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OBJETIVO E INTERES DEL TRABAJO



"Wheat and barley exaust the
land... While leguminous
crops seem to manure it"

Teofrasto (370-285 a. C.)

I. OBJETIVO E INTERES DEL TRABAJO

Como se deduce de la frase del autor griego que
antecede, el valor de las leguminosas en agricultura, es
reconocido desde los albores de la cultura occidental. En
efecto, Papastylianou (1988), recoge informacién del
citado autor en la que expresa, que los agricultores de la
antigua Grecia practicaban el "abonado verde" con
leguminosas y las consideraban claves en "rotaciédn de

cultivos" (ejemplo en frase introductoria).

Hoy se conoce que el extraordinario interés de estas
plantas, tanto en el mantenimiento de la fertilidad del
suelo como en Ecologia y Productividad Vegetal, esta
basado en la capacidad para retornar N desde la atmésfera
a la biosfera -Fijacién de Nz_ que tienen dichas especies,
cuando se asocian simbiéticamente con Rhizobium spp
especificos. No sélo es abundante la literatura cientifica
sobre fijacién biolégica de nitrégeno (FBN) sino que

tambien lo es la concerniente al papel que desempeiian en



el establecimiento y desarrollo de 1las 1leguminosas y
particularmente, en FBN, las micorrizas (simbiosis hongo-
planta especializadas en la captacién de nutrientes de
difusién lenta en el suelo, fundamentalmente fosfato). A
pesar de la abundancia de informacidn sobre
investigaciones en relacién con el impacto de las
micorrizas en leguminosas, restan ain por estudiar muchos
aspectos mal conocidos, ignorados o investigados

fragmentariamente.

Algunos de tales estudios, fundamentalmente 1los

concernientes a las interacciones micorriza-leguminosa-

Rhizobium y sus aplicaciones, se abordan en el presente
trabajo doctoral con caracter de originalidad. En otros
casos, y teniendo en cuenta que las bases de indole

Ecofisiolégica, de 1lo que podriamos llamar Biotecnologia
en micorrizas, debe ser establecida para cada ecosistema,
es obvio, que investigaciones, previamente desarrolladas,

se cargan de originalidad en dicho "nuevo" ecosistema.

Tambien, en el presente trabajo se abordan algunos
estudios de estas caracteristicas, orientados a 1la
aplicacién de tales simbiosis microbio-planta en
agricultura y, al conocimiento de interacciones entre los
dos tipos de microsimbiontes: Rhizobium v hongos
formadores de micorrizas, entre si, y con la planta

hospedadora comun: La leguminosa.

Los estudios que se presentan en esta MEMORIA
doctoral han sido realizados parte en Argentina y parte en
Espana, por ello se eligieron, como leguminosas, objeto de
la investigacidén, dos especies de importancia agrondmica

elevada en ambos paises. Una de estas especies es de tipo



leguminosa "forrajera'": la Alfalfa; la otra de tipo
leguminosa de 'grano": la Soja. El interés de estas

especies en ambos paises esta fuera de todo comentario.

Teniendo en cuenta estudios previos en relacién con
"la doble simbiosis" y, para profundizar en aspectos de
Ecofisiologia y Biotecnologia de la misma, se planificaron

una serie de ensayos con los siguientes OBJETIVOS:

A. Ensayos con soja

1. Evaluar la micorrizacién nativa en diferentes &areas
productoras de soja de la R. Argentina.

2. Estudiar la existencia de diferencias en los niveles
de compatibilidad entre distintas combinaciones
hongo planta y, en su caso, establecer los ensayos
como criterios de seleccién de micosimbiontes, para

su uso en la practica agrondémica.

3. Definir el grado de dependencia a las micorrizas de
la soja, en los suelos objeto de estudio, mediante
el andlisis de las respuestas del sistema soja-
Bradyrhizobium a niveles crecientes de fosfato en

presencia y ausencia de hongos de la micorriza.

4, Investigar, tanto micorrizas como Rhizobium, a
nivel de la formacién de las respectivas simbiosis,
y de los efectos de las mismas sobre el crecimiento
y nutricién de las plantas. Este objetivo esta
orientado a optimizar las respuestas segun el tiempo

de inoculacién.



B. Ensayos con alfalfa.
1. Estudiar "in vitro" la interaccién Rhizobium-hongo
de la micorriza con el fin de intentar justificar
desde el punto de vista basico respuestas encontra-

das en estudios previos.

2. Investigar la infectividad y efectividad de una
forma de inoculante y una técnica de inoculacién en

condiciones de campo.

C. Ensayos orientados a la obtencién de inéculos de
micorrizas
1. Prospeccidén de sustratos para la multiplicacién

rizosférica del hongo.



INTRODUCCION



IT_INTRODUCCION

1. LAS MICORRIZAS Y SU IMPORTANCIA EN EL ECOSISTEMA.

1.1._Conceptos generales sobre las relaciones

microbio-planta.

Es un hecho bien conocido que, en el suelo, habitan
algunas poblaciones de microorganismos que desarrollan
actividades de gran interés en el crecimiento ¥ nutricién
de las plantas. Entre tales acciones, cabe destacar las
transformaciones de la materia organica, produccidén de
sustancias reguladoras del crecimiento vegetal (entre
ellas, fitohormonasj, fijacién y movilizacién de
nutrientes de la planta, proteccidén frente a ciertos

agentes fitopatégenos, etc.

Las poblaciones de microorganismos del suelo se
encuentran en una especie de equilibrio inestable. Si el
suelo se mantiene sin cambios y en ausencia de vegetacidn,

el equilibrio apenas se altera, considerandose ademés que



las fuentes de energia y sustratos son escasos vy el

carédcter predominante de heterotrofia de dichos
microorganismos.
Cuando se introducen plantas en el sistema, la

situacidén de los microbios del suelo cambia dfésticamente,
va que las plantas son las principales suministradoras de
sustratos energéticos al suelo. Los propdgulos de los
microorganismos que se encuentran en la zona préxima a la
raiz son estimulados por dichos sustratos e inician sus
procesos de germinacién proliferando en dicha zona. En
1904, Hiltnerhv introdujo el término '"rizosfera" para
describir la parte del suelo influenciada por las raices,
las cuales inducen la multiplicacién de microorganismos.
Tales poblaciones resultan estimuladas tanto desde el
punto de vista cualitativo como cuantitativo en 1la
rizosfera, y las actividades metabélicas que llevan a cabo

son de vital importancia para el crecimiento de las

plantas.

Entre plantas y microorganismos se desarrollan una
serie de interacciones que, de forma resumida, se
mencionan en el esquema de Bowen (1980). En este esquema
conviene destacar  tres hechos: a) La planta es la
principal fuerza motriz del sistema desde el punto de
vista energético, por lo que los factores que la afectan
van a afectar también a los microorganismos. b)) La
distribucién de 1las raices, la germinacién de propéagulos
¥, el movimiento de los microorganismos hacia la planta,
son factores importantes en la colonizacién de las raices.

c) Los microorganismos que crecen en la superficie de la



raiz pueden inducirla a su vez, a la liberacién de

sustratos energéticos.

La rizosfera, no es una regién bien definida ni
homogénea sino que existe un gradiente de estimulacién de
microorganismos, desde la propia superficie de la raiz
hasta 1-2 mm, donde ya el efecto es minimo(Foster y Bowen,

1982; Curl y Truelove, 1986).

Desde el punto de vista de sus relaciones con la
prlanta, los microorganismos pueden ser divididos en tres
grupos: a) sapréfitos; b) simbiontes parasiticos o
patégenos y <c¢) simbiontes mutualistas, o simplemente,
simbiontes, que son los mas efectivos en cuanto al aporte

de nutrientes a las plantas.

La biologia de la rizosfera, con énfasis en las
relaciones microbio-planta, microbio-microbio, etc. s, han
sido tratadas exhaustivamente en la revisién de Barea y

Azcédén Aguilar (1982 a).

1.2. Conceptos generales de micorrizas,

Una de las simbiosis antes aludidas son las llamadas
micorrizas. Estas asociaciones simbidéticas mutualistas se
desarrollan entre las raices de las plantas superiores y
ciertos hongos del suelo. Se trata de una simbiosis
practicamente universal, no sélo porque casi todas las
especies vegetales son susceptibles de ser micorrizadas,

sino también por su ubicuidad en la inmensa mayoria de los



habitats naturales (Harley y Smith, 1983).

Los hongos de la micorriza, habitantes comunes del
suelo, colonizan la corteza de las raices y establecen con
las plantas una serie de interrelaciones biotréficas. La
planta suministra con 1los fotosintetizados sustratos
energéticos y esqueletos carbonados al hongo y éste, por
medio de su red de hifas externas, capta nutrientes
minerales, especialmente los que difunden mds lentamente
en la solucién edafica, y transfieren estos iones a la
planta hospedadora. A las micorrizas se les reconoce un
papel clave en la evolucién ¥y supervivencia de las
plantas, asi comoc una contribucién significativa en

Produccién Vegetal (Harley y Smith, 1983).

Existen varios tipos de micorrizas que globalmente se
agrupan en dos, las demoninadas ectotréficas y las

endotréficas. Las primeras las forman un 3% de especies

-vegetales de interés forestal ( Pinaceas, Fagaceas,

Betulaceas). E1 hongo que es macroscépico (Boletéceas,
Agaricéceas...), forma un auténtico manto de micelioc que
rodea la raiz. Estas micorrizas son manipulables con
relativa facilidad. Dentro de las endotréficas, el 96% de
las especies vegetales existentes sobre la corteza
terrestre, forman las del tipo llamado Arbtisculo-Vesicular
(AV). Los hongos causantes son zigomicetos microscépicos
pertenecientes a la Divisién Eumicota, Grupo Zygomicotyna,
Clase Zygomycetes, Orden Endogonales, Familia Endogonaceae
(Walker, 1987). Las micorrizas AV (MAV) son tan antiguas
como las propias plantas, como se deduce de la observacidén

del primer registro fésil que se conoce de un vegetal



(f6sil Rhynie, datado en 370 millones de afios). La
existencia de tal coevolucién ha dado lugar a diversas

interdependencias planta-hongo AV. Asi, la mayoria de las

plantas necesitan, en un mayor o menor grado, estar
micorrizadas para captar nutrientes y crecer
adecuadamente. Tal dependencia es alin méds marcada por

parte de los hongos AV (HMAV). Ya que no se ha logrado
evidenciar que éstos sean capaces de completar su ciclo de
vida en ausencia de la planta hospedadora, por lo que
estos hongos deben ser considerados actualmente simbiontes
obligados. Estas son las micorrizas implicadas en los

ecosistemas objeto del presente estudio.

1.3, Formacién de MAV,

El proceso de formacién de MAV se puede considerar
dividido en cinco fases: a) Activacién de los propégulos
del hongo que persisten en el suelo; b) Estimulacién del
micelio formado cuando alcanza la rizosfera de una planta
susceptible; c¢) Unién de 1la hifa a la superficie de la
raiz y formacidén de los primeros puntos de penetracién del
hongo; d) Progreso de colonizacién de la raiz, y e)
Crecimiento del micelio externo en el suelo que la
circunda, (Azcén-Aguilar et al, 1984; Bonfante-Fasolo,
1984). Se acepta que existen en el suelo tres formas de
inéculo, las cuales, aunque tienen diferente grado en su
capacidad de supervivencia y potencial infectivo, pueden
originar 1la simbiosis. Estas son : a) Esporas de
resistencia; b) raices micorrizadas, o sus fragmentos,

procedentes de plantas preexistentes o coexistentes, y c)
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posiblemente agregados de hifas que sobreviven en el

suelo.

En general estos propdgulos poseen escasa actividad
saprofitica y su desarrcllo depende de los nutrientes de
reserva acumulados en las esporas o de la asimilacién de
fotosintatos derivados de las plantas hospedadoras. Sélo
algunos autores (Heap y Newman, 1980; Tommerup y Abbott,
1981) han indicado actividad quimica en raices de plantas
senecentes o muertas, pero la escasez de mayores indicios
en este sentido, promueven a pensar que su ocurrencia es

mas bien atipica.

El proceso maAs especificamente relacionado con su
potencial colonizador reside en la germinacién de las
esporas. Aun cuando estas sean aisladas del suelo, si se
las provee de condiciones adecuadas, se puede conseguir’
germinacidén hasta el 100% (Azcén-Aguilar et al, 1986 a;
Siqueira, 1987). Pero, no se 1las puede subcultivar con
vistas a reproducir su ciclo de vida, a menos que estén en
células vivas de sus plantas hospedadoras.

Se conocen dos tipos de esporas entre los HMAV
(Siqueira et al, 1985), los géneros Glomus y Sclerocystis
forman clamidosporas y el resto azigosporas,( Acaulospora,
Entrophospora, Gigaspora Yy Scutellospora) aunque este
Ultimo término estd en vias de desuso porque existen
algunas evidencias de procesos sexuales entre sus

integrantes (Scutellospora),(Siqueira , 1987).

La germinacién de las azigosporas puede ser simple o

miltiple y los tubos germinativos para emerger penetran la
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paredes multilaminadas de la espora mediante mecanismos
enzimaticos o mecanicos, pudiendo crecer varios
centimetros. Las clamidosporas germinan como una
continuidad de la hifa de sustentacidén, formédndose un
micelio fino, ramificado, con pequefias esporas

vegetativas de vida efimera.

El proceso de germinacién se mantiene, en condiciones
de latencia de las esporas, ¥y es susceptible de ser
activado. Segin Siqueira(1987) durante esta activacién se
produce-absorcién de agua que promoveria a una mayor
turgencia y cambios biofisicos en las membranas. En ellas,
las enzimas proteoliticas almacenadas durante la
esporulacidén, se activarian pro?ocando la hidrélisis de
las proteinas de reserva con la consiguiente liberacién de
aminodcidos al citoplasma. A partir de aqui se sucede la
sintesis de nuevas proteinas con funciones especificas
determinadas por el genoma fuingico que conformarédn el tubo
germinativo emergente. Después de ésto, el crecimiento
micelial se extiende radialmente. Si se halla en el suelo,
lo coloniza, sin ser atraido por las raices de las plantas
( Sanders ¥y Sheikh, 1683; Mosse y Hepper, 18975;
Powell,1976).

Los factores que influyen la vida natural de las
esporas en el suelo son los implicados con su propio
sustrato, como es el pH, el cual puede actuar diferente
segin la composicién del medio (Mosse y Hepper, 1975;
Daniels y Trappe, 1980; Siqueira et al , 1985). El pH esté
muy correlacionado con la disponibilidad de ciertos iones

inorgdnicos en la solucién del suelo, los cuales se sabe
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que, en cultivo axénico, inhiben la germinacién: Mn, Zn,
Ca y Al ( Hepper y Smith, 1976; Hepper, 1979) ¥y también
puede afectar la solubilidad de sustancias esenciales o

toxinas en la suspensién del suelo.

Diversos agentes (cloramina T, hipoclorito de sodio,
antibiéticos y biocidas) han sido estudiados para liberar
las esporas de contaminaciones no deseadas en el medio
axénico. De esta Gltima existen descripciones de los dos
efectos contrapuestos, asi, algunas especies de
Chitridiomycetes y Deuteromycetes actian como
hiperpardsitos o contaminantes de las esporas de HMAV, en
tanto que Azcén-Aguilar et al (1986 a) sefiala otros
microorganismos como estimulantes de la germinacién 7y del

crecimiento saprofitico.

Ademds de estos factores citados, gran cantidad de
sustancias de los mas diversos origenes han sido
experimentadas para evaluar sus efectos sobre 1a
germinacidn con vistas a lograr un crecimiento
independiente del hongo. Pero, hasta el presente, la
continuidad del ciclo de vida sélo depende de la presencia

de la planta hospedadora (Siqueira, 1987).

Ni la germinacién de esporas ni la direccién inicial
de las hifas son influenciadas por la  presencia de las
raices de una planta hospedadora. Los tubos de germinacién
no son atraidos por 1la raiz hasta que, erraticamente,
llegan a 1la rizosfera. Con respecto a las causas de tal
estimulacién de las hifas del hongo, sélo hacer mencién a

la influencia que en ello deben tener los exudados
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radicales, aunque también es posible que los
microorganismos del suelo, activados en la rizosfera,
Jueguen un papel clave en la estimulacién de 1los micelios
AV, Una vez que la hifa infectiva llega a la superficie de
la raiz se forma un apresorio sobre las células de la
epidermis. No se ha logrado evidenciar si tiene lugar un
mecanismo enzimatico de tipo litico asociado a un proceso
puramente mecanico (Harley y Smith, 1983). Cuando el hongo
ha penetrado en, o entre, las células epidérmicas,
coloniza la corteza de la raiz mediante hifas
distributivas que se . ramifican inter e intracelularmente
(Bonfante-Fasolo, 1984). A los pocos dias de iniciada 1la
infeccidn, y por divisién dicotémica repetida de hifas
intracelulares, se forman los arbilisculos. La funcién de
estos es el intercambio biotréfico bidireccional de
nutrientes. Los arblsculos tienen una vida media de 4 a 14
dias y, cuando degeneran, la célula recupera su actividad
normal. Posteriormente, se forman las vesiculas, que
tienen funcidén de almacenamiento de reservas, que son de
tipo lipidico. Simultidneamente al desarrollo intraradical
del hongo, 1las hifas de penetracidn se ramifican
externamente y dan lugar a una red tridimensional de
micelio, sobre la que se forman esporas de resistencia. El
mayor o menor desarrollo del micelio externo, es un hecho
clave en la respuesta de la planta a su micorriza (Abbott
¥y Robson, 1984). Concretamente, se conoce que 1 cm de
raiz micorrizada puede tener varios m. de hifas externas
(Smith y Gianinazzi-Pearson, 1988), vy en el suelo
adyacente a unas raices micorrizadas se cuantificaron 55 m

de hifas por g de suelo (Tisdall y Oades, 1979).

13



1.4. Fisiologia de las MAV: su papel en nutricién

vegetal,

La respuesta de la planta a la MAV es la
estimulacién del crecimiento y, universalmente se acepta
que la principal causa responsable de tal "efecto
micorriza" es el incremento de la concentracién y/o
contenido de P en los tejidos vegetales. También se han
encontrado incrementos en el contenido y concentracién de
otros nutrientes en la planta, especialmente N, Cu y Zn.
Asimismo, la micorrizacién puede ocasionar otros efectos
estimuladores basados en mecanismos no mediados por el
aporte directo de nutrientes (Harley y Smith, 1983); entre
estos cabe destacar el de proteccién de la planta del
ataque de microorganismos fitopatégenos, el cambio en los
equilibrios hormonales de la planta y la variacién en sus
relaciones hidricas en ecosistemas Aaridos o semidridos

(Cooper, 1984).

Las MAV no sélo incrementan la biomasa vegetal sino
que también influencian la proporcién en 1la cual se
distribuye entre la parte aérea y la raiz. La
estimulacién de la captaciédn de nutrientes y la
subsiguiente translocacién de éstos a la parte aérea
ocasiona que se transfieran a la raiz relativamente menos
productos de 1la fotosintesis ya que una proporcidn
relativamente mayor de éstos, queda retenida en la parte
aérea y utilizada en la produccidén de materia verde. Como
consecuencia, la relacién entre el "peso de parte aérea :
peso raiz" es mids alta en plantas micorrizadas. Este hecho

reviste un interés apreciable desde el punto de vista
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bioenergético ya que representa un ahorro de consumo
relativo de fotosintato en la parte heterotréfica
(consumidora) del sistema, en beneficio de un incremento
de biomasa autotréfica (Smith, 1980). Numerosos trabajos
de revisién recogen estos aspectos de fisiologia de las
micorrizas, entre estos Harley y Smith, 1983; Azcén-
Aguilar et al, 1984; Cooper, 1984; Smith y Gianinazzi-
Pearson, 1988 . La informacién disponible se resume
seguidamente: En el proceso de "transporte de fosfato en
MAV" desde la solucién del suelo a la planta, se
distinguen tres fases: a) Captacién de fosfatos en la
solucién edafica por el micelio externo, b) Translocaciédn
del fosfato desde el micelio externo al interno vy c)
Transferencia del fosfato desde el hongo a las células de
la planta hospedadora. Se sabe, que los iones fosfato
estdn en 1la solucién del suelo en concentracién muy baja.
Aproximadamente, en un suelo normal, esta concentracién es
de 0.03 mg P L-!; lo que equivale a 10! M. Ademéds, estos
iones se desplazan lentamente, mediante difusién, ya que
tienden a ser retenidos a lo largo de su recorrido, bien
por absorcién a diversos tipos de superficies (minerales
de arcilla, y otros coloides) o bien por precipitacién con
Ca, Fe o Al, segin el pH del suelo. Una vez que el fosfato
llega a la rizosfera, las raices lo captan a una velocidad
superior a la que el ién se desplaza hacia dicha zona; por
ello, se forman unas zonas de deficiencia en P alrededor
de las raices que suelen tener 1 y 2 mm de anchura como se
ha demostrado con 32P., Las hifas de la micorriza son
capaces, sin embargo, de crecer y ramificarse mas alléa de
dicha zona de deficiencia, llegando hasta distancias de,

incluso, varios cm de la raiz. Por lo tanto, las MAV
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actian en gran medida por un mecanismo meramente fisico,
proporcionando a la raiz un incremento en el nlmero de
sitios de absorcién de P, que, a su vez, estan mejor
distribuidos, por lo que exploran un volimen de suelo
bastante superior al que una raiz, por si misma puede
utilizar. Adicionalmente, el ién fosfato que ha sido
captado por wuna hifa, queda protegido de su re-fijacién
por los componentes del suelo. De otro lado, existen otros
mecanismos de tipo fisiolégico en el funcionamiento de las
MAV (Azcdén-Aguilar et al. , 1984). Una vez dentro de la
hifa, el P se transloca hacia las estructuras
intrarradicales del hongo agregado en forma de gréanulos de
polifosfato, que son impulsados a través del limen de las
hifas por corrientes citopldsmicas hacia los arbisculos.
El P circula hacia el interior de la raiz unas 1.000 veces
més rédpido por las hifas del hongo que por difusién a
través de 1la solucién del suelo. Se sabe que el sitio
prioritario de transferencia de fosfato desde el hongo a
las células radicales es el arbisculo, mediante un proceso
que se basa en un mecanismo activo a través de membranas
vivas del hongo y planta (Bonfante-Fasolo, 1988; Smith y

Gianinazzi-Pearson, 1988).

Con respecto a la absorcién de otros nutrientes
distintos del P por MAV, se conoce que cuando se trata de
nutrientes que circulan con facilidad hacia la rizosfera,
como es el caso del nitrato y sulfato, para los que no se
suelen crear zonas de deficiencia alrededor de las raices,
la contribucién extra de 1las hifas de la micorriza a la
captacién de estos nutrientes es bastante limitada. Sin

embargo, es de esperar una participacién de la simbiosis
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en el aporte a la planta de iones que, como el fosfato,
difunde mds lentamente en la solucidén del suelo. Tal es
el caso del amonio, cuya captacién por las hifas de la
micorriza es actualmente objeto de estudio, utilizando
sales de amonio marcadas con 15N (Barea et al. , 1987),.
Con respecto a los micronutrientes, se ha descrito el

efecto de la micorriza en la estimulacién de 1la captacién

de algunos de ellos, aunque los resultados son a veces
contradictorios. En el <caso del Zn y Cu, se poseen
evidencias méas consistentes de un incremento de su

captacién por MAV (Tinker y Gildon, 1983). El papel de las
micorrizas en la captacién de agua es un tema que se
debate actualmente (Pefia et al. , 1988; Azcén et al. ,
1988; Cooper, 1984). En lineas generales se puede decir
que las MAV incrementan la resistencia de las plantas a la
sequia. Aunque se estidn investigando la participacién de
diversos mecanismos de tipo fisiolégico, parece ser que el

hecho de que continden captando fosfatos en condiciones en

las cuales la movilidad de este ién es ain mas
problemética (sequia), es una de las razones mas
determinantes.

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

patégenos (Harley y Smith, 1983; Cooper, 1984).
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Aunque el hongo consume fotosintetizado, compensa a
la planta, no sélo por el aporte de nutrientes minerales,
sino también estimulando la fotosintesis (Cooper, 1984).
Este tema se extiende posteriormente en este capitulo de

Introduccién.

1.5, Ecofisiologia de las MAV: Bases para manipular

"la simbiosis".

Dado que los propédgulos de las MAV estdn virtualmente
pPresentes en todos los suelos, se puede decir que la
informacidén de la simbiosis estd tedricamente asegurada.
No obstante, las propiedades de "infectividad" de los
hongos presentes y de "efectividad" en 1la simbiosis
resultante van a ser moduladas considerablemente por
varios factores: a) el grado de dependencia de la planta a
las micorrizas; b) la "especificidad" de los hongos
presentes para la planta en cuestién; c) la efectividad de
dichos hongos y d) las condiciones fisico-quimicas y

bioldgicas del medio (Azcén-Aguilar et al. , 1984).

Se entiende, como dependencia de una planta a las
micorrizas, el hecho de que precisan de la condicidén de
estar micorrizadas para desarrollarse adecuadamente. Las
distintas especies de plantas muestran un amplio espectro
de situaciones que van desde la independencia total, como
en Cruciferas y Quenopodiidceas, que no suelen formar
micorrizas; hasta wuna dependencia absoluta, en el caso de

ciertas plantas que son incapaces de desarrollarse,
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incluso en suelos de elevada fertilidad, si no estén
micorrizadas. Es obvio que existe una extensa gama de
tipos intermedios (Mosse, 1986 a). Considerada en el
sentido estricto del término, no hay especificidad, entre
especies de HMAV y plantas superiores. Tedricamente,
cualquier HMAV puede colonizar la raiz de cualquier
planta suceptible; sin embargo, si que existen grandes
diferencias entre los distintos endofitos tanto en la
morfologia de la infeccién y el nivel de micorrizacién que
producen, como en la efectividad de la MAV formada en una
planta determinada. Por ello quizé fuera méds légico hablar
de "compatibilidad’ en las distintas combinaciones de una
planta con especies de hongos AV y caracteristicas del
suelo. Esta compatibilidad se expresa a nivel de efectos
de forma que, cuando se inocula una determinada planta con
diferentes hongos AV, la respuesta producida a cada uno de
ellos suele ser distinta, por lo cual permite seleccionar
aquellos mas favorables, o compatibles, para el sistema

suelo-planta en cuestién (Abbott y Robson, 1984).

Con respecto a la efectividad del HMAV, se puede
decir que las caracteristicas que definen la eficacia de
un hongo AV son aquellas relacionadas con la estimulacién
de la captacién de nutrientes y con la persistencia de sus
efectos. Es decir, 1la capacidad de formar un micelio
extenso y bien distribuido en el suelo, asi como la de
producir colonizaciones extensivas en las nuevas raices
que se vayan formando y la eficacia para absorber fosfatos
de la solucién del suelo, como asi tambien, el tiempo que
las hifas permanecen efectivas en el transporte de

nutrientes hacia la planta. Es clave considerar también la
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mayor o menor capacidad de intercambioc nutritivo con 1la
planta, mediante una abundante formacién de arbisculos,
asi como la minima alteracién del metabolismo del
hospedador, lo que implica también un bajo consumo de los
productos carbonados de 1la planta por el hongo. En
general en las relaciones hongo-hospedante deben
desarrollarse interaciones que Gianinazzi-Pearson (1983)

denomina conceptualmente como compatibilidad funcional.

Tanto 1la fertilidad natural de un suelo como los
tratamientos con fertilizantes v otras practicas
agrondémicas tales como el uso de fitofdrmacos, se sabe que
afectan la formacién y el desarrollo de 1las MAV. La
informacidén disponible al respecto indica que la formacién
de MAV suele afectarse negativamente por la aplicacién
excesiva de fertilizantes quimicos fosfatados y
nitrogenados. Esta circunstancia, aunque generalizable, no
es suficiente para que se pueda predecir la respuesta de
los propagulos de MAV existentes en el suelo a una
adicién puntual de fertilizantes. Ello se debe a que la
aplicacidn reiterada de tales productos, o sea la llamada
"historia de 1la fertilizacién del suelo", restringe la
seleccidén de hongos adaptados a las condiciones, capaces
de formar la micorriza en suelos fértiles o fertilizados
(Barea y Gonzéalez, 1987). El efecto del fosfato
asimilable, ya sea propio o adicionado, de un suelo sobre
la formacién de la micorriza ha sido un tema bastante
estudiado dado el interés prdcticec. Se sabe que la adicién
de cantidades bajas de P es compatible, e incluso
complementaria, con las MAV en la estimulacién del

crecimiento de la planta, pero al incrementar la dosis se
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comienza a interferir la formacién de la simbiosis,
llegandose, incluso, a la inhibicidén de 1la colonizacidn.
La conclusidon general es que el efecto se ejerce desde la
planta, mds que desde el suelo.( Azcén-Aguilar et al. ,
1984). Finalmente, hay que hacer notar que las diferentes
especies de HMAV muestran distintos grados de resistencia
a la aplicacién de fertilizantes v productos
fitosanitarios, lo cual tiene consecuencias de interés
practico en relacidén con la seleccibn de HMAV
"especificos" para una planta en un suelo gue ha recibido

dichos aportes.

1.6. Biotecnologia en MAV: Posibilidades de

aplicacidén practica.

Un aspecto critico en el estudio de las MAV, desde el
punto de vista ecofisioldégico, es conocer cuédl es el
potencial real en micorrizas de un suelo. Si éste es
suficiente, el objetivo entonces serd preservarlo mediante
las practicas agricolas adecuadas. En caso de que tal
potencial natural sea insuficiente, hay que tratar de
reforzarlo, y, en ocasiones, de sustituirlo, por medio de
la inoculacién con micosimbiontes adecuadamente

seleccionados.

El esquema a seguir para abordar en la practica una
investigacién de este tipo puede ser el propuesto por
Hayman (1984) que, considera como puntos mas importantes a
tener en cuenta los siguientes: 1) Estudio de los factores

que van a determinar la conveniencia de llevar a cabo una

21



inoculacién con MAV en una situacién determinada; 2)
Establecimiento de criterios de seleccidén de hongos para
ser usados como inoculantes; 3) Metodologia apropiada para
la preparacién de indéculos y 4) Estudio de técnicas de

inoculacién factibles en la practica agricola pertinente.

De acuerdo con lo expuesto anteriormente sobre los
factores que afectan la formacidén y efecto de las MAV, se
puede considerar que son tres los factores primarios
implicados: a) El grado de dependencia de la planta a las
MAV: b) El1 nivel de fertilidad del suelo V¥ c) La
infectividad y eficacia de 1las poblaciones naturales de

HMAV.

En cuanto a la seleccidén de hongos AV como
inoculantes, las caracteristicas fundamentales que debe
poseer un hongo AV son las siguientes: a) Infectividad.
Esta propiedad viene dada por la capacidad del hongo para
producir rédpidamente infecciones bajo un amplio margen de
condiciones. b) Efectividad. E1 hongo debe ser eficaz en
la captacién, translocacién y transferencia de nutrientes
desde el suelo a la planta. Esto debe ser compatible,
igualmente, con las condiciones fisicas, quimicas ¥
microbioldgicas del medio. c) Capacidad de colonizacidn y
dispersién del inéculo. d) Supervivencia del inéculo y

persistencia de sus efectos.

La preparacién de un indéculo masivo de alta calidad ¥y
libre de patdgenos es un factor que actualmente limita la
inoculacidén de HMAV a escala agricola, dado el caréacter

de simbiontes obligados de estos hongos. Los inéculos que
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ahora se utilizan (Hayman, 1984; Menge, 1984; Dehne, 1987)
responde a los siguientes tipos: a) Rizosfera de plantas
que han sido previamente micorrizadas en condiciones
controladas con propdgulos de una sola especie de hongo
("stock" de inéculo). El indculo consiste en una mezcla de
raices micorrizadas y suelo adherido en el que existe
micelio, esporas maduras, etc. Es lo que suele denominarse
normalmente "inéculo bruto”. En el momento de aplicacién
pueden usarse inéculos mixtos. b) "Micorriza limpia", es
decir raices bien infectadas, exentas de suelo, obtenidas
normalmente en cultivo hidropénico. <¢) Estructuras del
hongo, fundamentalmente esporas. Recientemente Dehne,
(1987) revisa una metodologia para producir un tipo
especial de inéculo consistente en hacer crecer plantas en
un substrato inorgéanico, basicamente "arcilla expandida".
El indéculo deseado de micorriza se desarrolla, penetra

entre los poros de los granulos de la arcilla, alli

esporula abundantemente vy asi tales granulos pueden
usarse como inoculantes a unas dosis, asequibles, de 100-
150 Kg Ha" 1.,

En cuanto a las técnicas de inoculacidén, las mas
usadas (Hayman, 1984; Menge, 1984; Dehne, 1987) son las
siguientes: a) Transplantes de plantulas preinoculadas.
Este método es de gran wutilidad para los cultivos que
emplean el trasplante como técnica agrondémica habitual y
rermite una micorrizacién controlada antes de exponer las
raices al contacto con endofitos de efectividad dudosa
presentes en el suelo de cultivo definitiveo. El sistema
presenta la ventaja de un ahorro considerable de inéculo,
vya que éste va a ser aplicado a una superficie pequefia que

incluso puede ser desinfectada previamente. Cuando se
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precede al trasplante, la micorriza que se pretende
introducir suele estar bien establecida. Aparte de las
ventajas ya descritas, que proporcionan una adecuada
micorrizacién, hay que afiadir a este caso una mayor
resistencia a los riesgos de trasplante. Obviamente, esta
técnica no es factible en los sistemas agricolas que
normalmente no utilizan fase de vivero. Es de destacar que
en las préacticas de horticultura y fruticultura es cada
vez mas frecuente producir las plantas en pequenas
superficies o contenedores utilizando sustratos
esterilizados. En tales condiciones, y teniendo en cuenta
gue las plantas implicadas suelen ser bastante
dependientes de las micorrizas, la inoculacién se muestra
necesaria y factible. b) Incorporacién del inéculo
directamente al surco, bajo las semillas. Este
procedimiento se ha practicado utilizando inéculo bruto,
lo cual tiene el inconveniente de que se trata de un
material bastante pesado ( se calcula que se necesitan 2 6
3 Ton/Ha) lo que hace que el método sea impracticable en
una dimensién agrdénomica. c¢) Aplicacién directamente al
surco de siembra de una especie de pasta fluida, obtenida
a partir de un indéculo concentrado que se suspende, junto
con las semillas, en un medio viscoso tal como la metil
celulosa. Su factibilidad en agricultura es +también
limitada. d) Aplicacién, como en el caso anterior, de
granulos ("pellets") de inéculo que llevan absorvidas en
su superficie o englobadas las semillas. Esta técnica, ha
mostrado ciertos resultados esperanzadores en la
introduccién del trébol micorrizado en pastizales (Hayman
et al., 1986). En la obtencién del "pellet" se utiliza un

material portador obtenido mediante una mezcla de lignito,
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turba, o suelo estabilizado con arcilla v el indculo de
micorrizas adecuado, normalmente se afiaden wuna cantidad
de semillas apropiadas. Con este material, a humedad
adecuada, se tienen grdnulos de 1 cm de diémetro,
aproximadamente. Es obvio que también tienen dificultades
bpara su uso extensivo, aunque se ha mecanizado su

aplicacidén. e) Aplicacién de gréanulos de arcilla expandida

que contienen esporas (Dehne, 1987), de acuerdo con el
breve comentario anterior. Esta técnica presenta
posibilidades de interés que 1los autores evaltan vy

discuten actualmente (Dehne, 1988).

Finalmente, conviene resehar que las técnicas
actuales de micropropagacién y propagacidén vegetativa de
plantas podrian, vy en algunos casos se ha conseguido, ser
conectada con las de micorrizacién "in vitro", con el fin
de obtener pléantulas adecuadamente micorrizadas en las
condiciones controladas que preconizan tales

metodologias.

De lo dicho anteriormente se deduce que, salvo en el
caso de cultivos gue utilicen el trasplante vy,
especialmente, en las ocasiones en que se produzcan
plantas sobre sustratos esterilizados, en superficies
relativamente pequefias, con elevada densidad de plantas,
la aplicacién de las micorrizas a escala agricola estéd
limitada por la obtencién de inoculantes adecuados.
Mientras se consiguen tales inéculos, se estdn usando los
ahora disponibles para establecer una serie de bases
cientificas, tanto ecolégicas como fisiolégicas, de

micorrizacidén controlada. Los ensayos utilizan,
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consecuentemente, parcelas piloto y, adin aceptando sus
limitaciones, la informacidn que se obtiene esta
permitiendo progresar en este orden de conocimientos,
especialmente en lo que concierne a la ecofisiologia de la

micorrizacién.

1.7. Las MAV y su impacto en ecologia vegetal.

El papel de las MAV en la evolucién de las plantas
sobre la corteza terrestre ha sido, y continda siendo
actualmente, sumamente decisivo. En efecto las MAV estan
implicadas en diversas facetas de la ecologia vegetal,
entre las que cabe incluir:

(1) Desarrollo arménico de una "cubierta vegetal"
(bosques, praderas, sistemas agroforestales y
otros...)

(2) Cuando se pretende llevar a cabo una agricultura
de "mantenimiento" al minimo coste ecolégico y
econdnmico.

(3) Cuando el sistema de produccidén de plantas por
ejemplo micropropagacién, cultivo "in vitro" de
material vegetal, en la practica normal de
hortofruticultura que utiliza sustratos
esterilizados; lo cual ocasiona  problemas de
establecimiento de un material vegetal obtenido
en ausencia de microorganismos del suelo, y por
lo tanto de micorrizas.

(4) En situaciones ecolégicas adversas, las cuales en
resumen se pueden enumerar como sigue:

a) Recuperacidén de suelos degradados,con

tendencia a la desertizacién.
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b) Programas de estabilizacién de dunas.

c) Revegetacidén en suelos provenientes de
excavaciones (minas, canteras, construcciones,
por ejemplo).

d) Colonizacién de suelos en regiones aridas y
semidridas con problemas de estrés hidrico.

e) Colonizacién de suelos derivados de cenizas
volcanicas.

f) Crecimiento de plantas en ciertas situaciones
de estrés (salinidad, lluvia 4cida, pHs

extremos, temperaturas altas...).

2. MICORRIZAS EN LEGUMINOSAS.

2.1. La_simbiosis Rhizobium-leguminosa Y su

importancia en el ecosistema.

