de fosfato. Estas se aislaron en suelos de huerta

de la Estacidén Experimental del Zaidin.

Suelos.

En la mayoria de las experiencias se ha utilizado sue-
lo de Murchas-Lecrin, suelo M-L, y en algunos ensayos el
suelo no 8 (Barea et al. 1980). Las caracteristicas de es-

-tos suelos se describen en la Tabla 1.
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Inbculos.

Se han utilizado dos tipos de indculos de hongos VA:

a) Indculo bruto. b) Clamidosporas.

El indculo bruto, que es el mas adecuado para lograr
una buena infeccidn, consiste en suelo con esporas, micelio
y raices infectadas, procedentes de la rizosfera de plantas

con micorrizacidn controlada.

La inoculacidén con clamidosporas,que siempre fueron es-
‘terilizadas en superficie, se llevd a cabo en tubos de ensa-
yo con suelo, vermiculita o solucidn nutritiva, en condicio-
nes estériles. Fundamentalmente esta técnica se ha usado pa-
ra la inoculacidén controlada,en suelo libre de hongos VA,de
plantas gue se micorrizan muy bien como son alfalfa, cebo-
lla o sorgo, con el fin de obtener indculos, renovar la co-

leccidn o aislar los hongos VA nativos.

El inédculo de bacterias solubilizadoras de fosfato se
prepard a partir de un cultivo de la bacteria en medio de

Brown (1972).

Plantas.

Las plantas utilizadas han sido almendro, (Prunus dul-

cis M); naranjo, (Citrus aurantium L.); y olivo (ngg euro-

pea L.).

Las plantas de almendro procedian de semilleros obteni-



-104 -

dos a partir de semillas de almendra amarga utilizadas nor-
malmente por los agricultores de la zona para obtener sus
viveros. Practicamente el 100 % de los patrones de almendro

en edad productiva de la zona proceden de este tipo de semi-

llas.

Las plantas de naranjo se han obtenido de semillas de
naranja amarga también utilizada por los agricultores para
obtener sus viveros. En este caso, aproximadamente el 95 %
de los ﬁatrones citricos en produccidén en la zona proceden

de estas semillas.

Las plantas de olivo utilizadas en los ensayos eran es-
taquillas enraizadas. La procedencia de estas estaquillas
es diversa. En la mayoria de las experiencias se han reali-
zado con olivos manzanillo procedentes del Cortijo del Cuar-
to, Sevilla, CSIC, obtenidos segin procedimiento descrito por
Troncoso et al. (1980). En algunas experiencias las esta-
guillas a enraizar por nosotros procedian de olivos de las

zonas tanto Murchas~Lecrin como Albolote-Atarfe.

MATERIAL Y TOMA DE MUESTRAS EN CAMPO.

Toma de muestras de suelo.

El suelo M-L procede del pago Vifias Bajas de Murchas,

Municipio de Lecrin. El citado pago se encuentra en el con-

tacto de terreno, del Mioceno de Murchas con Cuaternario
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aluvial; estas tierras se dedican mayoritariamente al culti-

vo del almendro, aunque también crecen algunos olivos.

Las tomas de suelo se practicaron a lo largo del perio-
do 1979-84 vy siempre del mismo lugar, en zona alejada de 1las

plantas de almendro; por eso el contenido en los macronutrien-

tes N, P, K del suelo no se alterd sustancialmente con los
abonados periédicos que recibian las plantas. Como se sabe,
el abonado de estas se hace tradicionalmente alrededor del
tronco en‘el drea de cobertura de copa. El suelo se sometia
a un doble tamizado, para lo cual se han utilizado cribas

Ae labranza. El primer tamizado se efectud con cribas de 1

cm de luz de malla para eliminar partes gruesas y el segun-

do con la de 4 mm de luz de malla que deja el suelo en bue-

nas condiciones de manipulacién para los ensayos de inver-

nadero.

El suelo no 8 procede de secano dedicado al cultivo del

olivo y se preparé de forma andloga a la citada anteriormen-

te.

Recogida de muestras de suelo rizosférico y raices de

los cultivos estudiados.

Estos muestreos se han practicado a lo largo de los afios
1979-84 coincidiendo con el principio final de las estaciones.

O sea entre la segunda y primera quincena de Diciembre-Enero,
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Marzo-Abril, Junioc-Julio y Septiembre-Octubre. el suelo se
tomaba en los primeros 20 cm donde Se encuentran raices se-

cundarias de pequefio diadmetro que son las raices tréficas.

Las muestras en rizosfera de olivos y almendros se han
tomado del pago Vifias Bajas y las de citricos, del Pago Ba-
rranco de la Hojuela cultivados en terrenos aluviales del
Cuaternario contactando con terrenos Paleozdicos y del Mio-
ceno de Murchas. Asi mismo se ha muestreado olivos y citri-
cos del Pago de las Cémicas situado en la parte central de

la Vega de Murchas en terrenos aluviales del Cuaternario.

Recogida de material para semilleros de almendro y na-

ranjo y vivero de Propagacién asexual en olivo.

La recoleccién de las almendras se hizo en el mes de
Septiembre a 1lo largo de los afios 1979-8§4. Estas almendras
$e conservaron en el laboratorio para ser utilizadas cuan-

do se programasen las exXxperiencias.

Las naranjas, tanto por ser un fruto perecedero como
por-presentar un periodo de recoleccién large (Diciembre-
Julio) se utilizarcn justo al colectarlas. Sin embargo, si
la programacién de ensayos lo exige, las naranjas se pueden
conservar unos dos meses en camara a 49 C sin que se afecte
la germinacién de sus semillas. Se comprobdé que si las naran-

jas permanecen mas tiempo en la camara se inicia 1la germina-
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cidén de las semillas, lo que impide que estas se puedan es-

terilizar en superficie, para la obtencién de plantulas axé-

nicas.

Las estaquillas de olivo para su reproduccidn vegetati-
va ée recolectaron, en las zonas de la provincia de Granada
ya indicadas, durante los meses de Junio y Septiembre; estos
meses coinciden con el final de los periodos de crecimiento
en el olivo. Se tomaron ramos sanos con uno o dos afos de

edad que presentaban un crecimiento V1igoroso.

ENSAYOS DE LABORATORIO.

Recoleccidén de esporas en muestras de suelo rizosféri-

Esta operacidén se llevd a cabo por la técnica de decan-
tacién y tamizado himedo descrita por Gerdemann y Nicolson
(1963). Para ello, se toma una alicuota de suelo de unos
50 a 100 g que se homogeniza adecuadamente en un recipien-—
te que contiene aproximddamente 1 1 de agua tibia; se deja
decantar unos segundos y se pasa por un tamiz de 700 Rm de
luz de malla procurando mantener un ritmo uniforme de filtra-
do; de este modo, las particulas de suelo mas pesadas quedan
, retenidas en el recipiente mientras que la mayor parte de
las esporas se vierten sobre el tamiz. Este retiene frag-

mentos de raiz o micorrizas y particulas de materia orgéni-
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ca de relétivamente gran tamafio, dejando pasar las esporas
sueltas. El filtrado se recoge en probeta de 1 1 se agita

y tras unos segundos de decantacidén se hace pasar de nuevo
por un tamiz de 250 um de luz-de malla. La operacidn se repite
sobre un tamiz de 100 Pm. En el presente trabajo siempre se
resuspendidé el contenido del primer recipiente en agua tibia,

repitiéndose todo el proceso descrito anteriormente.

En resumen, en el primer tamiz quedan retenidas raices,
esporocarpos y micelio externo que casi siempre lleva espo-
ras unidas, en el segundo quedan esporocarpos y micelio con

esporas y el tercero, esporas sueltas.

Cuantificacidén e identificacién de las esporas.

Para llevar a cabo la cuantificacién el contenido de
cada uno de los tamices, gque se recoge en vasos de precipi-
tado, se vierte sobre una placa transparente, con surcos
concéntricos excavados, semejante a la descrita por Doncas-
ter (1962). Estos surcos impiden excesivos desplazamientos
de las esporas, ya que cuando se depositan no pasan de un
surco a otro lo que facilita su cuantificacién. Esta se rea-
liza con microscopio binocular de diseccién (30 a 40 aumen-

tos).

Las esporas se identificaron siguiendo las claves. de
Mosse y Bowen (1968), Gerdemann y Trappe (1974) y Trappe

(1982).
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Aislamiento de las esporas.

A partir de las placas de recuento, se aislaron esporo-
¢arpos, agrupaciones de esporas unidas a micelio, en forma
de racimos, y esporas sueltas. Los esporocarpos y "racimos
de espéras" Se tomaron con pinzas de relojero de punta fina
y las esporas sueltas con tubo capilar. Depositandolas sobre
trozos de papel de filtro humedecido en placa petri, se pu-

dieron conservar en camara a 49 C durante algunos meses.

Tincién y cuantificacién de la infeccidén radical.

En esencia se siguié la técnica de Phillips y Hayman

(1970).

En este apartado hay que distinguir dos tipos de raices
a tefiir. a) Raices de plantas arboéreas. b) Raices de plantas

herbaceas empleadas para obtener inéculo.

En el primer caso, se toman las raices en las correspon-
dientes muestras de rizosfera. Tras un lavado adecuado para

eliminar 1las particulas de suelo adheridas a las raices, es-

tas se sumergen en KOH al 10% y se les deja al "bafio Maria"

durante hora y media. Este tratamiento clarifica 1los tejidos
radicales. Posteriormente se elimina la potasa y las raices se

sumergen en HZOZ de 10 V durante 15 a 20 minutos hasta eliminar

los pigmentos. Eliminada el H202, las raices se lavan 4 6 5 ve-

ces con agua de grifo y se da un uUltimo lavado con C1H dilui-
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do 0.1 N, posteriormente, se tifie con Lactofenol-Azul-Tripan
durante 5 minutos al bafo Maria. Las raices se conservan en

Lactofenol al 25 % en agua.

La fdrmula del Lactofenol es la siguiente:

Acido lactico .............. 100 m1
Fenol ............. e e e 20 g
Glicerol ................... 50 ml
Agua ... 40 ml

En el caso de raices de plantas herbaceas el proceso de
tincién se simplifica ya que son raices secundarias de menor
didmetro que las aﬁteriores y con menor cantidad de pigmen-
tos; por eso, el tratamiento con KOH se reduce a una hora

Yy No es necesario tratar con H_Q

2050 Ya que se clarifican su-

ficientemente con 1la potasa. El resto de la tincién se rea-

liza como en el apartado anterior.

Cuantificaciédn.

Se siguidé la técnica descrita por Giovannetti y Mosse
(i980), que utiliza una placa cuadrada, de 10 cm de lado
con cuadricula de 1'3 cm marcadas. En esta placa se vier-
ten las raices tefidas y se distribuyen al azar. Con micros-
cépio binocular de diseccién (30 a 40 aumentos), se cuenta
el namero de intersecciones de raices tefiidas (micorrizadas)

Yy no tefiidas (no micorrizadas) con las lineas que delimitan



las cuadriculas. Este dato nos da directamente el porcenta-

Je de la longitud de raices micorrizadas de la planta.

Esterilizacidén de semillas en superficie.

Habiéndose observado que las semillas de naranjo germi-
nan con dificultad por la aparicidén de una contaminacién ge-
neralizada se procedid a su esterilizaciédn en superficie. Co-
‘'mo esterilizantes se utilizaron C12Hg al 2'5 % (Bonnier y

Brakel, 1969) y Na0Cl al 40 % (lejia comercial).

Antes de aplicar el esterilizante (NaOCl) se eliminan

" pectinas de las semillas de naranjo sometiéndolas varias ve-
ces a agitacién (4 6 5 minutos) en agua tibia. Las semillas
asi tratadas se sumergen en el esterilizante durante minu-
to y medio; a continuacidén se elimina el esterilizante me -

diante unos diez lavados con agua estéril.

