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RESUMEN

Reducir la dosis de fertilizante fosforado permitiria incrementar la produccién de forraje con un bajo impacto sobre
la infectividad micorricica del suelo y, por lo tanto, sobre la comunidad de hongos micorricicos arbusculares (MA).
El presente trabajo evalu6 el efecto de la fertilizacion fosforada sobre la infectividad micorricica de un suelo de la
Cuenca del Rio Salado deficiente en fosforo (P) (6,27 mg P kg disponible). Se estim¢ la infectividad micorricica
utilizando Lotus tenuis Waldst. & Kit. ex Willd como planta test, realizando siembras en macetas (cuatro réplicas
por tratamiento) que contenian diferentes concentraciones de suelo como inéculo de hongos MA (1, 5, 10, 20,
30y 100 g 100 g de suelo seco), con y sin agregado de 15 mg P kg (usando KH,PO,). Como sustrato diluyente
se utilizé el mismo suelo esterilizado. Veinte dias después de la siembra se determiné el peso seco (PS) del
vastago vy el peso fresco (PF) radical de las plantas. Se calcul6 el porcentaje de plantas colonizadas y la unidad
de infectividad micorricica del suelo (IMS, ). EI porcentaje de plantas colonizadas aumenté con concentraciones
crecientes de inéculo. El porcentaje de plantas colonizadas disminuyé tres veces en el tratamiento fertilizado a una
concentracion de inéculo del 10%. No hubo diferencias entre 20%, 30% y 100% de suelo para los tratamientos
con y sin fertilizacion. En general, el PS del vastago y el PF radical disminuyeron al aumentar la concentracién de
suelo en los tratamientos fertilizados, con valores relativamente constantes. EI IMS, fue 16,87 gy 19,23 g para
los tratamientos sin y con fertilizacion, respectivamente. Esto indica que en el tratamiento fertilizado fue necesario
13,98% mas de suelo para colonizar el 50% de las plantas. La dosis de P aplicada resulté conservativa de los
hongos MA ya que no afecté la infectividad micorricica ante el incremento de la concentracién de suelo.

Palabras clave: hongos micorricicos arbusculares, foésforo, Lotus tenuis, leguminosa forrajera, infectividad micorricica.

THE RATIONAL USE OF PHOSPHOROUS FERTILIZER ALLOW TO MAINTAINING
MYCORRHIZAL INFECTIVITY IN A P DEFICIENT SOIL OF THE SALADO RIVER BASIN

SUMMARY

The decrease of P fertilizer dose could increase forage production with a low impact on mycorrhizal infectivity
and then, on the community of arbuscular mycorrhizal (AM) fungi in soil. The present work evaluated the effect
of phosphorous (P) fertilization on mycorrhizal infectivity of a P deficient soil (6.27 mg P kg*) of the Salado River
Basin. Mycorrhizal infectivity was estimated through in Lotus tenuis Waldst. & Kit. ex Willd as tests plant, sown
in pots (four replicates per treatment) containing different concentrations of soil as native AM inoculum (1, 5, 10,
20, 30 and 100 g 100 g dry soil), with and without 15 mg P Kg* (as KH,PO,). The same soil previously sterilized
was used as diluent substrate. The shoot dry weight (DW) and root fresh weight (FW) of plants was determined 20
days after sowing. The percentage of mycorrhizal plants and mycorrhizal soil infectivity (MSI,)) were calculated.
The percentage of mycorrhizal plants increased as increases soil concentration and decreased three times by P
fertilization in 10% of soil concentration treatment, while there were no differences between fertilized and non-
fertilized treatments in 20%, 30% and 100% of soil concentration. In general, shoot DW and root FW decreased
with the increase of soil concentration in fertilized treatments and showed relatively constant values. The MSI,
was 16.87 g and 19.23 g without and with P fertilization, respectively, showing that in fertilized treatment was
required 13.98% more soil as AM inoculum to colonize the 50% of plants. The applied P dose was conservative
of AM fungi since it did not affect mycorrhizal infectivity as soil concentration increased.