La fijacién biolégica de N2 atmosférico, es uno de
los procesos de mas importancia en el contexto de la
nutricidén vegetal, ya que mediante él se cicla el N desde
la atmésfera a la biosfera segin la operacién llevada a
cabo tanto por bacterias de vida libre como por bacterias
que se asocian simbiéticamente a las rlantas, formando en
las raices generalmente, los cldsicos nédulos en donde va
& actuar el sistema enzimiatico bacteriano responsable: La
nitrogenasa. La planta proporciona esqueletos carbonados,
cofactores y sistemas de regulacién para los procesos de
nodulacién y operacidén de la nitrogenasa. El amonio

formado en este proceso se exporta a la planta para su
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integracidén en 1las rutas metabdlicas que conducen a
proteinas y a otros compuestos nitrogenados de crucial
incidencia en la nutricién de las rplantas, y de los
animales que se alimentan de ellas. Los tres grupos
bacterianos implicados en FBN simbiética son:1) Rhizobium
SPP. que nodulan (con una excepcidén), 1las raices de las
leguminosas; 2) Frankisa spp. actinomicetos que nodulan la
raiz de ciertas angiospermas lefiosas y 3) Nostoc vy
Anabaena; cianobacterias (antes algas verde azuladas), que
nodulan las raices de las Cycadaceas (Gimnospermas).
Indudablemente, la contribucién cuantitativamente
mayoritaria de la FBN a la productividad vegetal es la que
deriva de la simbiosis Rhizobium-leguminosa. La
importancia de esta simbiosis estda avalada por su
incidencia en 1la produccién de alimentos y fibra, la
utizacién de estas plantas como abonado verde, y en la
colonizacién de suelos con algin tipo de estrés. E1l
proceso de nodulacién y sus aspectos ecolégicos,
fisioldégicos y bioquimicos como asi tambien la operacién
Yy regulacién del enzima nitrogenasa, con todas sus
implicaciones genéticas, bioquimicas y fisioldégicas, han
sido objeto de incontables estudios. Asi mismo tanto el
impacto de 1la FBN en el ecosistema como las limitaciones
que este proceso tiene, han recibido, y siguen recibiendo,
la atencién de los investigadores, como es bien conocido.
A modo de ejemplo, por su actualidad e implicancia en los
ecosistemas objeto del presente estudio se cita la obra
de recopilacién de Beck y Materon (1988). Aparte del
interés en si, del proceso de FBN, desde el punto de vista
de la productividad bioldégica, uno de los temas mas

atractivos, en el contexto del impacto de las leguminosas
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en el ecosistema, es el papel de estas plantas en 1la
transferencia de N a plantas no fijadoras asociadas, o el
uso del nutriente remanente por cultivos subsiguientes. De
todos son conocidos los beneficios de las leguminosas en
rotacién de cultivos, en praderas mixtas con gramineas, en
cultivos mixtos y en intersiembra. Estos estudios han sido
revisados recientemente (Heichel, 1987; Ofori vy Stern,
1987; Weaver, 1988). Los beneficios pueden ser de tipo
inmediato (plantaciones mixtas coexistentes), a medio
plazo (siguiente cosecha) o a largo plazo (efecto
residual). Todos estos procesos se han cuantificado ¥y en
la mencionadas revisiones se recopilan los valores
numéricos concretos. De cualquier forma, es de hacer
notar que estos estudios se estdn reconsiderado (Weaver,
1988; Danso, 1988) wutilizando metodologia mAs avanzadas
como las que usan isétopos estables (!5N). En el trabajo
de Barea et al (1988) se discuten estas metodologias y su
aplicabilidad a la evaluacién de la FBN y al papel de las
leguminosas tanto en 1la transferencia de N a plantas
asociadas, como en la recuperacién de nutrientes en

cosechas subsiguientes.

2.2. Micorrizas y nédulos en leguminosas.

La coexistencia de dos endofitos (HMAV y Rhizobium)
en raices de plantas de las subfamilias Papilionoideae y
Mimosoideae, en donde se encuentran todas las leguminosas
de interés en agricultura (Hayman, 1986), constituye una
entidad biolégica (una simbiosis tripartita) de sumo

interés cientifico tanto desde el punto de vista bédsico
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como aplicado. El hecho se conoce desde antiguo, pues, en
1944, Asai demostré que las micorrizas eran elemento
importante para el crecimiento de muchas especies de
leguminosas. Su ausencia provocaba un desarrollo limitado
de los nédulos en suelo de baja fertilidad. Hoy se sabe
que las 1leguminosas herbaceas tanto forrajeras como de
grano (objeto del presente estudio) y muchas lefiosas,
forman MAV. Los trabajos de Barea y Azcdén-Aguilar (1983) y
Hayman (1986) revisan la literatura cientifica que se
ocupa especificamente del tema. Tales revisiones seran
utilizadas como base que se complementari con un analisis
critico de 1la informacién recientemente publicada. Se
excluyen deliberadamente las referencias correspondientes
a la simbiosis tripartita en soja, vya que, por estar
incluida especificamente en el presente estudio, se les va

a dedicar una apartado especial (3).

2.3. Interacciones Rhizobium- leguminosa HMAV, a

nivel de establecimiento de la MAV o fermacidn

de nédulos.

De acuerdo con la revisién de Barea y Azcén-Aguilar
(1983), existe apoyo experimental a la existencia de
interacciones entre ambos tipos de microorganismos y la
planta hospedadora comin que se ejercen bien a nivel de
estadios de precolonizacién, cuando los microorganismos
comparten microhabitats en la rizosfera, durante el propio
proceso de penetracién de 1la raiz; o bien, en el
desarrollo de las simbiosis. Como sefialan Ames vy

Bethlenfalvay (1987) se ha prestado poca atencidén a las
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interaciones de los dos microsimbiontes en la rizosfera.
De un lado se ha indicado que aunque 1la nodulacidén y
la formacidén de MAV ocurren practicamente al mismo tiempo,
los dos endofitos no parecen competir por sitios de
penetracién (Smith Yy Bowen, 1979). No obstante, el
establecimiento de HMAV en las raices puede alterar los
ritmos de exudacién (Barea, 1986) v producir cambios
cualitativos vy cuantitativos en las poblaciones de
microorganismos en la rizosfera (Ames et al; 1984; Meyer y

Linderman, 1986), afectando posiblemente a los Rhizobium.

Se ha demostrado que 1los microorganismos del suelo
pueden estimular el desarrollo no-simbiético de HMAV "in
vitro" (Azcon-Aguilar et al, 1986 a) asi como el
crecimiento saprofitico (posiblemente de forma precaria)
de dichos hongos en el suelo y el establecimiento de

"puntos de entrada" en 1la raiz (Azcén-Aguilar y Barea,

1885).

En este ambito, se han propuesto varios mecanismos
para justificar tales interacciones microbianas. Asi, se
sabe que los microorganismos del sueloc producen compuestos
capaces de incrementar 1la permeabilidad celular y ello
afecta a los ritmos de exudacién de 1las raices (Bowen,
1980). Concretamente se ha descrito (Olivares et al. 1977)
que los polisacaridos exocelulares de Rhizobium
incrementan la exudacidn radical en la leguminosa
especifica. Posteriormente se verificéd que compuestos de
este tipo extraidos de R. meliloti fueron capaces de
incrementar el nivel de micorrizacidén en Medicago sativa

(Azcén-Aguilar et al. , 1980).
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De otro lado se ha comprobado que extractos libres de
células de un cultivo de R. meliloti que contenia
fitohormonas de tipo auxinico, giberelinico y
citoquininico incrementé los niveles de colonizaéién AV
en raices de M. sativa, de manera similar a sustancias
puras (auxinas, giberelinas y citoquininas) afiadidas a la
misma concentracién que la encontrada para ellas en los
extractos citados (Azcén et al. 1978; Azcén-Aguilar y
Barea, 1978). Los MAV producen también fitohormonas (Barea
y Azcén-Aguilar, 1982 b), se ha indicado un papel
relevante de estas sustancias en el desarrollo y funcién
de la simbiosis (Gianinazzi-Pearson y Gianinazzi, 1686).
Todo ello enmarca complejos mecanismos de regulacién de
flujos y efectos hormonales en la doble simbiosis que

pueden estar implicados en la formacidén de las mismas.

Hay evidencias de que la estirpe/cepa de Rhizobium no
cambia los niveles de micorrizacién en unos casos (Badr
El1-Din y Moawad (1988), mientras que en otros si los

altera (Azcén-Aguilar et al.,1982).

2.4, Efectos de las MAV sobre la FBN mediados por el

aporte de P.

Hoy en dia estd completamente establecido que la

micorriza actaa positivamente sobre la simbiosis
Rhizobium-leguminosa debido a que induce incrementos
tanto en la nodulacidn (infectividad) como en la

efectividad del sistema fijador. En una extensa literatura
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cientifica recogida en trabajos de revisidén recientes
(Barea y Azcén-Aguilar, 1983; Hayman, 1986; Barea et al.,
1988) se discuten diversos aspectos de la influencia de
las micorrizas en la capacidad colonizadora del Rhizobium
asi como en el nimero y tamafio de 1los nédulos formados y
en el desarrolle de 1la actividad nitrogenasa. Estos
efectos parecen ser debidos, en gran parte, a las mejores
disponibilidades en fésforo de las plantas micorrizadas
(Gueye et al. ,1987). El1 hecho es critico ya que
concretamente Mosse et al. (1976), se encuentran que la
concentracién de P en los tejidos de la planta debe ser
superior al 0.15% para que se produzca nodulacién y que el
nédulo usualmente requiere, y posee, 3 veces mas fésforo
que la raiz que lo soporta. De hecho se sabe que la
actividad nitrogenasa depende de wun aporte relativamente
elevado de P ya que 21 moles de ATP son requeridos para la

fijacién de 1 mol de Nz .

Un tema bastante discutido fué si el "efecto
micorriza" sobre 1la nodulacién y la FBN es una mera
consecuencia de una accién general sobre el crecimiento y
nutricién fosfatada de 1la planta o si existe un efecto
"mas dirigido" al nédulo. Algunos autores apoyan la idea
de que los efectos de la micorriza sobre . la nodulacién se
ejercen a través de la planta, y que, por tanto, la
interaccién Rhizobium-HMAV es un caso de '"mutualismo
indirecto"” (Cluett y Boucher, 1983). No obstante la
conclusién general es que tal efecto indirecto tiene una
gran participacién. Sin embargo, también se ha demostrado
que existe una estimulacién "preferecial directa" de la

funcién del nédulo por la micorrizacidén. Asi, por ejemplo,
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Smith y Daft (1977) encontraron que las plantas
micorrizadas tenian una concentracién de N (%) superior
que las plantas control con valores similares de peso seco
vy parecida relacidén entre el peso seco de la parte
aérea/raiz. Posteriormente Smith et al. (1979), en un
ensayo de tipo "time-course", confirmaron que el efecto de
las micorrizas sobre la nodulacién y actividad nitrogenasa
ocurria antes que los efectos de 1la misma sobre el
crecimiento. Los autores atribuyen el hecho a que los
nédulos, debido a su gran demanda de fosfato ¥y proximidad
a las células colonizadas por arbiisculos (donde se estaba
liberando el nutriente), actuaban como sumidero inmediato
del mismo. Otra prueba de la existencia de la demanda
especial de P por el nédulo, "independiente" de la
ejercida a partir de un efecto mediatizado por el aporte
general de P a la planta, es la que se deduce del trabajo
de Asimi et al. (1980). Estos autores aplican dosis
crecientes de fosfato a una leguminosa doblemente
simbidética y encuentran que primero se elimina el efecto
de las MAV sobre el crecimiento, sin afectar a la
nodulacién ni FBN, y, progresivamente, al ir aumentando la
dosis, se va eliminando el efecto micorriza sobre .
nodulacién, y a dosis mas altas, el ejercido sobre la

actividad nitrogenasa.

2.5, Efectos de las MAV sobre la FBN mediadas_por

otros nutrientes distintos del P.

Teniendo en cuenta que las leguminosas tienen

especiales demandas en otros nutrientes,; tales como
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molibdeno, cobre, cobalto, calcio, hierro, =zinc , etc
(Munns y Mosse, 1980; O’hara et al.,1988) el aporte de
algunos de estos nutrientes por MAV podria estar implicado
en el efecto de 1la simbiosis sobre la FBN. Trabajos
recientes (Krishna vy Bagyaraj ,1984; Pacovsky, 1986;
Kucey y Jansen, 1987) confirman que el beneficio que las
MAV proporcionan a las leguminosas, estd directamente
implicado en el aporte de Fe, Zn y Cu. Con relacién a los
macronutrientes, el trabajo de Saif (1987) indica un
efecto positivo de las MAV en la adquisicién de K, Cay
Mg. Colateralmente a esta tematica, un caso de interés, es
la posible contribucién de las MAV a que las plantas,
especificamente las leguminosas, capten N del suelo . El
hecho tiene gran interés en general, pero representa una
situacidén especial para las leguminosas ya que ello podria
afectar la FBN. En realidad parece ser que tales efectos
puestos de manifiesto por Barea et al. (1987); Kucey y
Bonetti (1988); Carpenter y Allen (1988), incluso con
apoyo en técnicas isotépicas 15(N) en los dos primeros

trabajos, no perjudican la FBN.

2.6. Efectos de las MAV sobre la FBN no mediados por

el aporte de nutrientes.

Ademds de las acciones de las MAV sobre el proceso de
nodulacidn, comentadas en el apartado 2.3. precedente, se
han descrito otros efectos no-nutricionales, los cuales
relacionados con la fisiologia de 1la doble simbiosis,
bparecen estar implicados en aspectos tales como el proceso

de fotosintesis, distribucién de fotosintetizados,
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relaciones hidricas en la planta, regulacién de procesos
hormonales, etc. Lo cierto es que la respuesta de la
planta a wuna doble colonizacién, se sabe que es compleja
Y, que depende de lograr los correspondientes equilibrios
entre los tres miembros de la simbiosis que, en muchos
casos, s6lo se explican por la intervencién de procesos de
regulacién funcional que ocurren adicionalmente a los
relacionados con el aporte de nutrientes por los
microsimbiontes (Pacovsky et al ., 1986). Estos van a ser
tratados a continuacién.

En primer lugar hay que considerar los procesos de
tipo hormonal. En parte porque el hongo produce hormonas
(Azcén-Aguilar y Barea, 1980; Barea y Azcén-Aguilar,

1982 é) o bien porque alterna los equilibrios hormonales
(Allen et al.,1980 y 1982), algunos efectos de la
micorrizacién sobre el crecimiento y morfogénesis de
plantas (incluidas leguminosas) parece asociadas a un

mecanismo mediado por esas sustancias (Azcén et al. 1978).

De otro lado, las micorrizas producen cambios en la
distribucién de fitomasa entre parte aérea y raiz (Smith,
1980). Se sabe que estos se ejercen mediante controles de
tipo "feed-back" sobre la bajada de fotosintetizados desde
la parte autotréfica de 1las plantas a la heterotréfica
(raiz + micorriza + nédulos). El mero aporte de nutrientes
por la micorriza interviene en tales regulaciones, pero se
sabe que otros mecanismos de naturaleza hormonal pueden
estar implicados en el efecto de las MAV (Azcén-Aguilar

et al ; 1984). Trabajos recientes en leguminosas
corroboran tales efectos (Azcén-Aguilar et al, 1986 b;

Jakobsen, 1987).
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Otro aspecto es el papel de 1las MAV ayudando a la
planta ( y a 1la simbiogsis) a superar situaciones de
estrés. Con respecto a la sequia, trabajos recientes con
leguminosas (Pefia et al, 1988; 1988; Azcén et al, 1988)
confirman que las hifas de las MAV contindan introduciendo
en la planta nutrientes poco méviles en condiciones de
sequia, en las que es ailin mds critica la movilidad de
iones. En el dltimo trabajo citado se demuestra, usando 15
N, un efecto positivo, sobre 1la FBN en condiciones de
elevada sequia. En los tres trabajos mencionados se revisa

la literatura sobre el tens.

Otras temidticas que han recibido alguna atencién son
las concernientes a otra situacidén de estrés, cuya
toxicidad para la FBN es aliviada por MAV. Por citar
algunos estudios recientes, Pfeiffer y Bloss {1988) y
Azcén et al, (1988) presentan evidencias, en el dltimo

caso usando 15N del efecto de las MAV.

El significado de las MAV en la proteccién frente a
patégenos de la raiz ha sido estudiado para leguminosas
(ver Hayman, 1986) habiéndose demostrado beneficios de las
MAV en este sentido. Otro aspecto a considerar es
establecer la naturaleza (localizada o sistemica) de las
respuestas de las interacciones entre los microsimbiontes,
obviamente wuna accién localizada apoyaria efectos no
nutricionales dada la movilidad del fosfato y otros
nutrientes dentro de 1la planta. Mediante el uso de un
sistema de raiz compartida en el que sélo se micorriza una

parte del sistema radical, Ames y Bethlenfalvay (1987) han
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analizado la problemdtica antes aludida. Las conclusiones
de su trabajo indican que existe una influencia
localizada, no-sistémica, y no mediada por P , del hongo

de la micorriza sobre actividad de los nédulos.

2.7. Papel de las micorrizas en la transferencia de N

en comunidades mixtas de plantas leguminosas vy

no-leguminosas.

Se conoce que una fraccidén de nitrégeno procedente de
FBN puede ser compartido con plantas no fijadoras que
crecen asociadas a las leguminosas, en un pastizal o en
cualquier sistema agroforestal, por ejemplo. (Haynes,

1980; Ofori y Stern,1987; Weaver,1988).

La posibilidad de que la micorriza de una no-fijadora
capte compuestos nitrogenados en la rizosfera de la
leguminosa, incluso implicando micelio de una micorriza
comin de las dos plantas (Newman, 1985) se ha apuntado, en
cuanto a su implicacidn en la transferencia de nutrientes
entre plantas de distintas especies que convive en
proximidad (Francis et al. 1986). El caso de leguminosas y
gramineas asociadas ha sido considerado, desde este punto
de vista, teniendo en cuenta que las leguminosas son més
micotréficas que 1las gramineas. Las micorrizas pueden
compensar la ventaja competitiva de las gramineas para
buscar fosfato, accién que ejecutan mas héabilmente éstas
que las leguminosas por diferencias en las caracteristicas
de los respectivos sistemas radicales (Haynes, 1980; Munns

y Mosse, 1980). Este efecto de la micorrizacién se puso de
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manifiesto en varios estudios que revisan Barea et al.

(1988).

Los estudios sobre rotacién de cultivos en los que se
implican leguminosas son de gran interés desde el punto de
vista de manejo del sistema micorriza. Asi se ha puesto en
trabajos experimentales (Sieverding y Leihner, 1984), y de

revisién (Barea et al, 1988).

2.8, Coste energético de la asociacién Rhizobium-

leguminosa- micorriza,

Puesto que ambos micro-simbiontes necesitan obtener
compuestos carbonados de la planta hospedadora comin, lo
cual representa un gasto de fotosintetizados, se ha
prestado wuna atencién considerable a valorar el costo
energético de 1la simbiosis tripartita. Se han llevado a
cabo algunos ensayos wutilizando 1!4C; asi Pang y Paul
(1980) encontraron que el consumo extra de C en micorrizas
de Vicia faba equivalia a un 10% del total
fotosintetizado. Posteriormente Kucey y Paul (1982)
comprobaron que los nédulos de V. faba no micorrizada
utilizaron un 6% de fotosintetizado, mientras que los de
plantas micorrizadas consumian un 12%, ademds el hongo,
"per se" también utilizé un 4% adicional, para su propio
metabolismo y desarrollo. Paralelamente, también se
encontré que el ritmo de fijacién neta de C expresada como
"g de C. g de materia seca en parte aérea-1", incrementé
en las plantas noduladas y micorrizadas, lo cual

"compensaba" el coste adicional de C. En estos ensayos se
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suministré N y/o P a las plantas control correspondientes
para obtener plantas comparables, sabiendo que una
diferencia en el aporte de nutrientes puede falsear las
conclusiones en el estudio de efectos de las MAV no

mediadas por el aporte de P.

Llegado este punto hay que hacer constar que 1la gran
mayoria de los estudios sobre este tema, y especialmente
las aportaciones més recientes, son las 1llevadas a cabo
con soja. Por razones antes expuestas se reservan los
comentarios correspondientes para el apartado 3 de este

capitulo.

2.9. Efectos de los fertilizantes fosfatados sobre la

doble simbiosis.

Posiblemente la interaccién P por MAV es uno de los
temas mas estudiados en este contexto (Mosse, 1986 b).
Unas dosis de fosfato llamadas agronémicas pueden inhibir
la formacién y/o funcién de las MAV. Sin embargo es obvio
que la operacidén correcta de una micorriza puede inducir a
un empobrecimiento de 1los suelos en P, por lo que es
légico pensar en aplicaciones de fosfato racionales a
sistemas Rhizobium- leguminosa-MAV. Esto suele hacerse
utilizando dosis controladas de P soluble o bien fosfato

natural, de dificil utilizacién en muchos casos.

Con respecto al P soluble, es recomendable elaborar
curvas de respuesta al P en sistemas Rhizobium-leguminosa

micorrizados y no. Ello ayudaria, de un lado a definir el
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grado de dependencia a la MAV del sistema; 7y por otro,
servirad para seleccionar la dosis de P que, junto con MAV,
produzca el maximo efecto sobre FBN. Estudios ya clésicos,
revisados por Barea y Azcén-Aguilar (1983) o recientes
(Salinas et al. 1985; Suman Bala y Singh, 1985; Subba Rao
et al., 1986; Lioi y Giovanetti, 1987; Purcino et al,
1986; Sainz y Arines, 1988) confirman que a niveles medios

de P se consiguen mejores respuestas a la micorrizacién.

Con respecto a la utilizacién de fosfato natural
conviene recordar que las MAV no solubilizan fosfato, sino
que agilizan la captacién del que se disuelve fisico-
quimico o bioquimicamente (Barea et al. , 1983). En suelos
dcidos las MAV ayudan a la utilizacién de fosfatos de roca
por sistemas Rhizobium-leguminosa (Hayman, 1986; Mosse

1986 b; Ikram et al. 1987).

En suelos neutros ¥y neutro-alcalinos, se han
encontrado algunas respuestas favorables a la interaccién
fosfato natural por MAV sobre FBN (Barea et al.,1983). En
este contexto hay que referir que un estudio en el que se
utilizé fosfato insoluble marcado con 32P (Azcén-Aguilar
et al., 1986 b) se comprobé que una micorrizacién adecuada
mejoré la wutilizacién de dicho compuesto, al mismo tiempo
que incrementdé el porcentaje de utilizacién por la planta
del fertilizante, Jo que repercutié en el desarrollo del

sistema Rhizobium-leguminosa empleado.

2.10, Significado ecoldgico de las MAV en

leguminosas.
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La susceptibilidad de las leguminosas a formar una
doble simbiosis confiere a estas rlantas un interés
singular desde el punto de vista ecolégico. Asi, se puede
decir que 1la importancia de las MAV en los aspectos
listados en el apartado 1.7. de este capitulo adquieren un
caracter especial si la planta en cuestién es una
leguminosa. Aparte de una informacién de base sobre el
tema en la que no se insiste, pero se recomiendan las
revisiones de Barea vy Azcén-Aguilar (1983) y Hayman
(1986); se comentan algunos casos puntuales de interés.
Por ejemplo , un caso curioso es el papel de las
leguminosas como fuente de inéculo en una sucesién
vegetal en las que ellas son colonizadoras pioneras, en
algunos casos. Desde el punto de vista evolutivo, como
eslabdn de conexidén entre los primitivos habitats
endotréficos y los mds posteriores ectotréficos (ver
Roldan-Fajardo y Barea, 1987), es de destacar la
existencia de plantas capaces de formar MAV ¥ micorrizas
ectotréficas (MEC). Este el caso de Eucaliptus (Malajczuk
et al., 1981). Estas plantas constituyen la especie
predominante en los bosques de Australia en donde forma
ecosistemas equilibrados con leguminosas dotadas de MAV en
el sotobosque. Cuando se acumula materia organica (manto)
en el bosque de Eucaliptus, las leguminosas quedan
eliminadas y se favorece el desarrollo de MEC. El fuego,
componente natural de los ecosistemas de Australia, hace
un  nuevo ciclo ya que después de él empiezan a crecer
leguminosas con MAV y a rebrotar los Eucaliptus, que
comienzan a ser colonizados por HMAV a partir de las

raices de las leguminosas (Malajczuk et al.,1981).
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En otro orden de cosas, Malajczuk et al. (1981),
citan una asociacién importante para la estabilidad
ecolégica de estos bosques templados endotréficos. Se
refieren a la MAV desarrollada por Eucaliptus con
leguminosas lefiosas, concretamente, Acacia sSpp.
Realmente, la importancia forestal de leguminosas
formadoras de doble simbiosis: con Rhizobium sp. y HMAV, o
de plantas actinorrizicas y micorricicas, resulta critica
en virtud de sus implicaciones simultédneas en los ciclos
del P y del N, La existencia de nédulos fijadores de Nz y
endomicorrizas en plantas arbéreas se conoce desde hace un
siglo y desde entonces se han 1llevado a cabo varios
estudios, experimentales (Roskoski et al.,1986; De la
Cruz, 1988); o revisiones (Roldan-Fajardo y Barea, 1987),

como ejemplos recientes.

Desde el punto de vista evolutivo, en relacidén con
las micorrizas en leguminosas arbéreas, es de destacar que
las plantas de las subfamilias Faboideae (antes
Papilionoideae) y Mimosoideae usualmente estan noduladas y
tienen micorrizas del tipo AV. En cambio las
Caesalpinoideae, raramente forman ndédulos Y normalmente
forman MEC. De acuerdo con Malloch et. al., (1980),
autores de estas observaciones, los nédulos vy las MEC
podrian ser considerados como medios alternativos para
suministrar N a las plantas Ya dgque, como se ~onoce, la
capacidad de mineralizar N organicc es bastante comin en

hongos EC.

En lo refervnte a pastizales, sélo un breve

comentacio adicional al papel de las MAV. Se sabe que la
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estabilidad de wuna pradera depende del equilibrio entre
sus plantas fijadoras de N fundamentalmente leguminosas,
y no-fijadoras. Como el proceso de fijacién de Nz precisa
un consumo extra de fosfato y las leguminosas suelen tener
un sistema radical poco hdbil para buscar dicho nutriente,
estas plantas necesitan estar micorrizadas para
desarrollar el proceso que introduce N en el ecosistema.
Las leguminosas son, en efecto, muy micotréficas y las MAV
desempefian, por tanto, un papel estabilizador en los
fenémenos de competencia entre leguminosas y gramineas en

el pastizal (Barea y Azcén-Aguilar, 1983; Hayman, 1986).

En otro orden de cosas, Sse conoce que los
microorganismos del suelo por su participacién directa en
el establecimiento de las plantas, su influencia en
regeneracién de materia organica, estabilizacidén del suelo
vy efectos en diversas actividades, juegan un papel
fundamental en los procesos de revegetacién en ambientes
xéricos (Skujins, 1984). Las MAV concretamente, tienen

una importancia basica en estos procesos en ambientes

deteriorados por diversas causas. Este hecho cobra
especial interés en el caso de especies lefiosas ¥y
perennes. Los trabajos de Trappe (1981) describen la

presencia de MAV en leguminosas lefiosas crecidas en suelos
aridos y semidridos (Bethlenfalvay et al.,1984; Skujins
1984) analizan este hecho no sé6lo, en cuanto a la ventaja
en si de 1la micorrizacién para la captacién de agua y
ciclado de nutrientes en estos suelos, sino también, en

cuanto a ser estas plantas perennes reservorio de

infectividad para las herb&dceas anuales.
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Lo expresado para la recuperacién de suelos en zonas
desertizadas es igualmente aplicable a otros ambientes en
los que dominan condiciones poco apropiadas para la
implantacién vegetal,como son los que se desarrollan sobre
restos de turberas y minas, terrenos encharcados o habitat
salinizados. En este sentido sélo mencionar un excelente
trabajo de revisién de Mosse (1986 a) en el que analiza y
discute el significado de las MAV en el desarrollo de
rplantas en condiciones ecélogicas adversas, enumeradas
anteriormente, asi como en el caso de lo que se puede

llamar "agricultura de mantenimiento".

Como puede deducirse de lo anterior, y a manera de
epilogo, se puede decir que las leguminosas adecuadamente
noduladas y micorrizadas ofrecen una contribucién a lo que
podria catalogarse como una alternativa para una
agricultura que, marcada actualmente por unos costos
elevados de fertilizantes tradicionales, debe utilizar
métodos biolégicos para facilitar, en consecuencia, los
nutrientes que la planta necesita, a un menor coste
ecoldégico y econdémico. Teniendo en cuenta la condicidn de
"casi universalidad" de las MAV asi como las dificultades
actuales para la practica 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 recordar la importancia que tiene el potencial
natural de micorrizas de un suelo. En primer lugar,
mediante la investigacién adecuada, se pueden predecir
hasta qué punto ciertas préacticas agricolas no deben
aplicarse para preservar dicho potencial; en segundo

lugar, cudles de dichas practicas pueden optimizar la
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accién de las MAV naturales y, finalmente, no olvidar que
esas micorrizas propias de suelo siempre deben ser tenidas
en cuenta cuando se deba practicar la inoculacidén de HMAV
seleccionados de acuerdo con los criterios cientificos
antes discutidos. En este sentido se han de tener en
cuenta los estudios de dispersién del indéculo (Scheltema
et al.,1985) y de compatibilidad de endofitos (Lopez-
Aguillon y Mosse, 1987; Arines et al.,1988), por referir

s6lo algunos ejemplos recientes, referidos a leguminosas.

3. INTERACCIONES BRADYRHIZOBIUM-SOJA-HONGOS DE LA
MICORRIZA

3.1. Consideraciones generales,

Aunque fue en 1896 cuando Janse, describidé por
primera vez la coexistencia de una bacteria y un hongo,
como integrantes de una asociacién tripartita establecida
en las raices de leguminosas; como se indicé
anteriormente, no fué hasta 1944 cuando, Asai, demostrd
que la nodulacidén de las leguminosas era en gran manera
dependiente de la formacién de micorrizas. Desde entonces
y dada la repercusién de dicha doble simbiosis en el
incremento del crecimiento y/o rendimiento de estas
plantas, el tema ha recibido una considerable atencidén por
parte de los investigadores en esta 4rea. Aparte de su
importancia practica, otros factores le confieren interés

al tema, fundamentalmente, porque la compatibilidad
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fisiolégica de los microsimbiontes asociados, es muy
compleja; en este sentido, merecen un tratamiento
particular los estudios 1llevados a cabo con soja. Las
respuestas a la micorrizacién, en términos de incremento
de biomasa vegetal 6 de produccién de grano, estén
influidas por el grado de dependencia del cultivar §&

ecotipo de 1la planta hospedante, de las especies o cepas

endofiticas y del nivel de fertilidad del suelo
(Gerdemann, 1968). Estos conceptos se van a considerar a
continuacién, manteniendo como denominador comiin un

conjunto de aspectos que relacionan la fisioclogia de la
simbiosis tripartita en lo que concierne a las
interacciones de 1los microsimbiontes y a la demanda que
ejercen sobre la planta, en compensacién a los beneficios

que esta recibe de sus endofitos.

3.2. Caracteristicas generales de la planta

hospedante.

Es bien conocido que la soja se cultiva por la
singular riqueza proteinica de sus granos. Durante la
formacién de estos frutos, tiene lugar una demanda de
nitrégeno superior a la de otros cultivos agrondémicos
(Lawn y Brun, 1974; Sinclair y Wit, 1976; Zapata et al.,
1987). En consecuencia, si se pretende lograr altos
rendimientos, la mencionada etapa serd critica yYya que si
no se consigue satisfacer la demanda de los frutos por
disponibilidad de nitrégeno en el suelo 0,
fundamentalmente por la fijacién de nitrégeno atmosférico,

se requerird una adicién de fertilizante nitrogenado.
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Algunos autores sefialan que la aplicacidén de hasta 40 Kg
N. ha-!, durante el llenado de 1los granos, aumenta los
rendimientos sin inhibir el proceso de fijacidén de

nitrégeno (Afza et al., 1987).

La doble simbiosis en las leguminosas, como se ha

discutido anteriormente, provee a las plantas de
mecanismos biolégicos capaces de disminuir este
requerimiento de fertilizante y ademds, 1les permite

reducir el costo de su propia actividad mediante una serie
de cambios en la distribucién de fotosintetizados (Pang y

Paul, 1980; Kucey y Paul, 1982)}.

3.3. Relaciones de dependencia entre los componentes

de la simbiosis tripartita.

Como se sabe, el procesc de fijacidén de nitrdgeno
para ser eficiente, requiere de niveles adecuados de
fésforo en la planta, los cuales pueden ser mantenidos por
actividad de las MAV, que a su vez, necesitan de los
fotosintatos para sobrevivir (Barea y Azcén-Aguilar, 1983;
Hayman, 1986). Cada uno de los asociados, se beneficia si
existe un equilibrio entre la capacidad metabdlica de la
planta y el desarrcllo de biomasa de los endosimbiontes

(Tinker, 1975).

Cuando los niveles de fésforo disponible en el suelo
son adecuados, la planta micorrizada experimenta un
aumento en el crecimiento relacionado con un balance entre
lo que capta el micelio extramatrico del HMAV y (por tanto

el sistema productor) y el sistema de almacenamiento,
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transferencia, y gasto sin aporte. Esa relacién de micelio
extraradical/intraradical disminuye a través del tiempo.
Como el micelio extramatrico es el que capta los
nutrientes desde el suelo, esta relacién
extra/intramdtrico se ha propuesto como un indice de la
utilidad del endofito para el huésped. Altos valores de
este indice coinciden con un aumento en el crecimiento de

la soja (Bethlenfalvay et al, 1983).

Si la formacidén de biomasa del hongo compite con 1la
soja por el P disponible o por la fuente de carbono, la
asociacidén puede transformarse en parasitica con graves
implicaciones sobre el desarrollo del hospedante
(Bethlenfalvay et al, 1983). Este fenémeno, ha sido
descrito, en general, en estadios iniciales de
colonizacién micorricica y de nodulacidén, donde el
drenaje de carbono que provee la planta no estd ain
compensado por 1la actividad de los endofitos y puede
inducir a una depresidén en el crecimiento de 1la prlanta
(Smith, 1980). También se debe considerar que, una veg
establecido el componente intraradical del hongo, puede
ocurrir la formacion de un gran numero de vesiculas, con
material de reserva que, aparentemente, no contribuye a 1la
nutricién de 1la planta (Bethlenfalvay et al, 1982). La
disponibilidad de fésforo en el suelo es critica vy
determina un comportamiento diferente de las plantas
micorrizadas., Si la concentracién estd por encima o por
debajo del nivel 6ptimo capaz de mantener la micotrofia,
se llega a un umbral donde la planta se independiza de 1la

micorriza para la captacién de fosfato (Bowen, 1978).
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Altos niveles de fésforo pueden resultar en un
aumento de las estructuras vegetativas de la soja, en
detrimento de la formacién de granos, como asi también en
la disminucién de la concentracién de nitrégeno en los
tejidos vegetales resultante de la dilucién de nutrientes
ocasionada por dicho desarrollo vegetativo (Pacovsky y
Fuller, 1986). El fésforo adicional reduce la
concentracidén de carbohidratos solubles, pero incrementa
la materia seca porque el fésforo, que es un requisito
esencial para todas las reacciones de transferencia de
energia, activa la fotosintesis y sus productos son usados
inmediatamente para el crecimiento de la planta (Brown y
Bethlenfalvay, 1986). En efecto, el fésforo adicional
incorporado por 1las MAV permite una transferencia de
energia mas eficiente v s los productos de 1la
fotosintesis pueden ser wusados inmediatamente para el
desarrollo de materia seca (Same et al, 1983). También

disminuye la micorrizacién y puede llevar a la planta a un

estado de "inmunidad" respecto a la colonizacién
micorricica (Bethlenfalvay et al, 1983; Barea y Azcén-
Aguilar, 1983). Aunque en algunos casos, la adicién de

fésforo que reduce el porcentaje de micorrizacién, no
disminuye 1la longitud de raiz colonizada debido a un

crecimiento simultdneo de las raices a estos niveles de

fertilizacién (Asimi et al.,1980). Si, por el contrario,
la baja disponibilidad de fésforo, se convierte en el
factor limitante, las plantas micorrizadas mantienen un

equilibrio nutricional bien balanceado (Barea y Azcén-
Aguilar, 1983) y presentan una respuesta mediada por el
hongo que las diferencia de las no-micorrizadas (Kawai y

Yamamoto, 1986; Pacovsky et al, 1986; Yamada e Ikeda,
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‘ 1987).

Cuando las plantas se someten a una variacién en los

niveles de fésforo disponible, se pone de manifiesto el
efecto nutricional mencionado N las plantas no-
micorrizadas pueden llegar a adquirir wun desarrollo

similar al de 1las micorrigadas que crecen con baja
disponibilidad de fésforo, al menos en algunas de las
dosis de fertilizacién usadas. Esta equivalencia, que se
consigue con el reemplazo de la accién micorricica por la
adicién de fésforo que es captado directamente por la
planta, es importante en estudios sobre 1la doble
simbiosis. En el caso de la soja, dicha equivalencia,
parece estar restringida s6lo a la morfologia, porque
ciertamente la fisiologia de 1las plantas micorrizadas
presenta particularidades adn cuando las plantas tengan
igual peso seco, e inclusive igual relacién peso seco
aérea/peso seco raiz (Pacovsky, et al, 1986). Sin embargo
sigue siendo una base de estudio suficiente para
interpretar efectos diferentes a los mediados por el
incremento en el aporte de P, ya que la fijacidén de CO: y
de Nz, es potenciada por la colonizacién micorricica,
siempre que se comparan con plantas no micorrizadas de
igual desarrollo o nutricionalmente equivalentes (Brown y

Bethlenfalvay, 1987).

En ensayos en los que se comparaban plantas de soja
inoculadas con Bradyrhizobium Yy Glomus mosseae o,
fertilizadas con distintas dosis de fosfato (Brown et al,
1988), demostraron un aumento en la eficiencia del uso del

| fésforo para 1la fijacién de CO: por soja micorrizada

51




respecto a las plantas que crecian en el menor nivel de
fosfato (0.3 mM KH2POs), en tanto que la actividad
nitrogenasa fué menor y también las plantas micorrizadas
tuvieron mayor nimero de nédulos pero, menor masa nodular
vy actividad nitrogenasa en comparacién con las que
crecieron con el mayor nivel de fosfato (0.6mM KH2PO4 ). A
pesar de la menor actividad nodular, las micorrizadas
tuvieron mayor porte y mayor concentracién de nitrégeno
que las altamente fertilizadas, sugiriendo efectos no
nutricionales de las plantas micorizadas mediante un
mecanismo llevado a cabo por el hongo pero mediado por el
huésped (Brown y Bethlenfalvay, 1987). Quizas un buen
criterio para evaluar la equivalencia sea el propuesto por
estos autores, en el cual se le asigna wuna importancia
prioritaria a la eficiencia con la que las plantas
simbiéticas o fertilizadas wutilizan los nutrientes para

conseguir un nivel comparable de actividad.

Como se discute posteriormente, el estrés de carbono,
produce efectos depresivos sobre el funcionamiento de las
plantas de soja, de las micorrizas y del Bradyrhizobium,
con una distribucién preferencial 'de los recursos de la
planta hacia las raices, provocando un patrén de respuesta
diferente para el nédulo donde, ademds, su actividad puede
ser mantenida, a expensas del desarrollo de su biomasa.
También la biomasa fingica se afecta en menor medida que
el crecimiento vegetativo de 1la planta (Bayne et al,

1984),

Estos resultados indican el potencial fisioldégico que

tiene la soja para adaptarse a situaciones de depresién de
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la fotosintesis, manteniendo en actividad a sus endofitos;
de cuyo establecimiento, resulta una relacién
simbiotréfica y, especificamente para las micorrizas, de
tipo micotré6fica, como fué definida por Cooper (1975). A
pesar de ésto, no se descarta la posibilidad de que
también el HMAV prolifere como un mecanismo de
sobrevivencia frente a la disminucién de fuente carbonada

(Bethlenfalvay y Pacovsky, 1983).

De acuerdo con estos conceptos cabe hacerse una
pregunta ;Hasta qué punto la planta es capaz de modificar
su metabolismo para mantener a sus simbiontes en

actividad?

3.4. Coste energético de la doble simbiosis v

compensacién fotosintética.

Para contestar a la pregunta anterior Harris et al.
(1985) disefian un ensayo en el que pretenden estudiar los
efectos sobre la fijacién de 14C0; y distribucidén de 14C
¥, los efectos de la inoculacién individual y doble de la
soja con sus dos microsimbiontes. Como controles utilizan
plantas compensadas con fertilizantes quimicos, N y P.
Encuentran que, a las seis semanas de crecimiento, los
nédulos en plantas micorrizadas habian consumido el 12%

del fotosintetizado mientras que la propia micorriza habia

utilizado un 17% . Sin embargo, este gasto de
fotosintetizados se compensd porque las plantas
doblemente simbiéticas habian incrementado su ritmo de

fijacidén de 14CO2 en un 47% con respecto a los controles
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no simbidéticos. El area foliar especifica (4rea
foliar/peso seco foliar) aumenté en un 24% en plantas con
ambos simbiontes, mientras que el contenido en almidén de
las hojas en 1las plantas noduladas y micorrizas habia

descendido en un 50%.