En el caso del almendro las semillas se sumergen en
agua durante 12 horas colocandose en estufa a 280 C lo que
facilita la eliminacién de los tegumentos de manera mecani-
ca. Las semillas sin tegumentos se esterilizan como las del

naranjo.

Germinacidn de semillas.

Una vez esterilizadas en superficie las semillas se

colocan en placa de petri entre dos circulos de papel de
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filtro estériles y humedecidos con 3 ml de agua. En el ca-
 so del almendro se disponian unas 5 & 6 por placa, mientras
que en el caso del naranjo se colocaban unas 10 a 12. Las

placas de petri, cerradas con "parafilm", se llevaban a es-
‘tufa de 282 C en oscuridad. Las figuras 4 y 5 muestran los

resultados del proceso en naranjo.

Aislamiento de bacterias solubilizadoras de fosfatos.

Se parte de 1 g de suelo y se hacen diluciones-suspen-
. . . : -6 -7
s1ones en agua estéril. 1 ml de las diluciones 10 y 10 se

disemina en placa con medio de Ramos y Callao (1967) adicio-

nado con 0.2 % de fosfato insoluble.

La composicién del medio Ramos y Callaoc (1967) es la

siguiente.

Agar.......ioiiiiieea.. 22 g
Extractos de levadura... 2 g
Glucosa................ 20 g
Agua......oiiiiiiinaa. 11

Se han utilizado dos fuentes de fosfato insoluble:

Fosfato tricalcico y fosfato de roca.

Las placas sembradas se incuban a 28¢ C durante cin--
co dias detectandose las bacterias que solubilizan fosfato
por producir halo de aclaramiento alrededor de las colonias.

De esas colonias se toman aquellas que producen mayor halo
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seleccionandose cepas que solubilizan los dos tipos de fos-
fato insoluble; se conservan en el medio s6lido de Ramos y

Callao (1967), a 49 C. Una vez comprobado que las bacterias
conservan la capacidad de solubilizar fosfatos insolubles a

lo largo del tiempo, se utilizan como fuente de indculo.

Preparacién de inbéculos bacterianos.

Se cultivan las bacterias anteriormente seleccionadas
en medio ligquido de Brown (1972) y se mantienen durante 10
dias a 282 C en agitacién, en este tiempo el cultivo alcan-

za una densidad de unas lO9 bacterias/ml.

La composicién del medio Brown (1972) es 1la siguiente:

SaCAaroSa s it ittt 10 g
NO3K ....................... 0,5 g
Extracto de levadura ....... 0,5 g
Solucidn A ...... ... .. .. ..., 5 ml
Solucidén B ................. 5 ml
Extracto de suelo .......... 250 ml
Agua destilada ............. 740 ml

Se ajusta el pH a 7.

Solucidén A:

..................... 25
P04HK2 g
..................... 25
P04H2K g
Agua destilada ............. 250 ml
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Solucidén B:
SO4Mg ..................... 10 g
ClNa ittt e i e e i 0,5 g
SO4Fe ..................... 0,5 g
SO4Mn ..................... 0,5 g
Agua destilada ............ 250 ml

El extracto de suelo se prepara dejando en maceracidn
+ durante 24 horas el suelo en agua, a partes iguales, y fil-

~ trando la suspensién por papel Whatman no 1.

Aplicaciédon del indéculo bacteriano.

Al tiempo de poner la planta en la maceta se aplican
a sus raices 25ml de cultivo bacteriano y cada 15 dias se

afiaden 5 ml de este cultivo durante las seis primeras sema-

nas.

ESTUDIOS DE INVERNADERO: ENSAYOS GENERALES

'Preparacién de semilleros libres de hongos VA.

Se prepararon bateas con una capa de 6 a 8 cm de espe-
sor de una mezcla suelo-arena estéril en proporcidén 1:1
(V/V). Sobre esta capa se colocaron las semillas germina-
das axénicamente y se cubren con una capa de 2 a 3 cm de

arena estéril. Se riega abundantemente con agua de grifo
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y se lleva a estufa de 280 C en oscuridad. Los primeros
almendros aparecen sobre la arena a los 3 6 4 dias y los
naranjos a los 6 & 7. Cuando las pléantulas emergen sobre

la arena, los semilleros 5e¢ pasan al invernadero.

Cada 15 dias se suministré a las plantas solucién nu-
tritiva (Hewitt 1952), exenta de fésforo,en 1la proporcidn
de 15 ml1/100 cm2 de superficie de batea sembrada. En el ca-
so del almendro, desde la 3a a la 52 semana de permanencia
en el invernadero, las plantulas se pueden utilizar para
experiencias; mientras que el naranjo se empieza a utilizar

a partir de la 7a a 9a semanas, cuando las plantulas tienen

~desarrolladas las 4 6 5 primeras hojas.

La solucién de Hewitt (1952) modificada es la siguien-

te:
Nutrientes g/100 ml Para 1 1
NO3K ................. 3,03 .. oL, 10 ml
............. 8 e 20 m1
(N03)2Ca 7,0
SO Mg.7H_ 0 ........... 1,84 (... ... ..., 20 ml
4 2
EDTA Fe(II) .......... 0,25 ... ... .. 10 ml
SO4Mn ................ 0,223 ... . . ... T ml
SO4Cu.5H20 ........... 0,24 . ... .. .. .... 0,1 ml
S0,Zn.2H_0 ........... 0,29 ... ... . ..., .. 0,7 ml
4 2
BO3H3 ................ 1,86 ... ... . . ..... 0,1 ml
MoO4NaNH4 ............ 0,035 ... ... .... 0,1 ml
AQUa ... c.s
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Para preparar inéculos con alfalfa se elimind también
el Nde lasolucién nutritiva en este caso el K y Ca se agre-

gan en forma de sulfato y cloruro respectivamente, en las

siguientes cantidades:

NutrleEEEE ﬂilgg_ﬂl Para 1 1
SO4K2 ................ 3,03 ... 10 ml
Cl2Ca ................ 4,75 ..., 20 ml

Multiplicacién vegetativa del olivo.

Se ha seguido la técnica descrita por Troncoso et al.
(1983), que se basa en el uso combinado de temperatura, auxi-

nas y nebulizacidn.

En esencia consiste en tomar fragmentos (estaquillas),

‘de 15 a 18 cm de longitud con 4 a 8 hojas en su parte supe-

rior, de ramos vigorosos. Estas tomas se realizaron en Ju-
nio 6 Septiembre por las razones ya descritas. Los cortes
apical y basal, para obtener las estaquillas, se practica-

ban por debajo y encima de un nudo respectivamente, ya que

Nahlawi et al. (1975) comprueban que esto produce un mejor

énraizamiento. De cada ramo se obtienen tres tipos de esta-
quillas basal, media y apical, siendo las de tipo basal las
que enraizan mejor. Todo este proceso se realiza en ambien-

te huimedo para evitar desecacidédn. A las estaquillas se ha-
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cen incisiones longitudinales de 3 cm de longitud en la ba-
S€ y unos 2 cm de la parte basal se sSumergen en una disolu-
cidén de 3000 ppm de AIA en alcohol del 50 % durante 5 se-

gundos. Posteriormente, las estaquillas se dejan secar 15

@ 20 minutos y se llevan a recipientes con vermiculita es-

téril con una densidad de plantacidén de 600 a 650 por m2.
Los recipientes utilizados poseian un buen drenaje ya que

las estaquillas debian ser mantenidas bajo constante apor-
te de agua pulverizada en el invernadero. A los dos meses

aproximadamente las estaquillas suelen haber desarrollado

un sistema radical adecuado para utilizar estas plantulas

de olivo en el ensayo correspondiente.

El material obtenido por este procedimiento fué muy
heterogéneo, tanto en 1lo que se refiere al enraizamiento
como a la vitalidad de las plantulas, por ello para conse-

guir poblaciones homogéneas y abundantes se debia partir

‘de un nimero muy elevado de estaquillas, lo cual requiere

4 su vez la instalacién de bancadas de enraizamineto espe-
ciales. La instalacién de estas se considerd innecesaria :
dadas las facilidades para conseguir gran ndmero de pléan-
tulas enraizadas homogéneas obtenidas por el procedimiento
patentado por Troncoso y colaboradores en el Centro de Eda-
félogia y Biologia Aplicada, Cortijo del Cuarto del CSIC.

Este material fué puesto a nuestra disposicidén por parte
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de dichos investigadores e institucién.

Preparacidén de suelos para ensayos en macetas.

El suelo se esteriliza sometiéndolo a vapor fluente
durante una hora en tres dias consecutivos. Tanto el suelo
M-L como el n2 8, se diluyen con arena de cuarzo estéril,
libre de nutrientes, en las proporcicnes 5:2 o 3:1 V/V se-
glin- ensayo esto hace al suelo mas suelto y trata de com-

pensar la compactacidn inducida por la maceta.

La mezcla suelo-arena se reinocula con los microorga-
nismos propios del suelo, mediante filtracién de una suspen-
sidn de este suelo natural, en este filtrado se retienen los
propagulos de hongos VA; lo que permite obtener suelos con
Su actividad bioldégica propia y, de acuerdo con Smith y Smith

(1981), proporciona auténticos controles micorriza (-).

En todas las experiencias se han utilizado macetas de
500 g de capacidad, preparandose de 5 a 7 repeticiones por

tratamiento.

ESTUDIOS DE INVERNADERO: ENSAYOS ESPECIFICOS.

1. Experiencia preliminar.

En primer lugar se pretende conocer si las plé&ntulas

de los tres cultives objeto de estudio: naranjo, almendro



- 121 -

y olivo forman micorrizas en las condiciones de trabajo pro-
pias de los ensayos de invernadero. Se utilizé suelo M-L y

-un indculo de G. mosseae, del cual se aplicaron 3 a 5 g por

maceta.

Dado que el naranjo no se consiguié micorrizar adecua-
damente en las condiciones de este estudio, se plantearon
nuevos ensayos con esta planta. Tanto olivo como almendro
si se micorrizaron bien, ocurriendo una buena respuesta de

estas plantas a las micorrizas.

2. Influencia de la adicién de fosfato sobre la infec-

tividad de Glomus mosseae en citrus.

Se aplicaron dos niveles de P, equivalentes respec-
tivamente, a una dosis agrondémica (150 kg P/ha) y a la mi-
‘tad de dicha dosis. De cada una de estas concentraciones
mas del suelo control, se prepararon dos series de macetas,
a una de las cuales se aplicdé indéculo de G. mosseae y a la

otra no. Como fuente de P se utilizé PO4H2K.

3. Influencia del tipo de indéculo sobre la infectivi-

dad de G. mosseae en naranjo.

Se ensayaron los siguientes inéculos: a) 20 esporocar-

pos de G. mosseae por planta; b) 150 esporas por planta y

c) raices de alfalfa fuertemente micorrizadas por G. mosseae.
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4. Investigacién de un posible efecto téxico de naran-

jo sobre el desarrol¥o de G. mosseae.

Esta posible causa de la no infectividad de G. mosseae

en raices de naranjo se investigdé utilizando dos suelos: M-L

y n2 8 inoculados con G. mosseae. De cada suelo se prepararon

10 macetas, en cinco delas cuales se plantaron naranjos. Ello

proporciona, por consiguiente 4 series de macetas. A los 50 dias
de crecimiento en todas las macetas, con y sin naranjo, se sem-
bré alfalfa germinada, planta muy suceptible de ser micorri-
zada por E;EEEEEEE' A las 14 semanas de crecimiento se estu-
didé la micorrizacién de la alfalfa para comprobar si habia

sido afectada por la presencia de naranjo en la maceta.

5. Intento de micorrizacién de naranjo utilizando sue-

lo natural.

Constd la experiencia de 3 grupos de tratamientos:
a) Suelo desprovisto de micorrizas, por esterilizacidn.

b) Suelo esterilizado y reinoculado con G. mosseae.

c¢) Suelo natural no esterilizado.