Key words: arbuscular mycorrhizal fungi, phosphorus, Lotus tenuis, forage legume, mycorrhizal infectivity.
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INTRODUCCION

Los hongos micorricicos arbusculares (MA) se en-
cuentran presentes en la mayoria de los suelos del mun-
do y se asocian con mas del 80% de las plantas terres-
tres. La principal estructura de resistencia de este grupo
fungico son las esporas que contienen grandes cantida-
des de lipidos y azucares, y entre 800 a 35.000 nucleos,
dependiendo de la especie. Cuando las esporas germi-
nan y las hifas toman contacto con las raices de las
plantas se establece un intercambio de sefales quimi-
cas que puede dar inicio a una nueva colonizacidn
(Smith y Read, 2008; Parihar et al., 2020). El inicio de
esta colonizacion depende de factores ambientales, la
disponibilidad de fésforo (P) en el suelo y la especie de
planta hospedante, entre otros.

El recuento de esporas y el estudio de su viabilidad
pueden ser usados como indicadores del impacto de
practicas agricolas sobre las comunidades de hongos
MA, entre otras variables de este grupo flngico (Castillo
et al., 2006; Druille et al., 2013; Fornara et al., 2020).
El indculo de hongos MA en el suelo también estad con-
formado por fragmentos de raices colonizadas y micelio
capaces de iniciar nuevas unidades de colonizacion
(Scullion et al., 1998; Hart y Reader, 2005). Al no con-
templar la capacidad infectiva de los fragmentos de rai-
ces colonizadas y el micelio extrarradical, el recuento de
esporas totales no es suficiente para evaluar la infectivi-
dad del indculo MA en el suelo. En este sentido, Ohtomo
et al. (2018) destacan el recuento de unidades de inicio
de colonizacidn como un mejor indicador para evaluar
los propagulos de hongos MA en el suelo. Plenchette et
al. (1989) adaptaron el concepto de infectividad, am-
pliamente utilizado para el estudio de microorganismos
patdgenos, con el objetivo de evaluar la infectividad de
un inéculo de hongos MA a través de bioensayos. Ade-
mas, esta técnica puede utilizarse para comparar la in-
fectividad micorricica arbuscular de distintos suelos o
bien condiciones ambientales que puedan afectarlo,
como es el caso de las practicas agricolas y, en particu-
lar, la fertilizacion fosforada.

Diversos trabajos han reportado que las practicas
agricolas disminuyen la biodiversidad y el nivel de colo-
nizacién de hongos MA (Sanaullah et al., 2020), como
asi también el nivel de propagulos en el suelo, su capa-
cidad de colonizacion (Powell, 1980; Castillo et al.,
2006; Druille et al., 2013) y su abundancia en el suelo
(Fornara et al., 2020). En particular, la fertilizacién fos-
forada constituye una de las principales practicas que
afecta el nivel de propagulos de hongos MA en el suelo
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(Scullion et al., 1998; Covacevich et al., 2006). Esto se
debe a que el agregado de P puede provocar la inhibi-
cion de la germinacidn de las esporas y de la extension
del micelio en el suelo (Grant et al., 2005; Gryndler et
al., 2006). Por otro lado, se ha reportado que el agrega-
do de fertilizante fosforado no produce un efecto inhibi-
torio sobre la germinacion de esporas (Tawaraya et al.,
1996; Rubio et al., 2003) pero si un retraso del inicio de
la colonizacién radical (Thompson, 1987). Algunos tra-
bajos concuerdan que la fertilizacion fosforada disminu-
ye la colonizacion MA; la magnitud de dicha disminucion
depende del P disponible en el suelo, de la dosis de P
agregada y del metabolismo carbonado de la especie
hospedante (Hill et al., 2010; Chippano et al., 2020;
2021). Conocer el efecto de la fertilizacion fosforada so-
bre los primeros estadios del desarrollo de la simbiosis
entre especies de interés agronomico y las comunidades
nativas de hongos MA constituye una herramienta que
permite evaluar el impacto del incremento de la dispo-
nibilidad de P en el medio ambiente edéfico sobre la in-
fectividad micorricica de ese suelo.