Estos hechos los interpretan los autores como una
adaptacién de las plantas de soja para satisfacer los

requerimientos de los dos microsimbiontes.

Para discutir sus resultados Harris et al. (1985)
comparan algunos aspectos de lo que ocurre a plantas
noduladas y fertilizadas con fosfato, con plantas
noduladas y micorrizadas. En el caso de 1las plantas
fertilizadas con P, el 4rea foliar especifica incrementé,
mientras que la masa foliar se reducia, de manera tal que
la relacidén global area foliar a peso seco de la planta no
cambidé. Por 1lo tanto, en estas plantas los incrementos en
asimilacién de C se deben solamente a un incremento en la
fijacidén de 14C0O2 por unidad de superficie foliar, lo cual
se produjo sin que cambiara la concentracién de fésforo o

nitrégenc ni los productos de reserva.

Herold (1980) propuso que, en plantas compensadas con
fertilizantes, la asimilacién de C puede estar limitada
por un acumulo de productos finales de la fotosintesis;
por ejemplo puede acumularse sacarosa-6-P lo cual retiene
el fosfato en fracciones inactivas y se reduce el
intercambio del nutriente a través de las membranas del
cloroplasto. Una bajada en la concentracién de fosfato en

el cloroplasto puede afectar también al ciclo de reduccién
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de C al afectarse la relacién ADP/ATP en el estroma.

Otra situacién colateral es que el almidén, se
acumule en 1los cloroplastos 1lo que conlleva a que

decrezcan las tasas de fotosintesis.

En contraste, en plantas noduladas y micorrizadas el
incremento en 4rea foliar no fué equilibrado por una
reduccién relativa de la masa foliar. Por ello la relaciédn
entre Area foliar y peso seco de la prlanta incrementd, por
lo cual 1la asimilacién de C se vidé afectada tanto por el
incremento en 4rea foliar como por los ritmos relativos de
fijacién de C por unidad de superficie, que fueron
superiores en estas plantas micorrizadas y noduladas que

en los controles.

La movilizacidén del almidén vy el incremento en los
ritmos de asimilacién de C en plantas noduladas vy
micorrizadas que encontraron, Harris et al. (1985), asi
como las altas concentraciones de P en estas plantaé,
estan de acuerdo con la hipétesis, de que las
concentraciones de P en hoja son importantes para

controlar 1la asimilacidn y translocacidén de C (Priess,

1984} .

Es obvio que las relaciones "fuente-sumidero"” de C
estan implicadas en el contexto de las adaptaciones que la
soja desarrolla para satisfacer la demanda de sus
endofitos microbianos. En relacidén con esto hay que
referirse al trabajo de Koch y Johnson (1984) que utilizan

un sistema de raiz compartida; una parte micorrizada y
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otra no. Estos autores encuentran que a pesar de que la
concentracién de P(%) fué similar en ambas partes de la
raiz; a la parte micorrizada se dirigié mds del doble del
14C fotosintetizado. Estos resultados indican que la
"fuerza del sumidero" (raiz micorrizada) puede afectar el
modelo de distribucién de C desde la fuente (hojas)
independientemente de 1los efectos debidos al P o la

"fuerza de la fuente".

De todas formas, sigue siendo la planta quien dirige
a sus endosimbiontes durante las distintas etapas de su
desarrollo. Se ha demostrado un cese en la fase de
crecimiento rdpido de Glomus fasciculatum después que se
formaron las estructuras vegetativas de la soja,
coincidentes con el inicio del desarrollo de las vainas
(Bethlenfalvay et al, 1982). Ademéds, parece ser que los
requerimientos de N por el Bradyrhizobium y de fésforo por
la micorriza, primero pueden ser "comunicados" a la planta

Yy luego a su otro endofito (Brown y Bethlenfalway, 1986).

3.5 Interacciones entre endofitos.

Los endofitos micorricicos difieren en su forma de
accién y desarrollo. Esto junto con la gran diversidad de
factores ambientales que afectan a 1la simbiosis hace
dificil establecer criterios validos de seleccidn, sin
embargo es posible establecer ensayos donde, para una
serie de condiciones de crecimiento pre-establecidas, se

ponga de manifiesto el grado de efectividad de los mismos.
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Se conoce que 1la biomasa fingica intraradical es
diferente para las especies de HMAV. En soja inoculada con
G. mosseae y G@. fasciculatum, se determiné un incremento
de biomasa de 7,4 mgd-! y de 10,8mg d-! respectivamente.
El peso seco, las dreas foliares ¥y el estado de desarrollo
de las plantas inoculadas fué similar ¥y comparable con el
de plantas fertilizadas con 0,2 y 1,9 mM de K H:2PO4 para
cada hongo respectivamente. (Pacovsky y Fuller, 1986).
Esto indicaria wuna mayor eficiencia en la relacién

micotréfica por parte de G. fasciculatum.

Esta respuesta diferente también puede tener origen
en la cantidad de indculo que se utilice, por ejemplo se
ha encontrado mayor respuesta en la planta cuando se
aumenta el nimero de esporas en la inoculacién (Antunes et
al., 1987). Este mismo resultado ha sido observado para
otras leguminosas (Daft y El-Ghiami, 1974). Tal vez este
efecto sea debido a que se aumenta la probabilidad inicial
de colonizacidén y la simbiosis puede, entonces, funcionar
en forma extensiva en todo el sistema radical desde él

inicio del crecimiento de la planta.

Esta eficiencia puede ser modificada por efecto del
establecimiento de su co-simbionte, el Bradyrhizobium, a
pesar de que algunas descripciones no indiquen variaciones
en cuanto al efecto de la bacteria sobre el porcentaje de
colonizacién micorricica (Badr El-Din y Moawad, 1988).
Puede ocurrir que otros efectos, ademés de 1la longitud de
la raiz micorrizada, sean los que se manifiesten. Otros
autores sefialan, en cambio, aumentos en la colonizacién

micorricica y en el nimero de vesiculas luego de la
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formacién de los nédulos (Pacovsky et al, 1986). También
se ha mencionado que la extensién de la colonizacién del
HMAV en las raices de la soja, depende del tiempo que
transcurre hasta la inoculacién con el segundo
microsimbionte (Brown y Bethlenfalvay, 1986). La
inoculacién temprana con el HMAV produjo un mayor nivel de
colonizacién radical que la inoculacién a los 20 dias
desde la siembra de 1la soja. También dentro de esta
experiencia de interaccién entre los dos endofitos, la
inoculacién temprana con Bradyrhizobium fue mas
inhibitoria que cuando se lo inoculé a los 20 dias. A
pesar de que estos autores sefialan que cada simbionte
crecié mejor en ausencia del otro, no presentan ningan
tipo de interaccién negativa en el desarrollo de los
endofitos que no puedan ser explicados por los

tratamientos previos con nutrientes.

También las cepas de Bradyrhizobium muestran
diferencias en su comportamiento, fundamentalmente en el
almacenamiento de fosfato y en su utilizacién (Cassman et
al, 1981).

Se ha descrito (Harris et al. , 1985) que las micorrizas
aumentan la cantidad de N fijada por la soja mediante la
estimulacién del desarrollo de los nédulos sin que se
afecte la actividad nitrogenasa ni la respiracién nodular
especifica. Los autores indican que un cierto nidmero de
interacciones de 1los microsimbiontes de la soja son

mediados por la planta.

Es obvio que para aumentar los rendimientos en la

soja, es necesario conseguir la combinacién éptima de HMAV
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y Bradyrhizobium Yy para esto es necesario manejar
estratégicamente la inoculacién dual, seleccionando los
pares de microsimbiontes para cada condicidén de

crecimiento de las plantas.

3.6 Influencia del suelo.

Sin bien las micorrizas son abundantes en suelos muy
fértiles como en suelos pobres (Hayman, 1982) las
caracteristicas eddficas van a afectar indirectamente, por
sus efectos inhibitorios o estimulantes de la
micorrizacién de huésped. Aunque, Mosse (1972) sefiala que
los efectos variables de 1los endofitos pueden estar mas
determinados por su interaccién con el suelo que con la
planta huésped, existe informacién de dque la soja
"prefiere” mas unos endofitos que otros (Azcén-Aguilar et

al., 1986 b).

Concretamente la planta compatibilizé mis con un
tipo de Glomus fasciculatum que con Glomus mosseae en un
suelo neutro-alcalino, cuando ese pH del suelo se sabe que
favorece mds al Gltimo endofito. La gran variacién del
nimero de esporas de HMAV y del grado de colonizacién
entre diferentes tipos de suelos, a menudo son explicadas
en base a las propiedades fisico-quimicas de dichos suelos
Badr E1-Din y Moawad (1988) sugieren que, las condiciones
del suelo que favorecen el desarrollo del Bradyrhizobium
también incrementan la colonizacién micorricica y la

produccidén de esporas.
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Evide
HMAV tanto

como con

ntemente una seleccién apropiada de especies de
con respecto a las caracteristicas del suelo

el cultivar parece ser necesaria para el aumento

en el rendimiento de 1la soja (Bethlenfalvay et al,1982;

Cardoso, 1

986).
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MATERIALES Y METODOS




MATERIALES Y METODOS.

A. PARTE GENERAL.

1- MICROORGANISMOS.

1.1._Hongos micorrizégenos arbiusculo~-vesiculares

HMAV) .

1.1.1._Especies filingicas v su procedencia.

Los hongos wutilizados y su procedencia son los que

siguen:

Acaulospora laevis. Gerd. y Trappe. Procedencia, Dijén,
INRA, Francia.

Glomus caledonjum. (Nicol. y Gerd.) Trappe y Gerd. comb.
nov. Procedencia, Dijén, INRA, Francia.

Glomus epigaeum. Danniels y Trappe. Procedencia, B.
Daniels, E.U.A.

Glomus fasciculatum. (E3) (Thaxt. sensu Gerd.) Gerd. y
Trappe. Procedencia Dijén, INRA, Francia.

Gigaspora margarita. Becker y Hall- Procedencia, Dijén,
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INRA, Francia.
Glomus mosseae. (Nicol. y Gerd.) Gerd. y Trappe.

Procedencia Estacién Experimental de Rothamsted,

Inglaterra.

1.1.2._Aislamiento vy cuantificacién de esporas de

HMVA.

Las esporas fingicas se aislaron siguiendo la
metodologia bédsica del tamizado himedo y decantacidn
descrita por Gerdemann y Nicolson (1963) ¥ una
modificacién, segin la técnica de separacién v flotacién
(Gonzdlez, 1980). Cuando se trata de recuperacién de
esporas a partir de inoculantes se toman entre 50 y 100 ml
de estos preparados y se las suspende en agua corriente (1
litro aproximadamente) en un frasco de erlenmeyer, al cual
se le incorpora un imdn y se 1lo agita por induccidn
magnética durante unos minutos, hasta la desaparicién de
grumos. A continuacién se pasa dicha suspensién por uha
serie de tamices de diferente apertura de malla (563, 125,
260 v 4001um ). El1 material retenido en cada tamiz puede
decantarse en ampollas "ad-hoc" para separar los restos de
materia orgidnica y material pesado no deseable de las
esporas que, por sus caracteristicas quimicas
constitutivas, flotan y'se adhieren a 1las paredes de la
ampolla. Después, por sucesivos lavados con agua corriente
sobre un embudo Biichner provisto de un papel de filtro
Whatman (Nro 1) las esporas quedan distribuidas, sobre el
mencionado papel, y pueden reconocerse bajo el microscopio

estereoscépico e incluso ser recogidas mediante un pincel

62



0 pipeta Pasteur para ser observadas bajo el microscopio

éptico.

En los casos de muestreos en campo para el estudio de
poblacién nativa se tomaron muestras de suelo adyacente a
las plantas en observacién, o simplemente, del suelo
objeto de estudio, a una profundidad entre 4-10 cm. Luego,
se procedié como se describié anteriormente. Las esporas
asi aisladas pueden utilizarse inmediatamente o ser
guardadas apoyando el papel sobre algodén humedecido con

agua, a 4-10 °*C.

1.1.3. Desinfeccién superficial de esporas v

germinacién.

Las esporas aisladas se traspasaron a un filtro de
"Millipore" y fueron cubiertas con solucién desinfectante
estéril la cual se renové durante el transcurso de 25
minutos hasta agotar la cantidad de 100 ml. luego se la?é
reiteradamente con agua estéril.

Solucién desinfectante

Cloramina T*...iiieinitrnrcneseessel E.
Estreptomicina...vcicviveeeceess.20 mg.
Tween 80...viiivrevrnresisonsnseae0,02 ml.
Agua destilada...ccceeeseeasesse.100 ml.

* La cloramina T por las caracteristicas voldtiles del
cloro activo debe agregarse en el momento de 1la

desinfeccién.

Para la germinacién las esporas desinfectadas se
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siembran en agar-agua al 1% y se incuban a 28°C.

1.1.4., Multiplicacién de HMAV.

Debido a su condicién de endosimbiontes obligados,
estos hongos, requieren, para completar su ciclo de vida,
de la planta hospedadora viva. Asi es que, para conseguir

cantidades apreciables de HMAV que ©pudieran ser usados

como inéculos, las esporas aisladas o los inoculantes que
provenian de laboratorios de referencia debieron
propagarse en sistemas "in vivo", Para ésto se

requirieron mezclas de suelo y arena (relacién volumétrica

5:2) estériles.

El suelo estéril se repartié en macetas también
estériles. En un hoyo realizado con una varilla de vidrio
esterilizada, se introdujo el inéculo a propagar en
cantidades pequefias, generalmente menos de 5 ml por
maceta. Encima de él se colocé una o varias semillas de 1a
planta hospedadora desinfectadas. Este material se cultivé
en condiciones de invernadero o camara de crecimiento
durante 4-12 meses. Fué imprescindible usar suelos con
baja disponibilidad de fésforo (menos de 10 ppm) para
promover la micotrofia y favorecer 1la colonizacién
micorricica. Semanalmente se regé con solucidén nutritiva
carente de fésforo y a diario, con agua corriente. Las
condiciones de luz, temperatura y humedad, se regularon de

acuerdo a los requerimientos de la planta hospedadora.
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1.1.5. Tincién diferencial de las estructuras

fungicas.

Las raices de las plantas, frescas o secadas a 60° C,
se cortaron en trozos de 1 cm aproximadamente. Se
colocaron en frascos de plastico resistentes al calor
agujereados en su base y se sometieron al método de
tincién propuesto por Phillips y Hayman (1970), con
ligeras variaciones segin las caracteristicas pigmentarias
de las raices. El tratamiento consistié bdsicamente en:

- Sumergir los frascos en un recipiente conteniendo KOH al

10% durante 1 hora al bafio maria. Las raices durante el
transcurso del tiempo van eliminando los pigmentos y se
clarifican.

- Retirar 1los frascos de 1la potasa y lavar con agua
destilada hasta que ya no queden vestigios de la base.

- Si las raices no quedan transparentes, como ocurre con
sorgo, soja, etc. Se sumergen en H> Oz al 10% (v/v)
durante 10-30 min.

- Acidificar con HC1l 0.1 N durante unos minutos.

- Sumergir los frascos con las raices en una solucién de
azul de tripano en glicerol (0,01% para raices muy
transparentes y 0,05% para raices mads gruesas). De esta
forma se tifien diferencialmente las estructuras fungicas
Yy la raiz permanece incolora, excepto los nilcleos
celulares y los vasos xilematicos y floemdticos.

~ Eliminar el exceso de colorante y conservar en glicerol

para su observacidén microscdépica.
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1.1.6, Cuantificacidn de la colonizacién micorricica.

S6lo puede llevarse a cabo con raices previamente
tefiidas. Se siguié la técnica de interseccién de lineas
propuesta por Giovannetti y Mosse (1980). Basicamente
consiste en disponer una muestra al azar de raices tefiidas
(1-1,5¢ de raiz fresca) sobre una cuadricula transparente
de acrilico que posee divisiones de 1,27 cm por 1,27 cnm
Se observan al microscopio 1las intersecciones, anotando
todas aquellas donde haya colonizacidén micorricica. Se
aconseja recorrer unas 200 intersecciones. Para calcular
la longitud de raiz colonizada, se aplica la siguiente

férmula matemitica:

R= ®.AN / 2.H, donde R= 1longitud de la
raiz dispuesta sobre la cuadricula, H= longitud de lineas
horizontales y verticales,® = constante (3,1416), A= Aarea

de cuadricula y N= nimero de intersecciones.

Cuando el valor N es el nimero de interseccionés
donde hay estructuras fuangicas (Nc) el valor gque da R pasa
a ser la longitud de raiz que estd colonizada por el hongo
(Rc) ¥y, por una regla de tres simple se puede calcular el
porcentaje de micorrizacién asignandole al R total un
valor de 100% de longitud de raiz observada y

cuantificada.

1.1.7. Enumeracidén de propagulos micorrizdégenos.

Se siguié la técnica de determinacién del nuUmero mas
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probable (Powell, 1980) que consiste en disponer en una
serie de tubos de 3 cm de didmetro por 20 cm de largo,
una mezcla de suelo y arena (relacién volumétrica 5:2)
hasta los 8-9 cm de altura, esterilizados por
tindalizacién y tapados con algodén. Las muestras de suelo
en estudio se diluyen con suelo estéril. Generalmente se
utilizan diluciones seriadas desde 10-2 hasta 10-6 y 5
repeticiones por dilucién. Se toman 0.2 ml de cada
dilucién y se incorporan a la mezcla estéril. Se adicionan
aproximadamente entre 5 y 7 ml de agua estéril, y se
ciembran las semillas, desinfectadas previamente, de la
planta susceptible de ser micorrizada (no mas de 2
semillas por tubo). Después se incuban durante 15-30 dias,
tiempo en el cual las plantas crecen en condiciones de luz
y temperaturas aptas para la especie vegetal. Al cabo de
ese tiempo, se recuperan las raices y se tifien como se
mencioné en el apartado 1.1.5. de esta seccidn. Se
observan al microscopio estereoscépico y se indica para
cada tubo de cada dilucidén si las plantas estéan
micorrizadas. Después se calcula el nimero més probable de
propagulos micorricicos aplicando las tablas de Mac Grady

(Pochon y Tardieux , 1959).

1.2. Bacterias.

1.2.1. Especies bacterianas v su procedencia.

Las especies wutilizadas vy su procedencia son las

siguientes:
Bradyrhizobium japonicum cepas E45, E97, E104, E109 y

E110. Provenientes de la coleccién de cepas del Instituto
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de Microbiologia del INTA Castelar.

Bradyrhizobium japonicum cepa USDA 106. Proveniente del
Departamento de Microbiologia de la Estacién Experimental
del Zaidin.

Rhizobium meliloti cepa 203. Proveniente del Departamento
de Microbiologia de la Estacién Experimental del Zaidin.
Rhizobium meliloti cepas B58 y B323. Provenientes del

Instituto de Microbiologia del INTA de Castelar.

1.2.1. Medios de cultivo.

Se utilizdé el medio 79 (Allen, 1957) para 1la
multiplicacidén y conservacién de las bacterias.

Medio 79 de Allen

K2HPOA,...............-...........0,6 gn
Mg So4o 7H20..........-...........0,2 gc

Ca CO3 e virtiriiiiiineinenennnennanal,0 g,
Ca Clz2 i iiiiiinnnennnnneeas0,2 g, (1)
Na Cl...ooienan Ceernae cceaieaasl.0,2 g.
Manitol........c.iiiiiiiiinnennna 7,6 g.
GlUuCOS&a. et et ineennnn seerisenserldyd g,

Extracto de levadura al 1%......260 ml. (2)
= R SR . X g ml.
pH = 7,0 - 7,5
(1) El medio original no incluye Ca Clz.
(2) Se hierven 250 g de levadura de panaderia en 2 litros
de agua y se mantienen 3 h. Después se filtra para

incorporarlo al medio.

Esterilizacién en autoclave a 115°C durante 20
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minutos. El medio sé6lido de mantenimiento incluye 15 g L-1

de agar.

11.2.2. Enumeracién de Rhizobium. (infectividad)

Se wutilizé la misma metodologia descrita para los

HMAV en el apartado 1.1.7. del nimero mds probable.

S6lo que en este caso, al término del periodo de
crecimiento de las plantas se observé para todos los tubos
que componian las distintas diluciones, la presencia o
ausencia de nédulos en las raices. La técnica pudo también
realiéarse para ambos microorganismos a la vez ya que los

nédulos se observan a simple vista primero y luego se

tifen las raices para determinar la colonizacién
micorricica.

2. PLANTAS.

Las especies vegetales utilizadas fueron las
siguientes:

Glycine max. (L) Merr cvs Bragg, Hardee, Hood 75 y
Williams.,

Medicago sativa (L) c¢v CUF 101- Procedente del INTA,
Marcos Juérez.

Sorghum vulgare var Leoti Red. Procedente del INTA
Pergamino.

Zea mays. Procedente del INTA Castelar.

Allium cepa. Precedente del INTA La Consulta, Mendoza.

Estas tres tltimas plantas se emplean para la obtencién de
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inéculos de MAV.

2.1 Desinfeccién superficial del tegumento seminal.

En el caso de Allium cepa cuyas semillas presentan
muchos intersticios, se desinfectaron con un producto
comercial denominado Tego b1, que es una solucién
detergente cuya composicién quimica se basa en anfolitos
tensioactivos. Este compuesto fué preparado al 2% con agua
destilada, las semillas se cubrieron con el liquido y se
agitaron durante 5 minutos. Después se lavaron
abundantemente con agua destilada estéril hasta que el
agua de lavado, dejé de formar espuma. Este mismo sistema

se utilizdé para Zea mays.

Las semillas de Medicago sativa se desinfectaron
primeramente con alcohol de 95°C durante 2 segundos, se
eliminé el alcohol y se sumergieron en bicloruro de
mercurio al 0,1% durante 15 minutos. Pasado este tiempo se
eliminé el bicloruro y se agregé una solucidén de sulfato
de amonio al 0.1% para precipitar los restos de mercurio
que pudieran quedar en suspensién y posteriormente inhibir
las actividades de los microorganismos. Luego se lavd (10-
15 veces) con agua estéril y se dejaron las semillas en
agua durante wunas 2 horas para que absorvieran el agua y

se favoreciera su posterior germinacién.

Las semillas de Glycine max se desinfectaron con
bicloruro de mercurio al 0.025% durante 5 minutos y luego

se lavaron 10 veces con agua destilada estéril.
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El tegumento seminal de Sorgum vulgare se desinfectéd
con una solucién al 1% de hipoclorito de sodio durante 5
minutos y después las semillas se lavaron con agua estéril

unas 5 6 10 veces

2.2, Germinacién de semillas.

Después de la desinfeccidén, las semillas se colocaron
en cajas de petri, provistas de prapel de filtro ¥y una
pelicula de gasa y algodén estériles. Se humedecieron
inicialmente con 8 ml de agua destilada ¥y se incubaron a
28°C hasta que emergieron las radiculas, reponiendo el

agua cuando ésta se evaporaba.

3. SOLUCIONES NUTRITIVAS.

En los ensayos de invernadero se utilizaron
soluciones nutritivas de diversos tipos, seguin se
detallan en puntos subsiguientes, para incorporar

nutrientes necesarios para el crecimiento de las plantas.
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Solucidén nutritiva de Hewitt (1952)

ml L-! de solucién

Nutrientes g 10ml-* carente de sin sin con N
NyP N P vy P
KNO3 3.03 _ _ 10 10
Ca (NOs )2 7.08 _ _ 20 20
Mg S04 .TH20 1.84 20 20 20 20
Fe-EDTA 0.25 10 10 10 10
| Mn SOs .7H20 0.223 1 1 1 1
j Cu S04 .5H20 0.24 0.1 0.1 0.1 0.1
§ Zn S04 .2H20 0.29 0.1 0.1 0.1 0.1
? BOsH 1.86 0,1 0.1 0.1 0.1
NHs MO4 0.035 0.1 0.1 0.1 0.1
{ Na POsHz .2H0  2.08 N 10 _ 10
Kz S04 3.03 10 10 _ _
‘ Ca Clz 4.75 20 20

Solucién nutritiva de Mosse y Thompson {1984)

Nutrientes mg [~1

KZ SO4 L I I R R R R 0435
Mg S04 7H20' * 0 ¢ 8 0 & 0 0 6 2t e 8 @ *® & & 0 a o .490
Ca (H2PO4 )2 H2O0.4 v eienenennenea.128

Ca 804la-onoooo--oa.cooo00001.00.272

Fe Na EDTA........ S I - T |
Mn Clz 4H20......... s e s eerrereseesl.81
BO;: H ..... B -1 5

Cu S04 . 5H2 04ttt iveensnsoneenees .08
Zn S04+ THz2O0u v eetnnnnenenneeeeeadl22
Naz Mo Oa. 3H20. .4ttt ineeenneeneeaea0.027
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4- SUELOS.

Las caracteristicas analiticas se resumen debajo:

P
Lugar textura pH M.O. N-t disponi-
(%) (%) ble(ppm)

E.E.A. Misiones arcillo- 5,1-5.2 2.76 0,198 <1%
(Misiones) limoso

Sub-A.E.R. franco- 4,6-4,17 3,41 0.159 <1l%
Gob. Virasoro limoso
(Corrientes)

A.E.R. franco- 5 2,25 0,091 <1x%
Santo Tomé limoso
(Corrientes)

E.E.A. franco- 3,9-4,2 1,90 0,098 2,0
C. del Uruguay arenoso
(Entre Rios)

E.E.A. franco- 3,8-4 1,70 0,092 2,8
Concordia arenoso
{Entre Rios)

Instituto de franco- 5,6 1,78 0,193 2,0
Microbiologia arcilloso

(Castelar)

9 de Julio franco- 6,3 3,79 0,185 10,0
(Buenos Aires) arenoso

Rojo limo- 7,4 1.23 0,091 18,2
(Granada) arcilloso

Negro limo- 7,5 1,28 0,118 15,8
(Granada) arcilloso

* Por método de Bray y Kurtgz.
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Las determinaciones de los siete primeros suelos
fueron llevadas a cabo siguiendo las metodologias usuales
del Departamento de suelos del INTA Castelar, un tanto que
las de los dos ultimos suelos se realizaron siguiendo los
"Métodos analiticos de 1la Estacién Experimental del
Zaidin", salvo la de P- asimilable, para la que se utilizé
el método de Olsen et al (1954), que emplea como

extractante COx HNa 0.5M a pH=8.5.

4.1. Preparacién de suelos para ensayos de invernadero.

En numerosas ocasiones, a los fines de realizar
ensayos con suelos desprovistos de propagulos micorricicos
activos el suelo recibe wun tratamiento especial de
tindalizacién. Previamente, se lo mezcla con arena libre
de nutrientes en proporcidén volumétrica de 5:2. Después,
se 1o coloca en sacos de lienzo a vapor fluente, durante 3

dias consecutivos, a razén de 1lh por dia.

B. ENSAYOS ESPECIFICOS.

5. ENSAYOS CON GLYCINE MAX (S0OJA).

5.1. Evaluacién de la micorrizacidén natural en

diferentes Areas productoras de soja de la R,

Argentina.

Las observaciones se realizaron en ensayos llevados a

cabo por Estaciones Experimentales del INTA. Se
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o

muestrearon los cultivares Bragg, Hardee y Hood en lugares
con deficiencias de fésforo asimilable (ver
caracteristicas de los suelos en el apartado 4 de esta

seccidn).

Para determinar la presencia de HMAV, se aislaron las
esporas fingicas presentes en la rizosfera de las plantas.
Se tomaron tres sub-muestras por unidad de observacién, a
4-8 cm de profundidad, mediante una sonda edafica y luego
se procedié segin la técnica de separacién y flotacidn

(Gonzédlez, 1980) descrita en el punto 1.1.2.

Para cuantificar la colonizacidén micorricica, las
raices de las plantas (3 por ©parcela), se cortaron y se
tifieron para calcular el porcentaje de colonizacidén

micorricica (apartado 1.1.5.)

El estado fenolégico de 1la soja en cada A4rea
muestreada, se determinéd mediante la aplicacidén de la

clave de Fehr et al (1971),.

A los datos de micorrizacién ( transformados por la
funcién arc sen /X ) se les realizé un andlisis de la
varianza (ANOVA) y luego, por la prueba de Duncan al nivel
del 0,05% se determinaron las diferencias entre medias de

los distintos cultivares.
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5.2 Compatibilidad de diferentes combinaciones

HMAV soja, en funcidén del tipo de suelo.

El primer ensayo se 1llevé a cabo en la Estacién
Experimental del Zaidin, para comparar los efectos
producidos por diferentes HMAV en la soja, cultivada en
dos suelos de Granada; denominados Rojo y Negro (ver
apartado 4). Se wutilizé el cv Williams y las semillas
fueron seleccionadas de acuerdo a sus caracteristicas
morfoldégicas para mantener la uniformidad. Se
desinfectaron y pusieron a germinar como se indicé antes.
A los tres dias aproximadamente, se transplantaron a
macetas de 1 Kg de capacidad que contenian 1la mezcla
estéril de suelo y arena. Después, se inoculé con HMAV a
razén de 5 ml de inéculo por maceta (altamente infectivo,
70-80% de <colonizacién promedio, en trozos de raices
tomados al azar). Se utilizaron las siguientes especies
fangicas: Acaulospora laevis, Glomus caledonium I vy 11,
Glomus epigaeum y Gigaspora margarita. Todas las plantas

recibieron inéculo de Bradyrhizobium japonicum cepa USDA

106.

Las plantas se mantuvieron en condiciones de
invernadero con 16h de luz diarias a una temperatura entre
15-38°C de fluctuacién noche-dia. Se regaron a diario con
agua corriente y cada semana se les adicioné solucién

nutritiva de Hewitt diluida al 25% (exenta de P y N).

Al término del ensayo, (14 semanas) se cosecharon las
plantas. Los tallos y hojas se separaron para ser secados

a 60°C y se les determiné el peso seco y contenido en N, P
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vy K segin los "métodos analiticos de la Estacidn
Experimental del Zaidin". Los frutos (vainas ) se
separaron y contaron. Las raices se lavaron intensamente
con agua corriente, los nédulos se extrajeron, se contaron
Y pesaron luego de un secado que al igual que el de las
otras partes del vegetal fué a 60°C. Una vez secas, las
raices se tifiieron y les fué cuantificada la colonizacién

micorricica como se indicé en los apartados 1.1.5 y 1.1.6.

El ensayo tuvo un disefio completamente aleatorizado
con 2 tratamientos principales. 1) Suelo Negro 2) Suelo
Rojo y 5 subtratamientos (cada uno de los HMAV citados).
Habia 5 repeticiones por tratamiento. Para cada variable
estudiada se realizé una comparacién global entre las
medias obtenidas en cada suelo ¥y luego se hizo otro ANOVA
para los subtratamientos dentro de cada tratamiento
(suelo) . Las significancias de las diferencias entre las
medias fueron calculadas aplicando la prueba de Duncan al
0.05% . |

El segundo ensayo, basicamente, fué igual al primero
en cuanto a preparacién y mantenimiento. Se mencionaran
las principales diferencias. Se llevé a cabo en el
Instituto de Microbiologia del INTA Castelar, con el suelo
de Castelar sefialado en el item 4 de esta seccidn., Se
utilizé el cv. Hood 75 y 1los siguientes HMVA: Glomus
epigaeum, G. fasciculatum Yy G. mosseae. También se incluyé
un control inoculado sélo con Bradyrhizobium cepa E 110 y

10 ml1 de un filtrado de suelo sin HMAV,

Las plantas cultivadas en macetas de mayor capacidad
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(2 Kg) , se cosecharon a las 12 semanas, en floracién,
razén por la cual se apreciaron valores de peso seco
mayores respecto a los ensayos en el Zaidin que se

cosecharon a las 14 semanas en fructificacién.

El ensayo se distribuyé también completamente al azar
pero constaba de 4 tratamientos (HMAV usados y control) y

6 repeticiones para cada uno.

También se realizé un ANOVA y se aplicé la prueba de

Duncan al 0,05%.

5.3 Dependencia micorricica de la soja en los suelos

estudiados.

En vista de 1los resultados obtenidos con los dos
suelos de Granada, se escogidé el suelo Negro para estudiar
la respuesta de 1la soja a la micorrizacién y a la
fertilizacién fosfatada. E1l montaje y las evaluaciones del
ensayo fueron similares a las descritas en la seccién 5.2
anterior, sélo que 1la mezcla de suelo y arena fué
adicionada con 0, 50, 100, 200 y 300 mg de KzHPO4 que
resultaron, luego de las determinanciones quimicas de cada
mezcla, en 5.99, 16.18, 17.98, 20.97 y 26.87 ppm de P> Os
respectivamente. Se utilizaron los hongos Glomus epigaeum
vy G. mosseae. y un control sin HMAV pero con 10 ml por

maceta de filtrado de suelo libre de hongos.

El disefio fué bloques completamente al azar, con un

arreglo de los factores en parcelas divididas, siendo el
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tratamiento la presencia o ausencia de HMAV vy el

subtratamiento cada uno se los cinco niveles de fésforo.

Para el andlisis estadistico, en una primer etapa se

graficaron y analizaron los residuales (Draper y Smith,

1981).

No detectandose violaciones en los supuestos de
normalidad y homogeneidad de varianzas para la mayoria de
las variables, excepto para micorrizacién a la cual se le
hizo una transformacién (arc sen ¥X ). Posteriormente se
realizaron ANOVA para cada variable por separado para ver
los efectos en forma global y luego pormenorizando en los
distintos tratamientos y subtratamientos. Las
significancias entre las medias se hicieron mediante la

prueba de Duncan a un nivel de 0.01%.

El mismo ensayo se llevéd a cabo en el Instituto de
Microbiologia del INTA Castelar, sélo que wutilizando el
suelo de alli y el cv Hood 75. Los HMAV usados fueron los
mismos, la bacteria fué la cepa E110 del INTA Castelar y
‘'se disminuyeron los niveles de fésforo, restringiéndolos a
0, 100, 200 y 300 ppm de KzHPO4. Las evaluaciones y
analisis estadisticos se realizaron igual que en el ensayo

homélogo del Zaidin.

5.4, Estudios de interaccién entre diferentes cepas

de B. japonicum v micorrizas nativas.

A) En condiciones controladas.

Se tomé suelo del campo Experimental del




e

Instituto de Microbiologia del INTA Castelar, al cual se
le corroboré por la determinacién del nimero mas probable
(apartado 1.2.2.), 1la ausencia de poblacién natural de
Bradyrhizobium japonicum. Se lo mézclé, sin esterilizar,
con arena de rio lavada y esterilizada (apartado 4.1.), en
relacidén volumétrica 5:2 y se llenaron macetas de 1 Kg
esterilizadas previamente. Se utilizé el cv Hood 75 y en
el momento de la siembra se distribuyd el inéculo rizobial
correspondiente (1x105 Bradyrhrizobium por maceta)
suspendido en agua destilada estéril. Las cepas usadas

fueron: E45, E97, E104, E109 y El10.

Se mantuvo el ensayo en céamara con fotoperiodo
controlado (16 h luz dia). El1 riego, como se mencioné en
los ensayos anteriores, sélo que al control sin bacterias
se le incluydé solucidn nutritiva con nitrégeno (apartado 3

de esta seccién).

A los 60 dias, se hicieron observaciones de
nodulacién, también se evalué el peso de tallos y hojas
secados a 105°C hasta peso constante. Para el nimero de
esporas ¥y porcentaje de colonizacidén se siguidé 1la
metodologia sefialada anteriormente (1.1.2 y 1.1.6. de esta

seccidn).

El disefio experimental fué completamente aleatorizado
con 5 repeticiones por cada tratamiento. Estos fueron:i-
testigo sin inocular, 2-3-4-5 y 6 semillas inoculadas con
las cepas de Bradyrhizobium ya citadas.

Los datos fueron analizados estadisticamente para

cada variable mediante un ANOVA y prueba de Duncan al
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0.01%, debiendo transformarse los de porcentaje de

micorrizacién (arc sen VX' ).

B) En condiciones de campo.

Se 1levé a cabo en el campo Experimental de donde

provenia el suelo usado en el item 5.4. A).

Se usé un disefio de bloques al azar distribuido en
parcelas con cinco lineas de 6 m de largo, distanciadas a
0.70m. El cultivar y los tratamientos fueron iguales a los

senalados en 5.4.A).

Antes de establecer el cultivo vy, después de la
cosecha, se obtuvieron muestras de suelo de manera similar
a como se lo describié antes en el punto 5.1. ¥y luego se
procedié al aislamiento y enumeracién de esporas (item
1.1.2.). También se extrajeron sistemas radicales (idem
5.1.) v se cuantificé la colonizacién micorricica

(apartado 1.1.5.).

Para el analisis estadistico se procedié igual que en

5.4. A).

5.5 Estudio de interacciones entre Bradyrhizobium

Japonicum.Glomus epigaeum v Glvcine max.

a) En suelo Negro, Granada.
El ensayo se 1llevéd a cabo en condiciones de
invernadero siguiendo basicamente las metodologias

descritas en el apartado 5.2 de esta seccidén. Se usé suelo
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Negro, de Granada cuyas caracteristicas figuran en el

punto 4, el cv Williams de la soja y la especie G epigaeum

de HMAV.

Los tratamientos realizados fueron los siguientes:
PN~ Testigo, sin Bradyrhizobium y sin HMAV, y fertilizado
con fésforo (P) y nitrégeno (N).
PBO- Plantas inoculadas con Bradyrhizobium, en el momento
de la siembra (B0O) y fertilizadas con fésforo.
PB15~ Plantas inoculadas con la bacteria a los 15 dias
desde la siembra (B15) y, fertilizadas con fésforo.
GON- Plantas inoculadas con Glomus epigaeum en el
momento de la siembra (GO) y fertilizadas con
nitrégeno (N).
G15N- Plantas inoculadas con el hongo a los 15 dias (G15)
y fertilizadas con nitrégeno.
GOBO- Hongo y bacteria inoculadas en el momento de la
siembra.
GOB15- Hongo inoculado en la siembra y bacteria a los 15
dias,
G15B15- Ambos microorganismos inoculados a los 15 dias

desde la siembra.

Se utilizé 1la solucidn de Hewitt para regar
semanalmente las plantas, preparada con N y P, con N solo,
con P solo, sin Ny sin P (ver apartado 3), segin los

tratamientos lo requerian.

Este ensayo de 9 tratamientos, se conformé en un
arreglo factorial, en un disefio completamente
aleatorizado. Se tomaron mediciones de wuna serie de
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variables a lo largo de 6 periodos de evaluacién (a los
11, 18, 24, 31, 52, y 67 dias desde la siembra). Las
mediciones dentro de cada periodo se efectuaron sobre
distintas unidades experimentales (macetas), seleccionadas
en forma aleatoria. Se conté con tres factores, el factor
Fésforo toma los siguientes niveles citados antes: P, GO y
Gl5; el factor Nitrégeno: N, BO y B15 y el factor

Evaluaciones: cada uno de los 6 dias de muestreo.

Dada la particular caracteristicas de algunas de las
variables bajo andlisis 0, el hecho de que muchas de ellas
son medidas a través del tiempo, pudiendo dar origen a
varianzas heterogéneas, se estudié si era necesario acudir
a alguna transformacién. Para esto se utilizé la
metodologia propuesta por Box y Cox (1964) y tanto para la
variable original como para la transformada se realizé la
prueba de Saphiro-Wilks pPara normalidad, determinandose

la eficiencia de la transformacién.

Las variables y transformaciones usadas se listan a

continuacién.

a) Peso seco de parte adrea - 1ln x

b) Peso seco de raices - (x+1)-1!

¢) Concentracién de nitrégeno en parte aérea - ln (x+1)
d) " "  fésforo " " " - 1ln x

e) " " potasio " " " - In (x+1)

f) Ndmero de nédulos - )%
g) Nimero de vainas - 1ln (x+1).
h) Micorrizacidén - arc sen VX'
El analisis siguidé una serie de etapas consistentes

en un ANOVA general para detectar las interacciones que

83



surgieran entre los factores principales (Fésforo,
Nitrégeno y Evaluaciones). En los casos en que hubo
interacciones se prosiguié con un andlisis dentro de cada
nivel de fésforo (P, GO y G15) y , finalmente se aplicé la
prueba de Tukey para establecer la significancia entre las

medias a un nivel de 0,01% (Steel y Torrie, 1980).

b) En suelo de Castelar.