En los tres casos se estudiaron tres niveles de fos-
fato. El propio del suelo mas una dosis equivalente a 150

Kg/ha, y otra equivalente a 75 Kg/ha.
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6. Investigacién de un posible efecto téxico del sue-

lo_inducido por la esterilizacidén sobre la infectividad de

G. mosseae en naranjo.

Se ensayaron dos indculos de micorriza: G. mosseae v
Glomus sp. (nativo) (presente en el suelo gue infectd al

naranjo en la experiencia anterior). Ambos se estudiaron

en el suelo natural no esterilizado, y en suelo estéril.

7. Dilucién del indéculo bruto de Glomus sp. (nativo),

para micoerrizacidén de naranjo en suelo estéril.

La experiencia consta de tres tratamientos y un control
(suelo estéril no micorrizado). En el primer tratamiento se
afiaden a cada maceta 1,5 g de EEQEHE_EE'(natiVO)' que posee
aproximadamente el mismo nimero de esporas que los indculos
de G. mosseaesutilizados. Para el segundo y tercer tratamien-

to este indculo se diluyd 1/2 y 1/4, respectivamente.

8. Micorrizacidén de naranjo por G. mosseae en planta-

cidén simultanea con alfalfa.

Utilizando alfalfa por su facilidad para formar mico-

rrizas con G. mosseae, se estudid el efecto de la inocula-

cién de G. mosseae en los suelos M-L y nQ 8 estériles. En

todos los casos se plantan naranjos y semillas de alfalfa
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esterilizadas en superficie. A los cuatro meses se comprue-

ba el grado de micorrizacién de 1la alfalfa, al ser este al-

to, se cortd

Su parte aérea y se dejaron las raices de al-

falfa micorrizadas junto con las plantas de naranjo. Sie-

te meses después se cosechd, e investigdé la micorrizacién

€n naranjo.

9. Infectividad de G. mosseae utilizando otro patrdn

de naranjo.

En este

aurantium L.

Experimental

téril consta

y Glomus sp.

caso el patrédén utilizado corresponde a Citrus
(variedad dulce), gue crece en la Estacién

del Zaidin (CSIC). El ensayo sobre suelo es-
de dos tratamientos de inoculacidn: G. mosseae

(nativo).

10. Seleccidén de hongos VA para la micorrizacién de

pladntulas de

naranjo, almendro y olivo, segin sus efectos

sobre el crecimiento de estos.

Estos ensayos se realizaron con suelo M-L, exento de

micorrizas (control), ensayandose como indculos de MVA:
Glomus sp. (nativo), G. mosseae, G. fasciculatus y G. ma-
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11. Interaccién de los hongos VA y el fosfato soluble

sobre el crecimiento, nutricién y _micorrizacién de almen-

dro,naranjo y olivo. Estudio del grado de Dependencia Rela-

tiva (DRM) de estas plantas a las micorrizas.

En los tres cultivos se utiliza suelo M-L exento de mi-
Tanto a macetas inoculadas como a controles se aplicaron
niveles de fosfato equivalentes a 75 Kg/ha y 150 Kg/ha en
forma de PO4H2K. Con los datos de crecimiento de las tres
‘plantas tanto micorrizadas como no, y para los tres niveles
“basicos de » (0, 75 y 150 Kg/ha) se calculd el indice de

DRM de estas especies arbéreas aplicando la férmula de Plen-

chette et al. (1983).

En el caso del naranjo y utilizando suelo ne 8 (Barea
et al.1980) se ensayaron niveles, algunos sumamente eleva-

dos, de P soluble. Concretamente se aftadiéo, PO4H K, tanto

2
a macetas micorrizadas como a controles a razdn de: 0.185

g/Kg suelo; 0.374 g/Kg suelo; 1.5 g/Kg suelo;6.008 g/Kg sue-

lo y 24.032 g/Kg suelo.

12. Interaccién del fosfato de roca y los hongos VA

sobre el crecimiento y micorrizacién de las plantulas.

Este ensayo se llevd a cabo con naranjo y olivo. Se
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dosis de fosfato de roca aplicadas fueron 0, 1 y 10 g de

este producto natural por kg de suelo.

En el caso del olivo se prepararon series de macetas,
una con indculo de MVA y otra control no inoculada. En na-
ranjé, dada su dificultad para crecer cuando no esta mico-
rrizado, sdlo se empled la serie de macetas inoculadas. Co-
mo tratamiento complementario en naranjo, se ensay® la ino-
culacion de bacterias solubilizadoras de fosfatos..El indcu-

lo de estas se preparé segun se describidé anteriormente.

13. Ensayo para estudiar 1la necesidad de inocular pléan-

tulas de almendro en un determinado suelo.

El ensayo se llevd a cabo con dos tipos de suelo M-L y
n2 8 (Barea et al. 1980). Se toma de cada tipo de suelo dos
porciones, una provista de los propagulos de micorriza (sue-
lo naturai) la otra exenta de estos propagulos, previa esteri-
lizacidén y reposicidn de microcorganismos. En ambos suelos se
estudid el efecto de G. mosseae que fué el hongo VA elegido.
Asi por cada tipo de suelo se tienen cuatro tratamientos. Con-
trol (sin micorriza), micorriza elegida (G. mosseae), micorri-

za nativa y micorriza elegida mas micorriza nativa.

Con los datos de peso seco de parte aérea obtenidos se
calculd el porcentaje de incremento del crecimiento sobre el

control, en cada tipo de suelo.
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14. Efecto de indculos mixtos de hongos VA sobre la mi-

corrizacidén, crecimiento y nutricién de las plantas.

Este ensayo se efectué utilizando el suelo M-L y plan-
tas de naranjo y olivo. Los indéculos mixtos se prepararon so-

bre la base de G. mosseae y Glomus sp. (nativo).

15. Efecto del acido indol acético (AIA) y hongos VA so-

‘bre enraizamiento y _desarrollo de estaquillas de olivo, (eco-

tipo "Lechin" procedente de la zona Murchas-Lecrin.

Utilizando suelo M-L se estudid el efecto producido por
la fitohormona, G. mosseae y los hongos VA nativos. En el en-

sayo se dispuso de los repectivos controles MVA (-) y AIA (-).

16. Influencia de extractos radicales de naranjo inocu-

lado con Glomus sp. (nativo) sobre la micorrizacién de esta

planta por G. mosseae.

La idea de este ensayo es investigar en macetas de naran-

LS

(nativo).
el tratamiento se efectud cada cinco dias durante el pri-
mer mes de crecimiento, cada siete dias durante el segundo

y cada 10 dias durante el tercer mes. A los siete meses se
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cosechdé estudidndose el desarrollo y micorrizacién de las

pléantulas.

17. Elaboracién de las curvas de micorrizacién y cre-

cimiento de almendro, naranijo y olivoa lo largo del tiempo.

Utilizando suelo M-L e inédculo Glomus sp.(nativo),se
prepard suficiente nimero de macetas de cada tipo de planta
para hacer tomas periddicas necesarias, a cuatro macetas por
toma, con el fin de establecer el proceso de infeccién con
respecto al tiempo "curva de infeccién". En el caso del na-

ranjo se hizo utilizando tres cantidades diferentes de iné-

culo (nimero de esporas).

ENSAYOS DE VIVERO

Una vez obtenidas en el invernadero plantulas de 1los
tres éultivos con micorrizacidn optimizada, se procedidé a su
trasplantado a vivero junto a controles no micorrizados. En
el momento del trasplante, controles y tratamientos tenian

un tamafho parecido.

El suelo del vivero (zona "verde" de la Estacién Expe-
rimental del Zaidin) no recibid tratamiento guimico,sdélo se
prepard el terreno para su uniformidad. Las plantas se co-
locaron a unos 50 cm unas de otras, dentro de la fila con

igual tratamiento, y 1 m entre tratamientos. A lo largo del
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desarrollo se efectuaron varias medidas del desarrollo ve-

getativo, y controles de la nutricidn.



VI. RESULTADOS
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VI. RESULTADOS

Los datos numéricos, resultado de los diversos>ensayos
que componen la presente investigacidn, se presentan en es-
te capitulo sistematizados segin el modelo utilizado en MA-
TERIAL Y METODOS. Lbégicamente ello ayuda a localizar las
condiciones experimentales del ensayo en cuestidén. Los da-
tos que se presentan son valores medios de, en la mayoria
de los casos, 5 repeticiones. En las Figuras 6, 7, 8 y Tablas
2, 3 y 4 se indica taxativamente el Intervalo de Confianza
del valor medio dado al 5 % de nivel de probabilidad. En
las restantes Tablas se utiliza el sistema de letras mindscu-

las de forma tal gque cuando dos nameros no van seguidos de la

misma letra difieren significativamente al 5 %.

Es de hacer notar que experimentos con la misma planta
y tratamientos, aunque mantienen claramente las tendencias

de los resultados, no reproducen los mismos datos numéricos.



Esto es logico, dadas las variaciones ambientales a lo lar-

go del afio, a pesar de desarrollarse en invernadero contro-

lado.

De acuerdo con todo ello, se procede a la exposicidn de

'los resultados obtenidos que son los siguientes:

En la Tabla 1 se muestran las caracteristicas de los
suelos utilizados en este trabajo. Son suelos pobres en ma-
teria orgénica, con pH de neutro-alcalino a basico. El sue-
lo n2 8 se dedica al cultivo del olivar y el suelo M-L al

cultivo del almendro.




TABLA 1

Caracteristicas analiticas de los suelos

Suelos Arena Limo Arcilla pH Materia CO_,Ca N P K P soluble en
organica acgivo. total total total CO3HNa 0,5 M

no (%) (%) (%) (agua) %) (%) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)

M-L 44.5 33.2 22.3 7.1 1.1 9.9 1011.5 470 223 7.5

8 18.2 39.8 42 7.4 1.23 33.2 910 1072 562 8.2
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MUESTREOS EN CAMPO

Los resultados de la evaluacién del grado de micorriza-
cidén natural en almendro, naranjo y olivo asi como el efec-
to de las estaciones del afio sobre la evolucién de las MVA
en estas plantas se recogen en las Figuras 6, 7 y 8, que
corresponden a los datos de % de micorrizacién y nuamero glo-
bal de ‘esporas. Las variaciones en especies concretas de

héngos VA se resumen en las Tablas 2, 3 y 4.

En efecto, las Figuras 6, 7y 8 indican el nutmero de
esporas, en suelo rizosférico, gue presentan a lo largo del
afio los tres cultivos estudiados almendro, naranjo y olivo,
respectivamente y el broceso de infeccidn radical. Tanto
en olivo como en almendro el nimero de esporas aumenta signifi-
cativamente a finales‘de Qerano y principios de otofio y dis-
minuye en invierno que es cuando alcanza sus valores mini-
mos. En naranjos, el numero de esporas disminuye en prime-
vera y verano, aumentando significativamente a principios
‘de otofio y alcanzando su maximo en invierno. Se puede obser-
var que el suelo rizosférico de almendro es mas rico en es-~

poras que el de olivo y este méds que el de naranjo.

El porcentaje de infeccién radical presenta una evolu-
cidén bastante paralela en los tres cultivos. Disminuye en

otofio para alcanzar la minima infeccidén en invierno; aumen-
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ta significativamente en primavera y alcanza el maximo a

finales de esta o en verano.