Lotus tenuis Waldst. & Kit. ex Willd, es una legumi-
nosa forrajera que ocupa un rol central en los pastizales
y pasturas de la Cuenca del Rio Salado, la principal re-
gion ganadera de Argentina (Cahuépé, 2004). Su prin-
cipal estrategia para crecer en los suelos deficientes en
P de la region es la asociacion con hongos MA (Chippano
et al., 2021). Estudios previos han reportado que L. te-
nuis es capaz de conservar altos niveles de colonizacion
MA en sus raices y mantener una respuesta micorricica
positiva ante la aplicacion de dosis bajas a moderadas
(5-15 mg P kg) de fertilizante fosforado (Chippano et
al., 2020; 2021). Incluso, en suelos con marcada defi-
ciencia de P (3,5-6,5 mg P kg! Bray), la aplicacion de
una dosis baja a moderada de fertilizante fosforado (5-
15 mg P kg aplicado como KH,PO,) incrementa el por-
centaje de colonizacién MA en raices de L. tenuis (Men-
doza, 2001; Chippano et al., 2020). La disminucion de la
dosis de P aplicada permitiria una mayor conservacion
de la infectividad MA del suelo rizosférico de L. tenuis.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de
una dosis baja de fertilizante fosforado KH,PO, (15 mg
P kg') sobre la infectividad del in6culo MA nativo de un
suelo de la Cuenca del Rio Salado deficiente en P (6,27
mg P kg disponible). La hipotesis de este trabajo es
que la aplicaciéon de una dosis baja de fertilizante fosfo-
rado permite incrementar la produccion de biomasa aé-
rea de plantas de L. tenuis sin afectar la infectividad
micorricica del suelo.
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MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental

Se llevo a cabo un bioensayo en invernaculo segln
una modificacion de la técnica propuesta por Plenchette
et al. (1989). El suelo fue tamizado por una malla de 2
mm y homogeneizado (mayores detalles fueron des-
criptos en Chippano et al., 2020). Las macetas (150 cm?
de capacidad) se llenaron con 130 g de suelo. El suelo
como indculo se diluyo con el mismo suelo previamente
esterilizado en microondas durante 10 min a potencia
maxima. Se ensayaron seis diluciones: 1%, 5%, 10%,
20%, 30% y 100% de suelo como inéculo. Cuatro ma-
cetas de cada dilucidn se fertilizaron previo a la siem-
bra, con una dosis de 15 mg P kg* como KH,PO,. EI P se
aplico al suelo en 5 ml de solucién y luego se homoge-
neizd. La dosis de P se selecciond a partir de un ensayo
previo (Chippano et al., 2020). El tratamiento sin fertili-
zar consistio en cuatro macetas de cada dilucion sin el
agregado de P, en las cuales se adicionaron 5 ml de agua
destilada de igual forma que en el tratamiento con P.
Cada combinacion de dilucion de suelo y fertilizacion
contd con cuatro repeticiones.

El recuento de esporas totales se realiz6 a través de
una modificacion de la técnica propuesta por Daniels y
Skipper (1982) y la viabilidad se estimd a través de la
metodologia propuesta por An y Hendrix (1988). La
densidad de esporas fue 25 esporas g suelo seco y la
viabilidad fue 15,96%. El porcentaje de esporas viables
en el suelo esterilizado fue cero.

Se sembraron seis semillas por maceta de la legumi-
nosa L. tenuis. Las semillas fueron previamente esterili-
zadas y pre-germinadas en condiciones estériles. Las
macetas fueron regadas diariamente con agua desioni-
zada a fin de mantener la humedad cercana al 80% de
la capacidad de campo.