La metodologia empleada y las variables evaluadas
fueron las mismas que para el ensayo 5.5.a). S6lo se varié
el suelo emple#&o que fue el de Castelar, el cultivar de
soja que fué el Hood 75 y la especie de Bradyrhizobium
Japonicum que fué la E 110, desde el punto de vista de los
materiales empleados. En cuanto a los tiempos de
evaluacién, de acuerdo a los resultados obtenidos en el

5.5.a) se obtuvieron los datos a los 20, 40, y 60 dias.

6. ENSAYOS CON MEDICAGO SATIVA (ALFALFA).

1

6.1. Estudios "in vitro" de las interaciones entre

Rhizobium meliloti y esporas de hongos

micorricicos.

A partir de indéculos puros, se aislaron esporas, se
desinfectaron superficialmente y se pusieron a germinar,
siguiendo las metodologias descritas en el apartado 1 de

esta seccidn.

Para determinar su porcentaje de germinacién, cada 2 &
3 dias se observaron las cajas bajo el microscopio éptico

y se fueron demarcando las esporas que presentaban los
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tubos de germinacién emergentes y en crecimiento. Después
se procedié a distribuir las esporas en cada medio de

cultivo usado.

El Rhizobium meliloti cepa B 56, se sembré en medio

79 liquido y se incubé en agitacién durante 3 dias a 28°cC.

Los HMAV usados fueron Glomus caledonium, Glonus

fasciculatum y G. mosseae.,

Los medios de cultivo fueron los siguientes: agar-
agua Difco al 1%, el medio 79 de Allen ¥ una combinacién

de los dos como se muestra en el siguiente dibujo:

------ Rhizobium
Medio 79 ..w-n€S8poras
/ P
«—Agar-Agua / ...Rhizobium
A- Vista lateral. B~ Vista de frente.

Se sembraron 4 esporas germinadas por caja alineadas
en el centro de la caja Y en los casos en que también se
sembrara Rhizobium, éste fué dispuesto en estria con
pipeta Pasteur en dos lineas paralelas a la de siembra de

las esporas.

Bdsicamente los tratamientos fueron las combinaciones
que resultaron de emplear los diferentes medios de cultivo
sembrados con esporas de cada especie fungica y Rhizobium

Y sus respectivos controles sin Rhizobium.

Se realizaron 2 lecturas de cada tratamiento, la
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primera a los 10 dias y la segunda a los 20 dias
aproximadamente. En cada una de ellas se conté el namero
de vesiculas secundarias formadas vy el didmetro del
crecimiento del micelio vegetativo. A los datos obtenidos
se les realizé el céalculo de la minima diferencia

significativa al 0,05% (Snedecor, 1964).

6.2. Preparacién de inoculantes de micorrizas para

alfalfa.

Primeramente, a modo de prueba, se prepararon los
"pellets" basdndose en la férmula base citada por Hayman
(1986) pero incorporandose ligeras variaciones en cuanto a
cantidad de semillas, adicién o no, de turba molida y
didmetro y longitud de los "pellets". Los ingredientes
basicos fueron:

-inéculo de micorriza
-sulfato de calcio

-indculo de Rhizobium.

Una vez realizada la mezcla y conseguida la humedad
adecuada se pasé por el orificio de un dispositivo
comunmente utilizado para homogeneizar la mezcla y obtener
los ‘"pellets" del didmetro buscado (5 u 8mm). Luego se
seleccionaron y se pusieron a 25°C para que adoptaran
consistencia. Para corroborar que este proceso no afectara
la germinacién de las semillas éstas se extrajeron de los
"pellets" por lavado bajo grifo sobre un tamiz y se
pusieron a germinar en cajas de petri sobre papel y

algodén humedecido a 28°C durante 10 dias.
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Los "pellets" enteros, se sembraron en macetas que
contenian una mezcla de suelo y arena y las plantas que
emergieron se mantuvieron durante 4 meses en condiciones

de invernadero.
Al cabo de ese tiempo se contd el nilmero de plantas
nacidas por "pellets" y la colonizacidén micorricica usando

la metodologia descrita en 1.1.5. y 1.1.86.

Posteriormente, se realizaron tres nuevos formulados.

FORMULADOS

Ingredientes A B C

Indculo de micorriza (ml) 900 700 500
Turba(ml) 100 300 500
Sulfato de calcio (ml) 300 300 300
Semillas de M. sativa (g) 6 6 6
Inéculo de R. melioti (ml) c.s. C.S. C.S.

Los '"pellets" asi preparados se sembraron en

recipientes de plastico de 45 cm x 20cm, en condiciones de
invernadero, durante 4 meses y al término se evalué el
peso seco de parte aérea por pellets y por planta, como
asi también el porcentaje de raiz colonizada (técnica
citada en 1.1.2.). A los datos obtenidos se les hizo la
prueba de Duncan para establecer las significancias entre

las medidas a un nivel p=0,05.
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6.3. Ensayo _experimental en condiciones de campo con

aplicacién de "pellets”.

El préximo paso fué sembrar los pellets en
microparcelas experimentales. Para ello se escogid, por
los resultados antes obtenidos, el formulado B Yy se
incluyeron dos especies de HMAV: Glomus fasciculatum y G.

mosseae, también se preparé un control con suelo estéril.

La siembra se realizé manualmente incorporando
los "pellets" a una distancia de 10 cm entre si, en

parcelitas de 0.50 m x 0,50 m, separadas a 0.50 m.

Se realizaron 4 cortes del forraje, el primero a los
3 meses desde la siembra y los otros mensualmente. Se
determiné la cantidad de materia seca secando a 60°C y se
hicieron determinaciones de concentracién de N, P y K
siguiendo las metodologias de la estacidén experimental del
Zaidin. El disefio experimental fué de parcelas divididas
con bloques completos al azar y los datos fueron

analizados aplicando la prueba de Tukey al 0,01%.

6.4. Preparacién de "pellets" aplicados en suelos

acidos.

Se prepararon 4 formulados con agregado de carbonato
de calcio en diversas proporciones a los fines de
proporcionar un pH neutro y estable. Los componentes

fueron los siguientes:
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FORMULADOS

Ingredientes D E F G
Inéculo de micorriza (ml) 175 175 175 175
Turba (ml) 75 75 75 75
Sulfato de calcio (ml) 50 50 50 50
Carbonato de calcio (ml) 5 15 25 35
Semillas de M. sativa (g) 2 2 2 2
Inéculo de R. Melibti (ml) 40 40 40 40

Los "pellets" se sembraron en recipientes de 30 cm de
didmetro que contenian una mezcla, de suelo de Castelar v
arena estériles y se mantuvieron en cémara de luces con
riegos peridédicos con agua corriente durante 4 meses.
Parte de los "pellets" se 1llevaron al laboratorio para
determinarles el pH (2 partes de agua y 1 de "pellet"

disuelto en ella).

Al término de la experiencia se calculd el nidmero de
plantas por ‘"pellet" y el porcentaje de colonizacién
micorricica como asi también la nodulacidén siguiendo una

escala arbitraria (nula, escasa, buena, y excelente).

Se escogié, por los resultados obtenidos el formulado
F para ser ©probado en microparcelas en el campo
Experimental del 1INTA Castelar. Se sembraron 4 parcelas
con 25 "pellets" en cada una, distanciados a 10 cm entre
si. Al cabo de 3 meses se conté el numerd de "pellets" con

plantas sobre el total sembrados y el porcentaje de
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colonizacidén micorricica.

6.5. Aplicacién experimental de "pellets" en dos

localidades de Buenos Aires, R. Argentina.

Se realizaron dos ensayos paralelos en condiciones de
campo. Uno en la localidad de 9 de Yulio, en la estancia
"La Norumbega" a unos 300 Km de la Capital Federal y el
otro en el Campo Experimental del Instituto de
Microbiologia del INTA Castelar, distante a 30 Km al oeste

de la Capital.

Los tratamientos para Castelar se basaron en el

formulado F, citado en el apartado 6.4. de esta seccidén y
contenian ademds los siguientes inéculos: 1- Glonus
epigaeum, 2- G. mosseae 3- Rhizobium meliloti cepas B232

y B58, 4- G. epigaeum + R. meliloti, 5- G. mosseae + R,

meliloti y 6- Control con suelo estéril.

Los +tratamientos para 9 de Julio fueron similares
s6lo que en lugar de emplear G. mosseae, se incorpord G.

fasciculatum para los trataminetos 2 y 5.

Se llevaron muestras de "pellets" al laboratorio para
calcular el nimero de semiilas germinadas por "pellet" y

el pH.

Se prepararon parcelas de 1.60 m de ancho y 1.50 m de
longitud, con 9 lineas de siembra, separadas a 0.20 m. Se
sembraron 2 lineas a cada lado con semilla sin ningin

tratamiento, a chorrilloc manual para formar una barrera
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que disminuyera el efecto borde. Las lineas centrales se

sembraron con los "pellets" distanciados a 10 cm entre si.

El disefio consté entonces de 6 tratamientos, con 5
repeticiones cada uno distribuido en bloques al azar

(total 30 parcelas).

Antes de 1la siembra se tomaron muestras del predio
donde se instalarian los ensayos para calcular el namero
mis probable de Rhizobium meliloti y de propagulos de

hongos micorricicos naturales (ver apartados 1.1.7. y

1.2.2. )

Los ensayos se sembraron a fines del mes de marzo, en
otorio y hacia fines del mes de julio se iniciaron los
cortes de forraje. Este luego se secé a 65°C, se molié y

se le determiné la concentracién de N, P y K.

A los datos obtenidos se les realizé un ANOVA y luego
la prueba de Tukey al 0,01% para evaluar la significancia

de las medias.

7. OBTENCION DE INOCULOS DE MICORRIZAS.

Se prepararon diferentes medios para la
multiplicacién de varios HMAV con algunos hospedantes
susceptibles de ser micorrizados. Uno de ellos consistié
en la tipica mezcla suelo y arena; el segundo medio
consistié en la misma mezcla anterior pero con adicién de

turba molida de Sphagnun (2 partes de suelo, 2 de arena y
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2 turba) y el segundo fué arcilla expandida, también
conocida como LECA. Para los dos primeros medios, se
utilizé la metodologia descrita (en el apartado 1.1.4. de
esta seccién). En tanto que la arcilla expandida, de un
tamano de particulas entre § Yy 9 mm fué molida levemente
para que la porosidad quedara expuesta vy favoreciera la
bpenetracién posterior de las raicillas de las plantas. A
este material, embebido de la solucién nutritiva de Mosse
Yy Thompsom (1984) diluida al 25% se le determiné la
conductividad siendo ésta muy baja, del orden de 1los 1745

HAm hos cm También se la pasd por una malla de 2 mm, Se
hizo una pasta de saturacién y luego se obtuvo el extracto
de saturacién, siendo los datos:

- Resistencia a la pasta 1761acm

-pH de la pasta = 8,1

- Conductividad eléctrica del extracto = 2237ﬁmhos cm

Los 3 medios distribuidos en macetas se inocularon
con Glomus epigaeum, G. fasciculatum y G. mosseae, a
razén de 5 ml por maceta de indculo conteniendo entre 50 y
100 esporas y entre 70 y 80% de propagulos infectivos.

Las semillas de las plantas desinfectadas vy
Previamente germinadas {(apartados 2.1 y 2.2) se sembraron
a unos 2 cm de profundidad por encima del indéculo
dispuesto en banda. Las plantas hospedadoras usadas
fueron: Allium cepa, Glycine max, Sorghum vulgare y Zea

mays.

Las plantas se mantuvieron en condiciones de
invernadero durante 4 meses vy luego se corté 1la parte

aérea y se dejé en situacidn de estres hidrico durante 45
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dias.

Para cada tratamiento se evalué el peso seco de parte

aérea y raiz, el nimero de esporas ¥y el porcentaje de

micorrizacidn.

El andlisis estadistico se realizd para cada variable
por separado, considerando primero un efecto global sobre
los hospedantes, sobre los hongos usados ¥ sobre 1los tres
medios. Después se pormenorizé el andlisis para cada HMAV,
para cada hospedante ¥y para cada medio en forma
individual, deteminandose las significancias entre las

medias por la aplicacidén de la prueba de Tukey al 0,01%.
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IV _RESULTADOS

A. ENSAYOS CON SO0OJA.

1. EVALUACION DE LA MICORRIZACION NATURAL EN
DIFERENTES AREAS PRODUCTORAS DE SOJA EN LA R.
ARGENTINA.

La colonizacién micorricica varidé en un rango que
oscila entre el 44 y el 77%, demostréandose la presencia de
micorrizas nativas compatibles con los cultivos de soja

mis usados en estas 4reas (TABLA 1).

Se encontré un porcentaje superior de arbdsculos en
los estadios reproductivos méas avanzados, en tanto que las
vesiculas se observaron en un mayor porcentaje en los

menos avanzados (TABLA 1).

Comparande los tres cultivares, en todas las areas
muestreadas, el Hood tuvo una mayor micorrizacién

estadisticamente significativa (TABLA 2).
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TABLA 1

COLONIZACION MICORRICICA DE LOS CULTIVARES DE SOJA

ESTADO ESTRUCTURAS MICORRIZACION
CULTIVAR LUGAR REPRODUCTIVO OBSERVADAS (%)
H* A \%

Bragg Cerro Azul 5 8 92 0 55
Gdor.Virasoro 6 16 76 8 44

Santo Tomé 5 12 89 0 54
Concordia 2 0 5 96 53

C.del Uruguay 3 2 17 80 50

Hardee Cerro Azul 3 5 32 63 54
Gdor.Virasoro 3 22 11 617 53

Santo Tomé 4 15 12 74 55
Concordia 6 3 73 24 60

C.del Uruguay 5 5 85 11 54

Hood Cerro Azul 5 15 63 22 55
Gdor. Virasoro 6 11 69 20 71

Santo Tomé 5 13 70 17 65
Concordia 2 2 9 89 68

C.del Uruguay 3 10 10 82 70

= vesiculas.

Nota (*) H= hifas enrrolladas; A= arbusculos;




TABLA 2

ANALISIS ESTADISTICO DE LA MICORRIZACION PARA CADA CULTIVAR DE
SOJA OBSERVADO.

MICORRIZACION
CULTIVAR (%) (DT)
Bragg 51 (45.6) bx*
Hardee 55 (47.9) b
Hoocd 67 (54.9) a
DT = Dato Transformado para su andlisis estadistico (arc sen VX' )

Nota (*) Niumeros seguidos de igual letra no difieren significati-
vamente. Prueba de Duncan, p = 0.05




2. COMPATIBILIDAD DE DISTINTAS COMBINACIONES HONGO
MICORRIZOGENO-SOJA EN FUNCION DEL TIPO DE SUELO.

2.1. Experiencias con dos suelos de Espafia.

El analisis estadistico, donde se compararon, para
cada una de 1las variables estudiadas, los efectos
generales producidos en los tipos de suelos que dieron
origen al medio donde se cultivaron 1las plantas de soja,
puso en evidencia, de manera significativa (p=0.05) el
efecto estimulante del suelo Negro respecto al Rojo debido
a sus diferentes propiedades fisico-quimicas (ver
Materiales y Métodos, apartado 4), Especialmente se
observé para la produccién de materia seca (TABLA 3),
concentracién de nitrégeno (TABLA 6), numero de vainas
(TABLA 9) ¥y produccién de nédulos (TABLA 11)., Si bien la
tendencia fué, que la concentracién de fésforo y potasio
(TABLA 6), como asi también el nivel de colonizacién
micorricica (TABLA 14), fueran mayores en el suelo Negro,
en estas variables no se detectaron significancias. Todos
los hongos inoculados tuvieron un efecto semejante sobre
la produccién de materia seca en el suelo Negro (TABLA 4),
pero no ocurrié lo mismo en el suelo Rojo, donde Glomus
epigaeum y Acaulospora laevis produjeron un aumento
significativo respecto a los otros hongos inoculados
(TABLA 5). La concentracién de nitrdégeno, presentd efectos
mids variados y coincidentes con la produccién de nédulos
(TABLAS 7Y 12), ya que las plantas con G. epigaeum
tuvieron mayor porcentaje de nitrégeno y mejor nodulacién;
comportamiento similar presentaron las plantas inoculadas

con G. caledonium I. En el suelo Rojo, también existidé la
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tendencia de una mayor efectividad de G. epigaeum, aunque
el analisis estadistico no detecté diferencias para
nitrégeno y fésforo (TABLA 8). ElI porcentaje de potasio
difirié en el suelo Rojo favoreciéndose las plantas
inoculadas con G. caledonium II (TABLA 8). La nodulacién
fué significativamente superior cuando la soja se inoculé

con G. epigaeum (TABLA 13).

La colonizacién micorricica se expresd con igual
intensidad en 1los dos suelos, indicando que, en las
condiciones de cultivo empleadas, todos los hongos fueron
compatibles con el cultivar Williams utilizado (TABLA 14).
Sin embargo, un andlisis mas detallado de los datos, pUSo
en evidencia una mejor afinidad entre G. epigaeum y la
soja en el suelo Negro, siguiéndole en comportamiento
simbiético G. margarita y G. caledonium I, (TABLA 15). En
tanto que en el suelo Rojo no hubo diferencias en el

grado de colonizacién (TABLA 18).

2.2._Estudio se compatibilidad para el cv Hood 75

usando suelo proveniente de Castelar, provincia

de Buenos Aires.

Nuevamente, se utilizéd G. epigaeum por su
comportamiento previo mids destacado y también fué el HMAV
que mas estimulé el crecimiento de la soja (TABLA 17), si
bien G. fasciculatum produjo un efecto similar tanto en
materia seca de tallos y hojas como en la de raices. El
tercer HMAV inoculado no difirié del control sin HMAV pero

tuvo una ligera tendencia a estimular el crecimiento como
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TABLA 3

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON HMAV SOBRE EL CRECIMIENTO DE
GLYCINE MAX (L) MERR CV WILLIAMS EN LOS SUELOS ESTUDIADOS

SUELOCS Peso Seco Peso Seco PSA:PSR
P.Aerea (g) Raiz (g)

Negro 1.78 a%* 0.47 a 0.26 a

Rojo 1.15 b 0.37 b 0.33 a

HMAV= Hongo Micorricico Arbisculo-Vesicular.
PSA:PSR= Peso Seco Parte Aérea : Peso Seco Raiz.
Nota (%) igual que en TABLA 2




TABLA 4

EFECTO DE LA INOCULACION CON HMAV SOBRE EL CRECIMIENTO DE LA
SOJA EN EL SUELO NEGRO.

Peso Seco Peso Seco
HMAV P.Aérea (g) Raiz (g) PSA:PSR
A. laevis 1.69 ax 0.41 a 0.25 a
G. caledonium I 1.99 a 0.47 a 0.24 a
G. caledonium II 1.59 a 0.46 a 0.29 a
G. epigaeum 1.84 a 0.54 a 0.30 a
G. margarita 1.77 a 0.47 a 0.24 a

Notas (*) igual que en TABLA 3.




TABLA 5

EFECTO DE LA INOCULACION CON HMAV SOBRE EL CRECIMIENTO DE LA SOJA
EN SUELO ROJO.

HMAV Peso Seco Peso Seco PSA:PSR

P. Aérea (g) Raiz (g)
A. laevis 1.21 ab¥* 0.36 a 0.30 a
G. caledonium I 1.06 b 0.36 a 0.35 a
G. caledonium II 1.07 b 0.34 a 0.32 a
G. epigaeum 1.37 a 0.41 a 0.30 a
G. margarita 1.05 b 0.42 a 0.40 a

Simbolos y notas (%) igual que en TABLA 3.



TABLA 6

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON HMAV SOBRE LA CONCENTRACION
DE NUTRIENTES EN LOS DOS SUELOS ESTUDIADOS.

SUELOS NITROGENO FOSFORO POTASIO
(%) (%) (%)

Negro 1.35 a%* 0.070 a 1.03 a

Rojo 1.14 b 0.065 a 0.94 a

Notas (*) igual que en TABLA 3.




TABLA 7

EFECTO DE LA INOCULACION CON HMAV SOBRE LA CONCENTRACION DE
NUTRIENTES, EN SOJA CULTIVADA EN SUELO NEGRO.

HMAV NITROGENO FOSFORO POTASIO
(%) (%) (%)
A. laevis 1.21 a% 0.066 a 1.02 b
G. caledonium I 1.43 ¢ 0.074 a 1.05 ab
G. caledonium II 1.30 b 0.068 a 1.03 b
G. epigaeum 1.56 d 0.074 a 1.19 a
G. margarita 1.25 ab 0.068 a 0.86 c

Notas (*) igual que en TABLA 3




TABLA 8

EFECTO DE LA INOCULACION CON HMAV SOBRE LA CONCENTRACION DE
NUTRIENTES, EN SOJA CULTIVADA EN SUELO ROJO.

HMAV NITROGENO FOSFORO POTASIO
(%) (%) (%)
A. laevis 1.16 a 0.064 a 0.97 bx*
G. caledonium I 1.12 a 0.062 a 0.89 bc
G. caledonium IX 1.10 a 0.068 a 1.11 a
G. epigaeum 1.21 a 0.068 a 0.94 b
G. margarita 1.11 a 0.064 a 0.81 ¢

Notas (*) igual que en TABLA 3



TABLA 8

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON HMAV SOBRE LA PRODUCCION DE
VAINAS EN SOJA, EN LOS SUELOS ESTUDIADOS

SUELOS Nro. VAINAS
Negro 5.4 a%
Rojo 1.8 b

Notas (*) igual que en TABLA 3



TABLA 10

EFECTO DE LA INOCULACION CON HMAV SOBRE LA PRODUCCION DE VAINAS
EN SOJA, EN LOS SUELOS ESTUDIADOS

NUMERO DE VAINAS
HMAV SUELO NEGRO SUELO ROJO

A. laevis

G. caledonium I
| G. caledonium II
‘ G. epigaeum

G. margarita

oo o,
P o P o P
NN e
oo o UTo

Simbolos y notas (*) igual que en TABLA 3



TABLA 11

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON HMAV SOBRE LA PRODUCCION DE
NODULOS EN SOJA, EN LOS SUELOS ESTUDIADOS

NODULOS
SUELQS NUMERO PESO (g)
Negro 18.0 ax* 0.039 a
Rojo 23.6 a 0.026 b

Notas (*) igual que en TABLA 3




TABLA 12

EFECTO DE LA INOCULACION CON HMAV SOBRE LA PRODUCCION DE NODULOS
EN SOJA, CULTIVADA EN SUELO NEGRO

NODULOS
HMAV NUMERO PESO (g)
A. laevis 10 cx- 0.026 b
G. caledonium I 20 ab 0.046 ab
G. caledonium II 15 bc 0.024 b
G. epigaeun 25 a 0.064 a
G. margarita 20 ab 0.036 b

Notas (*) igual que en TABLA 3




TABLA 13

EFECTO DE LA INOCULACION CON HMAV SOBRE LA PRODUCCION DE NODULOS
EN SOJA, CULTIVADA EN SUELO ROJO

NODULOS
HMAV NUMERO PESO (g)
A. laevis 19 bx 0.026 b
G. caledonium I 19 b 0.020 b
G. caledonium II 20 b 0.018 b
G. epigaeum 35 a 0.036 a
G. margarita 25 b 0.030 ab

Notas (*) igual que en TABLA 3




TABLA 14

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON HMAV SOBRE LA MICORRIZACION
EN SOJA, EN LOS SUELOS ESTUDIADOS

MICORRIZACION
SUELOS (%) (DT)
Negro 49.2 (44.5)
Rojo 42 .4 (41.1)

Abreviatura igual que en TABLA 2




TABLA 15

EFECTO DE LA INOCULACION CON HMAV SOBRE LA MICORRIZACION EN SOJA
CULTIVADA EN SUELO NEGRO

MICORRIZACION
HMAV (%) (DT)
A. laevis 46.2 (41.2) cx
G. caledonium I 48.6 (43.4) abc
G. caledonium II 41.4 (42.3) bc
G. epigaeum 55.8 (48.3) a
G. margarita 53.8 (47.2) ab

Abreviatura y notas (%) igual que en TABLA 2




TABLA 16

EFECTO DE LA INOCULACION CON HMAV SOBRE LA MICORRIZACION EN SOJA
CULTIVADA EN SUELO ROJO

MICORRIZACION

HMAV (%) (DT)
A. laevis 44 .4 (41.8)
G. caledonium I 36.4 (39.5)
G. caledonium II 43.8 (41.4)
G. epigaeum 44,6 (41.8)
G. margarita 43.0 (40.9)

Abreviaturas igual que en TABLA 2



TABLA 17

EFECTO DE LA INOCULACION CON HMAV SOBRE EL CRECIMIENTO DE
GLYCINE MAX (L) MERR CV HOOD 75, EN UN SUELO DE CASTELAR

Peso Seco Peso Seco PSA:PSR
HMAV P.Aérea (g) Raiz (g)
G. epigaeum 20.52 ax% 8.93 a 2.30 a
G. fasciculatum 19.03 a 10.23 a 1.86 a
G. mosseae 14.47 b 5.48 c¢ 2.64 a
sin HMAV 14.96 b 6.12 bc 2.44 a
Simbolos y notas (*) igual que en TABLA 3



se evidencid del cociente entre los pesos de parte aérea y

raices (PSA/PSR).

Respecto a 1la nutricién nitrogenada, también G.
epigaeum Yy G. fasciculatum promovieron a un mayor
contenido (TABLA 18), relacionandose esta situacidén con la
mayor produccién de nédulos y mejor micorrizacidén para las
especies HMAV citadas (TABLA 19). Esto puso en evidencia
una buena compatibilidad entre los hongos inoculados, la
soja ¥, su cosimbionte obligado, el Bradyrhizobium
japonicum que fué el tercer componente importante en el
desarrollo de esta leguminosa.

La concentracién de fésforo fué mayor para las
prlantas que fueron inoculadas con G. epigaeum y difirid a

un nivel p=0.05 del resto de los tratamientos (TABLA 18).

3. DEPENDENCIA MICORRICICA DE LA SOJA EN LOS SUELOS
ESTUDIADOS.

3.1. Suelo Negro, Granada, Espafia.

En un sentido general, 1la aplicacién de fosfato en
dosis crecientes promovié a un aumento de materia seca
hasta un limite en el cual, a pesar de incrementar el
fertilizante, el desarrollo de las plantas se mantuvo sin
diferencias estadisticas significativas (TABLA 20).

Cualquiera de los dos hongos inoculados, favorecid el
peso seco de tallos y hojas respecto al control sin HMAV,

cuando se analizaron estos tratamientos en forma global
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TABLA 18

EFECTO DE LA INOCULACION CON HMAV SOBRE LA NUTRICION DE LA SOJA
| EN UN SUELO DE CASTELAR

NITROGENO FOSFORO
HMAV (%) (%)
G. epigaeum 2.06 a% 0.086 a
G. fasciculatum 1.88 a 0.073 b
G. mosseae ‘ 1.35 b 0.068 b
sin HMAV 1.38 b 0.073 b

Simbolos y notas (*) igual que en TABLA 3




TABLA 19

EFFECTO DE LA INOCULACION CON HMAV SOBRE LA NODULACION Y LA
MICORRIZACION EN SOJA, CULTIVADA EN UN SUELO DE CASTELAR

Peso Seco MICORRIZACION

HMAV NODULOS (g) (%) (DT)
G. epigaeum 0.046 ax* 64.16 (53.37) a
G. fasciculatum 0.032 b 57.16 (51.25) a
G. mosseae 0.025 b 31.17 (33.89) b
sin HMAV 0.028 b 0 (0) c

Abreviatura y notas (*) igual que en TABLAS 2 y 3



TABLA 20

EFECTO GLOBAL DE LA FERTILIZACION FOSFATADA SOBRE EL CRECIMIENTO
DE LAS PLANTAS DE SOJA

mg POsHKz / Kg suelo Peso Seco
P.Aérea (g)

300 6.29 a%

200 6.31 a

100 5.41 b

50 4.85 ¢

0 2.75 d

Nota (*) nimeros seguidos de igual letra no difieren significa-
tivamente. Prueba de Duncan, p= (.01



para todos los niveles de fosfato utilizados (TABLA 21).

En particular, los efectos mas diferenciales se
observaron en el suelo sin adicién de fertilizante donde
las plantas inoculadas con G. mosseae crecieron
significativamente mds que las inoculadas con G. epigaeum
y éstas a su vez respondieron mejor que los controles sin

HMAV (TABLA 22 Y FIGURA 1).

No se observaron diferencias significativas en los

efectos, entre los niveles de fésforo aplicado, sobre el

crecimiento de la raices. En todas las dosis usadas , las
plantas superaron al control (TABLA 23). Tampoco se
apreciaron diferencias significativas - entre los

tratamientos inoculados y sin HMAV en todos los niveles de

fosfato (TABLA 24).

El analisis pormenorizado del peso seco de raices, en
cada dosis de fésforo y para cada hongo, sélo detectéd
diferencias apreciables en los niveles 100 y 300 mg de
fésforo. Concretamente, las raices inoculadas con G.
epigaeum fueron las més desarrolladas en el primer caso Yy,
en el segundo, las inoculadas con G. mosseae los menos,

siendo superada por el control (TABLA 25 y FIGURA 2).

Todos los niveles de fésforo aplicados presentaron
diferencias significativas sobre la concentracién de
nitrégeno en parte aérea (TABLA 26), no ocurriendo lo
mismo con el potasio (TABLA 32), aunque si hubo respuesta
en lo referente a la concentracién de fésforo (TABLA 29).

También existieron efectos positivos sobre las
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concentraciones de nitrégeno como respuesta a la
inoculacién con G. epigaeum (TABLA 27) y en la
concentracién de fésforo en tallos y hojas, cuando la soja
estuvo micorrizada con cualquiera de los HMAV {TABLA 30).
La concentracidén de potasio incrementd con la inoculacién

de G. epigaeum y en el menor grado con G. mosseae (TABLA

33).

Estudiando cada nivel por separado, se reflejé el
comportamiento general citado con G. epigaeum para las
concentraciones de nitrégeno, pues el efecto de este
superdé significativamente a los valores obtenidos con los
otros dos tratamientos, excepto con la mayor dosis de

fosfato donde ya no difirié (TABLA 28 y FIGURA 3).

Este mismo andlisis para las concentraciones de
fésforo en tallos y hojas de las plantas, presenta ligeras
variaciones, favoreciendo a las inoculadas con HMAV
respecto al control en los dos primeros niveles de
fertilizacién. En las dltimas dosis no hubo diferenciaé,
coincidentemente con 1la ausencia de micorrizacidén (TABLAS

31 y 43, FIGURA 4).

Las concentraciones de potasio en parte aérea no
oscilaron demasiado, en las dosis 50 y 200 mg G. mosseae
tuvo valores inferiores a los otros dos tratamientos

(TABLA 34 Y FIGURA 5).

La nodulacién mantuvo un comportamiento similar a la
produccién de materia seca, favoreciéndose con el aumento

de fertilizante, con un 1ligero '"plateau" en las dosis
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TABLA 21

EFECTO GLOBALIZADO DE LA INOCULACION CON HMAV SOBRE EL
CRECIMIENTO DE LAS PLANTAS DE SOJA

HMAV Peso Seco
P.Aérea (g)

G. epigaeum 5.42 a%*
G. mosseae 5.11 a
sin HMAV 4.87 b

Notas (*) igual que en TABLA 20
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FIGURA 1. Efecto de inoculacién con HMAV y de fertilizacién
fosfatada sobre la produccién de materia seca en plantas de soja

TABLA 22

ANALISIS ESTADISTICOS DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 1.

mg P03 HK2 /Kg suelo

HMAV 0 50 100 200 300
G. epigaeun B A A A A
G. mosseae A A B A B
sin HMAV C A AB A A

Notas (*) igual que en TABLA 20




TABLA 23

EFECTO GLOBAL DE LA FERTILIZACION FOSFATADA SOBRE EL CRECIMIENTO
DE RAICES DE LAS PLANTAS DE SOJA

mg POsHKz / Kg suelo Peso Seco
Raiz (g)

300 2.66 ax

200 2.34 a

100 2.49 a

50 2.24 a

0 1.70 b

Notas (*) igual que en TABLA 20



TABLA 24

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON HMAV SOBRE EL CRECIMIENTO DE
RAICES DE LAS PLANTAS DE SOJA

HMAV Peso Seco

Raiz (g)

G. epigaeun 2.37 a%
G. mosseae 2.19 b
sin HMAV 2.30 ab

Notas (*) igual que en TABLA 20
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FIGURA 2. Efecto de inoculacién con HMAV Yy de fertilizacién
fosfatada sobre el peso seco de raices en plantas de soja.

TABLA 25

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 2.

mg PO4HK: /Kg suelo
HHMAV 0 50

100 200 300
| G. epigaeunm ABx A A A A
| G. mosseae A A B A B
| sin HMAV B A B A A

‘ Notas (x%) igual que en TABLA 20
|
|
|



TABLA 26

EFECTO GLOBAL DE LA FERTILIZACION FOSFATADA SOBRE LA
CONCENTRACION DE NITROGENO EN PARTE AEREA DE LAS PLANTAS DE SOJA

mg POsHK: / Kg suelo NITROGENO
(%)

300 1.88 ax

200 1.88 a

100 1.87 a

50 1.85 a

0 1.76 b

Notas (*) igual que en TABLA 20




TABLA 27

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON HMAV SOBRE LA CONCENTRACION
DE NITROGENO EN PARTE AEREA DE LAS PLANTAS DE SOJA

HMAV NITROGENO
(%)
G. epigaeun 1.92 ax
G. mosseae 1.83 b
sin HMAV 1.80 b

Notas (*) igual que en TABLA 20
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FIGURA 3. Efecto de inoculacién con HMAV y de fertilizacién

fosfatada sobre la concentracién de nitrégeno en plantas de soja.

TABLA 28

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 3

mg PO4HKz /Kg suelo

HMAV 0 50 100 200 300
G. epigaeum A* A A A A
G. mosseae B B B B A
sin HMAV B B B B A

Notas (*) igual que en TABLA 20



TABLA 29

EFECTO GLOBAL DE LA FERTILIZACION FOSFATADA SOBRE LA
CONCENTRACION DE FOSFORO EN PARTE AEREA DE LAS PLANTAS DE SOJA

mg POsHKz / Kg suelo FOSFORO
(%)

300 0.10 ax

200 0.09 ab

100 0.08 b

50 0.08 b

0 0.08 b

Notas (*) igual que en TABLA 20



TABLA 30

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON HMAV SOBRE LA CONCENTRACION
DE FOSFORO EN PARTE AEREA DE LAS PLANTAS DE SOJA

HMAV FOSFORO

(%)
G. epigaeum 0.10 ax
G. mosseae 0.09 a
sin HMAV 0.07 b

Notas (*) igual que en TABLA 20
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FIGURA 4. Efecto de inoculacién con HMAV y de fertilizacién
fosfatada sobre la concentracién de fésforo en plantas de soja.

TABLA 31

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 4

mg PO4HKz /Kg suelo

HMAV 0 50 100 200 300
G. epigseum A% A A A A
G.mosseae A A B A A
8in HMAV B B B A A

Notas (*) igual que en TABLA 20



TABLA 32

EFECTO GLOBAL DE LA FERTILIZACION FOSFATADA SOBRE LA
CONCENTRACION DE POTASIO EN PARTE AEREA DE LAS PLANTAS DE SOJA

mg PO4sHKz / Kg suelo POTASIO
(%)

300 0.95 ax

200 0.89 a

100 0.91 a

50 0.92 a

0 0.90 a

Notas (%) igual que en TABLA 20



TABLA 33

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON HMAV SOBRE LA CONCENTRACION
DE POTASIO EN PARTE AEREA DE LAS PLANTAS DE SOJA

HMAV POTASIO

(%)
G. epigaeunm 0.99 ax
G. mosseae 0.92 b
sin HMAV 0.83 ¢

Notas (*) igual que en TABLA 20
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FIGURA 5. Efecto de inoculacién con HMAV y de fertilizacién

fosfatada sobre la concentracién de potasio en plantas de soja.

TABLA 34

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 5.

mg POaHKz /Kg suelo

HMAV 0 50 100 200 300
G. epigsaeum A% A A A A
G. mosseae A B A B A

sin HMAV

A A A A A

Notas (*)

igual que en TABLA 20



mayores (TABLA 35). También es notorio, el efecto
sinérgico de los hongos de las micorrizas con su otro
simbionte, el Bradyrhizobium, pues 1la nodulacién estuvo
acrecentada por la micorrizacién con G. epigaeum y G.

mosseae en este orden de efectividad respectivamente

(TABLA 36).

Para cada nivel en forma individual, los dos HMAV
estimularon 1la nodulacién en las dosis de 0,100 y 300 mg
no existiendo diferencias en la de 200 mg y, aumentando la
produccién de ndédulos sélo G. epigaeum en la de 50 mg
(TABLA 37 Y FIGURA 6).

La formacidén de frutos (vainas) tuvo una estimulacién
poco diferenciada en 1los cuatro primeros niveles de
fertilizacién y luego incrementdé significativamente en el
Gltimo (TABLA 38). Para esta variable no hubo distincién
entre los tratamientos micorrizados y el control (TABLA
39). A pesar de este efecto global, cuando se observé el
comportamiento en cada nivel, resultéd en una tendencia
significativa a favor de las plantas que recibieron HMAV
(TABLA 40 Y FIGURA 7) aunque el efecto disminuyé en las

dos ultimas dosis de fosfato.

La simbiosis micorricica se vié inhibida por dosis
crecientes de fosfato (TABLA 41) y los dos HMAV difirieron
en su capacidad colonizadora, superando G. mosseae a G.
epigaeum (TABLA 42), inclusive cuando se estudidé cada

nivel de fertilizacién por separado (TABLA 43 Y FIGURA 8).
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TABLA 35

EFECTO GLOBAL DE LA FERTILIZACION FOSFATADA SOBRE LA PRODUCCION
DE NODULOS EN LAS PLANTAS DE SOJA

mg POsHK> / Kg suelo Nro. NODULOS
300 57.6 a%
200 51.7 ab
100 47.5 b
50 38.6 ¢
0 31.2 d

Notas (*) igual que en TABLA 20




TABLA 36

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON HMAV SOBRE LA PRODUCCION
DE NODULOS EN LAS PLANTAS DE SOJA

HMAV Nro. NODULOS
G. epigaeum 52.7 a%*
G. mosseae 47.0 b
sin HMAV 36.5 ¢

Notas (*)} igual que en TABLA 20
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FIGURA 6. Efectc de la inoculacién con HMAV Yy de fertilizacién
fosfatada sobre 1la Produccién de nédulos en plantas de soja.

TABLA 37

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 6

mg PO4HKz /Kg suelo

HMAV 0 50 100 200 300
G. epigaseum A% A A A A
G. mosseae A B A A A
sin HMAV B B B A B

’Notas (*) igual que en TABLA 20.



TABLA 38

EFECTO GLOBAL DE LA FERTILIZACION FOSFATADA SOBRE LA PRODUCCION
DE VAINAS EN LAS PLANTAS DE SOJA

mg PO4HK:> / Kg suelo Nro. VAINAS
300 17.8 ax
200 14.5 b
100 11.5 bc
50 10.7 bce
0 9.3 bc

Notas (*) igual que en TABLA 20




TABLA 39

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON HMAV SOBRE LA PRODUCCION DE
VAINAS EN LAS PLANTAS DE SOJA

HMAV Nro. VAINAS
G. epigaeum 12.1
G. mosseae 13.1

sin HMAV 11.2
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FIGURA 7. Efecto de inoculacién con HMAV y de fertilizacién
fosfatada sobre la produccién de vainas en pPlantas de soja.