Las Tablas 2,
ras observadas en
tres cultivos. En
mas diversidad de

naranjo. En todas

3, 4 indican el nuimero y tipos de espo-
las muestras de suelo rizosférico de los
suelo rizosférico de olivo y almendro hay
tipos o especies de esporas que en el de

las muestras las esporas de tipo "E3" o

G. fasciculatus son las mas abundantes, pero en olivo se

detecta con frecuencia las del tipo "White reticulate”.
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TABLA 2

Nimero y tipos de esporas en 50 g de suelo rizosférico de almendro (+ Intervalo de Confianza)

Tipo de Enero Abril Julio Octubre
espora
G. mosseae 3 £+ 0.5 2 1 19 + 3 28 + 3
G. macrocarpus 6 £ 1.5 10 = 3 7 x 2 42 £ 9

var. geospora

93

1+
£~

25 b4

1+
w

1+

N
+
B~

G, fasciculatus 15

+
N
w
I+
N
1+
N
I+
w

No identificadas 5




TABLA 3

Nimero y tipos de esporas en 50 g de suelo rizosférico de citricos ( £ Intervalo de Confianza)

Tipo de Diciembre Marzo Julio Septiembre

espora

G. mosseae 3+ 1 I * 0.5 I+ 0.5 1.5 £ 0.5
E3 32 £ 7 5+ 2 2 + 1 4,5 + 1

No identificadas 6 £ 1 2+ 1 1.5+ 0.5 6 * 2




TABLA 4

Nimero y tipos de esporas en 50 g de suelo rizosférico de olivo ( =+ Intervalo de confianza)

Tipo de Diciembre Marzo Junio Septiembre
espora

G, mosseae 1 £ 0,5 1.5 £ 0.5 8 + 2 23 t 4
E3 I = 1 4 t 2.5 12 + 4 35 * 7

White reticulate 1 £ 0.5 2 t 1.5 5 £ 2 49 9

No identificadas 1 + 0.5 3 ] 5 + 1 1.5 £ 0.5
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ESTUDIOS DE INVERNADERO: ENSAYOS ESPECIFICOS

1. Experiencia preliminar

Como muestran los resultados que se recogen en la Ta-
bla 5 las plantulas de olivo y almendro se micorriza de ma-
nera efectiva con G. mosseae. El indice de colonizacién de
las raices de estas plantas es elevado. Sin embargo, el na-

ranjo apenas se infecta con este hongo VA, por lo que no

se producen efectos significativos sobre el crecimiento.



TABLA 5

Investigacién de la capacidad de formar micorrizas VA por plantas

de almendro olivo y naranjo en condiciones controladas.

Plantas y tratamientos Peso seco (g) % de
(Parte aérea) micorrizaciédén
Olivo
control 1.2a -
G. mosseae 2.1b 89

Almendro

Control 0.67a -

G. mosseae 1.33b 73
Naranjo

Control 0.33a -

G. mosseae 0.42a 2
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2. Influencia de la adicién de fosfato sobre la infectivi-

La escasa infectividad de G. mosseae en naranjo indujo
a pensar en la posibilidad de gue fuera necesaria la adi-
cién de una cierta cantidad de fosfato para que las plantas
iniciaran el crecimiento y posteriormente se pudiera produ-
cir su micorrizacidén. Los resultados de la Tabla 6 indican
que las plantas de naranjo no responde a la adicién de P
ni se micorrizan adecuadamente con G. mosseae. Sin embargo,
los valores de infeccidén son algo mayores que los de la Ta-
bla 5, posiblemente debido a que las plantas se mantuvieron

en invernadero 1 mes mas en el ensayo de Tabla 6 que en el

de Tabla 5.



TABLA ©

Efecto de la adicién de fosfato sobre la infectividad de

G. mosseae en naranijo

Tratamientos Peso seco . % de
Micorrizas Fosfato (g) , . . .
. . micorrizacién
(kg P/ha equiv.) (Parte aérea)

Control 0 0.3a -
75 0.3a -
150 0.4a -

G. mosseae 0 0.5a 12a
75 0.6a 12a
150 0.7a 15a




- 145 -

3. Influencia del tipo de indculo sobre 1la infectividad de

Como se aprecia en los resultados que se resumen en Ta-
bla 7 cuando se fuerza el potencial del inéculo de G. mos-
Seae tampoco se logra la infeccidn de naranjo ya que no se
producen diferencias significativas sobre el crecimiento
con respecto al control. Teniendo en cuenta que esta espe-
cie de hongo se considera bastante infectiva, no sélo en
plantas herbaceas sino también en arbdreas, se sospeché la

posibilidad de que el patrén de naranjo utilizado presenta-

ra algin efecto téxico para este hongo VA.



TABLA /

Efecto del tipoc de indculo sobre la infectividad de G. mosseae

naranjo.

en

Tratamientos Peso seco (g) % de
(Parte aérea) micorrizacién
Control 0.2a -
20 esporocarpos/ 0.7a 4.6
planta
150 esporas/ 0.3a -
planta
Raices muy 0.6a 12

micorrizadas
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4. Investigacidén de un posible efecto tdéxico de naranjo so-

bre el desarrollo de G. mosseae.

Los resultados de este ensayo, se recogen en la Tabla
8. Tanto en suelo M-L como en suelo 8 la alfalfa se micorri-
za y responde al efecto de esta simbiosis, de forma similar
en presencia o en ausencia de las plantas de naranjo. Ello
indica claramente gque el naranjo no ejerce influencia algu-

na sobre el potencial de G. mosseae en el suelo.



TABLA 8

Investigacién de un posible efecto téxico del naranjo sobre

G. mosseae utilizando alfalfa como planta indicadora.

Datos correspondientes a alfalfa

Presencia

‘Suelo de naranjo Peso seco (g) % MVA % P (Parte aérea)
no 8 - 0.38a 70.1a 0.25a

+ 0.41a 70.5a 0.26a
ML - 0.78b 68.06Db 0.31b

+ 0.75b 70.1b- 0.32b
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5. Intento de micorrizacién del naranjo utilizando el po-

tencial de micorrizacién natural del suelo.

Los datos que se resumen en la Tabla 9 indican que los
hongos VA naturalmente presentes en el suelo M-L provocan
una abundante colonizacién de las raices de naranjo, y con-
secuentemente, una respuesta en estimulacién del crecimien-
"to y concentracién del P en hoja. Es de destacar que el fos-
fato soluble adicionado no interfiere el proceso de micorri-

zacidn.

Los resultados de las Tablas 5, 6, 7,8 y 9, en su con-
junto, indican un cierto grado de especificidad entre los

hongos VA y el naranjo.



TABLA 9§

Efectos del potencial natural de micorrizas del suelo so-

b . . g
re la infeccién del naranjo, en presencia de distintas

cantidades de fosfato.

Tratamientos Peso seco % P % de
Micorrizas Fosfato {(Parte aérea) (Parte aérea) micorrizacidn
(kgP/ha) (g)

Control 0 0.35a 0.01la -
75 0.30a 0.03a -
150 0.28a 0.04a -

G. mosseae 0 0.37a 0.02a 5a
75 0.39%a 0.05a 5a
150 0.40a 0.04a 3a

Naturales 0 1.38b 0.14b 73b
75 1.47b 0.14b 72b

150 1.94b 0.14b 79b
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6. Investigacidén de un posible efecto téxico del suelo, in-

ducido por la esterilizacién sobre la formacién de MVA

€n naranijo.

| (N) en suelo previamente esterilizado no impide la infec-
cidén del naranjo por esta especie de endofito; como conse-
cuencia, se observa un buen crecimiento de las plantulas,
buen porcentaje de infeccién y concentracién de fosfato en
hoja. No existen diferencias significativas entre la res-
puesta de los ensayos crecidos en suelo estéril y no esté-
ril. Por el contrario los naranjos inoculados con G. mos-
geae en suelo estéril presentan bajo crecimiento, concen-
traciones de fosfato foliar y porcentaje de infeccién radi-
cal. Es obvio que en suelo no estéril el tratamiento con
G. mosseae se practicaba en presencia de los hongos VA na-

1 turales, que son infectivos.



TaBLAa 10

Investigacidén de un posible efecto tdéxico del suelo, indu-

| cido por la esterilizacién, sobre la infectividad de 1los

hongos VA en naranjo.

| Tratamientos Peso seco (g) % P % de
| (Parte aérea) (P. aérea) micorrizacidn

Suelo esteril

Control 0.27a 0.04a -
G. mosseae 0.64b 0.07b 22a
Glomus sp. (N) 2.13c 0.11lc 81lb

Suelo natural

Control 2.00c 0.10c 85b

G. mosseae 2.38c 0.11c 85b

Glomus sp. (N) 2.75c¢ 0.11lc 84b
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7. Dilucidn del indculo bruto de Glomus sp. (nativo) sobre

la micorrizacién del naranjo en suelo estéril.

Al ser el indculo de Glomus sp. (N) muy rico en densi-
dad de esporas, surge la duda de que no sea comparable con

el indculo de G. mosseae, bastante mas pobre en esporas.

La Tabla 11 muestra que un inbéculo de Glomus sp. (N)
en numero de esporas comparable a los utilizados de G. mos-
Seae y diluciones del mismo al 1/2 y 1/4, inducen incluso
a la dilucidén mas alta, un buen crecimiento de la planta,
grado de micorrizacidn y concentracidén de fosfato foliar
en los naranjos. Se observa una disminucidén importante de

la relacidén R/S en las plantas inoculadas en relacidén a los

controles.




Efecto de la dilucién del

TABLA 1}

inéculo bruto nativo (Glomus sp.

~N-) sobre la micorrizacién del naranjo en suelo esterili-

zado.

Tratamientos
(Dilucién indculo)

Peso seco (g) %

p R/S % de
(Parte aérea) (Parte aérea)

micorrizacidn

Control
1
1/2

1/4

0.19a 0.04a l.6a -

3.02b 0.09b 0.6b 88a
2.91b 0.1b 0.6b 84a
2.49b 0.1b 0.6b 75a
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8. Micorrizacién de naranjo por G. mosseae en plantacidn

simultanea con alfalfa.

En un intento de forzar el potencial infectivo de un
apropiado. La Tabla 12 muestra el escaso desarrollo y bajo
porcentaje de infeccidén y contenido de fosfato foliar de
los naranjos, a pesar de que crecieron en un suelo con al-
to contenido de raices de alfalfa muy bien micorrizadas con
G. mosseae, lo que implica que este suelo poseia un poten-
cial infectivo muy elevado, para cualquier planta suscepti-

ble.




TABLA 12

Intento de micorrizacidén de naranjo en plantacién simultanea

con alfalfa fuertemente micorrizada con G. mosseae.

Tiempo de Peso seco (qg) % de P % de
corte Suelo Parte aérea MVA
4 meses
8 0.19a 0.05 1707a
ML 0.17a 0.04 0.59a
11 meses 8 0.30b 0.04 0.42a
ML 1.44c¢ 0.045 11.70b
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9. Infectividad de G. mosseae utilizando otro patrén de na-

ranjo.

Puesto que la especificidad a las MVA en frutales ha
sido asociada a las manipulaciones en los patrones emplea-
dos, la infectividad de G. mosseae sobre el naranjo se es-

tudidé utilizando otro patrén de citrus.

Los datos de la Tabla 13 muestran cierto incremento en
el porcentaje de infeccién radical y contenido en fosfato

foliar como consecuencia de 1la inoculacidédn con G. mosseae;

sin embargo, la efectividad de Glomus sp. (N) es muy supe-

rior como se pone de manifiesto por el mayor porcentaje de
fosfato foliar, micorrizacién y peso seco de la parte aérea.
Se observa también una clara disminucién de la relacidn R/S
en las plantas inoculadas con Glomus sp. (N), como corres-

ponde a un proceso de micorrizacién efectivo.



trén de naranjo.

TABLA 13

- Estudio de la infectividad de G.

mosseae utilizando otro pa-

Hongo VA Peso seco R/S % P % MVA
inoculado (g)y

(parte aérea)
Control 0.2a 1.9a 0.04a -
G. mosseae t.1b 1.1b 0.07b 16
Glomus sp. -N- 3.1¢c 0.6¢ 0.0%9c 89
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0. Seleccién de hongos va para almendro, naranjo y olivo.