Produccion de biomasa y colonizacion MA

Veinte dias después de la siembra se cosecho el ma-
terial vegetal. La finalizacion del bioensayo se determi-
no por la aparicién de unidades primarias de coloniza-
cion MA. Para ello, se realizaron cosechas destructivas
cada tres dias de plantas de L. tenuis crecidas en suelo
sin diluir a fin de observar la aparicion de unidades pri-
marias de colonizacion MA. La biomasa del vastago se
secd en estufa a 70 °C durante 48 h y luego se peso a
fin de obtener el peso seco. Se cuantifico el peso fresco
de cada sistema radical y luego se tifieron con azul de
Tripan (Phillips y Hayman, 1970) a fin de observar la
colonizacién MA. Se determind el porcentaje de plantas
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colonizadas por hongos MA como la cantidad de plantas
positivas sobre el total de plantas en la maceta multipli-
cado por 100. Las plantas positivas fueron aquellas en
las que se observo el inicio de, al menos, una unidad de
colonizacién MA. El porcentaje de plantas colonizadas
por maceta se grafic en funcion del logaritmo,; de la
concentracion de suelo como indculo para cada trata-
miento con y sin agregado de P. Se calculd la unidad de
infectividad micorricica del suelo (IMS, ;) como la canti-
dad de suelo minima necesaria para colonizar el 50% de
las plantas (Plenchette et al., 1989). Dicho parametro
fue determinado a partir de las curvas de regresion no
lineal. Se calculd la respuesta al P (RP%) mediante la
Ecuacion 1, segun Fontanetto et al. (2006).

RP%= PS aéreo + P - promedio (PS aéreo - P)
/ promedio (PS aéreo - P)
[Ecuacidon 1]

donde RP es la respuesta al fosforo, PS refiere a peso
seco y P a la dosis de fosforo.

Analisis estadistico
Se realizaron regresiones no lineales simples con 24
observaciones para cada tratamiento a fin de describir
las relaciones entre el porcentaje de plantas colonizadas
con y sin agregado de fertilizante fosforado y la res-
puesta al agregado de P (RP%) en funcion de la dilucion
del suelo como indculo MA. El porcentaje de plantas co-
lonizadas ante el agregado de P y la respuesta del vas-
tago al agregado de P fue descripta a través de la Ecua-
cion 2 de Mitscherlich utilizada por Barrow y Mendoza
(1990). El porcentaje de plantas colonizadas sin agre-
gado de P fue descripta a través de la Ecuacion 3 usada
en un experimento previo (Mendoza, 2001).
Y= A - Bexp(-CX) [Ecuacién 2]
donde, Y es el porcentaje de plantas colonizadas o la
respuesta del vastago al agregado de P, en cualquier
nivel de concentraciéon de suelo como indculo (X), A es
el maximo porcentaje de plantas colonizadas o maximo
porcentaje de respuesta del vastago al agregado de Py
C es una constante de curvatura.
R=Z/1+[(X"-D)/E]? [Ecuacién 3]
donde, el coeficiente Z representa el valor maximo del
porcentaje de plantas colonizadas sin agregado de P (R)
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alcanzado cuando el nivel de concentracion de suelo
como indculo (X) elevado a la potencia n es igual a D.
Como la proporcidn de suelo como indculo aumenta, el
valor de R aumenta a una tasa controlada por coefi-
ciente E.

El peso seco (PS) del vastago y el peso fresco (PF)
radical se analizaron en forma independiente para los
tratamientos con y sin fertilizante P a través de ANOVA
de una via con la dilucién del suelo como factor. Las
medias se compararon a través de la prueba de Tukey
con un nivel de significancia menor a 0,05. La normali-
dad y homogeneidad de la varianza se verificaron pre-
viamente. Para cada dilucion en particular se analizo el
efecto de la fertilizacion P a través de la prueba T. Se
utilizé el programa Infostat 2018 (Di Rienzo et al., 2019)
y GraphPad Prism 8.

RESULTADOS

El porcentaje de plantas colonizadas se incrementd
ante el aumento de la concentracion de suelo como ind-
culo, independientemente del agregado de fertilizante
fosforado. En las diluciones 1% y 5% no se encontraron
plantas colonizadas con o sin agregado de P. En la dilu-
cion del 10% sin fertilizar se encontré un mayor porcen-
taje de plantas colonizadas en comparacion con el mis-
mo tratamiento fertilizado (Figura 1, Cuadro 1). La
unidad de infectividad micorricica del suelo (IMS, ) fue
16,87 g y 19,23 g para los tratamientos sin y con agre-
gado de fertilizante fosforado, respectivamente.