TABLA 40

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 17

mg POaHKz /Kg suelo

HMAV 0 50 100 200 300
G. epigaeum Ax A A A A
G. mosseae A A AB A B
sin HMAV B B B A A

Notas (*) igual que en TABLA 20



TABLA 41

EFECTO GLOBAL DE LA FERTILIZACION FOSFATADA SOBRE LA
MICORRIZACION EN LAS PLANTAS DE SOJA

mg PO4HKz / Kg suelo MICORRIZACION
(%) (DT)
300 0 (0) ax%
200 0 (0) a
100 9.8 (17.3) b
50 22.9 (26.6) c
0 33.5 (40.9) d

Abreviaturas y notas (%) igual que en TABLAS 2 y 20




TABLA 42

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON HMAV SOBRE LA MICORRIZACION
DE LAS PLANTAS DE SOJA

HMAV MICORRIZACION

(%) (DT)
G. epigaeun 9.11 (20.5) a*
G. mosseae 34.99 (35.7) b

Abreviaturas y notas (*) igual que en TABLAS 2 y 20
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FIGURA 8. Efecto de jnoculacién con HMAV y de fertilizacién
fosfatada sobre la micorrizacién en plantas de soja.

TABLA 43

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 8

mg PO4HKz /Kg suelo

HMAV ] 50 100 200 300
G. epigaeum (37.9)ax (12.4)a (11.2)a 0 0
G. mosseae (43.8)b (39.9)b (23.3)b (4] 0

Notas (*) igual que en TABLA 20
Datos transformados arc sen V{X.




3.2 Suelo de Castelar, Buenos Aires, Argentina.

La incorporacién de fertilizante aumento
significativamente 1la cantidad de materia seca, sin que
ésta == alterara entre 100 y 200 mg de fosfato (TABLA 44).
Los HMAV inoculados estimularon el crecimiento y G.
epigaeum fué mds eficiente que G. mosseae (TABLA 45).
Cuando se estudié el efecto para cada nivel de fosfato se
observé esta eficiencia estadisticamente diferente de G.
epigaeum; G.mosseae sélo estimula mds que el control sin
HMAV en el primer nivel de fosfato aunque su tendencia fué
como se mencioné antes de superar a dicho control (TABLA

46 Y FIGURA 9).

Se detectdé una tendencia lineal en el peso seco de
raices, creciendo a medida que se aumentaron las dosis de
fosfato (TABLA 47). El1 comportamiento de los HMAV fué
estimulante igual que con el peso seco de tallos y hojas
(TABLA 48). En un analisis pormenorizado, G. mosseae
difirié del control, no asi G. epigaeum en el primer
nivel de fosfato; en 1la segunda dosis, se homologd el
crecimiento de las raices; con 200 mg, los dos hongos
promueven a mayor materia seca y, en 300 mg, sélo G.

epigaeum superd el control (TABLA 49 Y FIGURA 10).

La concentracién de nitrégeno aumentd a medida que se
adicioné mas fésforo pero, en los dos dltimos niveles
permanecidé invariable (TABLA 50). Lecs HMAV promovieron a
un mayor contenido de este nutriente en las plantas
(TABLA 51). En el primer v en el dltimo nivel de fosfato,

<

G. mosseae determind un aumento en la concentracién de
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TABLA 44

EFECTO GLOBAL DE LA FERTILIZACION FOSFATADA SOBRE EL
DE LAS PLANTAS DE SOJA

CRECIMIENTO

mg PO4sHKz / Kg suelo Peso Seco
P.Aérea (g)

300 16.71 ax
200 13.71 b
100 13.49 b

0 8.44 ¢

Notas (*) igual que en TABLA 20



TABLA 45

EFECTO GLOBALIZADO DE LA INOCULACION CON HMAV SOBRE EL
CRECIMIENTO DE LAS PLANTAS DE SOJA

HMAV Peso Seco
P.Aérea (g)

G. epigaeum 16.11 a%*
G. mosseae 12.34 b
sin HMAV 10.82 ¢

Notas (*) igual gue en TABLA 20
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FIGURA 9. Efecto de inoculacién con HMAV y de fertilizacién
fosfatada sobre 1la produccién de materia seca en rlantas de soja.
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TABLA 46

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 9

—_—
mg PO4HK> /Kg suelo

HMAV 0 100 200 300

G. epigaeun A¥ A A A

G. mosseae B B B B

sin HMAV C B B B

Notas (%) jgual que en tabla 20




TABLA 47

EFECTO GLOBAL DE LA FERTILIZACION FOSFATADA SOBRE EL CRECIMIENTO
DE RAICES DE LAS PLANTAS DE SOJA

mg POsHKz2 / Kg suelo Peso Seco
Raiz (g)

300 9.06 ax*

200 8.10 b

100 7.24 c

0 6.18 d

Notas (*) igual que en TABLA 20




TABLA 48

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON HMAV SOBRE EL CRECIMIENTO DE
RAICES DE LAS PLANTAS DE SOJA

HMAV Peso Seco

Raiz (g)

G. epigaeum 9.08 a*
G. mosseae 7.65 b
sin HMAV 6.20 ¢

Notas (*) igual que en TABLA 20
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FIGURA 10. Efecto de inoculacidén con HMAV y de fertilizacién
fosfatada sobre el peso seco de raices en plantas de soja.

TABLA 49

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 10

mg POsHK2 /Kg suelo

HMAV 0 100 200 300
G. epigaeum ABx A A A
G. mosseae A A A B

sin HMAV . B A B B

Notas (*) igual que en TABLA 20.



TABLA 50

EFECTO GLOBAL DE LA FERTILIZACION FOSFATADA SOBRE LA
CONCENTRACION DE NITROGENO EN PARTE AEREA DE LAS PLANTAS DE SOJA

mg POsHKz / Kg suelo NITROGENO
(%)
300 2.00 a%*
200 1.98 a
100 1.90 b
0 1.69 ¢

Notas (*) igual que en TABLA 20




TABLA 51

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON HMAV SOBRE LA CONCENTRACION
DE NITROGENO EN PARTE AEREA DE LAS PLANTAS DE SOJA

HMAV NITROGENO
(%)
G. epigaeum 1.89 b¥*¥
G. mosseae 1.96 a
sin HMAV 1.83 ¢

Notas (*) igual que en TABLA 20




nitrégeno; con 100 mg de fosfato, ambos HMAV superaron
significativamente al control Yy en la tercer dosis todos

se mantuvieron invariables (TABLA 52 Y FIGURA 11).

La concentracién de fésforo siguié el mismo ritmo que
la de nitrégeno (TABLA 53) pero sbélo G. epigaeum aumentéd
significativamente el fésforo en las plantas (TABLA 54),
principalmente en las dosis de 100 y 200 mg. (TABLA 55).
Solo en 1la tUltima dosis G. mosseae superdé al testigo y se

igualé al comportamiento de G. epigaeum (TABLA 55 Y FIGURA
12).

La produccién de vainas mejora con la fertilizacién
sin embargé entre 100 y 200 mg permanecidé estacionaria
(TABLA 56) Los HMAV influyeron en el aumento de frutos
siendo el efecto de G. epigaeum superior al del otro hongo

usado (TABLA 57).

Excepto en el nivel con 200 mg de fertilizante el
comportamiento de G. mosseae se igualdé al del control, en
todos los niveles se mantuvo la tendencia general a que G.
epigaeum fuera méds eficiente que G. mosseae v ambos

superiores al control sin HMAV (TABLA 58 Y FIGURA 13)

La nodulacién respondid linealmente a la
fertilizacidén hasta los 200 mg de fosfato ya que en las
dos Ultimas dosis no aumenté (TABLA 59). Las dos especies
fingicas compatibilizaron bien con el Bradyrhizobium
promoviendo a wun mayor nimero de nédulos cuando se
hallaron compartiendo el sistema radical de las prlantas de

soja (TABLA 60). En cada nivel se observé claramente este
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FIGURA 11. Efectos de inoculacién con HMAV y de fertilizacién
fosfatada sobre la concentracién de nitrégeno en plantas de soja.

TABLA 52

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 11.

mg PO4HKz/ suelo

HMAV 4] 100 200 300
G. epigaeum Bx A A B
G. mosseae A A A A
sin HMAV B B A B

Notas (*) igual que en TABLA 20




TABLA 53

EFECTO GLOBAL DE LA FERTILIZACION FOSFATADA SOBRE LA
CONCENTRACION DE FOSFORO EN PARTE AEREA DE LAS PLANTAS DE SOJA

mg POsHK> / Kg suelo FOSFORO
(%)

300 0.12 a%*

200 0.11 a

100 0.09 b

0 0.07 ¢

Notas (*) igual que en TABLA 20



TABLA 54

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON HMAV SOBRE LA CONCENTRACION
DE FOSFORO EN PARTE AEREA DE LAS PLANTAS DE SOJA

HMAV FOSFORO

(%)
G. epigaeum 0.11 ax
G. mosseae 0.09 b
sin HMAV 0.09 b

Notas (*} igual que en TABLA 20
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FIGURA 12, Efecto de la inoculacién con HMAV y de la

fertilizacién fosfatada sobre
plantas de soja.

la

TABLA 55

concentracién

de fésforo en

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 12,

HMAV 0

mg POqHKz /Kg suelo

100 200 300
G. epigaeum A% A A A
G. mosseae A B B A
sin HMAV A B B B

Notas (*) igual que en TABLA 20




TABLA 56

EFECTO GLOBAL DE LA FERTILIZACION FOSFATADA SOBRE LA PRODUCCION
DE VAINAS EN LAS PLANTAS DE SOJA

mg POsHKz / Kg suelo Nro. VAINAS
300 16.33 a¥*

200 14.33 b

100 13.60 b

0 11.73 ¢

Notas (*) igual que en TABLA 20




TABLA 57

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON HMAV SOBRE LA PRODUCCION DE
VAINAS EN LAS PLANTAS DE SOJA

HMAV Nro. VAINAS

G. epigaeunm 17.90 a*
G. mosseae 14.10 b
sin HMAV 10.00 c

Notas (*) igual que en TABLA 20
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FIGURA 13. Efecto de inoculacién con
fosfatada sobre 1la produccién de vainas

TABLA 58

HMAV 'y de fertilizacién
en plantas de soja.

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 13.

mg PO« HK2 /Kg suelo

HMAV 0 100 200 300
G. epigaeum A% A A A
G.mosgeae B B B B
sin HMAV C C B C

Notas (*) igual que en TABLA 20




TABLA 59

EFECTO GLOBAL DE LA FERTILIZACION FOSFATADA SOBRE LA
DE NODULOS EN LAS PLANTAS DE SOJA

PRODUCCION

mg POsHKz / Kg suelo Nro. NODULOS
300 47.87 a%
200 48.40 a
100 41.80 b
0 34.87 ¢

Notas (*) igual que en TABLA 2C.



TABLA 60

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACICN CON HMAV SOBRE LA PRODUCCION
DE NODULOS EN LAS PLANTAS DE SOJA

HMAV Nro. NODULOS
G.epigaeum 50,85 a%
G.mosseae 47.65 a
sin HMAV 31.20 b

Notas (*)} igual que en TABLA 20.




efecto sinérgico (TABLA 61 Y FIGURA 14).

La colonizacién micorricica disminuyé gradualmente a
medida que se aumenté el fosfato en el suelo {TABLA 62).
De los dos HMAV, el mas invasor fué el G. epigaeum (TABLA
63) pero este efecto general sélo se reflejé en el suelo
original sin fertilizacién porque luego, en todas las
dosis wusadas, no hubo diferencias significativas entre

ellos (TABLA 64 Y FIGURA 15).

4. ESTUDIOS DE INTERACCION ENTRE DIFERENTES CEPAS DE
BRADYRHIZOBIUM JAPONICUM Y MICORRIZAS NATIVAS DE UN
SUELO DE CASTELAR.

4.1. Ensayo en condiciones controladas.

El mayor efecto sobre la produccién de materia seca,
fué el proporcionado por la cepa E110, ésta al igual que

la E104 y E45 estimularon mds la nodulacién (TABLA 65).

La inoculacién con Bradyrhizobium (cepa E110),
también favorecié 1la colonizacién de los hongos presentes
naturalmente en ese suelo, aunque, excepto la cepa E97,
todas las restantes estimularon la micorrizacién en forma

significativamente comparable (TABLA 66).

Se recuperaron mas esporas cuando se inoculé con las

cepas E110 y E104 (TABLA 66).
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FIGURA 14.

Contral sin HMBV % G. mosseae + G. epigaeum O

" e

Efecto de

12a 2ea 304
mg DE FOSFRTO ~ Kg DE SUELO

la inoculacién con HMAV y de fertilizacién

fostatada sobre 1la produccién de nédulos en plantas de soja.

TABLA 61

ANALISIS ESTADISTICOS DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 14

mg PO«HKz / Kg suelo

HMAV 0 100 200 300
A
G.epigaecum A% A A B
G.mosseae B A A c
sin HMAV C B B

Notas (*) igual que en TABLA 20




TABLA 62

EFECTO GLOBAL DE LA FERTILIZACION FOSFATADA SOBRE LA
MICORRIZACION EN LAS PLANTAS DE SOJA

mg POsHK> / Kg suelo MICORRIZACION
(%) (DT)
300 2.44 (10.6) ax
200 16.00 (23.6) b
100 34.90 (36.2)
0 34.70 (35.5) ¢

Abreviaturas como en TABLA 2. Notas (*) como en TABLA 20




TABLA 63

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON HMAV SOBRE LA MICORRIZACION
EN PLANTAS DE SOJA

HMAV MICORRIZACION

(%) (DT)
G.epigaeum 26.25 (28.8) ax
G.mosseae 18.25 (24.2) b

Abreviaturas como en TABLA 2. Notas (*) como en TABLA 20
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FIGURA 15. Efecto de inoculacién con HMAV y de fertilizacién
fosfatada sobre la micorrizacién en plantas de soja.

TABLA 64

ANALISIS ESTADISTICOS DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 15
V.T. (Variable Transformada)

mg POsHK2 / Kg suelo

HMAV 0 100 200 300
G. epigaeun (45.1)ax (37.4)a (22.9)a (9.6)a
G. mosseae (25.9)b (35.1)a (24.2)a (11.5)a

Notas (*) igual que en TABLA 20




TABLA 65

EFECTO DE LA INOCULACION CON DIFERENTES CEPAS DE BRADYRHIZOBIUM
JAPONICUM SOBRE LA PRODUCCION DE MATERIA SECA Y LA NODULACION
EN PLANTAS DE SOJA.

Cepa de Peso Seco Nodulacién
Bradyrhizobium P. Aérea (g) (*)
inoculada.

E 45 3.25 ab%* * 9

E 97 3.34 ab 6

E 104 3.15 b 10

E 109 2.85 b 6

E 110 4,30 a 10

control 2.31 b 0

* Escala arbitraria estimada de 0 a 10
Notas (**) como en TABLA 2.




TABLA 66

EFECTO DE LA INOCULACION DE PLANTAS DE SOJA CON DIFERENTES CEPAS
DE BRADYRHIZOBIUM JAPONICUM SOBRE LAS MICORRIZAS NATIVAS**,

Cepa de

Bradyrhizobium MICORRIZACION Nro. ESPORAS
inoculada (%) (DT) en 100 ml suelo
E 45 38 (38.1) ax% 43 b

E 97 24 (19.3) b 40 b

E 104 35 (36.3) a 76 a

E 108 31 (33.8) a 40 b

E 110 46 (42.7) a 102 a
control 25 (30.0) b 42 b

Abreviaturas y notas (*) igual que en TABLA 2
**%¥ En condiciones controladas.




4.2. Ensayo en condiciones de campo.

Las cepas E110, E45 y E104 favorecieron méas la
micorrizacién y como puede observarse en la TABLA 67,
también las dos primeras cepas mencionadas y la E97
provocaron la formacién de mayor numero de esporas que el

control carente de Bradyrhizobium.

5. ESTUDIO DE LAS INTERACCIONES ENTRE BRADYRHIZOBIUM,
GLOMUS Y GLICINE MAX EN EL SUELO NEGRO DE GRANADA.

Como se ha sehalado en el capitulo de Materiales y
Métodos, el analisis estadistico para cada variable siguié
una serie de etapas. A fin de no abundar en la
presentacidén de tablas de datos, en los casos en que no se
evidenciaron diferencias estadisticamente significativas
se limitaron dichos resultados a un comentario en el texto
v sélo se detallaron los datos que presentaron

significacidn.

5.1. Peso seco de tallos v hojés.

En las FIGURAS 16, 17, vy 18 se observa, en forma
grafica, el mismo resultado que la prueba de Shafiro
Wilks para normalidad. La transformacién logaritmo,
mejord la heterogeneidad de varianzas producida por el
crecimiento de las plantas a través del tiempo.
Globalizando, se visualizé una tendencia, no

significativa a que el Glomus inoculado a los 15 dias
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(G15) produjera mayor peso seco de parte aérea (TABLA 68).

El andlisis de varianza dié interaccién significativa
entre los niveles de nitrégeno, fésforo 7y evaluaciones,
razén por la cual se efectué un andlisis dentro de cada

nivel de fésforo (P, GO y G15).

5.1.1. Fertilizacién con fosfato (P).

No se detecté interaccién entre los niveles de
nitrégeno a través del tiempo, pero si diferencias entre
las medias (TABLA 869), detecténdose para el tratamiento
fertilizado con fosfato e inoculado a los 15 dias desde la
siembra con Bradyrhizobium (PB15) un efecto estimulante
sobre el crecimiento de la soja. Dicho crecimiento se

detuvo al final, en las dos dltimas evaluaciones (TABLA

70)

5.1.2. Inoculacién con G. epigaeum en el momento de

la siembra (G0).

Se presenté en este caso interaccién entre los
niveles de nitrégeno y las evaluaciones y hubo tendencia a
mayor produccién de materia seca para el tratamiento con
HMAV y B. japonicum a los 15 dias (GO B15) (TABLA 71). Se
diferencié el crecimiento de las plantas de los
tratamientos anteriores (5.1.1.) en que no se estaciond al

final del ensayo (TABLA 72).
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TABLA 67

EFECTO DE LA INOCULACION DE PLANTAS DE SOJA CON DIFERENTES CEPAS
DE BRADYRHIZOBIUM JAPONICUM SOBRE LAS MICORRIZAS NATIVAS**,

Cepa de
Bradyrhizobium MICORRIZACION Nro. ESPORAS
inoculada (%) (DT) en 100 ml suelo
E 45 56 (48.5) abx 150 a
E 97 42 (40.4) cd 113 b
E 104 54 (47.3) ab 75 ¢
E 109 48 (43.8) bc 71 ¢
E 110 61 (51.4) a 167 a
Control 39 (38.7) d 50 ¢

Abreviaturas y notas (*) igual que en TABLA 2.
** En condiciones de campo.




TABLA 68

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON GLOMUS EPIGAEUM (615 Y GO) Y
LA FERTILIZACION FOSFATADA (P) SOBRE EL CRECIMIENTO DE LA SOJA.
DATOS ACUMULADOS DE TODOS LOS PERIODOS DE EVALUACION

Peso Seco

TRATAMIENTO P.Aérea (1)
G15 0.28 ax
GO 0.22 a
P 0.20 =&

G15= Glomus inoculado a los 15 dias; GO= Glomus inoculado al
tiempo "cero"; P= fertilizacion con fosfato.

Nota (1) Datos transformados para el andlisis estadistico {ln x).
Nota (*) Numeros seguidos de igual letra no difieren significati-
| vamente - Prueba de Tukey, p = 0.01.




TABLA 69

EFECTO GLOBAL DE INOCULACION CON B. JAPONICUM (B) Y ADICION DE
FOSFATO (P) SOBRE EL CRECIMIENTO DE LA SOJA. DATOS ACUMULADOS
DE TODOS LOS PERIODOS DE EVALUACION

TRATAMIENTO Peso Seco
P. Aérea (1)

P B15 0.31 a%*
P BO 0.17 b
P N 0.11 b

B15= Bradyrhizobium inoculado a los 15 dias; BO= Bradyrhizobium
inoculado al tiempo "cero"; N= Fertilizacidn con nitrdgeno.
Demas abreviaturas y notas (%) (1) igual que en TABLA 68,



PN+ PBO * PBIS €

4
o
>
| 3
>
«
&
u 2
a
a
o]
(]
L
n !
o
un
W
Q

2

2 ta 28 38 <8 S8 68 e
TIEMPO (DIRS)

2(
*
£
— i
>
1
>o
& e
L
a
a
O
(@)
tJ =1
[
o
[h]
L
a

-2
%] e ce 30 48 S8 60 4]

TIEMPO (D1RS)

FIGURA 16. Efecto de la adicidn de nitrogeno (N) o de la rnoculu-
cién con Bradyrhizobium (B15 ¥ BO} cuando se adiciona fosfato (P)
sobre el peso seco de parte aérea en plantas de soja.

TABLA 70

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 16.

V.T. (Varjable Transformada}
TIEMPO (dias})
11 18 24 31 52 67
A% B C D E E

Notas (=*) igual que en TABLA 68.
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cidén con Bradyrhizobium (BI5 ¥y BO) ¥ con Glomus (GU) sobre el
Peso seco de parte aérea en plantas de soja.

TABLA 71

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 17.
V.T. (Variable Transformada).

-_—

TIEMPO (dias)
TRATAMIENTO 11 18 24 31 52 67

GO B1S A% A A A A A
GO BO A B A A A AB
GO N A B A A A B

Abreviaturas y notas (%) como en TABLAS 68 Y 69.
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TABLA 72

EVOLUCION A LO LARGO DEL TIEMPO DE TODOS LOS TRATAMIENTOS
INOCULADOS CON G. EPIGAEUM (GO). VALORES DE PESO SECO DE
PARTE AEREA (1).

TIEMPO (dias)
11 18 24 31 52 67

=1.17 a% -0.56 b -0.16 ¢ -0.43 d 1.10 e 1.22 £

Notas (1) y (*) igual que en TABLA 68 y 69



5.1.3. Inoculacién con G. epigaeum a los 15 dias

desde la siembra (Gl5).

S6lo se presentaron diferencias en la evolucidn de

las plantas a través del tiempo (TABLA 73).

5.2. Peso seco de raices.

En las FIGURAS 19, 20, y 21, se pudo verificar que la
transformacién de 1la variable, mejoré la homogeneidad de
los datos para su estudio estadistico. En un sentido
general, el tratamiento inoculado con Glomus a los 15
dias (G15) produjo mayor cantidad de materia seca en
raices (TABLA 74). Al igual que la anterior hubo
interaccién de los niveles de fésforo a través del tiempo

y se analizaron las medias dentro de cada nivel.

5.2.1., Fertilizacién con fosfato (P).

S6lo a los 11 y a los 24 dias existieron diferencias
significativas y la tendencia fué el 1logro de un mayor
desarrollo de las raices en los tratamientos fertilizados
e inoculados con el Rhizobium a los 15 dias (PB15). (TABLA
75). Las raices , al igual que la parte aérea estacionaron
su crecimiento en los 2 ddltimos periodos de evaluacidén

(TABLA 76).
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TABLA 73

EVOLUCION A LO LARGO DEL TIEMPOF DE TODOS LOS TRATAMIENTOS
INOCULADOS CON G. EPIGAEUM (G15). VALCRES DE PESO SECO DE
PARTE AEREA (1).

TIEMPO (dias)
11 18 24 31 52 67

-1.14 ax -0.52 b 0.07 ¢ 0.54 d 1.20 e 1.53f

Notas (1) y (*) igual que en TABLA 68.




TABLA 74

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON GLOMUS EPIGAEUM (G15 Y GO) Y
LA FERTILIZACION FOSFATADA (P) SOBRE EL PESO SECO DE RAICES.DATOS
ACUMULADOS DE TODOS LOS PERIODOS DE EVALUACION

TRATAMIENTO Peso Seco
Raiz (1)
G1l5 0.52 ax%
GO 0.57 b
P 0.58 b

(1) Datos transformados para el andlisis estadistico (x+1)-1,
Abreviaturas y notas (*) igual que en TABLA 68.
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inocula-

cidén con Bradyrhizobium (B15 ¥ BO) cuando se adiciona fosfato (P,
sobre el peso seco de raices en plantas de soja.

TABLA 75§

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 19

V.T. (Variable Transformada}

TIEMPO (dfas)
TRATAMIENTO 11 18 24 31

52 67
—_—
P BiS B¥ A B A A A
P B AB A A A A A
P N A A AB A A A

Abreviaturas y notas (*) igual que en tabla 68 y 74.
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TABLA 76

EVOLUCION A LO LARGO DEL TIEMPO DE TODOS LOS TRATAMIENTOS CON
ADICION DE FOSFATO (P). VALORES DE PESO SECO DE RAICES (1)

TIEMPO(dias)
11 18 24 31 52 67
0.90 ax 0.74 b 0.61 ¢ 0.54 d 0.37 e 0.33 e

Notas (1) y (%) igual que en TABLA 68 y 74.



5.2.2. Inoculacién con G. epigaeum en el momento de

la siembra (GO).

S6lo se presentaron diferencias a través del tiempo

(TABLA 77)siguiendo un crecimiento lineal.

5.2.3. Inoculacién con G. epigaeum a los 15 dias

desde la siembra (Gi5).

Cuando se inoculdé con el HMAV a los 15 dias, el peso
seco de las raices se vié favorecido, en primer lugar, por
la inoculacién con el co-simbionte obligado,
Bradyrhizobium a los 15 dias y, en segundo término, por su
reemplazo con fertilizante nitrogenado (TABLA 78). Las

raices evolucionaron igual que en 5.2.2. (TABLA 79).

5.3. Concentracién de nitrégeno en tallos v hojas.

En este cada la transformacién no varié demasiado los
datos (FIGURAS 22, 23 Y 24) También aqui el ANOVA detecté

interaccidén vy fué necesario analizar cada nivel de

fésforo.

5.3.1. Fertilizacién con fosfato (P).

Dentro de este nivel de fésforo (P) no se presentéd
interaccién pero si diferencias entre los niveles de

nitrégeno, donde la inoculacidén con el Rhizobium a los 15
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dias (PB15) promovié a menor concentracién de nitrdgeno
(TABLA 80). Las reservas nitrogenadas de las hojas
cotiledonales se fueron consumiendo a través del tiempo
hasta que las plantas se estabilizaron, como se observa a
partir de la evaluacidén hecha al dia 31 desde la siembra

(TABLA 81).

5.3.2. Inoculacidén con G. epigaeum en el momento de

la siembra (GO).

Aunque el ANOVA detecta diferencias entre las medias
en los diferentes niveles de nitrégeno, la prueba de Tukey
no alcanza a detectar estas diferencias. La dindmica de la
concentracién de nitrdégeno a través del tiempo es igual

que la mencionada antes en el item 5.3.1. (TABLA 82).

5.3.3. Inoculacién con G. epigaeum a los 15 dias

desde la siembra (Gl5).

Se detecté interaccidén entre las medias de 1los
niveles de nitrdgeno y su evolucidén a través del tiempo.
Hubo tendencia entre el G15 BO y al G15 N a tener mas

concentracién de nitrégeno (TABLA 83).

5.4. Concentracidén de fésforo en tallos v hojas.

En las FIGURAS 25, 26 y 27 se observa que la

transformacién logaritmo se justificé plenamente. Al igual
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TABLA 77

EVOLUCION A LO LARGO DEL TIEMPO DE TODOS LOS TRATAMIENTOS
INOCULADOS CON G. EPIGAEUM (GO).VALORES DE PESO SECO DE RAIZ (1)

TIEMPO (dias)
11 18 24 31 52 67

0.87 ax 0.75 b 0.65 c 0.52 d 0.39 e 0.23 f

Notas (1) y (%) igual que en TABLAS 68 y 74.



TABLA 78

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON B.JAPONICUM (B) Y G.EPIGAEUM
(G15) SOBRE EL PESO SECO DE RAICES. DATOS ACUMULADOS DE TODOS LOS
PERIODOS DE EVALUACION

TRATAMIENTO Peso Seco

Raiz (1)
G1l5 B1l5 0.49 bx*
G158 BO 0.54 a
G15 N 0.52 ab

Notas (1) y (*) igual que en TABLAS 68 Y 74.




TABLA 789

EVOLUCION A LO LARGO DEL TIEMPO DE TODOS LOS TRATAMIENTOS
INOCULADOS CON G. EPIGAEUM (G15).VALORES DE PESO SECO DE RAIZ (1)

TIEMPO (dias)
11 18 24 31 52 67

0.88 ax 0.70 b 0.62 c 0.49 d 0.35 e 0.23 £

Notas (1) y (*) igual que en TABLAS 68 v 74.



TABLA 80

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON B. JAPONICUM (B) Y ADICION
DE FOSFATO (P) SOBRE LA CONCENTRACION DE NITROGENO EN TALLOS Y
HOJAS. DATOS ACUMULADOS DE TODOS LOS PERIODOS DE EVALUACION

TRATAMIENTO NITROGENO (1)
P B15 1.12 ax
P BO 1.28 b
P N 1.30 b

(1) Datos transformados para el andlisis estadistico (1ln (x+1))
‘ Abreviaturas y notas (%) igual que en TABLAS 68 y 69.




TABLA 81

EVOLUCION A LO LARGO DEL TIEMPO DE TODOS LOS TRATAMIENTOS CON
ADICION DE FOSFATO (P).VALORES DE CONCENTRACION DE NITROGENO (1)

TIEMPO (dias)
11 18 24 31 52 67

2.11 ax 1.69 b 1.22 ¢ 0.90 d 0.86 d 0.86 d

Notas (1) y (*) igual que en TABLAS 80 Y 68.



TABLA 82

EVOLUCION A LO LARGO DEL TIEMPO DE TODOS LOS TRATAMIENTOS
INOCULADOS CON G.EPIGAEUM (GO). VALORES DE CONCENTRACION DE
NITROGENO (1)

TIEMPO (dias)
11 18 24 31 52 67

208 ax* 1.556 b 1.056 ¢ 0.90 cd 0.96 cd 0.87 d

Notas (1) igual que en TABLA 80 y (%) igual que en TABLA 68.
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FIGURA 24. Efecto de la adicidn de nitréogeno {(N) o de la inocula-
cidén con Bradyrhizobium (B15 v BO) v con Glomus (G!5) sobre ia
concentracién de nitrégeno en plantas de soja.

TABLA 83

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 24
V.T. (Variable Transformada).

TIEMPO (dfas)

TRATAMIENTO 11 18 24 31 52 67
Gl§ B15 Ax A B B A A
Gi15 B9 A A B A A A

GI5 N A A A AB A A

Notas (%) como en TABLAS 68 Y 80.
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-

| que antes en el ANOVA se presentdé interaccién

significativa de los tratamientos a través del tiempo.

5.4.1. Fertilizacién con fosfato (P).

La media correspondiente a PB15 difiere
significativamente de 1las restantes y hubo, por lo tanto,
mayores concentraciones de fésforo si, al fertilizar con
fosfato, se inoculé al tiempo cero (PB0) o, cuando ademéis

se fertilizé con nitrégeno (PN). (TABLA 84).

La concentracién de fésforo de las hojas cotiledonales fué

decreciendo igual que para el nitrégeno, y hacia el dia 31

también se estabilizé (TABLA 85).

5.4.2. Inoculacidén con G. epigaeum en el momento de

la siembra (G0).

Interactuaron los niveles de nitrégeno a través del
tiempo, especialmente se destacaron a los 18 vy 24 dias
donde los tratamientos con la bacteria a tiempo cero (GO
BO) ¥y el fertilizado con nitrdégeno (GO N) fueron

| superiores significativamente. (TABLAS 86 Y 87).

5.4.3. Inoculacién con G. epigaeum a los 15 dias

desde la siembra (Gl5).

| Solo se presentaron diferencias a través del tiempo,
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TABLA 84

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON B. JAPONICUM (B) Y ADICION DE
FOSFATO (P) SOBRE LA CONCENTRACION DE FOSFORO EN TALLOS Y HOJAS
DATOS ACUMULADOS DE TODOS LOS PERIODOS DE EVALUACION

TRATAMIENTO FOSFORO (1)
P B15 -2.09 ax
P BO -1.92 b
PN -1.95 b

Abreviaturas y notas (1) y (*) igual que en TABLAS 68 y 69.



TABLA 85

EVOLUCION A LO LARGO DEL TIEMPO DE TODOS LOS TRATAMIENTOS CON
ADICION DE FOSFATO (P). VALORES DE CONCENTRACION DE FOSFORO EN
' TALLOS Y HOJAS (1)

TIEMPO (dias)
11 18 24 31 52 67

-0.62 a%¥ -1.21 b -1.94 ¢ -2.12 ¢ -2.93 d -2.66 e

Notas (1) y (*) igual que en TABLA 68.
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FIGURA 26.

concentracion de tésforo en plantas de soja.

TABLA 86

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA

FIGURA
V.T. (Variable Transformada).
TIEMPO (dias)

TRATAMIENTO 11 18 24 31 52
——

GO B1S Ax A A A A

GO BO A B B A A

GO N A B B A A

Abreviaturas y notas (%) igual que en TABLAS 68 Y 69.

Efecto de la adicién de nitrégeno (N} o de la inocula-

cidn con Bradyrhizobium {B15 ¥ BO) v con Glomus (GU)} sobre la

26.
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TABLA 87

EVOLUCION A LO LARGO DEL TIEMPO DE TODOS LOS TRATAMIENTOS
INOCULADOS CON G. EPIGAEUM (GO). VALORES DE CONCENTRACION DE
FOSFORO EN TALLOS Y HOJAS (1)

TIEMPO (dias)
11 18 24 31 62 67

-0.74 a¥% ~1.30 b -1.97 ¢ -2.29 d -2.80 e -2.54 d

Notas (1) y (*) igual que en TABLA 68.




de manera similar a como se senalé antes para GO (TABLA
| 88}).

5.5. Concentracién de potasio en tallos v hojas.

La transformacién homogeneizé ligeramente 1las medias
como puede observarse en la figuras 28, 29 y 30. Volvié a

detectarse interaccién entre los tratamientos a través del

tiempo.

5.5.1. Fertilizacidén con fosfato (P).

S6lo se detectaron diferencias a través del tiempo,
pero en una evolucidn creciente lenta incluso ascendidé en

la Gltima evaluacidén (TABLA 89).

5.5.2., Inoculacidn con G. epigaeum en el momento de

la siembra (G0).

En términos generales, hubo mayor concentracidn de
Potasio para los tratamientos con adicidén de nitrdégeno (GO

| N) que para los inoculados con Bradyrhizobium (BO y B15)

(TABLA 90).

Con el transcurso del tiempo se fué consumiendo el
potasio de las reservas de las plantas, se estacioné entre

los 31 y 52 dias y aumenté en la dltima evaluacién (TABLA

91).
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5.5.3. Inoculacién con G. epigaeum a los 15 dias

desde la siembra (G13).

En el ANOVA para este nivel, se pusieron en evidencia
interacciones de los niveles de nitrégeno a través del
tiempo. La prueba de Tukey detecté diferencias entre las
medias a los 24 y 31 dias, con valores para la
concentracidén de este nutriente superiores para el
fertilizado con nitrégeno (G15 N) y comparables entre los
inoculados con Bradyrhizobium (G15 B15 y G15 BO) en el
dia 31 (TABLA 92).

5.6. Nodulacién.

La transformacién para el nimero de nédulos, mejoré
sensiblemente la falta de heterogeneidad de varianzas y de
normalidad (FIGURAS 31, 32 y 33). En esta variable sélo se
compararon los tratamientos inoculados con Bradyrhizobium
(BO y B15) y es necesario sefialar que los fertilizados con
nitrégeno no presentaban nédulos en sus raices. Volvié a
presentarse interaccidén y fué necesario analizar dentro de

cada nivel de fésforo.

5.6.1. Fertilizacidén con fosfato (P).

La nodulacidén aumenté fundamentalmente entre los dias
24 y 31 de evaluacién donde el Bradyrhizobium inoculado a
los 15 dias superé al tratamiento donde se lo incorporéd

desde la siembra, estando a los 31 dias el PBl15 en el
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TABLA 88

EVOLUCION A LO LARGO DEL TIEMPO DE TODOS LOS TRATAMIENTOS
INOCULADOS CON G. EPIGAEUM (G15). VALORES DE CONCENTRACION DE
FOSFORO EN TALLOS Y HOJAS (1)

TIEMPO (dias)
11 18 24 31 52 67

-0.71 ax% -1.40 b -2.03 ¢ -2.26 d -2.57 e -2.82 ¢

Notas (1) y (*) igual que en TABLA 68



TABLA 89

EVOLUCION A LO LARGO DEL TIEMPO DE TODOS LOS TRATAMIENTOS CON
ADICION DE FOSFATO (P). VALORES DE CONCENTRACION DE FOSFATO EN
TALLOS Y HOJAS (1)

TIEMPO (dias)
11 18 24 31 52 67

1.06 a* 0.99 ab 0.89 bc 0.71 ed 0.71 ed 0.79 cd

Notas (1) y (*) igual que en TABLAS 68 y 80.




TABLA 90

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON B.JAPONICUM (B) Y G. EPIGAEUM
(GO), SOBRE LA CONCENTRACION DE POTASIO EN TALLOS Y HOJAS. DATOS
ACUMULADOS DE TODOS LOS PERIODOS DE EVALUACION

TRATAMIENTO : POTASIO (1)
GO B15 0.73 a%
GO BO 0.77 ab
GO N 0.80 b

| Abreviaturas igual que en TABLA 68
| Notas (1) y (*) igual que en TABLA 80.




TABLA 91

EVOLUCION A LO LARGO DEL TIEMPO DE TODOS LOS TRATAMIENTOS
INOCULADOS CON G. EPIGAEUM (GO). VALORES DE CONCENTRACION DE
POTASIO EN TALLOS Y HOJAS (1)

TIEMPO (dias)
11 18 24 31 52 67

1.03 a%* 0.89b 0.75 c 0.59 d 0.59 d 0.76 c

‘ Notas (1) y (*) igual que en TABLAS 68 y 80.




PN+ PB2 » P B15 €&

rd -
1.5
o)
>
1
5 1
o
-
)
o
o
b .5
a ) .
e 10 28 30 40 se 6@ 7e
TIEMPO (DIRS)
- 1.1
I
x =
c
. .8 }
-
>
| L
)
-
0 ? -
T
-
°©
a
L
| .S
| a 18 22 3a 40 S2 1% ’9

TI1EMPC (DIAS)

FIGURA 28. Efecto de la.adicidn de nitrégenoc (N} o de la inocula-
cion con Bradyrhizobium (815 y BO) cuando se adiciona fosfato (P)

sobre la concentracidn de potasio en plantas de soja.




G N + GB Bo « G2 BIS €

2 -
. 1.5
(o]
>
i
5 !
(o]
-
19
oy
-
e .S
2 78
2 18 20 3e 40 Se 68
TIEMPO (DIRS)
.
otk
-
X -
<
. s}
o
>
: L
(o]
-~
& ‘o
o
(o]
o
.5 .
e 18 2@ 3e 4 se 50 78

TIEMPO (DIRS)

FIGURA 23. Efecto de la adicién de nitrégeno (N} o de la inocula-
cién con Bradyrhizobium {B15 v BO) v con Glomus (GO) sobre ia
concentracion de potasio en plantas de soja.



GIS N + GIS B@ # G1S BIS &

i
o 1.5
>
<
° 1
1]
o
=
(o]
o
.5
2
%} 18 28 30 49 Y%) [3%5] 7?9
TIEMPO (DIAS)
1.2 r
% top
c -
2 .8 }
>
] =3
(o)
-
:JQ_?
& .6 }
fo)
c.
.4
2 12 28 3p 40 se 50 ’e
TIEMPO (DIRS)
FIGURA 30.

Efecto de la adicién de nitrogeno (N) o de la
cidon con Bradyrhizobium {Bl1> y BO) ¥ con Glomus (G13)
concentracion de potasio en plantas de soja.

inocula-
sobre la

TABLA 92

ANALISIS ESTADISTICOS DE LOS DATOS ¢

RAFICADOS EN LA FIGURA 30
V.T. (Variable Transformada).