Los resultados que permitieron la seleccién del hongo
mas efectivo en los tres cultivos se muestran en las Tablas

14 y 19, inclusives.

Las Tablas 14 y 15 corresponden a almendro y muestran

‘'que Glomus sp. (N), G. mosseae y G. fasciculatus son efec-

tivos para esta planta. Con escasas diferencias, en la ma-
yoria de los casos no significativas, EiEEEE_EE' (N) pare-
Ce superar a los restantes en el binomio infectividad-efec-
tiviaad. En el caso del naranjo (Tablas 16 y 17) Glomus sp.

(N) y G. fasciculatus poseen una eficacia similar, con 1li-

gera ventaja a favor del primero. Glomus sp. (N), G. fasci-

culatus vy mosseae son de parecida eficacia para el oli-

G.

vo (Tablas 18 y 19), con ligera ventaja en este caso para

G. mosseae.

Analizando todo el ensayo de seleccidén en su conjunto,
y teniendo en cuenta la adaptacién ecolégica de Glomus sp.
(N) a las condiciones locales, se decididé la seleccidn de
este para ser usado con cualquiera de los tres cultivos y
asi uniformar y simplificar la obtencién de indculos de MVA

para las plantas arbéreas en estudio.



TABLA 14

Seleccidén de hongos VA para la micorrizacién de plantas

de almendro segin sus efectos sobre el crecimiento vege-

tal.
Hongo VA Peso seco (qg) R/S % de
inoculado (Parte aérea) micorrizacién
Control 0.50a 2.3a -
Glomus‘sp. (N) 4.17b 1.5b 84a
G. mosseae 3.76bc 1.3b 58b
G. fasciculatus 3.43c 1.6b 76ab
G. macrocarpus 0.834d 1.7b 35c¢




TABLA 15

Seleccién de hongos VA para la micorrizacién de plantas de
almendro segin sus efectos sobre la absorcidén de nutrientes

por el vegetal.

Hongo VA Concentracién (%) hoja
inoculado

N P K
Control 1.83a 0.05a 0.87a
Glomus sp. (N) 2.52b 0.14b 1.75b
G. mosseae 2.49Db 0.12b 1.62b
G. fasciculatus 2.35b 0.12b 1.45b

G. macrocarpus 2.02a 0.05a 1.10c¢




TABLA 16

Seleccién de hongos VA para la micorrizacién de plantas

de naranjo segin sus efectos sobre el crecimiento vegetal.

Hongo VA Peso seco (g) R/S % de
inoculado Parte aérea micorrizacién
Control 0.36a 1.3a -
Glomus sp. (N) 2.59b 0.7b 88a
EL_EEEESEE 0.55a 1.7a 2b

G. fasciculatus 2.11b 0.7b 82a

G. macrocarpus 0.49a 1.2a -




TABLA 17

Seleccidén de hongos VA para la micorrizacién de plantas de
naranjo segin sus efectos sobre la absorcidn de nutrientes

por el vegetal.

Hongo VA Concentracién (%) hoja
inoculado

N P K
Control 4.76a 0.04a 2.0ta
Glomus sp. (N) 1.47b 0.13b 1.78b
G. mosseae 4.45a 0.04a 2.22a
G. fasciculatus 1.57b 0.12b 1.65b

G. macrocarpus 2.50c 0.03a 1.74b




TABLA 18

Seleccidén de hongos VA para la micorrizacién de plantas de olivo seglin sus efectos sobre

el crecimiento vegetal.

Hongo VA Peso seco (g) Longitud % de

inoculado Brotes Hojas Estaquilla brotes MVA
(cm)

Control 1.29a 1.16a 1.65a 18a -

Glomus sp. (N) 3.58b 2.88b 2.91b 43b 70a

G. mosseae 4.35b 3.28b 3.27b 51b 73a

G. fasciculatus 3.46b 2.81b 2.08a 35¢ 81a

G. macrocarpus 1.09a 0.97a 1.80a 18a 11b




TABLA 19

Seleccién de hongos VA para la micorrizacién de plantas de
olivo segin sus efectos sobre la absorcién de nutrientes por

‘el vegetal.

Hongo VA Concentracidén (%) hoja
inoculado

N P K
Control 0.97a 0.03a 0.61la
Glomus sp. (N) 1.29b 0.07b 0.88b
G. mosseae 1.30Db 0.07b 1.03b

G. fasciculatus 1.34b 0.07b 0.93b

G. macrocarpus 1.26b 0.04a 0.63a
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117. Interaccidén de los hongos VA y fosfato soluble sobre

el crecimiento nutricién y micorrizacién de almendro,

naranjo y olivo. Estudio del grado de Dependencia Re-

lativa a las Micorrizas (DRM) de estas plantas.

Ya seleccionado Glomus sp.(N), su efectividad debe ser
matizada de acuerdo con su comportamiento en algunas inte-
racciones conocidas por su repercusién en la formacidén y
efecto de las MVA. Una de estas interacciones es la que
se produce con aplicacidén de fosfato soluble. El resulta-
do de tales interacciones se expone en las Tablas 20 a 25,

inclusives y Figuras 9 y 10.

En el caso del almendro (Tablas 20 y 21) en el estudio
se introduce como contraste la inoculacidédn de G. mosseae.
La primera observacidn a const atar es que la "cosecha ma-
xima" solo se obtiene en plantas micorrizadas. Es mas, la
dosis mas efectiva de fosfato aplicada, no fué capaz de
estimular significativamente el crecimiento de las plantas
ni la captacién de fosfato, fendémenos ambos que fueron
significativamente afectados, de forma positiva, por la
micorrizacidén, tanto por Glomus sp. (N) como por G. mos-
seae. El efecto de estos, sin embargo, presentd ciertas

disimilitudes. La mas importante de ellas es la compati-
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Glom P y el fertilizante mien-
tras que este interferia con G. mosseae tanto a nivel de

captacién de P como de formacién de la simbiosis.

La citada compatibilidad entre fertilizante fosforado
y Glomus sp. (N) también se manifiesta en el caso del na-
ranjo (Tablas 22 y 23), confirmandose, asi mismo, su de-
pendencia de las MVA para crecer y captar P. Es de hacer
notar el incremento en 1la concentracién de N y K en hojas
de naranjo no micorrizado, con respecto a los que si lo
estan (Tabla 23). Se trata obviamente de una concentracién

de nutrientes provocada por la ausencia de crecimiento, al

faltar el factor limitante, que es el P proporcionado por

las Mva.

Dadas las peculiaridades de la captacién de P por plan-

tas de naranjo, se estudié la "curva dé respuesta al p"
utilizando incluso dosis de P soluble en la que sus valo-
res mas altos se sabe que son absolutamente excesivos. A
pesar de ello, no se observd disminucidn significativa

del crecimiento (Figura 9) e incluso la concentracién fo-
liar de P incrementaba, aungue muy amortiguadamente. Sin
embargo, las dosis elevadas de P si consiguieron hacer

decrecer paulatinamente la micorrizacién (Figura 10).

Las Tablas 24 y 25 ponen de manifiesto la dificultad
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del olivo para captar P y crecer cuando no esta micorriza-
do. Igualmente se aprecia una compatibilidad entre ferti-
lizantes fosforados y micorrizas asi como la cooperacidn
de ambos sistemas de aportar P a la planta. Es de hacer
notar el efecto de 1la micorriza en la estimulacidén del
Crecimiento de nuevos brotes sobre la "estaquilla” de oli-

Vo.



TABLA 20

Interaccidén de las micorrizas VA y fosfato soluble sobre el

Crecimiento y micorrizacién de plantas de almendro.

Tratamientos

Micorrizas Fosfato Peso seco (g) R/S % de
(kg P/ha equiv.) Parte aérea MVA
Control 0 1.00a 1.20a -
75 1.20a 1.15a -
150 1.48a 0.96ba -
Glomus sp. (N) 0 1.99b 0.89%9b 51.8a
75 2.52c¢ 0.68c 59.8b
150 2.99d 0.564 63.1Db
G. mosseae 0 1.93b 0.71c 53.1a
75 2.10bc 0.70c 42.0c¢

150 2.59cd 0.61d 38.

Sc¢




TABLA 21

Interaccidén de las micorrizas VA y fosfato soluble sobre la

concentracién foliar de nutrientes en plantas de almendro.

Tratamientos Concentracidn (%)

Micorrizas Fosfato N P K
(kg P/ha equiv.)

Control 0 2.10a 0.08a 1.72a
75 2.45Db 0.11a 2.10b

150 2.50b 0.11a 2.10b

Glomus sp. (N) 0 3.90c 0.25b 2.20b
75 _ 2.70b 0.34c 2.27bc

150 2.22a 0.34c 2.28c

G. mosseae 0 3.37d 0.24b 2.12b
75 2.5%9b 0.21b 2.18b

150 2.25a 0.19d 2.22b




TABLA 22

Interaccién de las micorrizas VA y fosfato soluble sobre el

Crecimiento vy micorrizacién de plantas de naranjo.

Tratamientos

Micorrizas Fosfato

Peso seco (g) R/S % de
(kg P/ha equiv.) Parte aérea MVA
Control 0 0.31a 2.49a -
75 0.30a 2.64a -
150 0.28a 2.59%a -
Glomus sp. (N) 0 1.40b 1.00b 75b
75 ‘ 1.47b 0.92b 73b

150 1.94b 1.02b 79b




TABLA 23

Interaccién de las micorrizas VA y fosfato soluble sobre la

concentracidén foliar de nutrientes en plantas de naranjo.

Tratamientos

Concentracidn

(%)

Micorrizas Fosfato N P K
(kg P/ha equiv.)
Control 0 4.24a 0.0ta 0.70a
75 4.58a 0.03a 1.05b
150 - 3.46a 0.02a 1.02b
Glomus sp. (N) 0 3.06b 0.15b 0.73a
75 3.19b 0.13b 0.76a
150 2.85b 0.14b 0.65a
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TABLA 24

Interaccién de las micorrizas VA y fosfato soluble sobre el crecimiento y micorrizacién de plantas

de olivo.

Tratamientos Peso seco (g) Longitud %

Micorriza Fosfato Brotes Hoja Estaquilla (cm) MVA
(Kg P/ha equiv.) : Brotes

Control 0 0.89%9a 0.79a 1.03a 14.80a -

75 0.86a 0.78a 1.62a 18.37b -

150 0.82a 0.77a 1.10a 15.80 -
Glomus sp.(N) 0 © 3.40b 2.61b 1.96b 39.50c¢ 57.8a
75 5.13c¢ 3.74c 2.81c¢ 59.604d 51.3a

150 3.26b 2.70b 2.01b 48.87c¢ 60.2a




TABLA 25§

Interaccidén de las micorrizas VA y fosfato soluble sobre la

concentracién foliar de nutrientes en plantas de olivo.

Tratamientos

Micorrizas

Concentracidn

Fosfato N p K
(kg P/ha equiv.)

Control 0 1.14a 0.05a 0..95a
75 1.13a 0.05a 0.70b
150 1.14a 0.05a 0.70b
Glomus sp. (N) 0 1.33b 0.11b 1.03b
75 0.97c 0.09b° 1.06a
150 1.17a 0.10b 0.98a
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La Tabla 26 muestra el Grado de Dependencia Relativa
a las micorrizas (DRM), utilizando Glomus sp. (N) para
los tres cultivos. Es evidente que las tres plantas po-
seen un elevado nivel de dependencia Yy que es afectado

ligeramente por el contenido de P soluble en el medio.

El nivel de compatibilidad entre Glomus sp. (N) y
P soluble, se aprecia claramente en la Tabla 26. Las MVA
en olivo y almendro compatibilizan mejor con dosis interme-

dias de P y en el naranjo las acepta superiores.



TABLA 26

Grado de Dependencia Relativa a las Micorrizas (DRM) para
las tres plantas estudiadas a tres niveles de P, usando co-

mo inéculo de referencia Glomus sp. —-N-.