Al comparar las distintas diluciones de suelo ensaya-
das sin el agregado de P, el PS del vastago y el PF radical
mostraron una tendencia similar ante el incremento de
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Figura 1. Porcentaje de plantas de Lotus tenuis colonizadas en funcion de
la concentracion de suelo como inéculo de hongos micorricicos arbusculares
(MA) nativos, luego de 20 dias de cultivo sin (circulo vacio; -P) y con (circu-
lo lleno; +P) el agregado de fosforo (P).
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la concentracion de suelo, registrandose para ambas
variables valores relativamente constantes y un incre-
mento de dichos valores en la concentracion de 30%
(Figura 2). Con el agregado de P, los valores de PS del
vastago y PF radical fueron mayores en la concentracion
del 5% y dichas variables tendieron a disminuir ante el
incremento de la concentracion de suelo (Figura 2).
Dentro de cada dilucion, el PS del vastago y PF radical
aumentaron en respuesta al agregado de P en todas las
concentraciones de suelo como indculo ensayadas, ex-
cepto en 30% para el PS del vastago (Figura 2a) y en
10% y 100% para PF radical (Figura 2b).
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Figura 2. (a) Peso seco del vastago y (b) peso fresco radical de plantas
de Lotus tenuis en funcién de la concentracion de suelo como inéculo de
hongos micorricicos arbusculares (MA) nativos luego de 20 dias de cultivo
sin (blanco) y con (gris) el agregado de fésforo. Los valores representan la
media = error estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas
entre tratamientos (P<0,05) acordes con el test de Tukey. Letras mintscu-
las corresponden al ANOVA de una via para las diluciones sin agregado de
fosforo (-P) y letras mayusculas para las diluciones con agregado de fésforo
(+P). Los asteriscos corresponden a la prueba de T con el agregado de
fosforo como factor para cada dilucion en particular. Los efectos estadisti-
camente significativos se muestran en el gréafico, *P<0,05; ** P<0,01;
*** P<0,001; ns= no significativo.
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La respuesta del vastago al agregado de P disminuyd
ante el incremento de la concentracion del indculo en el

suelo. A partir de la dilucién 30% de indculo la respues-
ta fue cercana a cero (Figura 3, Cuadro 1).
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Cuadro 1. Resultados estadisticos de las ecuaciones ajustadas para describir las relaciones de la dilucion del suelo como
inéculo de hongos micorricicos arbusculares (MA) con el porcentaje de plantas colonizadas y la respuesta del vastago al

agregado de fésforo en plantas de Lotus tenuis.

R? Ecuacién P
Plantas colonizadas -p 0,89 R=(-9758) / 1 + {[X(02044) — (-280)] / (2,846)}? <0,0001
+P 0,88 Y=(92,56) — (108,4) exp(-0,0486X) <0,0001
Respuesta al fésforo 0,66 Y=(0,119) — (-1,115) exp(-0,0586X) <0,0001
DISCUSION

Los resultados del presente trabajo muestran que la
disminucion de la cantidad de indculo de hongos MA en
el suelo produce un descenso marcado de la cantidad de
plantas de L. tenuis colonizadas, independientemente
del nivel de P en el suelo, de igual forma que ha sido
reportado por Plenchette et al. (1989). Incluso, las
plantas de L. tenuis crecidas ante una disminucion dras-
tica del indculo (diluciones 1% y 5% con y sin agregado
de P) no presentaron colonizacion radical, lo cual puede
asociarse con la menor cantidad de esporas, fragmentos
de raices colonizadas y micelio extra-radical, que mini-
miza las posibilidades de tomar contacto con el sistema
radical a fin de iniciar nuevas unidades de colonizacion.

Trabajos previos indican que el agregado de P actla
en detrimento de la comunidad de hongos MA debido a
que el incremento de la disponibilidad de P en el medio
ambiente edafico puede provocar la disminucion de la
germinacion de esporas y también de la extension del