TIEMPO (dias)

TRATAMIENTO 11 18 24 31 52 67
G15 B15 Ax A A AB A A
G15 BO A A A B A A
G1s5 N A A B A A A

Abreviaturas y notas (#*) igual que en TABLAS 68 Y 80.




limite de la significancia (DMS= 3.41) (TABLA 93).

5.6.2. Inoculacién con Glomus epigaeum en el momento

de la siembra (G0).

Al igual que en 1la fertilizacién con fosfato, se
detecté interaccién entre los dos momentos de inoculacién
con Bradyrhizobium y existié tendencia a que la nodulacién

fuera mayor cuando el Rhizobium se inoculé a los 15 dias

(TABLA 94).

5.6.3. Inoculacién con Glomus epigaeum a los 15 dias

desde la siembra (G15).

Hubo mayor nimero de nédulos cuando se inoculd el
Bradyrhizobium a los 15 dias y fué significativa a los 18

vy 31 dias (TABLA 95).

5.7. Fructificacidn.

La cosecha de vainas, realizada a los 67 dias, se
puede decir, en un sentido global, que presenté un mayor
nimero cuando se inoculé con HMAV (G15 y GO) (TABLA 96).
Asi mismo, se puso de manifiesto el efecto estimulante del
HMAV, en mayor cuantia cuando se incorporéd el otro
simbionte, Bradyrhizobium, a 1los 15 dias que desde 1la
siembra (TABLA 97 Y FIGURA 34). No se detectaron

diferencias entre las medias cuando se fertilizd con
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TABLA 93

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 31.
V.T. {(Variable Transformada).

TIEMPO {(dias)

TRATAMIENTO 11 18 24 31 52 67
—— . —
P B15 - Ax A A A A
P BO - A B A A A

Notas (*) ijigual que en TABLA €8
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la inoculacién con Bradyrhizobium (B15 Yy
sobre la nodulacidén en plantas de soja.

TABLA 94

STICC DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 32
Transformada).

TIEMPO (dias)
11 18 24 31 52 67

- A% A A A A
- A A B A A

que en TABLA 68§.
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FIGURA 33.

Efecto de la inoculacién con Bradyrhizobium (B15 y
BO) ¥ con Glomus (G15) sobre la nodulacidén en plantas de soja.

TABLA 95

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADO EN LA FIGURA 33.
V.T. (Variable Transformada)

TIEMPQO (dias)

TRATAMIENTO 11 18 24 31 52 67
Gl15 B15 - A% A A A A
G15 BO - B A B A A

Abreviaturas y notas (*) igual que en TABLA 68



TABLA 96

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON G. EPIGAEUM (G15 v GO) Y DE
LA ADICION DE NITROGENO (N), SOBRE EL NUMERO DE VAINAS. DATOS
ACUMULADOS DE TODOS LOS PERIODOS DE EVALUACION.

TRATAMIENTO Nro. VAINAS (1)
G15 2,52 a%*
GO 2,53 a%
N 2,11 b

Nota (1) v (*) igual que en TABLAS 68 y 80.



TABLA 97

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON B. JAPONICUM (B) Y G.
EPIGAEUM (GO), SOBRE EL NUMERO DE VAINAS. DATOS ACUMULADOS DE
TODOS LOS PERIODOS DE EVALUACION.

TRATAMIENTO Nro. VAINAS (1)
GO B15 2.77 a*
GO BO 2.46 a
GO N 1.99 b

Nota (1) y (*) igual que en TABLAS 68 v 80.
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fésforo ni cuando se inoculé la micorriza a los 15 dias.

5.8. Micorrizacidn.

La transformacién arc sen VX  mejoréd la
heterogeneidad de varianzas como se destaca en las FIGURAS
35 v 36. Generalizando, el Glomus inoculado inicialmente
tuvo m4s micorrizacién (TABLA 98). También en esta
variable el ANOVA detecté 1interaccién y fué necesario
estudiar en los distintos niveles de fésforo. Es util
destacar que los tratamientos donde se adiciondé fosfato

(P) no presentaban micorrizacidn.

5.8.1. Inoculacidn con Glomus epigaeum en el momento

de la siembra (GO).

Se observé sinergismo entre el Bradyrhizobium (B) ¥y
las micorrizas, estimulando mids el BO que el Bl5. (TABLA
99). Cuando se analizaron los datos donde aparecieron cada
una de las estructuras del ciclo de vida del hongo en las
raices, se destacéd la cantidad de arblisculos cuando se
inocularon los dos endosimbiontes en el momento de la
siembra (B0 GO0) y el mayor porcentaje de vesiculas cuando
el HMAV estuvo establecido y se 1inoculd tardiamente con

Bradyrhizobium (B15 GO) (TABLA 100).
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5.8.2. Inoculacidén con Glomus epigaeum a los 15 dias

desde la siembra (Gl15).

Cuando el HMAV se incorporé a los 15 dias, el
tratamiento con adicidén de nitrégeno se homologd al del
inoculado con Bradyrhizobium inicialmente (G15 BO) al
menos durante los primeros dias (FIGURA 36.). La
micorrizacién posterior fué semejante a la de GO pero

colonizé menos las raices de la soja.

En los porcentajes correspondientes a las diferentes
estructuras formadas en las raices, fué muy baja la
cantidad de arbuisculos y vesiculas cuando se fertilizdé con
nitrégeno. Obsérvese la similitud entre inocular al tiempo
cero o a los 15 dias con la bacteria sobre 1la cantidad de

micorrizas (TABLA 102).

6. ESTUDIO DE LAS INTERACCIONES ENTRE BRADYRHIZOBIUM,
GLOMUS Y GLYCINE MAX CV HOOD 75 EN UN SUELO DE
CASTELAR , BUENOS AIRES.

Los datos han sido analizados estadisticamente para
cada variable, siguiendec una serie de etapas, como en el
ensayo de interaccién anteriormente comentado. También en
este caso, aquellos datos que no presentan significancia

s6lo se comentaran en el texto sin abundar en detalles.

6.1. Peso seco de tallos v hojas.

En un sentido global, la inoculacidén con hongos de
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TABLA 98

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON GLOMUS EPIGAEUM (GO Y G15)
SOBRE LA MICORRIZACION.DATOS ACUMULADOS DE TODOS LOS PERIODOS
DE EVALUACION.

TRATAMIENTO MICORRIZACION (1)
G15 11.92 b*
GO 19.40 a

Abreviaturas y notas (%) igual que en TABLA 68.
Nota (1) igual que en TABLA 2.
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FIGURA 35. Efecto de la adicidn de nitrogeno (N) o de la inocula-
cion con Bradyrhizobium (B15 v BOJ ¥ con Glomus (GO} sobre la
micorrizacidn en plantas de soja.

TABLA 89

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 35
V.T. (Variable Transformada).

TIEMPO (dias)
TRATAMIENTO 11 18 24 31 52

67
GO Bl15 A¥ A AB B B B
GO BO A A A A A A
GO N B A B C C C

Abreviaturas y notas (*} igual que en TABLAS 68 Y 69.



TABLA 100

EXPRESION EN PORCENTAJE DE LAS DIFERENTES ESTRUCTURAS
MICORRICICAS EVALUADAS A TRAVES DEL TIEMPO CUANDO SE INCORPORA
EL HMAV INICIALMENTE (GO).

N-GO B0 GO B15 GO
TIEMPO Ap* HE A v Ap HE A \' Ap. HE A \Y
(Dias)
11 0.3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
18 0.7 0.2 0.5 0.2 1.3 0.2 0.3 0.2 1.3 0.7 0 0
24 0.8 1.2 0.7 o 2.3 0.3 7.3 1.0 1.3 3.2 0.5 0
31 1.0 0.2 1.8 1.3 2.8 0.3 28.0 2.7 5.8 3.3 2.3 2.
52 2.2 1.8 1.3 0.5 3.3 3.0 32.7 3.2 8.7 3.7 6.0 2<8‘
67 8.2 5.0 16.8 5.2 5.3 2.5 50.7 4.6 3.7 5.4 7.4 19.8

Nota (*) Ap=apresorio; HE=hjifas enrrolladas; A=zarbisculos
V=vesiculas. Demas abreviaturas como en TABLAS 68 y 69.
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TABLA 101

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 36
V.T. (Variable Transformada)

TIEMPO {(dies)

TRATAMIENTO 11 18 24 31 52 67
G15 B1S A% B C B B A
G15 BO A A A A A A

G15 N A A B o] C B

Abreviaturag y notas (*) como en TABLAS €8 y 69.



TABLA 102

EXPRESION EN PORCENTAJE DE LAS DIFERENTES ESTRUCTURAS
MICORRICICAS EVALUADAS A TRAVES DEL TIEMPO CUANDO SE INCORPORA
EL HMAV INICIALMENTE (GO)

N G15 BO G15 B15 G15
TIEMPO Ap HE A v Ap HE A v Ap HE A v
(Dias)
11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
18 0.5 0 0 0 0.2 0 0 0 0 0 0 0
24 0.7 0.3 0.7 0 2.7 0.7 2 0 2,2 0.7 0.7 0
31 2.2 0 0 0 7.7 0.7 3.3 1.2 4.0 0.7 1.9 1.3
52 3.7 1.2 0 0 9.7 0.7 3.0 5.0 3.7 3.3 3.0 2.3
67 3.6 3.5 4.8 1.3 9.9 2.0 4.8 9.2 5.2 3.3 5.4 7.8

Abreviaturas igual que en TABLA 100



o

las micorrizas, aumentaron la produccién de materia seca,
siendo mas efectivo incorporar el Glomus epigaeum a tiempo

inicial (GO) (TABLA 103).

Desde el mismo punto de vista general, el
Bradyrhizobium inoculado m4s tardiamente (B15) contribuyé
a un mayor desarrollo de la soja que cuando se lo inoculé
inicialmente (BO) (TABLA 104),

Cuando los efectos se estudiaron méas detalladamente y
si se tienen en cuenta las interacciones entre los niveles
de nitrégeno, fésforo ¥y evaluaciones, el andlisis dentro
de cada nivel de fésforo (P, GO y G15) dié 1los siguientes

resultados.

6.1.1. Fertilizacidn con fosfato (P).

No se detectaron diferencias entre los niveles de
nitrdégeno a través del tiempo ni tampoco entre las medias

(FIGURA 37). El crecimiento fué lineal (TABLA 105).

6.1.2. Inoculacién con Glomus epigaeum en el

momento de la siembra (GQ)

Se presentd interaccién entre los niveles de
nitrégeno v evaluaciones. La inoculacién con
Bradyrhizobium (BO y B15) produjo aumentos significativos
en materia seca (TABLA 106). En cada momento de la
evaluacidn se puso en evidencia el efecto estimulante de

las bacterias (FIGURA 38 Y TABLA 107).
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TABLA 103

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON G. EPIGAEUM (GO Y G15) Y LA
FERTILIZACION FOSFATADA (P) SOBRE EL CRECIMIENTO DE LA SOJA.
DATOS ACUMULADOS DE TODOS LOS PERIODOS DE EVALUACION

TRATAMIENTO Peso Seco
P. Aérea (1)

G1l5 0.69 bx
GO 0.84 a
P 0.52 ¢

Abreviaturas y notas (1) y (*) como en TABLA 68.



TABLA 104

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON B. JAPONICUM (BO Y B15) Y
FERTILIZACION NITROGENADA (N) SOBRE EL CRECIMIENTO DE LA SOJA
DATOS ACUMULADOS DE TODOS LOS PERIODOS DE EVALUACION

TRATAMIENTO Peso Seco
P.Aérea (1)

B15 0.77 a%
BO 0.70 b
: N 0.59 ¢

Notas (1) y (*) igual que en TABLAS 68 y 69



TABLA 105

EVOLUCION A LO LARGO DEL TIEMPO DE TODOS LOS TRATAMIENTOS
FERTILIZADOS CON FOSFATO. VALORES DE PESO SECO DE PARTE AEREA(1)

TIEMPO (dias)

20 40 60

-0.63 a%* 0.79 b 1.41 ¢

Notas (1) y (*) igual que en TABLA 68.



TABLA 106

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON BRADYRHIZOBIUM (B) Y GLOMUS
EPIGAEUM (GO) SOBRE EL PESO SECO DE PARTE AEREA. DATOS ACUMULADOS
DE TODOS LOS PERIODOS DE EVALUACION

TRATAMIENTO Peso Seco
P. Aérea (1)

GO B15 1.04 ax
GO BO 0.93 a
GO N 0.56 b

Abreviaturas y notas (1) y (*) como en TABLA 68
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TABLA 107

=]

Efecto de la adicién de nitrogeno (N} o de la
cién con Bradyrhizobium (B15 ¥ BO) y con Glomus (GO)

1nocula-
sobre el

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 38
V.T. (Variabhle transformada)

Tratamiento

GO B15
GO BO
GO N

TIEMPO (dias)

20 40 60
A% A A
B A A
C B B

Atreviaturas y notas

(%) igual que

en TABLA 6§




-

6.1.3. Inoculacién con Glomus epigaeum a los 15

dias desde la siembra (Gl1l5).

S6lo se detectaron interacciones significativas en
los niveles de nitrégeno en la primera evaluacién donde el
Bradyrhizobium incorporado a los 15 dias (B15), al igual
que la fertilizacidén nitrogenada (N), produjeron aumentos

en la materia seca (FIGURA 39 Y TABLA 108).

6.2. _Peso seco de raices.

La transformacién de la variable fue adecuada porque
disminuyé la heterogeneidad de los datos (FIGURAS 40, 41 Y
42). En un sentido general, la inoculacién con el HMAV al
tiempo inicial (GO) produjo el mayor peso de raices (TABLA
109), como asi también 1la bacteria a los 15 dias (B15)

(TABLA 110).
Se analizaron los niveles de fésforo por separado
debido a la interaccién detectada entre éstos y el tiempo

de las evaluaciones.

6.2.1. Fertilizacién con fosfato (P).

Hubo interaccién en los diferentes momentos de
evaluacidén invirtiéndose 1los efectos de 1la segunda y
tltima evaluacién (TABLA 111). El crecimiento fué lineal a

través del tiempo (TABLA 112).
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TABLA 108

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 39
V.T. (Variable Transformada)

TIEMPO (dias)

Tratamiento 20 40 60
Gl15 B15 A% A A
Gl15 BO B A A
G15 N A A A

Abreviaturas y notas (*) igual que en TABLA 68




TABLA 109

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON G. EPIGAEUM (GO Y G15) Y DE

LA FERTILIZACION FOSFATADA (P) SOBRE EL PESO SECO DE RAIZ
DATOS ACUMULADOS DE TODOS LOS PERIODOS DE EVALUACION

TRATAMIENTO Peso Seco
Raiz (1)

B15 0.41 a%*
BO 0.42 ab

N 0.44 b

Notas (1) y {*) igual que en TABLAS 68 y 74.



TABLA 110

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON B. JAPONICUM (BO Y Bl5) Y
FERTILIZACION NITROGENADA (N) SOBRE EL PESO SECO DE RAIZ.
DATOS ACUMULADOS DE TODOS LOS PERIODOS DE EVALUACION.

TRATAMIENTO Peso Seco
Raiz (1)
B15 0.41 ax
BO 0.42 ab
N 0.44 b

Notas (1) y (*) igual que en TABLAS 68 y 74
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TABLA 111

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADOS EN La FIGURA 40
V.T. (Variable Transformada)

TIEMPO (dfias)

Tratamiento 20 40 60
P B1S Ax A B
P BO A B A
P N A B A

Abreviaturas y notas {*) como en TABLAS 68 y 74




TABLA 112

EVOLUCION A LO LARGO DEL TIEMPO DE TODOS LOS TRATAMIENTOS
FERTILIZADOS CON FOSFATO (P). VALORES DE PESO SECO DE RAICES (1)

TIEMPO (dias)
20 40 60

0.70 ax 0.39 b 0.27 ¢

Notas (1) y (*) igual que en TABLAS 68 y 74.



6.2.2. Inoculacién con Glomus epigaeum en el

momento de la siembra (GO).

Cuando la micorriza estuvo instalada desde el inicio
del crecimiento de las plantas, las bacterias promovieron
a un mayor peso seco de raices (TABLA 113). En cada
momento de evaluacidén también se verificdé esta tendencia
(FIGURA 41 Y TABLA 114). Las raices siguieron un

crecimiento lineal (TABLA 115).

6.2.3. Inoculacién con Glomus epigaeum a los 15

dias desde la siembra (G15).

El menor peso seco de raices se obtuvo con el
Bradyrhizobium inoculado inicialmente (BO) (TABLA
116),esto también se observé a los 40 dias (FIGURA 42 Y
TABLA 117) y hubo tendencia a que fuera mayor cuando la
bacteria se inoculé a los 15 dias (B15). El crecimiento

fué lineal a través del tiempo (TABLA 118).

6.3. Concentracién de nitrégeno.

La transformacidén homogeneizé las varianzas (FIGURA
43, 44 Y 45) y las interacciones detectadas en el ANOVA
hicieron necesario el analisis para cada nivel del
fésforo. lLas mayores concentraciones de nitrdégeno se
obtuvieron con el HMAV inoculado inicialmente (GO) (TABLA

119). No hubo diferencias entre los niveles de nitrdégeno

(B15, BO vy NJ.
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6.3.1. Fertilizacién con fosfato (P).

Dentro de este nivel de fésforo, 1la inoculacidén con
la bacteria inicialmente fué la que mas favorecid la
concentracidén de nitrégeno (TABLA 120). Esta misma
tendencia se verificé en cada momento de evaluacién
(FIGURA 43 Y TABLA 121). No hubo variaciones en las

concentraciones de nitrégeno a través del tiempo.

6.3.2. Inoculacién con Glomus epigaeum en el

momento de la siembra (G0).

No existieron diferencias entre 1las medias de los
niveles de nitrégeno pero, se detectaron interacciones
entre éstos y los tiempos de evaluacidén. Pudo observarse
una ligera tendencia a que la concentracién de nitrégeno
fuera mayor cuando se inoculé inicialmente con el
Bradyrhizobium (BO) (FIGURA 44 Y TABLA 122). Hubo un
aumento significativo en nitrégeno a los 40 dias (TABLA

123).

6.3.3. Inoculacién con Glomus epigaeum a los 15

dias desde la siembra (G15).

En este caso la menor concentracién de nitrégeno
correspondié al tratamiento donde se inoculé con 1la
bacteria inicialmente (TABLA 124). Esta misma tendencia se
observé a los 40 y 60 dias (FIGURA 45 Y TABLA 125). La
concentracién decrecidé en el dltimo momento de evaluacién

(TABLA 126).
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TABLA 113

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON BRADYRHIZOBIUM (B) Y GLOMUS
EPIGAEUM (GO) SOBRE EL PESO SECO DE RAICES. DATOS ACUMULADOS
DE TODOS LOS PERIODOS DE EVALUACION

TRATAMIENTO Peso Seco
Raiz (1)
GO B15 : 0.36 ax
GO BO 0.36 a
GO N 0.45 b

Notas (1) y (*) igual que en TABLAS 68 Y 74.
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TABLA 114

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 4]
V.T. (Variable Transformada )

—

TIEMPO (dias)

Tratamiento 20 40 60
GO B1S Ax A A
GO BO A A A
GO N B B B

—

Abreviaturas y notas (*) igual que en TABLAS 68 y 74



TABLA 115

EVOLUCION DE TODOS LOS TRATAMIENTOS INOCULADOS CON GLOMUS
EPIGAEUM (GO) SOBRE EL PESO SECO DE RAICES (1)

TIEMPO (dias)
20 40 60

0.65 ax* 0.32 b 0.21 ¢

Notas (1) y (*) igual que en TABLAS 68 Y 74.



TABLA 116

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON BRADYRHIZOBIUM (B) Y GLOMUS
EPIGAEUM (G15) SOBRE EL PESO SECO DE RAICES. DATOS ACUMULADOS DE
TODOS LOS PERIODOS DE EVALUACION

TRATAMIENTO Peso Seco
Raiz (1)

G15 B1l5 0.41 a*

G15 BO 0.45 b

Notas (1) y (*) igual que en TABLAS 68 y 74.



GIS N + Gi5S B3 « GiS Bi1S &

4
o
>
i
. 3
o
N
& 2
(o)
o
W
L]
o 1
vl
w
a
e
12 29 3e 48 50 &8
TIEMPO (DIRS)
-
N
x .58 -
-
> !
t
~N
o4
¥ 35 L
o]
|9}
Lt
n
o L
wn
L
<8
.15
1o 2@ 3e 40 58 69
TIEMPO (DIAS)
FIGURA 42.
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cién con Bradyrhizobium (BIS ¥ BO) y con Glomus (G15) sobre el
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TABLA 117

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 42
V.T. (Variable Transformada)

TIEMPO (dfias)

Tratamiento 20 40 60
G15 BI1S A= A A
G15 BO A B C
G15 N A AB B

Abreviaturas y notas (¥*) igual que en TABLAS 68 y 74



TABLA 118

EVOLUCION A LO LARGO DEL TIEMPO DE TODOS LOS TRATAMIENTOS
INOCULADOS CON GLOMUS EPIGAEUM (G15). VALORES DE PESO SECO DE
RAICES (1)

TIEMPO (dias)
20 40 60

0.66 ax% 0.36 b 0.27 ¢

Notas (1) y (*) igual que en TABLAS 68 Y 74.



TABLA 119

EFECTO GENERAL DE LA INOCULACION CON GLOMUS EPIGAEUM (GO Y G15)
Y LA FERTILIZACION FOSFATADA (P) SOBRE LA CONCENTRACION DE
NITROGENO EN TALLOS Y HOJAS. DATOS ACUMULADOS DE TODOS LOS

PERIODOS DE EVALUACION

TRATAMIENTO NITROGENO (1)
G15 0.88 ax
GO 0.96 b
P 0.90 a

Notas (1) igual que en TABLA 80 y (*) igual que en TABLA 68.



TABLA 120

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON BRADYRHIZOBIUM (B) Y DE LA
ADICION DE FOSFATO (P) SOBRE LA CONCENTRACION DE NITROGENO EN
TALLOS Y HOJAS . DATOS ACUMULADOS DE TODOS LOS PERIODOS DE

EVALUACION
TRATAMIENTO NITROGENO (1)
P B15 0.87 bx*
P BO 0.93 a
P N 0.88 b

Notas (1) y (%) igual que en TABLAS 68 Y 80.
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TABLA 121
ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 43
V.T. (Variable Transformada)
- ———
TIEMPO (dias)
Tratamiento 20 40 60
P oB15 Ax C 2
P BO A A Al
PN B B A

—_—_—

——

Atreviaturas y notas (%) igual que en TABLAS 68 y 80

a4 1nocula-

(P
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cidén con Bradyrhizobium (B15 v BO) v con Glomus (GO} sobre la

concentracion de nitrdégeno en plantas de soja.

TABLA 122

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 44
V.T. (Variable Transformada)

TIEMPO {(dias)

Tratamiento 20 40 60
GO B15 Bx B A
GO BO A A A
GO N B A B

Abreviaturas y notas (*) igual que en TABLAS 68 y 80




TABLA 123

EVOLUCION A LO LARGO DEL TIEMPO DE TODOS LOS TRATAMIENTOS
INOCULADOS CON GLOMUS EPIGAEUM (GO). VALORES DE CONCENTRACION DE
NITROGENO

TIEMPO (dias)
20 40 60

0.97 ax 1.02 b 0.89 a

Notas (1) y (*) igual que en TABLAS 68 y 80,



TABLA 124

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON BRADYRHIZOBIUM (B) Y CON
GLOMUS EPIGAEUM (GO) SOBRE LA CONCENTRACION DE NITROGENO EN
TALLOS Y HOJAS. DATOS ACUMULADOS DE TODOS LOS PERIODOS DE

EVALUACION
TRATAMIENTO NITROGENO (1)
G15 B15 0.89 a%
G15 BO 0.84 b
G1l5 N 0.92 a

Notas (1) y (*) igual que en TABLAS 68 y 80.
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cidén con Bradyrhizobium (B1l5 v BO) v con Glomus (G115} sobre la

concentracién de nitrégeno en plantas de soja.

TABLA 125

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS
V.T. (Variable Transformada)

—_—

TIEMPO (dfas)

GRAFICADOS EN LA FIGURA 45

Tratamiento 20 40 60
G15 B15 Bx A A
G15 BO B B B
G158 N A A A

—_—

Abreviaturas y notas (*) jgual que en TABLAS 68 y 89



TABLA 126

EVOLUCION A LO LARGO DEL TIEMPO DE TODOS LOS TRATAMIENTOS
INOCULADOS CON GLOMUS EPIGAEUM (G15). VALORES DE CONCENTRACION
DE NITROGENO EN TALLOS Y HOJAS (1)

TIEMPO (dias)
20 40 60

0.90 ax 0.91 a 0.84 b

Notas (1) y (*) igual que en TABLAS 80 y 68.
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! 6.4. Concentracién de fésforo en tallos vy hojas.

Las transformaciones usadas fueron utiles para
homogeneizar 1los datos ¥y cumplir con los supuestos

necesarios para el analisis estadistico (FIGURAS 46, 47 Y

48).

En términos globales, la inoculacién con HMAV en los
dos tiempos wusados (GO vy G15) aumentd la concentracidén de
fésforo en tallos y hojas de 1la soja (TABLA 127). No
ocurrié lo mismo con las bacterias (BO y Bl15) las cuales
no difirieron del tratamiento fertilizado con nitrégeno
(N) (TABLA 128). En funcidén de las interacciones

detectadas se analizé cada nivel de fésforo por separado.

6.4.1. Fertilizacién con fosfato (P).

Sélo hubo diferencias entre las medias en la primera
evaluacién y en ella la menor concentracién de fésforo
correspondié a la bacteria inoculada a los 15 dias (P

B15) (FIGURA 46 Y TABLA 129).

6.4.2. Inoculacidén con Glomus epigaeum en el

momento de la siembra (GO).

| No existié ninguna diferencia significativa entre los

tratamientos estudiados.
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TABLA 127

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON G. EPIGAEUM (GO Y G15) Y LA
FERTILIZACION FOSFATADA (P)SOBRE LA CONCENTRACION DE FOSFORO EN
TALLOS Y HOJAS . DATOS ACUMULADOS DE TODOS LOS PERIODOS DE

EVALUACION
TRATAMIENTO FOSFORO (1)
@15 -2.80 a%*
GO -2.77 a
P -2.68 b

Notas (1) y (*) igual que en TABLA 68.



TABLA 128

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON B. JAPONICUM (BO Y B15) Y
FERTILIZACION NITROGENADA (N) SOBRE LA CONCENTRACION DE FOSFORO.
DATOS ACUMULADOS DE TODOS LOS PERIODOS DE EVALUACION.

TRATAMIENTO FOSFORO (1)
B15 -2.80 ax
BO -2.74 a
N -2.74 a

Notas (1) y (*) igual que en TABLA 68
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FIGURA 46. Efecto de la adicién de nitrégeno (N) o de
cién con Bradyrhizobium (Bl5 ¥ BO) cuando se adiciona

sobre la

concentracién de fdsforo en plantas de soja.

TABLA 129

la inocula-
fosfato (P)

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 46
V. T. (Variable Transformada)

TIEMPO (d{as)

Tratamiento 20 40 60
P B15 B A A
P BO A A A
P N

Abreviaturas y notas (%) igual que en TABLA 68
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6.4.3. Inoculacidén con Glomus epigaeum a los 15

dias desde la siembra (G15).

Con la incorporacién del Bradyrhizobium a los 15 dias
(B15), o de fertilizante nitrogenado, se obtuvieron las
mayores concentraciones de fésforo en la parte aérea de
las plantas (TABLA 130). Existié una tendencia a que la

concentracién fuera mayor a los 60 dias (TABLA 131).

6.5. Concentracién de potasio en tallos v hojas.

En un sentido general, puede afirmarse que la
inoculacién con Glomus epigaeum (GO0 y G15) favorecié
significativamente 1la concentracién de potasio (TABLA
132). Sin embargo no hubo diferencia entre los niveles de
nitrégeno (B15, BO y N). La interaccidén detectada en el

ANOVA determiné el andlisis en cada nivel de fésforo.

6.5.1. Fertilizacidén con fosfato (P).

Como puede observarse en la FIGURA 49, no existieron
diferencias entre los tratamientos estudiados. Pero, es
importante sefialar que la concentracién de potasio aumentd
significativamente en el dltimo momento de evaluacidn

(TABLA 133).
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TABLA 130

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON BRADYRHIZOBIUM (B) Y CON
GLOMUS EPIGAEUM (G15) SOBRE LA CONCENTRACION DE FOSFORO EN
TALLOS Y HOJAS. DATOS ACUMULADOS DE TODOS LOS PERIODOS DE

EVALUACION
TRATAMIENTO FOSFORO (1)
G15 B15 -2.80 ax
G156 BO -2.77 b
G15 N -2.76 b

Notas (1) y (*) igual que en TABLA 68.



TABLA 131

EVOLUCION A LO LARGO DEL TIEMPO DE TODOS LOS TRATAMIENTOS
INOCULADOS CON GLOMUS EPIGAEUM (G15). VALORES DE CONCENTRACION
DE FOSFORO EN TALLOS Y HOJAS (1)

TIEMPO (dias)
20 40 60

-2.80 ab%* -2.92 b -2.61 a

Notas (1) vy (*) igual que en TABLA 68.




TABLA 132

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON G. EPIGAEUM (GO Y G15) Y
LA FERTILIZACION FOSFATADA (P) SOBRE LA CONCENTRACION DE POTASIO
EN TALLOS Y HOJAS. DATOS ACUMULADOS DE TODOS LOS PERIODOS DE

EVALUACION
TRATAMIENTO POTASIO (1)
G15 0.63 a%
GO 0.65 a
P 0.62 b

Notas (1) y (*) igual que en TABLA 68.
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TABLA 133

EVOLUCION A LO LARGO DEL TIEMPO DE TODOS LOS TRATAMIENTOS
FERTILIZADOS CON FOSFATO (P). VALORES DE CONCENTRACION DE
POTASIO EN TALLOS Y HOJAS (1)

TIEMPO (dias)
20 40 60

0.56 a¥* 0.54 a 0.75 b

Notas (1) y (*) igual que en TABLAS 68 y 80.




6.5.2. Inoculacién con Glomus epigaeum en el

momento de la siembra (GO).

El comportamiento fué similar al del nivel anterior
(P) (FIGURA 50). También hubo mayor concentracidn de

potasio en la tdltima evaluacién (TABLA 134).

6.5.3. Inoculacidén con Glomus epigaeum a los 15

dias desde la siembra (G15).

Se reprodujeron las situaciones anteriores, segin se
observa en 1la FIGURA 51, con un aumento significativo en

los 60 y 40 dias en este orden de magnitud respectivamente

(TABLA 135).

6.6. Nodulacién.

En general, se advirtiéd un aumento en el nimero de
nédulos provocados por la inoculacién con los HMAV (GO vy
G15) (TABLA 136).También fué mayor la nodulacién cuando se

inoculé con Bradyrhizobium a los 15 dias desde la siembra

(TABLA 137).

La interaccidén detectada en el ANOVA determinéd el

anidlisis estadistico para cada nivel de fésforo.
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TABLA 134

EVOLUCION A LO LARGO DEL TIEMPO DE TODOS LOS TRATAMIENTOS
INOCULADOS CON GLOMUS EPIGAEUM (GO). VALORES DE CONCENTRACION
DE POTASIO EN TALLOS Y HOJAS (1)

TIEMPO (dias)
20 40 60

0.61 a* 0.60 a 0.84 b

Notas (1) y (*) igual que en TABLAS 68 y 80.
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TABLA 135

EVOLUCION A LO LARGO DEL TIEMPO DE TODOS LOS TRATAMIENTOS
INOCULADOS CON GLOMUS EPIGAEUM (G15). VALORES DE CONCENTRACION
DE POTASIO (1)

TIEMPO (dias)
20 40 60

0.65 bx 0.50 ¢ 0.83 a

Notas (1) y (*) igual que en TABLAS 80 y 68,




TABLA 136

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON GLOMUS EPIGAEUM (G15 Y GO) Y
DE LA FERTILIZACION FOSFATADA (P) SOBRE LA NODULACION. DATOS
ACUMULADOS DE TODOS LOS PERIODOS DE EVALUACION

TRATAMIENTO NODULACION (1)
G15 7.71 a
GO 7.87 a
P 6.98 b

Nota (*) igual que en TABLA 68 y (1) Variable Transformada (VX)



TABLA 137

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON BRADYRHIZOBIUM (B) Y DE LA
FERTILIZACION FOSFATADA (P) SOBRE LA NODULACION. DATOS ACUMULADOS
DE TODOS LOS PERIODOS DE EVALUACION.

TRATAMIENTO NODULACION (1)
P B15 7.53 ax
P BO 6.43 b

Notas (*) y (1) igual que en TABLAS 68 y 136



6.6.1. Fertilizacidén con fosfato (P).

Pormenorizando en cada tiempo de evaluacién se puso
de manifiesto el mismo efecto general mencionado antes
para el Bradyrhizobium inoculado a los 15 dias (B15)
especificamente en las dos dltimas evaluaciones (FIGURA 52
y TABLA 138). Hubo un aumento 1lineal del nimero de
nédulos (TABLA 139).

6.6.2. Inoculacidén con Glomus epigaeum en el

momento de la siembra (G0O).

Si bien 1la tendencia fué que se formara mayor
cantidad de nédulos cuando la bacteria se inoculd a los 15
dias, no se detectaron diferencias significativas (FIGURA
53), a medida que transcurrié el tiempo, 1la nodulacién

aumenté (TABLA 140).

6.6.3. Inoculacién con Glomus epigaeum a los 15

dias desde la siembra (G15).

En un estudio detallado sobre la formacién de nédulos
en cada tiempo de evaluacién, se observé tendencia a que
Bradyrhizobium inoculado a los 15 dias aumentara el nimero
de nédulos, especialmente en la segunda evaluacién (FIGURA
54 Y TABLA 141). La nodulacién se estacionéd en los dos

ultimos periodos estudiados (TABLA 142).
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FIGURA 52. Efecto de la inoculacién con Bradyrhizobium (Bl5 y
| BO) cuando se adiciona fosfato {P) sobre la nodulacién en plantas
de soja.

TABLA 138

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 52
V.T. (Variable Transformada)

TIEMPO (dias)

; Tratamiento 20 40 60
|
|

P B1§ A% A A

‘ P BO A B B

Abreviaturas y notas (*) igual que en TABLAS 68 y 74




TABLA 139

EVOLUCION A LO LARGO DEL TIEMPO DE TODOS LOS TRATAMIENTOS
FERTILIZADOS CON FOSFATO (P). VALORES DE NODULACION (1)

TIEMPO (dias)
20 40 60

2.08 c 8.86 b 9.99 a

Notas (*) y (1) igual que en TABLAS 68 y 136
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TABLA 140

EVOLUCION A LO LARGO DEL TIEMPO DE TODOS LOS TRATAMIENTOS
INOCULADOS CON GLOMUS EPIGAEUM (GO). VALORES DE NODULACION (1)

TIEMPO (dias)
20 40 60

3.82 ax% 89.56 b 10.22 b

Notas (*) y (1) igual que en TABLAS 68 y 136
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TABLA 141

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 54
V.T. (Variable Transformada)

TIEMPO (dias)

Tratamiento 20 40 60
G15 B15 Bx A A
G15 BO A A B

Abreviaturas y notas (*) igual que en TABLAS 68 y 74



TABLA 142

EVOLUCION A LO LARGO DEL TIEMPO DE TODOS LOS TRATAMIENTOS
INOCULADOS CON GLOMUS EPIGAEUM (G15). VALORES DE NODULACION (1)

TIEMPO (dias)
20 40 60

3.86 ax 9.84 ¢ 9.46 c

Notas (*) y (1) igual que en TABLAS 68 y 80




-

6.7, Fructificacién.

La formacién de vainas, las cuales fueron cosechadas
a los 60 dias, se manifesté, en forma global, estimulada
por los HMAV (TABLA 143). Analizando de igual forma, las
bacterias inoculadas a los 15 dias fueron mis eficientes

que al inicio y a su vez que la fuente nitrogenada (TABLA

144).

Nuevamente, por las interacciones detectadas, se

analizé cada nivel de fésforo.

6.7.1. Fertilizacién con fosfato (P).

El comportamiento del fosfato fué similar al efecto
global sefialado antes para las bacterias {B15 > BO > N)
(FIGURA 55 Y TABLA 145).

6.7.2. Inoculacién con Glomus epigaeum en el

| momento de la siembra (GQ).

‘ En este caso se vié que la bacteria siempre estimuléd

significativamente la produccidén de frutos (TABLA 146).
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6.7.3. Inoculacién con Glomus epigaeum a los 15

dias desde la siembra (Gl15).

También aqui las bacterias ejercieron un efecto

estimulante sobre la fructificacién (TABLA 147).

6.8. Micorrizacidn.

En general, el nivel de 1la micorrizacién fué
cuantitativamente mayor cuando el hongo se establecié
desde el inicio (TABLA 148) también la bacteria inoculada
inicialmente promovié a una mayor colonizacién (TABLA

149).

Las interacciones que se presentaron fundamentaron el
andlisis en los dos niveles de fésforo (GO y Gl5) y se
informa que los tratamientos con fosfato carecian de

micorrizas.

6.8.1. Inoculacién con Glomus epigaeum en el

momento de la siembra (G0).

La bacteria inoculada inicialmente (B0O) favorecid la
formacién de micorrizas y, a los 15 dias (B15) mas adn que
la fertilizacién nitrogenada (TABLA 150). Este mismo
efecto se observé en detalle en cada momento de evaluacién
(TABLA 151 Y FIGURA 56). Hubo un aumento gradual de la

micorrizacién a través del tiempo (TABLA 152).
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TABLA 143

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON GLOMUS EPIGAEUM (GO Y G15)
LA FERTILIZACION FOSFATADA (P) SOBRE EL NUMERO DE VAINAS
DATOS ACUMULADOS DE TODOS LOS PERIODOS DE EVALUACION

TRATAMIENTO VAINAS (1)
G15 2.56 ax
GO 2.52 a
P 2.19 b

Notas (*) y (1) igual que en TABLAS 68 y 80



TABLA 144

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON BRADYRHIZOBIUM (BO Y B15)
LA FERTILIZACION NITROGENADA (N) SOBRE LA PRODUCCION DE VAINAS
DATOS ACUMULADOS DE TODOS LOS PERIODOS DE EVALUACION

Y

TRATAMIENTO VAINAS (1)
B15 2.69 ax
BO 2.48 b
N 2.11 ¢

Notas (*) y (1) igual que en TABLAS 68 y 80
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TABLA 145

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 55

FERTILIZACION CON FOSFATO (P)

Tratamiento VAINAS
P B15 A¥
P BO B
PN C

Abreviaturas y notas (*) igual que en TABLAS 68 y 74

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS

TABLA 146

DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 55

INOCULACION CON Glomus epigaeum {GO)

Tratamiento VAINAS
GO B15 A
GO BO A
GO N B

Abreviaturas y notas (*) igual que en TABLAS 68 y 74

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS
INOCULACION CON

TABLA 147

DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 56
Glomus epigaeum (G15)

Tratamiento VAINAS
G15 B15S A
Gl5 BO A
G15 N B

Abreviaturas y notas (%) igual que en TABLAS 68 y 74




TABLA 148

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON GLOMUS EPIGAEUM (G15 Y GO)
SOBRE LA MICORRIZACION. DATOS ACUMULADOS DE TODOS LOS PERIODOS
DE EVALUACION

TRATAMIENTO MICORRIZACION (1)
G15 22.55 b*
GO 32.09 a

Notas (%) y (1) igual que en TABLAS 68 y 2



TABLA 149

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON BRADYRHIZOBIUM (B15 Y BO)
SOBRE LA MICORRIZACION. DATOS ACUMULADOS DE TODOS LOS PERIODOS
DE EVALUACION

TRATAMIENTO MICORRIZACION (1)
B15 28.63 bx
BO 31.99 a
N 21.34 c

Notas (*}) y (1) igual que en TABLAS 68 y 2



TABLA 150

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON BRADYRHIZOBIUM (B) Y GLOMUS
EPIGAEUM (GO) SOBRE LA MICORRIZACION. DATOS ACUMULADOS DE TODOS
LOS PERIODOS DE EVALUACION

TRATAMIENTO MICORRIZACION (1)
GO B15 34.49 b*
GO0 BO 37.11 a
GO N 24.68 c

Notas (%) y (1) igual que en TABLAS 68 y 2
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FIGURA 56. Efecto de la adicidn de nitrégeno (N} o de la inocula-
cion con Bradyrhizobium (B15 v BO! v con Glomus (GO} sobre la
micorrizacion en plantas de soja.