Nivel de P DRM

Planta kg P/ha equiv.. %)
Almendro 0 49.7
75 52.4
150 50.5
Olivo 0 64.2
75 68.8
150 63.6
Naranjo 0 77.8
75 79.6

150 85.6
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12. Interaccién del fosfato de roca y los hongos VA sobre

el crecimiento y micorrizacién de naranjo y olivo.

La posibilidad de aplicar un fosfato natural (de esca-
sa solubilidad) con vista a una cooperacidn con Glomus sp.
(N), en el aporte de P a 1la planta, fué investigada en es-
tas dos arbéreas. En el caso del naranjo.se ensayé asi mis-
mo la inoculacién con bacterias "solubilizadoras" de fosfa-
to (BSP). Los resultados de la Tabla 27 indican que el fos-
fato de roca no es fuente de P adecuada y que las BSP sélo
muestran un efecto significativo sobre la concentracién de

P foliar, pero precisamente actuando sobre el P insoluble

del suelo (Tratamiento -0-, sin P de roca).

Los efectos de la interaccidn de Glomus sp. (N) y fos-
fato de roca parecen de interés en el caso del olivo. Asi
en la Tabla 28 se observa un efecto positivo de la mencio-
nada interaccién sobre el desarrollo de esta planta. Con-
cretamente existen diferencias significativas en cuanto al
crecimiento de las plantas micorrizadas en respuesta a las

diferentes dosis de fosfato de roca.

La Tabla 29 ofrece las concentraciones de nutrientes
en hoja de olivo, siendo de destacar un efecto de diluciédn
principalmente del fésforo, provocado posiblemente por el

propio efecto sobre el crecimiento de las plantulas.



TABLA 27

Efecto del fosfato de roca sobre el crecimiento y micorrizacién de

plantas de naranjo inoculadas con Glomus sp (N) y bacterias solubi-

lizadoras de fosfatos (BSP).

Tratamiento
Peso seco ;
Fosfato de roca BSP Parte aérea % P % de MVA
(g/kg suelo) (g)
0 + 3.32 a 0.14 a 94.2 a
- 3.29 a 0.09 b 94.5 a
1 + 3.27 a 0.13 a 95.7 a
- 3.35 a 0.12 a 81.1 a
10 + 3.10 a 0.11 a 88.1 a




TABLA 28

Efecto de la interaccién de los hongos VA y el fosfato de roca sobre el crecimiento y micorrizacién de plan-

tulas de olivo.

Tratamientos Peso seco (g) Longitud brotes % de MVA
Micorriza fosfato de roca Brote Hojas Estaquilla (cm)
g/kg suelo
Control 0 0.89 a 0.79 a 1.33 a 14.80 a -
1 0.88 a 0.75 a 1.30 a 15.80 a -
10 1.12 a 1.01 a 1.42 a 15.10 a -
Glomus sp. (N) 0 3.40 b 2.61 b 1.96 a 39.50 b 57.85
1 4.64 c 3.43 ¢ 2.75 b 47.37 bc 67.57
10 5.64 ¢ 4.15 4 2.34 b 57.62 ¢ 62.599




TABLA 29

Efecto de la interaccién de los hongos VA y el fosfato de roca sobre

la concentracién de nutrientes en hoja de plantas de olivo.

Tratamiento Concentracidén (%)
Micorriza fosfato de roca N P K
g/kg suelo
Control 0 .15 .07 0.95
1 .18 .07 0.97
10 .32 .06 0.91
Glomus sp. (N) 0 .34 .11 1.05
1 .25 .06 0.93
10 .18 .05 0.79
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13. Ensayo para estudiar la necesidad de inocular en un

determinado suelo utilizando comc modelo Almendro-G.

mosseae.

Los datos que se presentan en las Tablas 30 y 31 nos
permiten conocer la necesidad de inocular plantulas de al-
mendro tanto en el suelo M-L como en el nQ 8, observandose
como los endofitos del suelo M-L superan en efectividad y
porcentaje de infeccidén al introducido (G. mosseae), mien-

tras que en el suelo no 8 hay un sinergismo de los endofi-

tos de este con G.

mosseae, que resultd efectivo.

Con los datos de las Tablas 30 y 31 se elebordé la Tabla
32 donde se observa que en el suelo M-L los endofitos natu-
rales presentan el mayor porcentaje de incremento sobre el
control mientras que en el suelo no 8 el mayor incremento
lo produce la interaccién de los endofitos nativos con G.

mosseae.



TAsLA 30

Interaction de G. mosseae con endofitos nativos del suelo M-L en el

Crecimiento y micorrizacién de plantas de almendro.

Tratamiento Peso seco (g) R/S % de
Suelo Micorriza Parte aérea MVA
Estéril
‘‘‘‘‘‘‘ Control 0.67a 1.26a -

G. mosseae 1.16b 0.88b 73.1a
No estéril
Coatrol 1.60 ¢ 0.72b 78.5a

G. mosseae ‘ 1.21p 0.62b 58.6b




TABLA 31

Interaccioén de g. mosseae con endofitos naturales del suelo no
2. ToSseae

8 en el crecimiento y micorrizacidén de plantas de almendro.

Tratamiento

—

Peso seco (q) R/s % de

Suelo Micorriza Parte aérea MVA
Estéril

Control 0.49a 0.93a -

G. mosseae 1.05b 0.50b 70.12a
No estéril

Control 1.00b 0.61b 74.78ab

G. mosseae 1.52c¢ 0.46c¢ 77.04b




TABLA 32

Incrementos de Crecimiento en plantas de almendro producidos

por los endofitos del suelo, G. mosseae Y la interaccién de

ambos (Referencias a Tablas 30 y 31).

)

% de incremento sobre control (no micorriza)

Suelo Endofitos G. mosseae Interaccién
naturales
ML 139 73 80
8 104 114 210
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14, Efecto de indéculos mixtos de hongos VA, sobre el cre-

cimiento, micorrizacién y_nutricidén de las plantas.

Los datos de las Tablas 33 Yy 34 permiten reafirmar la
importancia que en el desarrollo del naranjo tienen los
hongos VA Glomus sp. (N). No se obtienen ventajas, en cuan-
to a efecto sobre el crecimiento, de la inoculacién conjun-

ta de dicho hongo y G. mosseae.

Se observa también que la relacidén R/S de naranjos no

a los infectados con Glomus sp. (N), lo gue confirma la efec-

tividad de este hongo.

Las Tablas 35 y 36 muestran que tanto los endofitos G.

mosseae como Glomus sp. (N) son efectivos en el desarrollo

del olivo observandose una diferencia, si bien no signifi-

cativa, a favor de G. mosseae. No hay tampoco efecto sobre

el crecimiento en la inoculacién conjunta de ambos endofi-

tos.



TABLA 33

Efecto de la inoculacién con mezcla de hongos VA sobre el cre-

cimiento y micorrizacién de plantas de naranjo.

Tratamiento

g de inéculo Peso seco (qg) R/S % de
Micorriza por maceta Parte aérea MVA
Control - 0.20a 1.30a -
G. mosseae 7.5 0.27b 1.55a 5.7a
G. mosseae 15 0.35b 1.20a 7.5a
Glomus sp. (N) 1 | 2.05¢ 0.49b  77.2b
G. mosseae
+
Glomus sp. (N) 7.5+1 2.01c¢ 0.57b 76.0b

Glomus sp. (N) 15+1 1.96¢ 0.54b 73.4b




TABLA 34

Efecto de la inoculacién con mezcla de hongos VA, sobre 1la

concentracidn de nutrientes foliares en plantas de naranjo.

Tratamientos Concentracidn (%)
(g) inéculo N P K
Micorriza maceta
Control - 4.844a 0.04a 2.14a
G. mosseae 7.5 4.32a 0.05a 2.33a
G. mosseae 15 4.42a 0.05a 2.20a
Glomus sp. (N) 1 1.95b 0.15b 1.42b

g. mosseae
+
Glomus sp. (N) 7.5+1 1.67b 0.16b 1.61b

G. mosseae
+
Glomus sp. (N) 1541 1.78b 0.17b 1.54b




TABLA 35

Efecto de la inoculacién con mezcla de hongos VA sobre el crecimiento y micorrizacién de plan-

tulas de olivo.

Hongo VA Peso seco (g) \ Longitud % de

inoculado Brote Hojas Estaquilla Brotes MVA
(cm)

Control 1.29a 1.16a 1.65a 17.90a -

Glomus sp. (N) 3.65b 2.72b 1.89a 43.75b 71.28a

G. mosseae 4.35b 3.28Db 3.27b 51.06b 73.5%1a

Glomus sp. (N)
+
G. mosseae 4.21b 3.39c¢ 3.14b 56.37b 76.60a




TABLA 36

Efecto de 1la inoculacién con mezcla de hongos VA, sobre la

concentracién de nutrientes en hoja de plantas de olivo.

Concentracidn (%)
Hongo VA N P K
inoculado
Control 0.93a 0.03a 0.61a
Glomus sp. (N) 1.47b 0.05b 0.91b
G. mosseae 1.30b 0.07b 1.03b

G. mosseae
+
Glomus sp. (N) 1.10c¢ 0.05b 0.92b
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15,

Efecto del a1a Yy los hongos VA en el enraizamiento y

desarrollo de estaquillas de olivo.

taquillas de olivo, Y como la interaccién de ambos facto-

res resulta claramente positiva.

raizadas las Tablas 37 y 38 ofrecen el efecto altamente po-

sitivo de 1los hongos va. E1 ar1a estimula ligeramente la mi-

corrizacién, dunque no de forma significativa.



TABLA 37

Efecto del AIA y hongos VA sobre enraizamientos y desarrollo de estaquillas de olivo (1).

Tratamiento

N2 de N2 de Peso seco (g) R/S % de

Suelo Micorriza AIA repeticiones enraizados del brote MVA
Estéril

Control - 7 - ' - - -

Control + 7 4a 1.%1a 0.26a -

G. mosseae - 7 4a 2.1b 0.16b 90a

G. mosseae + 7 7b 2.6b 0.18b 93a
No estéril

Hongos VA (N) - 7 3a 2.5b 0.18b 84a

Hongos VA (N) + 7 7b 2.3b 0.18b 92a

(1) O0livo "lechinw



TABLA

38

Efecto del aIa Yy hongos VA sobre 1la concentracién de nutrien-

tes foliares en e] olivo (1).

Tratamiento

Suelo

Concentracidn

o°

_Micorriza AIA N P K
Estéril
Control + .61a 0.015a 0.97a
G. mosseae - .74b 0.05b 1.04a
G. mosseae + .77b 0.04Dp 1.07a
No estéril
Hongos vaA (N) - .55b 0.04b 0.99a
Hongos va (N) + .31b 0.04b 0.99a

(1) olivo

"lechin".
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16. Efecto de los extractos de raiz de naranjo micorrizada

con Glomus sp. (N) sobre la infectividad de G. mosseae

en esta planta.

Se trata de un intento mé&s para investigar las causas
de la no infectividad de G. mosseae en naranjo, pensando
en que en la raiz bien micorrizada con Glomus sp.(N) se
hubieran producido determinados compuestos relacionados

con la penetrabilidad de los hongos VA en raices de naran-

jo.

La Tabla 39 pone de manifiesto que los extractos radi-
cales de naranjos infectados con Glomus sp. (N) no influ-

yen en el proceso de micorrizacidén del naranjo por G. mos-

sSeae.



e

Eh

TABLA 39

Influencia de exXtractos radicales de naranjo inoculado con

Glomus sp. (N)

G. mosseae.
= Thsseae

Sobre la micorrizacién de esta planta por

Tratamientos

g
Extractos

Peso seco (g) R/S % de % P
Micorrizas radicales Parte aérea Mva
Control
+ 0.22a 1.9%7a - 0.04
- 0.29a 1.39a - 0.04
E. mosSseae
+ 0.26a 1.74a 0.97a 0.04
- 0.23a 2.00a 1.35a 0.04

(+) Presencia

(-) Ausencia
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17. Elaboracidén de las "curvas" de micorrizacién y creci-

miento en el almendro, naranjo y olivo.