l 100

micelio fungico en el suelo (Grant et al., 2005; Gryndler
et al., 2006). En el presente ensayo, la dosis de P agre-
gada, sumado a una baja proporcion del inéculo de hon-
gos MA (dilucién de 10%) disminuyd la infectividad mi-
corricica ya que minimizd la probabilidad de que la
comunidad de hongos MA tomara contacto con el siste-
ma radical de L. tenuis y se inicie la colonizacion. Cuan-
do la proporcion del indculo fue de 20% o mayor, el
efecto negativo de la fertilizacion fosforada sobre la co-
munidad de hongos MA no modificd el porcentaje de
plantas colonizadas. Estos resultados se encuentran en
concordancia con los valores de IMS,, obtenidos, los
cuales indican que el agregado de 15 mg P kg* en un
suelo deficiente en P (6,27 mg P kg*) no afecta su infec-
tividad micorricica. Estos resultados sugieren que una
mayor cantidad de indculo podria atenuar el efecto ne-
gativo del P sobre algunas especies de hongos MA mas
sensibles y de esta manera alcanzar porcentajes de
plantas colonizadas semejantes a los registrados cuando
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la cantidad de in6culo es menor sin agregado de fertili-
zante. Ademas, estos resultados se encuentran en linea
con aquellos reportados por De Miranda y Harris (1994),
quienes informaron que una dosis de 12,5 mg P kgt en
un suelo deficiente (2,2 mg P kg disponible) no afecto
negativamente la germinacién de esporas, la cual inclu-
so aumentd. Mas estudios son necesarios para evaluar
la disminucion de la cantidad de plantas colonizadas y el
retraso en el inicio de la colonizacion causado por una
disminucion de la cantidad de propagulos de hongos MA
en el suelo podrian afectar la produccion de biomasa de
especies altamente dependientes de la simbiosis MA
para crecer en suelos deficientes en P como es el caso
de L. tenuis (Garcia et al., 2008; Chippano et al., 2021).

En general, el peso seco del vastago y el peso fresco
de la raiz de las plantas sin fertilizar no fueron afectados
ante el incremento de la proporcion de suelo como ind-
culo. En este sentido, la duracién del bioensayo puede
haber sido el motivo por el cual no se logré un gran
desarrollo de la simbiosis MA a fin de observar diferen-
cias en el crecimiento de las plantas. Ademas, la res-
puesta al agregado de P fue mayor ante la disminucién
de la proporcion de suelo como indculo. Esto podria atri-
buirse a que, ante la baja presencia de microorganis-
mos en el suelo relacionado con la menor concentracién
de suelo, las plantas de L. tenuis tendrian disponible la
mayor parte del P agregado de forma inmediata pudien-
do asi incrementar su crecimiento. Sin embargo, cuan-
do la presencia de microorganismos en el suelo aumen-
td, correspondiente a las concentraciones mayores de
suelo, gran parte del P agregado podria haber sido in-
movilizado por los microorganismos y por lo tanto haber
estado menos disponible para las plantas. En este sen-
tido, Blinemann et al. (2012) encontraron que en suelos
de pastizales deficientes en P (0,4 mg P kg disponible

extractable en agua), el P agregado (17 kg P ha* afo™)
fue inmovilizado rapidamente por los microorganismos
(32 dias). Ademas, Heuck et al. (2015) mostraron que
la comunidad microbiana fue mas susceptible al agrega-
do de fertilizante en suelos deficientes en comparacion
con suelos bien provistos de P. Si bien, luego de un pe-
riodo de inmovilizacion por los microorganismos, el P co-
mienza a ser mineralizado, en general este proceso re-
quiere de un tiempo mayor a la duracion del presente
ensayo (Blnemann et al., 2012), por lo cual podria no
haberse visto reflejado en el crecimiento de las plantas.
La hipotesis planteada es aceptada dado que la dosis de
P aplicada permitio incrementar la produccion de bioma-
sa y conservar la infectividad del indculo de hongos MA.

CONCLUSIONES

La dosis de fosforo aplicada resultd conservativa de
la capacidad de los hongos micorricicos arbusculares
(MA) para iniciar la colonizacién radical de plantas de
Lotus tenuis. La fertilizacion afectd la infectividad mico-
rricica cuando la concentracion de suelo disminuy6 has-
ta 10%, mientras que a concentraciones mayores la co-
lonizacion no fue afectada. A partir de los resultados
obtenidos se puede establecer que la aplicacion de dosis
consideradas bajas a moderadas (~15 mg P kg*) en un
suelo deficiente en fdosforo de la Cuenca del Rio Salado
(5-10 mg P kg* disponible) podria aumentar la produc-
cioén de biomasa vegetal sin disminuir significativamente
la infectividad micorricica.
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