TABLA 151

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 56

V.T. (Variable Transformada)
TIEMPO {dfias)
Tratamiento 20 40 60
GO BI15 A% B B
GO BO B A A
GO N B C C

Abreviaturas y notas (%) igual que en TABLAS 68 y 74



TABLA 152

EVOLUCION A LO LARGO DEL TIEMPO DE TODOS LOS TRATAMIENTOS
INOCULADOS CON GLOMUS EPIGAEUM (GO). VALORES DE MICORRIZACION (1)

TIEMPO (dias)
20 40 60

13.73 c* 32.75 b 49.79 a

Notas (%) y (1) igual que en TABLAS 68 y 2



-

| 6.8.2. Inoculacién con Glomus epigaeum a los 15

dias desde la siembra (Gl15).

Para este caso, ambos momentos de inoculacidén con la
bacteria (B0 y B15) favorecieron la micorrizacién (TABLA
1563). Aunque tempranamente la bacteria inoculada a los 15
dias estimuld la micorrizacién, en las otras dos
evaluaciones fué la bacteria puesta desde el inicio (B0)
la que mds colonizacidén produjo (FIGURA 57 Y TABLA 154).
Hubo un aumento de la micorrizacidn a medida que

transcurrié el tiempo (TABLA 155).

B. ENSAYOS CON ALFALFA.

7. ESTUDIO "IN VITRO" DE LAS INTERACCIONES ENTRE
RHIZGBIUM MELILOTI Y ESPORAS DE HONGOS MICORRICICOS.

En la FIGURA 58 se observa que las esporas de Glomus
caledonium alcanzaron el mismo porcentaje de germinacidn
que las de G. mosseae y que ambos fueron superadas por
Glomus fasciculatum. G. mosseae presentdé un comportamiento

| extraho debido a que los niveles de germinacidn fueron

altos al principio y luego se estacionaron.

‘ Cuando se analizé el comportamiento de Glomus
| caledonium, en los distintos tratamientos, que se detallan
en la TABLA 156, se observéd en 1la primera 7y segunda
lecturas que el efecto estimulador del Rhizobium fué mayor
que en el medio 79 y practicamente nuleo en agar-agua +

medio 79. En la segunda lectura no se aprecié efecto sobre
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TABLA 153

EFECTO GLOBAL DE LA INOCULACION CON BRADYRHIZOBIUM (B) Y GLOMUS
EPIGAEUM (G15) SOBRE LA MICORRIZACION. DATOS ACUMULADOS DE TODOS
LOS PERIODOS DE EVALUACION

TRATAMIENTO MICORRIZACION (1)

G15 B15 22.77 ax
G15 BO 26.88 a
G156 N 18.00 b

Notas (*) y (1) igual que en TABLAS 68 y 2




GIS N + GiS BB » GiS BiS e

4@
c
> 39 -
1
S
3 2e
-
(8
a
N
-
[s 4
5 18
19
-
x
2 "
12 2e 3g Y] s@ 3]
TIEMPO (DIARS)
- 4@
&
[
o
n
v 38 +
“
-
o
>
. 2e
z
(o]
pes
(8
N
= 12 |
X
: 4
(o]
[S)
"~
b
B i 1 A A
19 29 38 4@ 59 Y

TIEMPO (DIRS)

FIGURA 57. Efecto de la adicidén de nitrégeno {(N) o de la inocula-
cidén con Bradyrhizobium (B15 y BO) ¥ con Glomus (G15) sobre la

micorrizacion en plantas de soja.

TABLA 154

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS GRAFICADOS EN LA FIGURA 57
V.T. {Variable Transformada)

TIEMPO (dfas)

Tratamiento 20 40 60
G15 B1S Ax B B
G15 BO B A A
G15 N Lo} B C

Abreviaturas y notas (%) igual que en TABLAS 68 y 74




TABLA 155

EVOLUCION A LO LARGO DEL TIEMPO DE TODOS LOS TRATAMIENTOS
INOCULADOS CON GLOMUS EPIGAEUM (G15) .VALORES DE MICORRIZACION

TIEMPO (dias)
20 40 60

3.22 c* 18.94 b 45.48 a

Notas (*) y (1) igual que en TABLAS 68 y 2
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AGAR AGUA

AGAR AGUA
Y MEDIO 79

TABLA 1566

EFECTO DE LA PRESENCIA DE RHIZOBIUM Y DE DIFERENTES MEDIOS DE
CULTIVO SOBRE EL CRECIMIENTO VEGETATIVO Y LA FORMACION DE
VESICULAS DE GLOMUS CALEDONIUM‘

MEDIC 79

la. LECTURA 2a. LECTURA

CONTROL + RHIZOBIUM CONTROL + RHIZOBIUM

£ mm 5.85 + 1.35 9.21 + 2.17 15.63 + 2.71 21.43 + 2,97
vV ox 1.42 + 1.42 4.08 + 1,93 7.17 + 1.96 12.54 + 2.74
& mm 5.78 + 1.22 7.96 + 2.99 11.96 + 2.13 17.15 + 3.64
Vv % 1.08 + 0.83 4.75 + 2.46 5.00 + 1.72 13.13 + 3.47
£ mm 2.64 + 1.12 6.17 + 2.57 11.59 + 3.17 15.19 + 3.06
vV ox 0.33 + 0.59 3.50 + 2.20 6.22 + 1,99 11.10 + 6.18

& mm= didmetro del micelio en mm; V¥ = Vesiculas (nimero)



el desarrollo de las hifas en ningun medio, en tanto que
hubo un estimulo sobre el nuimero de vesiculas en agar-
agua, menor en agar—-agua + medio 79 y nulo si el medio 79

era el dUnico componente {(TABLA 157).

En cuanto a Glomus mosseae, en la TABLA 158, se
observa que, en la primera lectura, hubo menor
estimulacidén cuando el medio de cultivo fué agar-agua,
menor con medio 79 y ninguna con los dos medios
combinados. En la segunda lectura, hubo mayor estimulacién
del desarrollo de las hifas en agar-agua y medio 79, pero
no en el medio mezclado de ambos, lo mismo ocurrid
respecto a la formacidén de vesiculas. El medio 79 inhibié

el desarrollo del hongo (TABLA 158).

Cuando se consideré globalmente el desarrollo de los
hongos en todos los medios utilizados, se pudo comprobar
que Glomus caledonium fué el mds estimulado por Rhizobium
meliloti ya que incrementé la longitud de hifas en un 62%
v 37% respecto al control en la primera y segunda lectura
respectivamente. Cuando se compararon los incrementos en
el nimero de vesiculas, estos fueron del orden del 337 y
100% en la primera y segunda lectura respectivamente

(FIGURA 59).

8. PREPARACION DE INOCULANTES DE MICORRIZAS PARA CULTIVOS
DE ALFALFA.

Las semillas de alfalfa contenidas en los "pellets”

mantuvieron su capacidad germinativa luego del
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TABLA 157

EFECTO DE LA PRESENCIA DE RHIZOBIUM Y DE DIFERENTES MEDIOS DE

CULTIVO SOBRE EL CRECIMIENTO VEGETATIVO Y LA FORMACION DE

VESICULAS DE GLOMUS FASCICULATUM

la. LECTURA 2a. LECTURA

CONTROL + RHIZOBIUM CONTROL + RHIZOBIUM
S mm 3.89 + 0.97 7.92 + 1.97 14.08 + 2.15 15.99 2.36
vV ox 0.44 + 0.28 2.85 + 1,27 3.38 + 0.73 12.08 3.49
& mom 5.02 + 1.95 6.51 + 2.38 11.34 + 3.15 12.55 3.80
V % 0.80 + 0.81 1.50 + 1.32 4.10 + 1.86 4,80 2.10
& mm 4.48 + 2.68 6.41 + 2.30 14.63 + 3.81 15,77 2.65
Vo x 0.50 + 0.54 0.69 + 0.60 3.30 + 1.36 6.77 2.14

& mm= didmetro del micelio en mm ;i V *= Vesiculas (néGmero)
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TABLA 158

EFECTO DE LA PRESENCIA DE RHIZOBIUM Y DE DIFERENTES MEDIOS DE
CULTIVO SOBRE EL CRECIMIENTO VEGETATIVO Y LA FORMACION DE
VESICULAS DE GLOMUS MOSSEAE

CONTROL

la. LECTURA

+ RHIZOBIUM

2a. LECTURA

+ RHIZOBIUM

21.38 + 1.25

14,09 + 1.74

16.66 + 5.97

& mm 14.72 +

V x 11.18 +

CONTROL
15.51 2.49
3.00 2.11
12.91 1.71
3.78 1.565
21.567 0.99
16.54 2.99

20.82 + 3.05

21.38 + 8.39

& mm= didmetro

del micelio en

mm

V *¥= Vesiculas (nimero)
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procesamiento de los mismos (TABLA 159), lo cual indicé
que 1los ingredientes wutilizados ni el proceso las
afectaron.

Como puede observarse, el tratamiento 4) de la TABLA
160 presenté el mayor nimero de plantas crecidas en el
invernadero y también la mayor colonizacidén micorricica.
Estas fueron las proporciones que se tomaron como base
para la siguiente experiencia (ver Materiales y Métodos,
apartado 6.2). Cuando se estudidé el efecto de distintas
cantidades de inéculo de micorriza y de turba, se comprobd
que el peso seco por planta y la micorrizacidén se
favorecieron significativamente cuando se utilizé el
formulado B (TABLA 161), razdén por la cual se prepararon

asi los "pellets" para usarlos en condiciones de campo.

9. ENSAYO EXPERIMENTAL EN CONDICIONES DE CAMPO CON
APLICACION DE "PELLETS".

El método de inoculacién ensayado se mostré efectivo
va que la incorporacién de "pellets" que contenian los dos
endosimbiontes: Rhizobium y Glomus produjo un aumento
significativo sobre la produccién de materia seca,

respecto al control sin HMAV (FIGURA 60).

En cuanto a los contenidos de nitrdgeno y fésforo,
fué significativamente superior cuando se incorporé alguno

de los HMAV respecto al control (TABLA 162).

En las dos subsiguientes cosechas, los efectos sobre

produccidn de forraje se mantuvieron, de manera
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TABLA 159

PORCENTAJES DE GERMINACION DE LAS SEMILLAS DE MEDICAGO SATIVA
AISLADAS DE LOS "PELLETS"

DIAMETRO
DEL"PELLET" SEMILLAS* TURBA¥* GERMINACION

(mm) (g) (g) (%)
1) 8 0.8 0 93**
2) 8 1.6 0 100
3) 8 3.2 0 81
4) 8 1.6 30 99
5) 8 3.2 30 98
6) 5 0.8 0 97
7) 5 1.6 0 100
8) 5 3.2 0 98
9) 5 0.8 30 96
10) 5 1.6 30 100

* por cada 200 g de inéculo ; ** Media de 10 repeticiones




TABLA 160

EFECTO DE LA SIEMBRA CON "PELLETS" SOBRE LA EMERGENCIA DE LAS
PLANTAS DE ALFALFA Y SU MICORRIZACION

Nro. PLANTAS MICORRIZACION
TRATAMIENTO* POR "PELLET" (%)

(a) (b) (a) (b}
1) 2 2 21 49
2) 1 3 32 28
3) 4 4 46 35
4) 5 7 56 73
5) 4 5 24 27
6) 2 - 12 -
7) 1 1 T 13
8) 4 5 20 15
9) 2 3 339 47
10) 2 1 42 28

Nota (*) Igual a los sefialados en TABLA 159; (a) y (b) ="pellets”

de 2 y 3 cm de longitud respectivamente. Cada dato es la media de
10 repeticiones



TABLA 161

EFECTO DE LA PREPARACION DE DIFERENTES FORMULADOS SOBRE EL
CRECIMIENTO DE LAS PLANTAS DE ALFALFA Y SU MICORRIZACION

PESO SECO PARTE AEREA (g)

MICORRIZACION
FORMULADO por "PELLET" por PLANTA (%)
Al 0.463 b¥* 0.117 b 30 b
B 0.578 b 0.141 a 70 a
C 0.808 a 0.116 b 45 b
Nota (%)= 1los formulados empleados se corresponden con los
sefialados en la seccién 6.2 de Materiales y Métodos
Nota (*) datos con igual 1letra no presentan diferencias

significativas. Prueba de Duncan con p=0.05
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Granada sobre la produccién de materia seca en Medicago sativa.

Ira. COSECHA.Tratamientos:GF y GM, incorporacién de Glomus fasci-

culatum vy Glomus mosseae; C, control con suelo estéril.(*} difie-
ren significativamente, prueba de Tukey, p = 0.01.




TABLA 162

EFECTO DE LA APLICACION DE "PELLETS" EN UN SUELO DE GRANADA
SOBRE EL CONTENIDO DE NUTRIENTES EN ALFALFA. la. COSECHA

FORMULADO B CONTENIDO (mg.pellet'l)
INCLUYENDO: NITROGENO FOSFORO
G. fasciculatum 159.84 a%* 11.03 a
G. mosseae 157.58 a 11.37 a
suelo estéril 88.13 b 6.66 b
Nota (%) Los datos seguidos de igual letra no difieren

significativamente. Prueba de Tukey , p= 0.01




significativa, igual que en la primera, indicando una
estimulacién estable y buena sobrevivencia de los hongos

inoculados (FIGURAS 61 Y 62).

También los contenidos de nitrégeno fueron mayores
para los tratamientos que contenian HMAV en tanto que para
fésforo hubo aumentos significativos cuando se incluyé a

G. fasciculatum (TABLAS 163 Y 164).

10. ENSAYOS SOBRE PRODUCCION DE "PELLETS" PARA
INOCULACION DE ALFALFA EN SUELOS ACIDOS.

Como se observa en la TABLA 165, el formuldado F,
cuya preparacién fue descrita en el capitulo de Materiales
y Métodos, favorecié la neutralizacién del contenido de
los "pellets". También, el agregado de los 25 ml de
carbonato de calcio fué compatible con 1la micorrizacién y

nodulacidén posteriores de alfalfa (TABLA 165).

Cuando estos '"pellets" se prepararon con diferentes
cantidades de semillas y se sembraron en pPequenas parcelas
en el campo, en aquellos que tenian 2 g de semilla

germinaron mejor y su micorrizacién fué elevada (TABLA

166).

11. APLICACION EXPERIMENTAL DE "PELLETS" EN UN CAMPO DE
LA LOCALIDAD DE 9 DE JULIO, PROVINCIA DE BUENOS
ATIRES.

Los "pellets", preparados de acuerdo a los
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TABLA 163

EFECTO DE LA APLICACION DE "PELLETS" EN UN SUELO DE GRANADA
SOBRE EL CONTENIDO DE NUTRIENTES EN ALFALFA. 2a. COSECHA

FORMULADO B CONTENIDO (mg.pellet 1)
INCLUYENDO: NITROGENO FOSFOROQO
G. fasciculatum 148.74 a%* 11.84 a
G. mosseae 127.05 a 9.57 ab
suelo estéril 88.80 b 6.72 b

Notas (*) igual que en TABLA 162




TABLA 164

EFECTO DE LA APLICACION DE "PELLETS" EN UN SUELO DE GRANADA
SOBRE EL CONTENIDO DE NUTRIENTES EN ALFALFA. 3a.COSECHA

| FORMULADO B CONTENIDO (mg.pellet 1)
‘ INCLUYENDO: NITROGENO FOSFORO
G. fasciculatum 147.60 ax 11.16 a

G. mossesae 117.78 b 9.06 ab
suelo estéril 82.50 ¢ 5.72 b

Notas (%) igual que en TABLA 162



TABLA 165

EFECTO DEL AGREGADO DE CALCAREO SOBRE LA MICORRIZACION Y LA
NODULACION DE LAS PLANTAS DE ALFALFA

Nro.PLANTAS pH DEL MICORRIZACION NODULACION

FORMULADO por "PELLET" "PELLET" (%)
D 5 4.0-4.2 25 escasa
E 6 4.7-4.9 27 escasa
F 5 6.7-7.0 42 excelente
G 7 7.5-8.2 37 excelente

Nota: pH de los "pellets" tomado de muestras antes de la siembra




TABLA 166

EFECTO DEL AGREGADO DE DIFERENTES CANTIDADES DE SEMILLAS DE
ALFALFA EN EL FORMULADO F, SOBRE LA EMERGENCIA DE LAS PLANTAS
Y LA MICORRIZACION

SEMILLAS Nro."PELLETS" CON PLANTAS MICORRIZACION
(g) SOBRE Nro.TOTAL SEMBRADOS (%)
1.0 7/ 25 72
1.5 10 / 25 75
2.0 25 / 25 76
3.0 23 / 25 68




tratamientos senalados en la seccién de Materiales y
Métodos, presentaron buena emergencia de las plantas y
mantuvieron el pH neutro (TABLA 167) los efectos
producidos sobre el crecimiento de la plantas, en la
primer cosecha fueron significativamente superiores para
todos los tratamientos respecto al control (FIGURA 63),
particularmente, la combinacién Glomus epigaeum +

Rhizobium meliloti (GE+R).

En la segunda cosecha, este mismo tratamiento citado,
o la inoculacién con la bacteria solamente provocaron la

mayor produccién de forraje (FIGURA 64).

En la tercer cosecha, si bien, el efecto producido
por Glomus epigaeum + Rhizobium, se mantuvo en forma
significativa las diferencias entre los tratamientos

fueron menores (FIGURA 65). Estas diferencias se tornaron
no significativas en el cuarto corte de alfalfa; sin
embargo, cuando los resultados se expresaron CcOmoO Peso
seco cosechado por ‘'"pellets" 1la inoculacidén con Glomus
epigaeun produjo efectos significativamente mayores

(FIGURA 66).

En un analisis general, acumulando cantidades de
forraje cosechadas, obviamente la doble 1inoculacién con
Glomus epigaeum + Rhizobium tuvo el mayor efecto (FIGURA
67) si lo comparamos con una practica tradicional, como es
la inoculacién con Rhizobium, su incremento en materia
seca fué del orden del 8% vy, si se lo relaciona con el
control, donde se pusc en evidencia la poblacidén nativa

del suelo su incremento en materia seca fué del orden del
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TABLA 167

NUMERO DE SEMILLAS GERMINADAS Y pH DE LOS "PELLETS" DE CADA
TRATAMIENTO UTILIZADO EN LOS ENSAYOS EN CAMPO DE CASTELAR Y

9 DE JULIO
CASTELAR 3 DE JULIO
Nro.semillas PH Nro.semillas pH
TRATAMIENTO germinadas (*) TRATAMIENTO germinadas (*)
por '"pellet"” por "pellet"

G.epigaeum 11.2 7.2 G.epigaeum 9.3 7.0
G.mosseae 10.5 6.9 G.fasciculatum 8.6 6.9
R.meliloti 7.5 7.3 R.meliloti 4.4 7.0
G.ep.+ R.m. 9.11 7.2 G.e.+ R.m. 9.3 7.1
G.m. + R.m. 7.2 6.9 G.f.+ R.m. 7.3 7.0
control - 7.5 control 4.0 7.1
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32%. Cuando se analizé la cantidad de materia seca
obtenida al inocular con Rhizobium (R) respecto a la que
se coseché con cualquiera de los dos HMAV (media de GE y
GF) se demuestra que fué del orden del 11%, lo que puso en

evidencia que la poblacién de HMAV nativas fue méas

sensible al efecto sinérgico de su co-simbionte el
Rhizobium , que 1la de bacterias naturales de ese suelo
respecto a los hongos micorricicos empleados. Cabe

destacar que el nimero méas probable de microorganismos
nativos en este suelo fué de 11 Rhizobium meliloti g s s-1

¥y 11 propagulos de HMAV g s s-1,

Cuando se analizé el contenido en nitrégeno de
materia seca por "pellet" en la primera cosecha todos los
tratamientos tuvieron valores significativamente mayores
que el control, (TABLA 168). En la segunda cosecha, los
"pellets" conteniendo G. epigaeum + Rhizobium tuvieron un
mayor valor y en la cuarta cosecha correspondié a los que

incluian sélo a los HMAV (TABLAS 169 Y 170).

En cuanto al contenido en fésforo, si bien hay una
tendencia a que todos los tratamientos superen al control,
en forma efectiva lo hacen los que recibieron G. epigaeum
+ Rhizobium y Rhizobium meliloti solamente, en la primer
cosecha, en tanto que en la segunda no hay diferencias y,
en la tercera cosecha G.fasciculatum tuvo el maximo

contenido (TABLAS 168, 169 Y 170).

Respecto al contenido en potasio, G. epigaeum +
Rhizobium y G. fasciculatum solo, presentaron los mayores

valores en la primer cosecha. En la segunda cosecha
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nuevamente la combinacién de G. epigaeum + Rhizobium y
también los "pellets que incluian Rhizobium tuvieron mayor
contenido en potasio. En la cuarta cosecha, sin embargo el
Unico tratamiento que dié contenido en potasio
significativamente diferente fué el que llevé Q.

fasciculatum (TABLAS 168, 169 Y 170).

12. APLICACION EXPERIMENTAL DE "PELLETS" EN EL CAMPO
EXPERIMENTAL DEL INTA CASTELAR, PROVINCIA DE
BUENOS AIRES.

Los '"pellets" preparados igual que para el ensayo
anterior, s6lo que usando G. mosseae en lugar de G.
fasciculatum, tuvieron buena emergencia de las plantas y
mantuvieron el pH cercano a la neutralidad (TABLA 167). La
poblacién nativa de microorganismos detectada por el
nimero mis probable dié valores de 14 R. meliloti g s s}

y 6 propagulos de HMAV g s s-1

En la primera cosecha, la cantidad de materia seca
por parcela, fué significativamente superior . para todos
los tratamientos respecto al control (FIGURA 68),
especialmente tuvieron su efecto significativo los que
portaban a los dos endosimbiontes (GE+R ¥y GM+R), aungue
cuando se compararon los tratamientos en produccidn de
materia seca por "pellet", el mejor fué el inoculado con

Glomus mosseae {(GM).

En la segunda cosecha, los inoculados con G. mosseae

(GM), G. epigaeum (GE) y la combinacidén de éste Ultimo con
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TABLA 168

EFECTO DE LA APLICACION DE "PELLETS" EN UN SUELO DE 9 DE JULIO
SOBRE EL CONTENIDO DE NUTRIENTES EN ALFALFA. lra. COSECHA

MICROORGANISMO CONTENIDO (mg."pellet"-1)

USADO NITROGENO FOSFORO POTASIO
G.epigaeun 174.2 a% 18.90 ab 243.7 b
G.fasciculatum 182.4 a 18.86 ab 291.6 a
R.meliloti 196.8 a 19.53 a 285.4 ab
G.ep.+ R.m. 199.6 a 19.88 a 296.5 a
G.f. + R.m. 193.4 a 17.06 ab 256.7 b
control 126.7 b 13.86 b 179.7 ¢

Nota (*) igual que en TABLA 20



TABLA 169

EFECTO DE LA APLICACION DE "PELLETS", EN UN SUELO DE 9 DE JULIO,
SOBRE EL CONTENIDO DE NUTRIENTES EN ALFALFA. 2da. COSECHA

MICROORGANISMO CONTENIDO (mg."pellet"-1)

USADO NITROGENO FOSFORO POTASIO
G.epigaeum 231.7 b* 15.35 a 266.1 b
G.fasciculatum 228.8 b 16.19 a 228.8 cd
R.meliloti 253.9 ab 17.04 a 312.7 a
G.ep.+ R.m. 264.7 a 17.36 a 307.3 a
G.f. + R.m. 185.8 ¢ 14.46 a 253.8 bce
control 169.2 c 13.20 a 211.2 cd

Nota (*) igual que en TABLA 20



TABLA 170

EFECTO DE LA APLICACION DE "PELLETS" EN UN SUELO DE 9 DE JULIO
SOBRE EL CONTENIDO DE NUTRIENTES EN ALFALFA. 4ta. COSECHA

MICROORGANISMO CONTENIDO (mg."pellet'"-1)
USADO NITROGENO FOSFORO POTASIO
G.epigaeum 549.4 b¥ 13.98 ab 427.1 ab
G.fasciculatum 6565.0 a 19.32 a 565.8 a
Rhizobium meliloti 467.7 ¢ 14,99 a 461.2 b
G.ep.+ R.m. 417.1 d 13.03 b 456.9 b
G.f. + R.m. 478.7 c 14.76 a 426.0 b
control 439.6 cd 13.26 ab 454.8 b

Nota (%) igual que en TABLA 20
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FIGURA 68. Efecto de la incorporacidn de "pellets” en el Campo
Experimental del INTA Castelar sobre la produccidén de materia
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Rhizobium (GE+4R) dieron la mayor produccién en forraje,
superando todos al control (FIGURA 69). También en peso
seco por ‘"pellets" aventajé al inoculado con G. mosseae
(GM), igualmente significativo que el que tenia Rhizobium

meliloti (R).

En el tercer corte, la cantidad de materia seca fué
mucho mayor para la combinacién G. epigaeum + Rhizobium
(FIGURA 70). Sin embargo, en peso seco por '"pellet" fué
mayor cuando se inoculé sélo con Rhizobium (R) o sélo con

G. mosseae (GM).

En la d4dltima cosecha, todos los tratamientos
superaron al control y hubo tendencia a que la cantidad de
materia seca, en la combinacién G. epigaeum + Rhizobium,
fuera la mayor (FIGURA 71). No ocurrié lo mismo respecto
al peso seco por "pellet” donde el inoculado con Rhizobium

aumentd significativamente dicho parédmetro.

Cuando se analizd globalmente el peso seco de todas
las cosechas (FIGURA 72), el mejor tratamiento fué la
inoculacién conjunta de G. epigaeum y Rhizobium vy todos
superaron al control. Cuando se comprobé el peso seco por
"pellet"” los inoculados con Rhizobium solamente y, en
segundo término aquellos en 1los que se incluyé Glomus
mosseae (GM) fueron los tunicos en superar al control. Al
comparar los rendimientos por parcela, se demostrd que el
inoculado con G. epigaeum 7y Rhizobium tuvo un incremento
en materia seca del 65 % respecto a la inoculacién
tradicional con Rhizobium y cuando se utilizé sélo el HMAM

G. epigaeum fué del 43%. En el caso de Glomus mosseae, con
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o sin Rhizobium, sus datos con semejantes y el incremento
fué del orden del 25%. Esto sugirié que G. epigaeum y
Glomus mosseae fueron capaces de estimular a la poblacién
de Rhizobium nativos ¥y que tuvieron un alto grado de
competitividad respecto a sus homélogos micorricicos

nativos.

Cuando se analizé el contenido en nutrientes, en la
primer cosecha, existié una tendencia general a que todos
los tratamientos, tuvieran contenidos en N, P y K,
superiores significativamente al control sin HMAV y sin

bacterias (TABLA 171).

En tanto que, en la 2da y 3ra cosecha fueron los
"pellets" que incluyeron G. mosseae o Rhizobium los que
presentaron los mayores contenidos en los nutrientes
estudiados (TABLA 172 y 173). En tanto que, en la cuarta
cosecha, el tratamiento con R. meliloti superdé al resto en

contenido de nutrientes de materia seca (TABLA 174).

13. PRODUCCION DE INOCULOS DE MICORRIZAS ARBUSCO-
VESICULARES.

13.1 Colonizacidén micorricica.

Cuando se compararon globalmente, las
suceptibilidades de las diferentes plantas cultivadas, en
cualquiera de los medios de enriquecimiento usados, para

formar micorrizas, el maiz demostré ser el mds colonizado
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TABLA 171

EFECTO DE LA APLICACION DE "PELLETS" EN EL CAMPO EXPERIMENTAL DEL
INTA DE CASTELAR, SOBRE EL CONTENIDO DE NUTRIENTES EN ALFALFA

lra. COSECHA

MICROORGANISMO CONTENIDO (mg."pellet"-1)
USADO

NITROGENO FOSFORO POTASIO

G.epigaeum 258.5 abx 17.12 a 217.4 a

G.mosseae 271.0 a 17.12 a 232.0 a

R.meliloti 261.3 a 17.23 a 222.0 a

G.ep.+ R.m. 223.0 b 14.16 ab 176.3 b

G.f. + R.m. 241.5 b 12.66 b 157.6 b
Nota (%) igual que en TABLA 20



TABLA 172

EFECTO DE LA APLICACION DE "PELLETS" EN EL CAMPO EXPERIMENTAL DEL
INTA DE CASTELAR, SOBRE EL CONTENIDO DE NUTRIENTES EN ALFALFA
2da. COSECHA

MICROORGANISMO CONTENIDO (mg."pellet'-’

USADO NITROGENO FOSFORO POTASIO
G. epigaeum 112.9 c* 7.14 ab 99.1 b
G.mosseae 181.4 a 10.83 a 143.5 a
R.meliloti 184.5 a 11.12 a 149.6 a
G.ep.+ R.m. 98.3 c 5.33 b 94.5 b
G.m. + R.m. 111.1 ¢ 6.15 b 102.1 b
control 134.0 b 8.84 ab 120.8 ab

Nota (*) igual que en TABLA 20



TABLA 173

EFECTO DE LA APLICACION DE "PELLETS" EN EL CAMPO EXPERIMENTAL DEL
INTA DE CASTELAR, SOBRE EL CONTENIDO DE NUTRIENTES EN ALFALFA
3ra. COSECHA

MICROORGANISMO CONTENIDO (mg."pellet"-1)

USADO NITROGENO FOSFORO POTASIO
G.epigaeun 293.2 b% 8.20 a 217.7 ¢
G.mosseae 418.7 a 11.06 a 304.2 a
R.meliloti 405.4 a 11.64 a 345.5 a
G.ep.+ R.nm. 405.5 a 9.07 a 258.3 b
G.m. + R.m. 254.9 ¢ 6.14 a 181.3 d
control 225.2 c 7.67 a 197.8 cd

Nota (*) igual que en TABLA 20



TABLA 174

EFECTO DE LA APLICACION DE "PELLETS" EN EL CAMPO EXPERIMENTAL DEL
INTA DE CASTELAR, SOBRE EL CONTENIDO DE NUTRIENTES EN ALFALFA
4ta. COSECHA

MICROORGANISMO CONTENIDO (mg. "pellet"-1)
USADO NITROGENO FOSFORO POTASIO
G.epigaeum 172.8 d* 5.04 ¢ 104.8 ¢
G.mosseae 271.2 ¢ 8.74 b 172.2 b
R.meliloti 686.5 a 15.60 a 318.7 a
G.ep.+ R.m. 284.4 c 5.42 ¢ 128.5 ¢
G.m. + R.m. 444.2 b 9.37 b 209.6 b
control 278.3 ¢ 5.68 ¢ 139.7 ¢

Nota (*) igual que en TABLA 20




por cualquiera de los hongos inoculados (TABLA 175).

Entre 1los tres hongos usados hubo diferencias
significativas y G. epigaeum superé a G. mosseae 7y éste a
G. fasciculatum (TABLA 176) estimandose en un sentido

general este comportamiento.

De igual forma, cuando se comparé a los +tres medios

de cultivo wutilizados, la arcilla expandida superé a los

otros dos medios (TABLA 177).

13.2 Esporulacién.

El anadlisis globalizado sobre la produccién de
esporas de todos los hongos inoculados en los cuatro
hospedantes evaluados, demostré un efecto altamente
significativo para 1las plantas de sorgo y, gradualmente
descendiente para el resto como se lo indicé en la TABLA

178.

La esporulacidn no presentd la misma tendencia que la
micorrizacidén, pues en este caso también analizado
globalmente, fué G. fasciculatum el que mayor nimero de

esporas formé (TABLA 179).

Si hubo coincidencia en el medio y, nuevamente, la
arcilla expandida tuvo valores significativamente mayores

(TABLA 180).
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TABLA 175

EFECTO GENERAL DEL USO DE DIFERENTES HOSPEDANTES SOBRE LA
MICORRIZACION EN TODOS LOS MEDIOS DE CULTIVO EVALUADOS.

HOSPEDANTE MICORRIZACION

(%) (DT)
Zea mays 49.13 (44.5) a%*
Sorghum vulgare 42.24 (40.4) b
Glycine max 41.56 (40.1) b
Allium cepa 34.69 (39.0) b

Nota (*) igual que en TABLA 68,

(DT)

igual que en TABLA 2.



TABLA 176

EFECTO GENERAL DE LA INOCULACION CON DIFERENTES HMAV SOBRE LA
MICORRIZACION, EN TODOS LOS MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS.

HMAV MICORRIZACION
(%) (DT)
G. epigaeum 46.42 (42.9) ax
G. mosseae 44.23 (41.6) b
G. fasciculatum 38.82 (38.5) c

Nota (*) igual que en TABLA 68, (DT) igual que en TABLA 2



TABLA 177

EFECTO GENERAL DE LA UTILIZACION DE DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO
SOBRE LA COLONIZACION MICORRICICA, EN TODOS LOS HONGOS Y
HOSPEDANTES EVALUADOS.

MEDIOS DE MICORRIZACION

CULTIVO (%) (DT)
Arcilla expandida 54.60 (47.6) a¥*
Suelo, arena y turba 38.317 (38.3) b
Suelo y arena 36.50 (37.2) b

Nota (*) igual que en TABLA 68, (DT) igual que en TABLA 2



TABLA 178

EFECTO GENERAL DEL USO DE DIFERENTES HOSPEDANTES, SOBRE LA
PRODUCCION DE ESPORAS, EN TODOS LOS MEDIOS EVALUADOS.

HOSPEDANTE NUMERO DE
ESPORAS . 100 ml-1

Sorgum vulgare 225.40 a%*
Zea mays 189.47 b
Allium cepa 166.18 c¢
Glycine max 139.24 d

Nota (*) igual que en TABLA 68.




TABLA 179

EFECTO GENERAL DE LA INOCULACION CON DIFERENTES HONGOS

MICORRICICOS, SOBRE LA PRODUCCION DE ESPORAS, EN TODOS LOS
MEDIOS EVALUADOS
HMAV NUMERO DE
ESPORAS. 100 ml-:
G. fasciculatum 209.02 ax
G. epigaeun 202.50 b
G. mosseae 128.70 ¢
Nota (*) igual que en TABLA 68.




TABLA 180

EFECTO GENERAL DE LA UTILIZACION DE DIFERENTES MEDIOS SOBRE LA
PRODUCCION DE ESPORAS, EN TODOS LOS HONGOS Y HOSPEDADORES
EVALUADOS

MEDIOS NUMERO DE
ESPORAS . 100 ml-?

Arcilla expandida 222.73 a%*
Suelo y arens 159.70 b
Suelo, arena y turba 157.78 b

Nota (*) igual que en TABLA 68.



13.3. Grado de micorrizacion y esporulacidén cuando se

inoculdé con Glomus epigaeum v las plantas se

cultivaron en:

a) Suelo y arena.
En este medio de enriquecimiento la tendencia fué a que se
micorrice mds el maiz 7y formen mis esporas el sorgo y la
soja (TABLA 181).

b) Suelo, arena y turba.
La mayor colonizacién micorricica se produjo, en forma
significativa, con maiz o sorgo y con éste ultimo se
formaron mas esporas (TABLA 182).

c) Arcilla expandida.
El sorgo y el maiz permitieron una mayor colonizacidén del
hongo inoculado. El primeroc vy la cebolla dieron el mayor

nimero de esporas (TABLA 183).

13.4. Grado de micorrizacidédn y esporulacién cuando se

inoculdé con Glomus fasciculatum y las plantas

se cultivaron en:

a) Suelo y arena.
El maiz y la cebolla dieron mayores valores de
micorrizacién en tanto que el primero mencionado y el
sorgo promueven a mayor esporulacién (TABLA 184).

B} Suelo, arena y turba.
Todos los hospedadores, excepto el sorgo, tuvieron igual

micorrizacién mientras que éste Ultimo y el maiz llegaron
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TABLA 181

GRADO DE MICORRIZACION Y PRODUCCION DE ESPORAS DE DIFERENTES
HOSPEDANTES INOCULADOS CON G.EPIGAEUM Y CULTIVADOS EN SUELO Y

ARENA
HOSPEDANTES MICORRIZACION NUMERO DE
(%) (DT) ESPORAS 100 ml-t
A. cepa 28.2 (32.1) c* 190.4 ab
G. max 40.0 (39.2) b 214.4 a
S. vulgare 42.6 (40.7) b 205.0 a
Z. mays 48.0 (43.8) a 166.4 b

Nota (*) igual que en TABLA 68 , (DT) igual que en TABLA 2




TABLA 182

GRADO DE MICORRIZACION Y PRODUCCION DE ESPORAS DE DIFERENTES
HOSPEDANTES INOCULADOS CON G.EPIGAEUM Y CULTIVADOS EN SUELO,
ARENA Y TURBA

HOSPEDANTES MICORRIZACION NUMERO DE
(%) (DT) ESPORAS 100 ml-1

A. cepa 30.6 {33.6) b* 182.4 b

G. max 33.8 (35.6) b 121.8 d

S. wvulgare 47.2 (43.4) a 225.2 a

Z. mays 51.2 (45.7) a 145.6 ¢

Nota (*) igual que en TABLA 68, (DT) igual que en TABLA 2



TABLA 183

GRADO DE MICORRIZACION Y PRODUCCION DE ESPORAS DE DIFERENTES
HOSPEDANTES INOCULADOS CON G.EPIGAEUM Y CULTIVADOS EN ARCILLA

EXPANDIDA
HOSPEDANTES MICORRIZACION NUMERO DE
(%) (DT) ESPORAS 100 ml-1!
A. cepa 34.4 (356.9) cx* 321.0 b
G. max 59.4 (45.7) b 118.0 ¢
S. vulgare 75.2 (60.1) a 402.4 a
Z. mays 66.2 (54.4) a 127.4 c

Nota (%) igual que en TABLA 68,

(DT) igual que en TABLA 2




TABLA 184

GRADO DE MICORRIZACION Y PRODUCCION DE ESPORAS DE DIFERENTES
HOSPEDANTES INOCULADOS CON G.FASCICULATUM Y CULTIVADAS EN
SUELO Y ARENA

HOSPEDANTES MICORRIZACION NUMERO DE
(%) {DT) ESPORAS 100 ml-1t
A. cepa 38 (38.1) a%* 129.8 b
G. max 36.8 (37.4) ab 136.8 b
S. vulgare 29.6 (33.0) b 215.0 a
Z. mays 37.4 (37.7) a 217.2 a

Nota (*) igual que en TABLA 68, (DT) igual que en TABLA 2



o

a producir un numero de esporas significativamente mayor

(TABLA 185).
c) Arcilla expandida.
La soja y el sorgo tuvieron una colonizacién micorricica

mayor y este dltimo un mayor numero de esporas (TABLA

186).

13.5. Grado de micorrizacidén v _esporulacidén cuando se

inoculdé _con Glomus mosseae vy _las plantas se

cultivaron en:

a) Suelo y arena.
El maiz fué el mads micorrizado en tanto que la soja y, en
menor cuantia el maiz produjeron significativamente més
esporas (TABLA 187).

b) Suelo, arena y turba.
El maiz presenté la mayor micorrizacién y nimero de
esporas, en esta variable se asemejé al efecto producido
por la soja (TABLA 188).