Los resultados de la dinamica del proceso infectivo de
giomus_ig. (N) en los tres cultivos se indican en las Fi-

guras 11 a 15, inclusives. Las tresgs plédntulas presentan

curvas tipicas sigmoidales.

Las mencionadas Figuras ofrecen también la respuesta
al crecimiento de estas plédntulas observandose que para
iniciarse el crecimiento se debe antes alcanzar un buen
porcentaje de iﬁfeccién radical que coincide también con
una subida en la concentracién de nutrientes foliares prin-

cipalmente fésforo.

Con los resultados de las Figuras anteriores se elabo-
ré la Tabla 40 que muestra el tiempo en el que las plantu-
las alcanzan un elevado porcentaje de infeccién radical y
el momento en el que se inician diferencias de crecimiento
entre controles y plantas micorrizadas. Esto es necesario
para decidir cuando lleQar las plantulas a campo para de-

sarrollar los llamados "ensayos de vivero".
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Figura 11

Evolucién de la micorrizacidn (A) y crecimiento

(B) del almendro a lo largo del tiempo.
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Evolucién del crecimiento del naranjo micorrizado
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Figura 14

Evolucién del contenido de P en hojas de naranijo

micorrizado a lo largo del tiempo, segin la riqueza

del inéculo (Glomus sp. -N-).
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Evolucién de la micorrizacién (A) y crecimiento

(B) del olivo a lo largo del tiempo.



TABLA 40

Eleccidén del tiempo adecuado para transplante a campo de las plantulas micorrizadas y controles

producidas en condiciones de invernadero

Plantas
Criterio Naranjo Olivo Almendro
Gordal Manzanillo
(Dias)
Tiempo al que se alcanza
un 70 % de MVA 67 72 55 50

Tiempo al cual se comienzan a apreciar
diferencias macroscépicas entre plantas
micorrizadas y controles en invernadero 60 60 40 40




ENSAYOS EN VIVERO

Las Figuras 16, 17 y 18 nos muestran el efecto de las

micorrizas VA en el desarrollo de plantulas de vivero.

Los distintos parametros estudiados de crecimiento y
supervivencia al trasplante indican un efecto beneficioso
de la micorrizacién dirigida, incluso en presencia de 1los

endofitos VA naturalmente existentes en el suelo del vive-

ro.
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Desarrollo de plantas de naranjo en vivero.




Determinaciones
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Desarrollo de plantas de olivo en vivero.
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VII. DISCUSION

Puesto que, en el capitulo que antecede, se han reali-
zado comentarios individualizados g los resultados de expe-
riencias concretas, analizar en su cojunto los resultados
obtenidos en 1a presente investigacién se ha adoptado el
criterio de tratar de forma globalizada grupos de experi-
mentos afines con objeto de simplicar esta Dicusién y de
facilitar 1la éxtraccién de Conclusiones generales. Conse-
Cuentemente, los distintos €nsayos que conforman este tra-
bajo se van dagrupar para su estudio en cuatro grandes apar-
tados marcados, de forma mas © menos taxativa, por los Ob-

jetivos de la misma. Estos apartados son los siguientes:

(i) Presencia de MVA en las plantas objeto de estudio
Cuando crecen en condiciones naturales.
(ii) Estudio de 1los niveles de compatibilidad hongo-plan-
ta.
(iii) Grado de dependencia de las tres plantas a las MVA.
(iv) Posibilidades de manipular las MVA en estas plan-
tas concretando en 1a obtencién de viveros con mi-

corrizacidn optimizada.

PRESENCIA DE MVA en almendro, naranjo y olivo CRECIDOS EN

CONDICIONES NATURALES.

En primer luagar, es de resaltar que las caracteristi-
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cas micotr6ficas en estas plantas estan fuera de discusién
Ya que todas las muestras de rizosfera tomadas en condicio-
nNes naturales de cultivo mostraron la presencia de MVA. Tan-
to la incidencia de estas raices de las plantas como el na-
merc de esporas en la rizosfera varia con la estacidén del
afio. Este hecho en si y la magnitud de las cifras obtenidas
estan de acuerdo con las descripciones disponibles corres-

pondientes a plantas herbédceas (Hayman, 1982b, 1984).

La proporcién de Mva en el sistema radical de estas plan-
tas aumenta en la estacién en la que ocurre el crecimiento
vegetativo de las mismas, como sucede en herbaceas; sin em-
bargo, en estas Gltimas tal proporcién suele mantenerse cons-
tante durante 1los procesos de floracién y fructificacién ca-
racterizados por un elevado consumo de fotosintato, por lo
que disminuye el ritmo de exportacidén hacia la raiz (Smith,
1980). Este hecho no Oocurre en las plantas arbéreas estudia-~
das, posiblemente, sea asi en arbéreas en general en virtud
de la capacidad de estas para la acumulacién de productos
fotosintéticos procedentes de estaciones de Crecimiento an-
teriores (Lépez-Ritas, 1983). La esporulacién de los hongos
VA en olivo y almendro sigue la misma tendencia recordando
Su comportamiento al de las herb&dceas (Hayman, 1984) en cam-
bio, el ritmo de 1la esporulacidén en rizosfera de naranjo es

diferente, con respecto a herbaceas.
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COMPATIBILIDAD HONGO-PLANTA.

Un hecho absolutamente sorprendente en el desarrollo de
la presente investigacién-fué que G. mosseae, la especie mas
comunmente empleada en nuestro Departamento por su efectivi-
dad, y que se asocidé eficazmente con olivo y almendro, fuera
poco efectiva e incapaz de colonizar las raices de naranjo.
Esto resulta mas paradéjico cuando G. mosseae és infectivo
para otros patrones de naranjo (Bouza e 1. (1985) que eran
pocos infectados por otras especies de hongos VA. Resultados
semejantes se han obtenido para manzano (Miller et al. 1985a
Yy b.). Ni la presencia de fosfato, ni el tipo de indculo, ni
la utilizacién de otro patréﬁ de naranjo, utilizado también
en la regién, ni incluso,-1la plantacién simultanea con una
planta fuertemente micotréfica, como es la alfalfa, cuyas
raices estaban muy extensamente colonizadas por G. mosseae,

ayudaron a la infectividad de este hongo.

Una vez descartada 1la presencia de inhibidores de G.
mosseae en los exudados del naranjo y cuando se investigaba
la posible induccién de toxicidad en el suelo durante la tin-
dalizacién, cosa que también se desestimbé, se encontré que
un hongo VA naturalmente existente en el suelo M-L (rizos-
fera de almendro) provocaba una micorrizacién abundante y

efectiva en naranjo. Este hongo es parecido a G. fasciculatus

(Trappe, 1980) aunque alin no ha sido identificado a nivel de
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especie. Se trata del que se ha denominado Glomus sp. (Nati-
vo-N-). La compatibilidad con el naranjo de este hongo y 1la

incompatibilidad de G. mosseae se corrobord repetidamente.

Posteriormente se encontrd que el propio G. fasciculatus

poseia una infectividad—efectividad similar a la de Glomus

sp. (N). Puesto que este, si no es G. fasciculatus, es una

especie muy cercana, cabe pensar que los patrones de naran-
jo posean cierta "especificidad" para hongos VA de un deter-
minado grupo, un tipo de especificidad cuya existencia ha

sido sugerida (Hayman, 1983).

Al haber sido apuntado (Mosse y Hepper, 1975) que al
producirse los primeros "puntos de entrada®" efectivos po-
dria tener lugar algin cambio fisioldégico en la raiz que
facilitard el Subsiguiente desarrollo de 1la infeccién, se
investigé la posibilidad de que al ir afiadiendo extractos
de raiz de naranjos micorrizados con Glomus sp. (N) se pu-
diera favorecer la infeccién por G. mosseae en otras plan-
tas de naranjo que se hacian Crecer simultianeamente en otras
macetas. Bajo las condiciones experimentales del ensayo no
se logrd tal estimulaciédn de la infectividad. Por ello, con
los datos disponibles, sé6lo se puede hablar de "incompatibi-~

lidad" entre el patrén de naranjo y G. mosseae ensayados.

Tanto olivo como almendro se asocian eficazmente con los

tres hongos VA efectivos ensayados, siendo de resaltar el
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hecho de que Glomus sp. (N), sea también muy efectivo pa-
ra el almendro, precisamente 1la planta de cuya rizosfera

fué aislado. Es evidente que estamos €n un caso de selec-
cidén y adaptacién que posiblemente sea mas comin en MVA de

lo que actualmente S€ supone (Hayman, 1984).

Es de hacer notar que la efectividad de una MVA en es-
tas arbéreas produce una bajada en 1a relacién R/S (relacién
entre el peso de 1la raiz y el de la parte aérea) como ocurre
en herbiceas (Barea y Azcdn-Aguilar, 1983, Hayman, 1984).
Como se sabe esto es debido a un control "feed-back" de 1la
bajada de fotosintato a la raiz ejercido por el fosfato, el
nutriente limitante, cuando llega a la parte aérea (Smith,

1980).

DEPENDENCIA DE almendro, olivo y_naranjo A LAS MVA.

Es un hecho incuestionable que olivo, almendro Yy naran-
jo, las tres plantas estudiadas, necesitan estar micorriza-
das para crecer adecuadamente en todas las situaciones ex-
perimentales ensayadas. Esto apoya la generalizacién de
Trappe y Fogel (1977) en 1a que sugirieron con los datos
entonces disponibles, que las plantas arboéreas, eﬁ general,
parecian tener un grado elevado de dependencia a las mico-
rrizas. Este hecho lo confirma posteriormente Malloch et

al. (1980).
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Analizando en este sentido cada una de las plantas por
Separado se aprecia lo siguiente: En almendro, cuyo DRM

(Plenchette et al. 1983) es de aproximadamente un 50 %,

cuando se aplica una dosis agronémica de fosfato soluble

Y dque la concentracién sélo incrementa con la micorrizacién.
Es de destacar que Glomus sp.(N) se mostréd mas tolerante a
la aplicacién de fosfato soluble que G. mosseae. Posible-
mente el hongo nativo se selecciond en unas condiciones en
las que la llamada "historia de 1la fertilizacidn de un Suelo"
(Hayman, 1982b) févorecié simultidneamente su supervivencia

y efectividad, 1lo cual no es comin en ecologia de la rizos-
fera (Bowen, 1980).Esta compatibilidad entre fertilizantes
quimicos y MVA es de gran importancia desde el punto de vis-
ta practico para aquellos casos en los que se pretende ob-
tener "cosecha maxima" (Powell, 1977b; Clarke y Mosse, 1981;

Hayman et al., 1985).

El olivo es incluso mas dependiente de las MVA, osci-
lando su DRM entre 63-69 %, segln el nivel de P soluble en
el suelo, siendo este valor realmente elevado (Plenchette
et al. 1983). Es evidente que esta planta apenas capta fos-
fato del suelo si no estd micorrizada. Cuando 1lo esta, no

86lo incrementa la concentracidén de P en los tejidos sino

que se desencadenan una serie de procesos de crecimiento
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vegetativo, marcados fundamentalmente por la formacidén de
ramas laterales, que apenas se desarrollan en controles no
micorrizados, aungue se les sﬁministra fosfato. Estos hechos
que pueden justificar un Componente hormonal en el efecto

de las Mmva, Y que se confirman en el efecto de gigggg favo-
reciendo el enraizamiento deiolivo, encontrado en este tra-
bajo, fueron apuntados por Gianinazzi-Pearson Yy Gianinazzi
(1983). De hecho Glomus prodhce fitohormonas "in vitro"

(Barea y Azcdn-Aguilar, 1982).

Las publicaciones sobre otras plantas no herbaceas de
interés alimenticio (frutales) sobre depe;dencia a las Mva
e interaécién con fertilizantes solubles de P concuerdan en
Sus conclusiones con las aqui encontradas sobre este tema (Co-
vey et al,1981; Plenchette et al., 1981; Koch et al.,1982;

Geddeda et al. 1984; y Schubert y Cammarata, 1985).

El estudio de 1la Dependencia a las MVA en Citrus merece
algunos comentarios especiales. Aunque ya descrito este he-
cho con anterioridad es de destacar que, en primer lugar,
los cultivares aqui utilizados pertenecen al grupo de los
"muy dependientes" (Graham y Timmer, 1984; Edriss et al.

1984), ya que alcanzan valores de DRM (Plenchette et al.
1983) que superan el 80 %. De otro lado, la curva .de res-

puesta al P del naranjo, principalmente en lo que se refie-

re a los efectos de dosis absolutamente elevadas de P en
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plantas micorrizadas y controles, muestra un hecho singu-~
lar en 1los mGltiples estudios sobre fisiologia de las Mva
Publicados. Es evidente que el ecotipo o cultivar de naran-
jo estudiado no capta P si no esta micorrizado Yy representa
una confirmacién feaciente de que, ni a dosis muy elevadas
de P en el suelo, se afecta el potencial de MVA en la rizos-
fera, aunque el porcentaje de infeccidn tiende a disminuir.
Claramente es el p existente en los tejidos vegetales el
dinico que es capaz de inhibir el proceso de micorrizacién
y/o sus efectos (Schawng al. 1983; Gianinazzi-Pearson y

Gianinazzi, 1983).

Llegado este punto se considera oportuno un somero co-
mentario a las posibilidades de aplicar fosfatos naturales
eén conexidn con MVA, en estas plantas. En efecto, la lite-
ratura sobre la aplicacién de fosfato de roca y los facto-
res que pueden permitir la utilizacidén por estas de dicha
fuente de P de escasa sclubilidad, revisada por Khasawned
y Doll (1978), indica que en suelos no &cidos ciertas plan-
tas pueden poseer tal capacidad. En el presente estudio, el
olivo responde a la aplicacién de fosfato de roca hecho que
s6lo se expresa cuando esta ﬁicorrizado. Se ignoran las ba-
ses fisioldgicas de este hecho de tanto interés practico.
De otro lado, se ha descrito asi mismo que MVA y "bacterias
solubilizadoras de P" (BSP) parecen desempefiar un papel

apreciable para favorecer el uso de dichos compuestos en
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en agricultura (Barea et al. 1983). En naranjo, que no res-
ponde a la adicién del fosfato de roca, es de destacar una
cooperacidén entre MVA y BSP en la utilizacidn del P insolu-
ble del suelo, confirmando ciertas descripciones correspon-
dientes a plantas herbaceas (Barea et al. 1983). Reciente-
mente (Graham y Timmer 1985) observan como diversos patro-
nes de citrus crecidos en medios artificiales de turba y

perlita, se micorrizan mejor y presentan mayor crecimiento
al ser fertilizados con P soluble, lo que se debe obviamen-

te a la lenta liberacién de fosfato a partir del apatito

bajo las condiciones de pH del medio.

OBTENCION DE PLANTAS CON MICORRIZACION OPTIMIZADA EN VIVERO.

El grupo de ensayos incluidos en este apartado componen
obviamente, la "terminacién" de los estudios basico-aplica-
dos que constituyen esta investigacidén. Son el OBJETIVO fi-
nal de la misma, que marcado por un componente practico, o
de aplicacién se presenta aqui sustentado por los estudios
necesarios que permitan racionalizar una manipulacibén cien-
tifica del ecosistema. Los resultados obtenidos en este sen-
tido van a ser discutidos de acuerdo con cuatro tipos de
aspectos: (a) Obtencién de los inédculos (b) Preparacién de
las plantulas y estudio de la dinamica de su micorrizacién

(c) Investigacién de la necesidad de inocular en los suelos
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destinados a vivero. Y (4) Seguimiento de la micorrizacién

Y sus efectos en vivero.

(a) Obtencién de inéculo de hongo Vva.

Una vez analizado el porqué de 1la seléccién del hongo
Glomus sp. (N), confirmada por los aspectos de compatibi-
lidad con las condiciones del ecosistema en estudio, coo-
peratividad con fertilizantes solubles de fésforo etc. y
comprobado, asi mismo, que lalaplicacién de indculos mix-
tos no ofrece ventajas adicionales a la inoculacién indi-
vidual del mismo, los dnicos Comentarios podrian ser los
relativos a la técnica de preparacidén del inoculante. E1
procedimiento seguido no admite demasiada discusidn, ya
que ante la dificultad para cultivar el hongo, el que se
ha utilizado en el presente estudio, que es el llamado "iné-
culo bruto® (Hayman, 1982a), es el mas efectivo para los
fineé perseguidos como se deduce de la revisién de Barea

y Azcdn-Aguilar (1983).

(b) Preparacién de 1las plantulas y estudio de la dina-

mica del proceso de micorrizacién.

Dejando aparte las técnicas de micropropagacién para
la obtencién de material micorrizado las cuales parecen
tener un futuro esperanzador aunque actualmente su uso
e€s muy limitado (Pons et al. 1983), se puede decir que

las de propagacién empleadas en el presente estudio son
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las que hoy se consideran mas aceptables. En efecto, el
partir de semilla, en lo que se refiere a naranjo y almen-
dro, asi como el enraizamiento de estaquillas en el caso
del olivo no cabe duda, que proporciona un material adecua-
do para la micorrizacién. E1 procedimiento de Troncoso et
al. (1983) para enraizar este material puede considerarse
idéneo dada su efectividad y la uniformidad de las plantu-
las obtenidas. E1l presente estudio muestra que el proceso
de micorrizacién de estas estaquillas es también bastante
uniforme asi como su respuesta en las fases de crecimiento

y desarrollo subsiguientes.

Con respecto a la "curva de micorrizacién" decir que,
al igual que en herbéaceas (Sutton, 1973), es de tipo sig-
moidal para los tres cultivos. No obstante el tiempo al
que ocurren las diferentes fases del proceso en herbiceas
(Sanders y sheilk, 1983) es légicamente mas largo en el
caso de estas arbdéreas. Teniendo en cuenta estos matices
diferenciales, la correlacién entre las fases de formacién
de las distintas estructuras de la micorriza, "arbasculos"
principalmente, y respuesta de la planta es similar a la

descrita en herbaceas (Hayman, 1983; Harley y Smith. 1983).

(c) Investigacién de 1la necesidad de inocular en un

suelo en donde se pretende instalar un vivero.

Los presentes ensayos, realizados sélo con almendro
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como planta modelo, confirman las observaciones en este
sentido descritas para herbaceas, revisadas y discutidas
por Barea y Azcén-Aguilar (1983). Es evidente que la mico-
rrizacidén artificial es necesaria en unos suelos y no lo
€s en otros, cuando estos posean un potencial natural ade-
cuado. Puesto que se trata de una prueba sencilla y rapi-
da, se aconseja practicarla habitualmente (se pueden estu-
diar simulténeamente un conjunto de suelos) como paso pre-
vVio en la eleccién de un suelo para vivero, en el caso de
que no se vaya a proceder a su fumigacién, si esta se lle-

va a cabo es obligada la micorrizacién artificial.

(d) Seguimiento de la micorrizacién y sus efectos en

vivero.

Los resultados obtenidos son autoevidentes y no preci-
san discusién. La micorrizacién es factible a escala de
vivero y la inoculacién del hongo Glomus sp. (N) estimuléd
de forma persistente el establecimiento, crecimiento, de-
sarrollo y nutricién de 1las plantas, incluso en presencia
de los propagulos MVA naturalmente existentes en el suelo
de vivero estudiado. No se dispone de referencias biblio-
graficas que describan este hecho para olivo, almendro o
naranjo en estas condiciones (para naranjo existen pero
sobre suelos fumigados ver INTRODUCCION). Generalizando

a frutales el trabajo de Plenchette et al. 1981, que con-

S
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Cretamente utiliza manzano, muestra unas conclusiones si-

milares a las aqui obtenidas.

Finalmente, decir que si tenemos en cuenta que bajo
la denominacién de Biotecnologia se incluye el estudio de
procedimientos relativos a la transformacién de materias
primas renovables para su utilizacién racional Y que tales
procedimientos van destinados, entre otros muchos fines, a
incrementar 1la productividad vegetal (Sasson, 1984), no ca-
be duda que 1a presente investigacién es incluible en el
campo de la Biotecnologia. Tal como apunta Lynch (1983),
$e puede acufiar el término de Biotecnologia del Suelo que
podiamos definir como "el estudio y manipulacién de los
microorganismos del suelo, o de sus procesos metabélicbs,
para optimizar el crecimiento Y nutricidén de las plantas
al minimo coste ecoldgico y econdmico". En este sentido,
la presente investigacién puede considerarse encuadrada
en Biotecnologia del Suelo que evidentemente proporciona
las baseé cientificas que permiten afirmar que es posible
manipular ese recurso natural existente en el propio suelo,
que son las MVA, y sus efectos sobre el crecimiento de Al-

mendro, Naranjo y Olivo.

De acuerdo con 1lo que antecede se propone un esquema
para aplicar el potencial de las MVA en vivero. Este esque-
ma que es extrapolable a otras plantas arbdéreas de un inte-
rés en fruticultura, silvicultura o proteccidén del medio am-

biente se resume como muestra el esquema siguiente:



BIOTECNOLOGIA DE MVA EN ARBOREAS

MATERIAL Estaquilla Semilla Semilla
DE ---’ de de de
PARTIDA Olivo Naranjo Almendro

PROPAGACION H

V

Plantas enraizadas

MICORRIZACION ----’

Y
Plantas micorrizadas

—

v

TRANSPLANTE ——-} '

SEGUIMIENTO

Y
Cultivo definitivo
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VIII. CONCLUSIONES

12

3a

72

Almendro, Naranjo y 0Olivo forman micorrizas VA y estéan
normalmente micorrizadas en las condiciones de su cul-

tivo en 1la regidn.

Las fluctuaciones en la proporcién de Mva en el siste-
ma radical de estas Plantas siguen un ciclo estacional,
como sucede en herbaceas pero, al contrario que en es-
tas, la presencia de MVA incrementa en los periodos de

floracién y fructificacién en las arbdéreas estudiadas.

Se ha aislado y seleccionado un hongo de la Mva, Glomus
Sp. ~-N- que compatibiliza muy eficdzmente con almendro,
haranjo y olivo y con las condiciones del cultivo de

estas plantas en la regiodn.

Los grados de Dependencia Relativa a las Micorrizas de
estas plantas son muy elevados: 50 % para almendro, 60

o

%* para olivo y 80 % para naranjo, aproximadamente.

El "crecimiento maximo" de estas tres plantas sélo se

logra si estan micorrizadas.

El olivo micorrizado es capaz de utilizar fosfato de

roca como fuente de fésforo.

Las "“curvas de micorrizacidn™" para las tres plantas son
de tipo sigmoidal, como en el caso de 1las herb&ceas,

aunque las fases (lag, exponencial y de equilibrio) son



8a

mas largas en el tiempo, en virtud del ritmo mas lento

de crecimiento de estas plantas.

Se ha conseqguido producir plantas de almendro, naranjo

y Olivo con micorrizacién optimizada.

La micorrizacién "artificial" confiere a estas plantas,

en condiciones de vivero, un mayor vigor, ritmo de cre-

cimiento, desarrollo arménico asi como una mayor resis-

tencia a los riesgos del transplante.

Se propone un €squema para que las MVA sean una Biotecno-
logia factible de aplicacidn en viveros de almendro, na-

ranjo y olivo, extrapolable a otras arbéreas.
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