¢) Arcilla expandida.
Las plantas de cebolla fueron las que dieron un nivel de
micorrizacion mas alto y las de maiz las que tuvieron el

mayor numero de esporas (TABLA 189).

13.6. Efectos producidos sobre el crecimiento de la

cebolla por los diferentes HMAV cuando

crecieron en :

a) suelo y arena.
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TABLA 185

GRADO DE MICORRIZACION Y PRODUCCION DE ESPORAS DE DIFERENTES
HOSPEDANTES INOCULDOS CON G.FASCICULATUM Y CULTIVADAS EN SUELO,
ARENA Y TURBA

HOSPEDANTES MICORRIZACION NUMERO DE

(%) (DT) ESPORAS 100,ml-?
A. cepa 35.8 (36.8) ax 144.0 b
G. max 38.8 (38.5) a 144.8 b
S. vulgare 31.4 (34.1) b 231.0 a
Z. mays 35.6 (36.6) a 219.2 a

Nota (*) igual que en TABLA 68, (DT) igual que en TABLA 2




TABLA 186

GRADO DE MICORRIZACION Y PRODUCCION DE ESPORAS DE DIFERENTES
HOSPEDANTES INOCULADOS CON G.FASCICULTUM Y CULTIVADOS EN

ARCILLA EXPANDIDA

HOSPEDANTES MICORRIZACION NUMERO DE
(%) (DT) ESPORAS.100 ml-1
A. cepa 43.8 (41.4) abx* 203.8 ¢
G. max 49.8 (44.9) a 116.0 d
S. vulgare 48.4 (44.1) a 42.72 a
S. vulgare 40.4 (39.5) b 323.4 b
Nota (*) igual que en TABLA 68, (DT) igual que en TABLA 2




TABLA 187

GRADO DE MICORRIZACION Y PRODUCCION DE ESPORAS DE DIFERENTES
HOSPEDANTES INOCULADOS CON G.MOSSEAE Y CULTIVADOS EN SUELO Y

ARENA
HOSPEDANTES MICORRIZACION NUMERO DE
(%) (DT) ESPORAS 100 ml-1
A. cepa 35.0 (36.3) bx* 36.2 ¢
G. max 30.0 (33.2) bc 127.4 a
S. vulgare 24.8 {29.9) c 104.8 bc
Z. mays 47.4 (43.5) a 113.0 ab

Nota (*) igual que en TABLA 68, (DT} igual que en TABLA 2




TABLA 188

GRADO DE MICORRIZACION Y PRODUCCION DE ESPORAS DE DIFERENTES
HOSPEDANTES INOCULADOS CON G.MOSSEAE Y CULTIVADOS EN SUELO,
ARENA Y TURBA

HOSPEDANTE MICORRIZACION NUMERO DE
(%) {DT) ESPORAS 100 ml-1
A. cepa 43.4 (41.2) ab% 97.4 b
G. max 36.8 (37.4) b 138.6 a
S. vulgare 24.0 (29.3) ¢ 96.6 b
Z. mays 51.8 (46.0) a 134.4 a

Nota (%) igual que en TABLA 68, (DT) igual que en TABLA 2



TABLA 189

GRADO DE MICORRIZACION Y PRODUCCION DE ESPORAS DE DIFERENTES
HOSPEDANTES INOCULADOS

CON G.MOSSEAE Y CULTIVADOS EN ARCILLA

EXPANDIDA
HOSPEDANTES MICORRIZACION NUMERO DE
(%) (DT) ESPORAS 100 ml-?
A. cepa 68.0 (55.6) ax 120.6 b
G. max 48.4 (44.1) c 133.0 b
S. vulgare 57.0 (49.0) b 121.4 b
Z. mays 64.2 (53.3) ab 258.6 a
Nota (*) igual que en TABLA 68, (DT) igual que en TABLA 2




-

Glomus fasciculatum estimulé mds el desarrollo de los
vastagos y raices, aunque el efecto producido por G.
mosseae en el desarrollo de raices fué semejante (TABLA
190).

b) Suelo-arena y turba.
Glomus mosseae se diferencidé significativamente por los
efectos producidos sobre el crecimiento de las plantas y
Glomus fasciculatum le siguid en orden de importancia por
los valores de peso seco obtenidos (TABLA 191).

¢) Arcilla expandida.
Nuevamente Glomus mosseae Yy, en segundo lugar, Glomus
fasciculatum produjeron los mayores valores de peso seco

en raices y tallos (TABLA 192).

13.7. Efectos producidos sobre el crecimiento de la

soja por los diferentes HMAV cuando crecieron

en:

a) Suelo y arena.
Glomus epigaeum fué el HMAV que méds favorecidé el
desarrollo de las plantas, en "tanto que tuvieron igual
efecto G. fasciculatum y G. mosseae (TABLA 193).

b) Suelo, arena y turba.
Glomus fasciculatum tuvo 1los efectos mas pronunciados
sobre la cantidad de materia seca, en tanto que los otros
dos HMAV presentaron un efecto parecido (TABLA 194).

c) Arcilla expandida.
Glomus epigaeum fué significativamente mads estimulante del
crecimiento de las plantas a pesar de que los otros dos

HMAV también superaron el control sin HMAV (TABLA 195).
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TABLA 180

EFECTO DEL USO DE SUELO Y ARENA PARA LA MULTIPLICACION DE HMAV
INOCULADOS EN A.CEPA

HMAV Peso Seco Peso Seco PSA:PSR
P.Aérea (g) Raiz (g)
G. epigaeum 4.60 bx* 5.02 b 0.91.
G. fasciculatum 5.55 a 5.80 a 0.90
G. mosseae 4.60 b 5.38 a 0.85
sin HMAV 2.78 ¢ 3.00 ¢ 0.93

Nota(*) igual que en TABLA 68, PSA:PSR igual que en TABLA 3



TABLA 191

EFECTO DEL USO DE SUELO, ARENA Y TURBA PARA LA MULTIPLICACION DE
HMAV INOCULADOS EN A.CEPA

HMAV Peso Seco Peso Seco PSA:PSR
P.Aérea (g) Raiz (g)
G. epigaeum 4.98 cx 4.52 b 1.10
G. fasciculatum 5.78 b 5.88 a 0.98
G. mosseae 6.36 a 5.62 a 1.13
sin HMAV 3.08 d 2.76 c 1.11

Nota (*) igual que en TABLA 68, PSA:PSR igual que en TABLA 3



TABLA 192

EFECTO DEL USO DE ARCILLA EXPANDIDA PARA LA MULTIPLICACION DE
HMAV INOCULADOS EN A.CEPA.

HMAV Peso Seco Peso Seco PSA:PSR
P.Aérea (g) Raiz (g)
G. epigaeum 5.34 cx 4,92 c 1.08
G. fasciculatum 6.18 b 6.00 b 1.03
G. mosseae 7.92 a 6.92 a 1.14
sin HMAV 3.02 d 2.78 d 1.08

Nota (*) igual que en TABLA 68,

PSA:PSR igual que en TABLA 3



TABLA 193

EFECTO DEL USO DE SUELO Y ARENA COMO PARA LA MULTIPLICACION DE
HMAV INOCULADOS EN G.MAX.

HMAV Peso Seco Peso Seco PSR:PSR
P.Aérea (g) Raiz (g)
G. epigaeum 19.04 a% 5.70 a 3.40
G. fasciculatum 18.70 b 5.44 b 3.43
G. mosseae 16.74 b 5.38 b 3.11
sin HMAV 11.32 ¢ 3.94 c 2.87

Nota (*) igual que en TABLA 68, PSA:PSR igual que en TABLA 3




TABLA 194

EFECTO DEL USO DE SUELO, ARENA Y TURBA PARA LA MULTIPLICACION DE
HMAV INOCULADOS EN G.MAX. |

HMAV Peso Seco Peso Seco PSA:PSR
P.Aérea (g) Raiz (g)
G. epigaeum 19.12 b* 6.60 b 2.90
G. fasciculatum 23.62 a 9.80 a 2.41
G. mossesae 18.60 b 6.50 b 2.86
Sin HMAV 11.74 c 4,12 ¢ 2.85

Nota (%) igual que en TABLA 68, PSA:PSR igual que en TABLA 3




TABLA 185

EFECTO DEL USO DE ARCILLA EXPANDIDA PARA LA MULTIPLICACION DE
HMAV INOCULADOS EN G.MAX.

HMAV Peso Seco Peso Seco PSA:PSR

P.Aérea (g) Raiz (g)
G. epigaeum 25.58 a¥% 9.44 a 2.71
G. fasciculatum 19.95 b 7.20 b 2.717
G. mosseae 18.00 b 6.78 b 2.65
sin HMAV 9.82 ¢ 3.44 c 2.85

Nota (*) igual que en TABLA 68, PSA:PSR igual que en TABLA 3




-

| 13.8. Efectos producidos sobre el crecimiento del

sorgo, por los diferentes HMAV cuando

crecieron en:

a) Suelo y arena.
Glomus epigaeum tuvo el mayor efecto significativo sobre
la cantidad de materia seca producida, Glomus fasciculatum
Yy G. mosseae superaron al control y no diferieron entre si
(TABLA 1986).

b) Suelo, arena y turba.
Glomus epigaeum, G. mosseae y G. fascicuiatum, en ese
orden de valores superaron al control sin HMAV (TABLA
197).

c) Arcilla expandida.
Este medio revirtié los efectos antes vistos y, fué G.
fasciculatum el que produjo mayor cantidad de materia
seca, en segundo términoc G. mosseae y, en menor cuantia el

G. epigaeum (TABLA 198).

13.9. Efectos producidos sobre el crecimiento del

maiz, por los diferentes HMAV, cuando

crecieron en

a) Suelo y arena.
Todos los HMAV superaron al testigo sin hongos, pero
solamente en el peso seco de parte aérea (TABLA 199).

b) Suelo, arena y turba.
Al igual que en el mnedio anterior todos superaron al
control sin HMAV en relacién al peso seco de tallos y

hojas, aunque hubo menos diferenciacién, en los valores
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TABLA 196

EFECTO DEL USO DE SUELO Y ARENA PARA LA MULTIPLICACION DE
HMAV INOCULADOS EN S.VULGARE.

HMAV PSA PSR PSA:PSR
(g) (g)
G. epigaeum 15.28 a%* 11.42 a 1.34
G. fasciculatum 13.52 b 11.24 ab 1.20
G. mosseae 13.16 b 10.90 b 1.21
sin HMAV 12.46 ¢ 10.82 b 1.15

Nota (%) igual que en TABLA 68, PSA:PSR igual que en TABLA 3




TABLA 187

EFECTO DEL USO DE SUELO, ARENA Y TURBA PARA LA MULTIPLICACION DE
HMAV INOCULADOS EN S.VULGARE.

HMAV PSR PSR PSA:PSR

(g) (g)
G. epigaeunm 15.84 a¥% 11.67 a 1.36 a
G. fasciculatum 13.78 ¢ 11.50 ab 1.20 a
G. mosseae 14.74 b 11.14 b 1.32 a
sin HMAV 12.68 d 11.26 b 1.13 a

Nota (*) igual que en TABLA 68, PSA:PSR igual que en TABLA 3




TABLA 198

EFECTO DEL USO DE ARCILLA EXPANDIDA PARA LA MULTIPLICACION DE
HMAV INOCULADAS EN S.VULGARE.

HMAV PSA PSR PSA:PSR
(g) (8)
G. epigaeum 15.42 c* 12.26 b 1.26
G. fasciculatum 18.64 a 15.80 a 1.18
G. mosseae 17.62 b 15.74 & 1.12
sin HMAV 12.78 d 11.52 ¢ 1.11

Nota (*) igual que en TABLA 68, PSA:PSR igual que en TABLA 3




TABLA 199

EFECTO DEL USO DE SUELO Y ARENA PARA LA MULTIPLICACION DE HMAV
INCCULADOS EN Z. MAYS

HMAV PSA PSR PSA:PSR

(g) (g)
G. epigaeun 12.88 a% 11.20 a 1.15 a
G. fasciculatum 12.80 a 10.99 a 1.16 a
G. mosseae 12.80 a 10.80 a 1.18 a
sin HMAV 11.96 b 10.61 a 1.13 a

Nota (*) igual que en TABLA 68, PSA:PSR igual que en TABLA 3




de peso seco de raiz. (TABLA 200).

G.

c) Arcilla expandida.

epigaeum

produjo un efecto superior a los otros HMAV y

éstos a su vez superaron el control sin HMAV. (TABLA 201).
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TABLA 200

EFECTO DEL USO DE SUELO, ARENA Y TURBA PARA LA MULTIPLICACION DE
HMAV INOCULADOS EN Z.MAYS.

HMAV PSA PSR PSA:PSR

(8) (g)
G. epigaeum 13.18 ax% 11.45 a 1.15 a
G. fasciculatum 12.98 a 10.99 sb 1.18 a
G. mosseae 13.26 a 11.18 b 1.19 a
sin HMAV 12.46 b 10.90 b 1.14 a

Nota (*) igual que en TABLA 68, PSA:PSR igual que en TABLA 3




TABLA 201

EFECTO DEL USO DE ARCILLA EXPANDIDA PARA LA MULTIPLICACION DE
HMAV INOCULADOS EN Z.MAYS.

HMAV PSA PSR PSA:PSR
(g) (g)
G. epigaeum 16.16 a* 14.60 a 1.11 a .
G. fasciculatum 13.24 ¢ 11.38 b 1.16 a
G. mosseae 15.60 b 13.69 ¢ 1.14 a
Sin HMAV 12.66 d 10.93 d 1.16 a

Nota (*) igual que en TABLA 68, PSA:PSR igual que en TABLA 3
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V.DISCUSION.

A. ENSAYOS CON SOJA.

1. Evaluacién de la micorrizacidn natural en soja.

Si bien es normal que las legumimosas que crecen
naturalmente o, en suelos cultivados, se micorricen;
existe una gran variacién cualitativa y cuantitativa tanto
en el grado de micorrizacién como en la respuesta de la
planta (Hayman, 1986) que plantea interrogantes acerca de
la presencia de hongos nativos y su eficiencia para cada

ecosistema en estudio.

En la 1leguminosa (objeto de estudio que nos ocupa),
la soja, fué menester realizar una observacién "in situ"
para reconocer las caracteristicas de los microsimbiontes
asociados en un ambiente de cultivo manejado por el
hombre; en especial porque la mayoria de los suelos

agricolas presentan gran diversidad en miltiples
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caracteristicas tanto fisico-quimicas como biolégicas

(Miller et al, 1979; Saito et al, 1983).

En todos los sitios muestreados, que corresponden a
la regién Mesopotdmica de la Argentina, con suelos
altamente deficientes en fésforo asimilable y con
historias previas de fertilizacidn fosfatada de 170-200 Kg
P Ha-! se encontraron valores de colonizacién micorricica
en las plantas de soja que demostraron la susceptibilidad
de las mismas a ser micorrizadas, tal como ha sido
mencionado en numerosas publicaciones (Bethlenfalvay et
al, 1985; Bagyaraj et al 1979, Ganry et al, 1982; Pacovsky

y Fuller, 1986 entre muchos).

De acuerdc con el <ciclo de vida del hongo, debiera
existir un paralelismo con el desarrollo de 1la planta
hospedadora. Llama la atencién que en las observaciones
realizadas en los estadios menos avanzados (R2 ¥y R3)
(Fehr, 1971) se haya encontrado mayor porcentaje de
vesiculas y, en los mis avanzados (R5 vy R6) sea mayor el
de arbidsculos. Esta situacién podria asimilarse con el
aumento en el desarrollc de vesiculas descrito por
Pacovsky et al (1986), luego de la nodulacién de plantas
de soja, lo cual coincidiréd con los estadios reproductivos

menos avanzados R2 y R5 (floracidén) del presente estudio.

Evidentemente, los cultivares de una misma especle
difieren en su capacidad de micorrizarse ( Gerdeman 1968),
tal como se observé para el cv Hood, el cual presentd el

mayor grado de colonizacién micorricica.
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Fué, por tanto, necesario estudiar mads detalladamente
estas micorrizas observadas en soja para establecer las

bases del manejo de esta simbiosis y su optimizacién.

2. COMPATIBILIDAD - PLANTAS - MICROSIMBIONTES.

De acuerdo con Abbott y Robson (1984), las respuestas
de las plantas a 1la inoculacidén con diferentes HMAV, fué
diferente segin el sistema suelo-planta-hongo utilizado.
Las propiedades fisico-quimicas de los mismos, influyeron
notoriamente en las respuestas de las plantas
micorrizadas. El1 contenido mas bajo en fésforo disponible
y mds alto en nitrégeno en el suelo "Negro", permitié la
micorrizacién de las plantas que crecieron con un
equilibrio de nutrientes balanceado (Barea y Azcén-
Aguilar, 1983), en particular respecto al contenido de
nitrdégeno en tallos y hojas. En la nodulacidén se observa
que, si bien el nGmero de nédulos fué menor en este suelo,
su desarrollo fué mads voluminoso. Se supone que el mayor
contenido de nitrégeno del suelo Negro, determiné este
bajo numero, pero su funcionamiento ¥y crecimiento
posterior estuvieron asegurados por una mejor nutricién de
las plantas (Bethlenfalvay et al, 1982; Pacovsky et al,
1986).

Aunque los dos suelos se micorrizaron por igual, en
el suelo Negro se destacaron respuestas diferenciadas que
permitieron una seleccién de HMAV mas compatibles con la

soja: G.epigaeum en primer término, englobando las otras
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respuestas consideradas antes, y G.caledonium I, en

segundo lugar.

Respecto al suelo de Castelar, con escasa
disponibilidad de fésforo (4.8 ppm) y, ligeramente Aacido,
cualquiera de los HMAV utilizados fue capaz de micorrizar
las plantas de soja. Sin embargo, G.mosseae no mostré
efectos distintos del control sin HMAV sobre el
crecimiento o nutricién de la soja, quizad debido a su

conocida preferencia por pH neutro (Hayman, 1983).

Cabe destacar los mejores desarrollos obtenidos en
esta experiencia cuando las plantas se cultivaron en
recipientes con mayor capacidad volumétrica, indicando una
mayor necesidad de expansién y de exploracién de las

raices para crecer.

3. DEPENDENCIA DE LA SOJA A LA MAV,

El peso seco de la parte aérea aumentdé como una
respuesta a la fertilizacién fosfatada en los dos suelos
estudiados (Negro de Granada y el de Castelar) tal como se
describe en trabajos relacionados (Bethlenfalvay et al,
1983; Pacovsky et al, 1986; Fernandes et al, 1987; entre
los mas recientes). El mismo efecto se observd respecto al
crecimiento de raices, pero sélo en el suelo de Castelar,
porque en el suelo "Negro" hay un aumento en el peso de
las raices que responde a la primera dosis de fosfato y
luego se mantiene sin diferencias con el aumento de

fertilizante. Este hecho puede obedecer a la cantidad de
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suelo wusado, en este caso mucho menor, lo cual podria
ocasionar un menor volumen para la eXpansién de las
raices. También se postula sobre un gasto extra en el
crecimiento vegetativo de 1la parte aérea (Siqueira y
Paula, 1986), ya que las concentraciones de nitrdégeno,
fésforo y potasio presentan un efecto semejante y podria
deberse a wuna dilucién de nutrientes en los tejidos
ocasionada por el mencionado desarrollo de estructuras
vegetativas. En este punto habria concordancia con unos
resultados de Pacovsky y Fuller (1986) donde se sefiala que
a altos niveles de fosfato no siempre se consiguen altos
rendimientos porque puede resultar en proliferacién de

estructuras vegetativas.

Respecto a la incorporacién de HMAV, el Glomus
epigaeum, mantiene un efecto significativamente superior
en todos los parametros estudiados, excepto en la
concentracién de nitrégeno cuando se cultivan las plantas
en el suelo de Castelar. Sigue la diferencia claramente si
se considera el contenido de nitrdégeno obtenido en este
caso. También despierta 1la atencién el menor grado de
micorrizacidén observada por esta especie fingica, pero
obviamente la mas eficiente entre las dos usadas, en la
soja crecida en el suelo Negro. Otros autores (Mosse, -
1972; Cardoso,1986) también han encontrado que no siempre
existe una correlacién entre porcentaje de micorrizacidn y
eficiencia. Asi mismo, se ha demostrado, (Asimi et al,
1980) que la adicién de fosfato reduce el porcentaje de
raiz micorrizada pero no la longitud de raiz colonizada
por un efecto de dilucién del HMAV en los tejidos

radicales, porque las raices crecen mas al, igual que
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suele ocurrir con la concentracién de nutrientes.

La micorrizacidén fue inhibida por 100 ppm de fosfato
en este suelo, sin embargo, en Castelar no se llegd a
esta inhibicién quizéd debido a la diferencia de fésforo
disponible del suelo sin fertilizar, mucho menor en el
suelo de Castelar, que pudo determinar una tolerancia a

mayores dosis de fertilizante.

4. INTERACCION CON BRADYRHIZOBIUM.

La posibilidad de que wuna asociacién tripartita sea
funcional y eficiente dependerdi de 1la compatibilidad de
sus asociados. Los microsimbiontes han sido estudiados, en
general, para poner de manifiesto el efecto estimulante de
los HMAV sobre procesos importantes del hospedante como
son su capacidad de fijacién del Nz o sus tasas de
fotosintesis (Harris et al, 1985; Pacovsky et al, 1986:
Kawai y Yamamoto, 1986; Pacovsky, 1987; Brown et al, 1988;

entre otros).

Los estudios estdn planteados asi, en principio,
porque se considera a la leguminosa y su Rhizobium
especifico como wuna unidad inseparable vy se trata de que
el sistema produzca mayores rendimientos con un costo
biolégico vy energético bajo vy, ademds, porque se conoce
cierto grado de especificidad entre ellos que implica un
rango menor de combinaciones posibles planta-Rhizobium.
Sin embargo, a la luz de los conocimientos actuales, se

sabe que existe gran variedad de cepas o estirpes, con una
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serie de propiedades especificas que determinan una
identidad geno y fenotipica distinta y adaptada, en muchas
ocasiones, a variaciones especificas del ambiente en el
que desarrollan, por ejemplo: pH del suelo, grado de

fertilidad, etc.

También debe aceptarse que el sistema Rhizobium-
leguminosa se maneja muy bien desde el punto de vista del
conocimiento que se tiene sobre los requerimientos
fisiolégicos de estas bacterias Yy, en consecuencia, es
factible producir inoculantes de Rhizobium para ser

aplicados a grandes extensiones de cultivo.

Partiendo de la base, de que, hasta el momento actual
no se ha conseguido un inoculante micorricico factible de
aplicar a dichas extensiones de terreno y, de que las
cepas de Bradyrhizobium tienen capacidades diferentes para

; almacenar fésforo vy utilizarlo (Cassman et al, 1981), fué
practico estudiar el efecto de inocular distintas cepas de
Bradyrhizobium sobre la micorrizacidén natural de un suelo

donde se cultivd soja.

De acuerdo a lo esperado, se puso de manifiesto el
efecto estimulador de las diferentes estirpes scbre las
plantas, tanto en condiciones controladas como en el
campo, y sobre la micorrizacién; coincidiendo ademés que
las cepas con la que se obtenian mejores rendimientos en

la planta también promovian mds a la micorrizacién.

Esta situacién permitira un manejo indirecto sobre la

estimulacién de una poblacidén nativa de HMAV.
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5. INTERACCIONES BRADYRHIZOBIUM - HMAV - SOJA.

a) Referidos al desarrollo de parte aérea.

Analizando las experiencias realizadas desde un punto
de vista globalizado, el primer aspecto que sobresale es
el relativo a una diferencia en el comportamiento del HMAV
inoculado a tiempo ceroc o a los 15 dias. En el suelo
"Negro" de Granada, con una disponibilidad de fdésforo de
15.8 ppm, existe un aumento en el crecimiento cuando
Glomus epigaeum se inocula a los 15 dias (G15), en tanto
que en el suelo de Castelar, con menor disponibilidad de
fésforo (4.8 ppm), se obtiene mayor crecimiento cuando

G.epigaeum se inocula desde el inicic (GO).

El bombeo adicional de fésforo por GO, desde el
crecimiento de las plantas, activa la fotosintesis y por
ende promueven al- crecimiento de las plantas (Brown y
Bethlenfavay, 1986), en tanto que en el suelo "Negro" con
menor disponibilidad de fésforo, le produce menor costo
energético a la planta una micorrizacidén més tardia
(Harris et al, 1985). De igual manera, analizando a su
co-simbionte, el Bradyrhizobium, se pone de manifiestc el
mayor desarrollo de las plantas cuando se inocula a los 15
dias desde la siembra (Bl15), tanto cuando se agrega
fosfato como cuando se inocula con HMAV, a excepcidén del
suelo Negro porque cuando se inocula con G.epigaeum a los
15 dias, presenta iguales efectos si se suple el efecto de
la bacteria con fertilizante nitrogenado, con B0 o con
B15. Esto podria explicarse por una influencia del HMAV
no-sistémica, no-mediada por el fésforo (Ames ¥y

Bethlenfalvay, 1987) e independientemente del metabolismo

378




nitrogenado de la planta .

Respecto al crecimiento a través del tiempo, en
general es lineal, sélo cuando en el suelo Negro se agrega
fertilizante fosfatado (P) se mantiene sin diferencias en
las dos dltimas evaluaciones.

b)Referente al desarrollo de raices.

Se reproducen los efectos observados en parte aérea.
En el suelo Negro de Granada es mas efectivo 1la
inoculacién con G.epigaeum a los 15 dias vy en el de
Castelar al tiempo cero (G0). También el Bradyrhizobium
inoculado a los 15 dias desde la siembra es, en términos

generales, el mas efectivo.

c) Referente de concentracidn de nitrégeno en parte
aérea.

En el suelo Negro el porcentaje de N se mantuvo méas
alto .cuando se adicionéd nitrégeno al suelo (N} o
Bradyrhizobium al tiempo cero (BO). Esto puede explicarse
como un efecto de dilucidén de nutrientes a expensas de un
mayor crecimiento vegetativo; para lo cual hay que
comparar las plantas con Bl5 1las cuales tienen mayor
crecimiento de parte aérea respecto a los que recibieron N

y BO.

La concentracidén se maniiene sin cambios en las 3
dltimas evaluacicnes, coincidentes <con 1la floracién y
fructificacic¢n, donde la mayoria del nitrégeno se exporta
para la formacién de granos y comienza la senescencia de

las hojas.

En el suelo se Castelar, mas rico en N V¥ materia
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orgdnica que el anterior, es mayor la concentracidén de
nitrégeno cuando se inocula con Glomus al tiempo cero (GO)
probablemente porque la micorriza establecida antes puede
colaborar en el bombeo de nitrégeno hacia la planta o bien
la misma planta absorverlo vias raices con mas facilidad

porque hay mas disponibilidad.

Cuando se adiciona fosfato (P), se obtiene mayor
concentracién de nitrégeno si ademds, se inocula con BO,
aunque los contenidos son mayores con Bl5, por un mayor

crecimiento de la parte aérea como se mencioné antes.

d) Referentes a la concentracidén de fésforo en parte
aérea.

El suelo Negro con mayor cantidad de fésforo
disponible, no ofrece diferencias para esta variable sea
cual fuere la fuente de nitrégeno usada (N, BO o B15). En
el suelo de Castelar se obtuvieron mayores concentraciones
en tallos y hojas cuando las plantas se micorrigzaron,
indicando 1la eficiencia de 1la micorriza para bombear

fésforo desde el suelo a la planta (Stribley et al, 1980).

e) Referente a la concentracién de potasio en parte

aérea.

En este nutriente se presentan unos efectos
similares a los del fésforo y, en particular, en el suelo
de Castelar, se ve globalmente, que la micorriza (GO vy

G15) colaboré significativamente en la provisién de este

elemento a la planta (Tinker y Gildon, 1983).

f) Referente a la nodulacién.
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En todos los casos, la nodulacién incrementé cuando
se inoculdé con Bradyrhizobium a los 15 dias desde la
siembra. Si bien se considera que los endofitos no
compiten por los sitios de colonizacidén (Barea y Azcén-
Aguilar, 1983) y otros autores sefialan que el
establecimiento anterior del hongo inhibe el subsecuente
desarrollo del ndédulo (Bethlenfalvay et al, 1985; Ames y
Bethlenfalvay , 1987) no observan interaccién competitiva
entre HMAV y Rhizobium por los sitios de nodulacién en
caupi, al igual que se observé en las experiencias aqui
presentadas con soja. Tampoco se hallé una inhibicién del
Bradyrhizobium por la introduccién temprana de Glomus como

lo sefialan Brown y Bethlenfalvay (1986).

g) Referentes a la fructificacidn.

Los mejores rendimientos se obtienen con ambos
microorganismos inoculados a los 15 dias en el suelo Negro
de Granada, sin embargo en Castelar es indispensable la
micorrizacién para obtener mejores rendimientos vy, la

inoculacién con Bradyrhizobium a los 15 dias.

h) Efectos sobre la micorrizacién.

A pesar de los efectos sobre la nodulacién y otras
variables, de la bacteria inoculada a los 15 dias (B15),
para la micorrizacién es mas eficiente la inoculacién con
Bradyrhizobium al tiempo cero (B0) esto es légico si se
considera el efecto estimulante que algunos autores
describen de Rhizobium sobre las micorrizas (Azcén-Aguilar
et al, 1980) y también apoya el sinergismo y la ausencia
de competencia por los sitios de colonizacién de la raiz

de 1los dos microorganismos. Obviamente que, sobre los
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valores antes expuestos, a pesar de que el Rhizobium
aumenta el porcentaje de micorrizacién cuando esta
presente desde el inicio del establecimiento de las
plantas, la eficiencia de 1la micorriza se mantiene por
igual ya que los rendimientos aumentan con la bacteria

inoculada a los 15 dias (B15).

En la descripcidén detallada de las estructuras que se
fueron observando a lo largo del ciclo de vida de la
planta, se noté que la mayor cantidad de arbisculos se
formé con los dos microorganismos inoculados al tiempo
cero (B0 GO) posiblemente porque el Rhizobium requiriera
mias tempranamente fuente fosfatada que si se lo agrega a
los 15 dias (B15 GO) donde, aparentemente la planta
dispondria de mayor cantidad de nutrientes que permitirian
la formacién de mas vesiculas. Si el HMAV se inocula a los
15 dias (G15) 1la presencia temprana del Bradyrhizobium
estimula al HMAV para la mayor formacién de apresorios

pero la micorrizacién en general es menor.

B. ENSAYOS CON ALFALFA.

t

1. Introduccidén "in vitro" de los microsimbiontes.

La germinacién de esporas de HMAV en agar-agua ha
sido observada para los tres hongos estudiados (Daniels y
Graham, 1976; Green et al, 1976; Gunasekaran et al; 1987).
En el presente estudio se ha corroborado esta situacidn
1a cual ha facilitado el posterior ensayo de interaccidn

"in vitro" mediado por un trasplante de las esporas
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germinadas y libres de contaminantes. Los ensayos de
interaccién se han basado en consideraciones previas de
que los microorganismos del suelo pueden estimular el
crecimiento hifas en la rizosfera (Mosse, 1972; Azcén
Aguilar et al; 1980} y ademds en el hecho de que existe un
efecto directo de dichos microorganismos sobre el
desarrollo saprofitico "in vitro" de G. mosseae (Barea y
Azcén Aguilar, 1982; Azcon Aguilar v Barea, 1985; Azcén,

1987).

Rhizobium meliloti, por ser co-simbionte obligado de
HMAV en la alfalfa y, ademds por estar presente en la
mayoria de los suelos donde se cultiva esta forrajera,
ofrece la posibilidad de servir de estimulo al HMAV, como
se confirma en cultives "in vitro" puesto que ambos

microorganismos (Rhizobium y HMAV) co-habitan el mismo

sistema radical sinérgicamente.

De los resultados obtenidos resulta interesante
destacar la diferencia en el comportamiento de los tfes
HMAV empleados, evidentemente G. fasciculatum resulté ser
el mas estimulado por el Rhizobium ya, que el nimero de
vesiculas secundarias formadas por espora fué superior a
las descritas para G. caledonium (Hepper, 1979) vy

G.mosseae (Azcdén Aguilar et al, 1986 a).

2. Ensayos de inoculacién de HMAV en campo con

aplicacién de "pellets".

La necesidad de promover el desarrollo de nuevas
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tecnologias micorricicas tendientes a maximizar el
incremento en los cultivos leguminosos, plantea
actualmente el inconveniente de la escasez de ensayos en
condiciones de campo debido a la dificultad que ofrece la
multiplicacién de los HMAV. Sin embargo, se ha considerado
que la incorporacién de semillas de trébol, Rhizobium e
indculo micorricico mediante "pellets" (Hayman et al,
1986) puede hacerse extensivo ©para otras especies
leguminosas con el fin primero de obtener informacidn
sobre la competitividad y de obtener informacidén sobre
inoculacién dual. En las experiencias llevadas a cabo con
alfalfa, una vez preparados los "pellets", se realizaron
una serie de pruebas a los fines de corroborar algunos
aspectos importantes de evaluar antes de la siembra en el
campo cémo fueron la germinacidén de semillas, pH de los

"pellets", nodulacién y micorrizacién de las raices.

En el ensayo llevado a cabo en Granada, se puso en
evidencia wun efecto altamente significativo de la
inoculacién con "pellets" cuando se incluyé al HMAV
G.fasciculatum junto con el indéculo de Rhrizobium Yy en
menor medida cuando se incorporé G. mosseae demostréndose
efectos estimulantes sobre la produccidén de materia seca y
contenido en N y P semejantes a los obtenidos por otros
autores (Smith y Daft, 1977; Nielsen y Jensen, 1983; entre

otros).

En el ensayo en 9 de Julio, con un suelo franco-
arenoso muy rico en materia orgénica, se destacd en
términos generales la combinacién Glomus epigaeum +

Rhizobium vy el tratamiento que incluia sélo Rhizobium
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meliloti por sus efectos sobre la produccidén de materia
seca y el contenido de N, P y K, pero en la cuarta cosecha
los mayores rendimientos por '"pellets" en forraje y el
contenido de nutrientes los promueve el tratamiento con
G.fasciculatum y el resto de los tratamientos se

homegeinizan en términos de valores obtenidos.

El hecho de que las diferencias entre los
tratamientos anteriormente observados no se mantenga puede
deberse a una dispersién de los microorganismos entre
parcelas, situacién que es totalmente factible debido a
que si bien se tuvo cuidado en separar los tratamientos
adecuadamente y en mantener los caminos libres de malezas,
el micelio fidngico estimulado por el crecimiento de las
plantas pudo extenderse en profundidad y longitud (Warner

vy Mosse, 1982),.

En el ensayo de. Castelar, donde el suelo es

ligeramente acido fué evidente el efecto tampén ejercido

por el agregado de calcareo a los "pellets" ya que cuando
se incorporé Glomus mosseae, que generalmente funciona
bien a pH neutro, fué el tratamiento que se destacd por

sus efectos sobre la produccién de materia seca y el

contenido de nutrientes en el forraje.

Cuando se incorporé solamente Rhizobium se obtuvieron
también efectos significativos . que se potenciaron en la
cuarta cosecha. Esto podria indicar la presencia de
micorrizas nativas eficientes que pudieron estimularse por

la inoculacidén con el Rhizobium.
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En este suelo es necesario un estudio probando
diferentes combinaciones HMAV - Rhizobium para poder

recomendar una inoculacién dual.

C . ENSAYOS DE SUSTRATOS PARA LA PREPARACION DE

INOCULANTES.

En 1959 Mosse publica por primera vez el wuso de "pot
culture" para obtener esporas de un solo tipo de HMAV.
Actualmente es amplia la gama de hospedantes y de especies
fungicas que pueden ser cultivadas y reproducidas (Struble
vy Skipper, 1988). La produccién de nuevos medios donde
cultivar las plantas micorrizables es motivo de estudio en
esta dltima década, en especial porque con 1los
conocimientos logrados no se ha podido hacer crecer el
hongo "in vitro" y ademds porque si bien las micorrizas
estan distribuidas en todos 1los suelos, se ha demostrado
la necesidad de aplicar indculo para introducir endofitos
mas eficientes (Powell, 1984). Asi es como el uso de los
mds diversos materiales estd en estudio como medio de
crecimiento para multiplicacién en masa de HMAV

(Sreenivasa y Bagyaraj, 1988; Baltruschat, 1987).

En la presente experiencia donde se han seleccionado

medios de crecimiento vy combinaciones hongo-planta
hospedante, se ha demostrado que el wuso de arcilla
expandida, tal como discute Dehne (1987) permitid

cultivar las plantas en un sistema fédcil de esterilizar
antes de la siembra e inoculacidén,que es capaz de promover

una mayor esporulacién de algunas especies fungicas y que
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luego del crecimiento de las planta las raices de estas
pueden ser extraidas de las particulas para lavar la
arcilla obteniendo asi un inéculo con menos probabilidades
de contaminacién con paridsitos de las raices.

Sin embargo, no todas las combinaciones planta-HMAV
son estimuladas por igual y, desde luego que 1la
originalidad de los resultados expuestos en este apartado
son, fundamentalmente los relativos a especies vegetales y

fingicas que mejor responden a los medios usados.
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VI. CONCLUSIONES

Los datos experimentales obtenidos en los diferentes
ensayos e investigaciones que configuran el presente
estudio, una vez contrastados y discutidos con referencias
de la literatura cientifica relacionada con el tema,

permiten extraer las siguientes conclusiones:

1ra. Los cultivares de soja estudiados (Bragg, Hardee v
Hood) son suceptibles de formar micorrizas arblsculo-
vesiculares tanto en condiciones naturales como en
controladas, si bien difieren en el grado de

suceptibilidad, siendo el Hood el mas micotréfico.

2da. Las caracteristicas fisico - quimicas de los suelos
afectan la respuesta a la micorrizacidén de los cultivares

de soja estudiados.

3ra. Glomus epigaeum mostré un grado de "compatibilidad

funcional"” con la soja superior al de los deméas hongos

388




micorrizdgenos ensayados.

4ta. Se puso de manifiesto una cooperacidén entre dosis
moderadas de fosfato y micorrizacién para el desarrollo

6ptimo de la soja.

5ta. La inoculacién de soja en el campo con
Bradyrhizobium japonicum y de alfalfa con Rhizobium
meliloti estimuléd 1a formacién de micorrizas en dichas
plantas por hongos arbisculo-vesiculares nativos. Se
propone el pardmetro "efecto sobre la micorrizacién" como

criterio de seleccidn de cepas de Rhizobium.

6ta. La micorrizacidén de plantas de soja debe iniciarse

con la emergencia de las raices, en tanto que la
inoculacién con Bradyrhizobium es, en términos generales,

mas efectiva si se ©practica a los 15 dias de la siembra

que simultédneamente a ésta.

Tma. La micorrizacidn, en relacién positiva con el grado
de '"compatibilidad funcional" del sistema hongo AV-
cultivar, estimula la nodulacidén; independientemente del
tiempo de 1inoculacidn, confirmandose una ausencia de
competencia entre los microsimbiontes por sitios de

colonizacidén de la raiz .

8va. Rhizobium meliloti estimula "in vitro" el
desarrollo del micelio de los hongos micorrizdgenos lo
cual demuestra una interaccién positiva entre los

microsimbiontes de la alfalfa no mediada por la planta.
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Sna. Se ha ensayado en campo una forma de inoculante de
micorrizas, que incluia Rhizobium y semillas de alfalfa.
Este inoculante se ha mostrado eficaz para el
establecimiento de los microsimbiontes; estos compitieron
con éxito con los microorganismos nativos y fue muy
eficiente en 1la estimulacién del crecimiento y nutricién

de las plantas en condiciones naturales.

10ma. Aunque se encontré una variedad de respuestas en la
bisqueda de nuevos sustratos para obtener crecimiento y
esporulacién masiva de hongos micorrizdgenos, se puede
concluir que el maiz y 1la arcilla expandida pueden
recomendarse como planta y sustrato de eleccidn para los
hongos ensayados (Glomus mosseae, G. fasciculatum y G.

epigaeum.
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