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RESUMEN

Se estudia el efecto de la interaccidn de las micorrizas (se utilizo el hongo Glomus mosseae)
v dosis crecientes de fertilizante soluble de fosforo (niveles equivalentes a 0, 20, 35, 50, 80 y
110 kg ha-1 de P) sobre el desarrollo de la alfalfa (Medicago sativa L.) y su nodulacion por Rhi-

zobium meliloti en un suelo fijador de fosfato.

La alfalfa mostrd un apreciable “grado de dependencia relativa a las micorrizas’ para lograr
su Optimo crecimiento. Dosis de fosfato superiores a la 6ptima (35 kg ha-! afectaron negativa-
mete la nodulacidn, micorrizacion y nutricion de esta forrajera.

Palabras claves: Micorrizas vesiculo-arbusculares, Glomus mosseae, Rhizobium meliloti, Me-
dicago sativa (alfalfa), Nodulacién, Curvas de respuesta al fosforo.

EFFECT OF INTERACTIONS BETWEEN A SOLUBLE P FERTILIZER AND MYCORRHIZAL FUNGI
ON NODULATION, MYCORRHIZA FORMATION, GROWTH AND NUTRITION
OF ALFALFA (Medicago sativa L.)

ABSTRACT

The interactions between a VA mycorrhizal fungus (Glomus mosseae) and increasing dosis of soluble F
fertilizers (equivalents to 0, 20, 35, 50 and 110 kg hal of P) on the development of aifalia (Medicazo sativa
L.) and its nodulation by Rhizobium meliloti were studied on a phosphate-fixing agricultural soil.

The test plant showed a noteworthy degree of relative mycorrhizal dependency to reach its optimal growth.
Phosphate additions higher than the optimal (35 kg ha'l) were detrimental for the suitable nodulation, my-
corrhiza formation, growth and nutrient uptake of this forage legume.

Key words: Vesicular-arbuscular mycorrhiza, Glumus mosseae, Rhizobium meliloti, Medicago sativa (alfal-

fa/lucerne), Nodulation, Phosphate response curves,

INTRODUCCION

La gran mayoria de las plantas existentes sobre la
corteza terrestre son suceptibles de formar micorrizas,
simbiosis entre ciertos hongos del suelo en las raices.
Actualmente se acepta que las micorrizas desempeiian
un papel importante en productividad vegetal (Smith,
1980 Azcon-Aguilar y Barea, 1980; Ocampo, 1980:

Mosse y Hayman, 1981) lo cual obedece, en gran me-
dida, a que permiten a la planta utilizar mds eficdz-
mente el fosfato propio de un suelo o el adicionado
como fertilizante (Tinker, 1980; Rhodes y Gerde-
mann, 1980; Gianinazzi-Pearson y Giaminazzi, 1981).

La interaccion entre fertilizantes fosforados x mi-
corrizas ha sido objeto de diversos estudios (Mosse,
1973; Menge et al., 1978; Azcon ef al., 1978; Roldan-
Fajardo er al., 1982), de los cuales se han obtenido
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conclusiones de interés tanto bdsico como aplicado.
Asi, se sabe que:

a) Las plantas dependen en mayor o menor grado de
la condicion de estar micorrizadas para captar fos-
fato del suelo. Sin embargo, tal “grado de depen-
dencia” es afectado, a su vez, por el nivel de fos-
fato asimilable presente en el medio.

b) Dosis de fosfato, a veces usadas en la practica agri-
cola, influyen negativamente en la formacién y
operatividad de las micorrizas,

Consccuentemente, se puede afirmar que en todo
sistema Suelo-Planta-Hongo existe un nivel de fosfato
adecuado que permite la optimizacién de los benefi-
cios que las plantas puedan obtener de esta simbiosis,
manteniendo un consumo minimo de fertilizantes. De
ello se deduce la importancia de conocer las curvas
respuesta al fosforo de la Planta en un determinado
Suelo, y como la micorrizacion afecta, y es afectada,
por las dosis crecientes de fosfato. Estas investigacio-
nes adquieren una importancia adicional en el caso de
las Leguminosas, plantas con una gran demanda de
fosfato. Ello deriva, como es sabido, de que la nodu-
lacion de las raices por su Rhizobium especifico y el
subsiguicnte proceso de fijacion simbidtica de Ny at-
mosférico, son eventos bioquimicos consumidores de
energia (ATP). Ensayos que utilizan trébol subterrd-
neo (Delorenzini et al., 1979), trébol blanco (Powell,
1980) o soja (Asimi er al., 1980) son ejemplos de este
tipo de estudios.

El presente trabajo ticne por objeto investigar la
interaccion Dosis de fosfato x Micorrizas Vesiculo-
Arbusculares sobre el sistema Rhizobium meliioti -
Wedicago sativa (alfalfa), en un suelo fijador de fosfa-
to. Se utiliza un modelo experimental sencillo y fi-
cilmente reproducible pero que permita investigar as-
pectos bdsicos de tales interacciones asi como evaluar
el efecto de los mismos sobre el crecimiento y nutri-
cion de esta forrajera.

MATERIALES Y METODOS
Suclo

Se utilizd un suelo representativo de una zona de
interés agricola en la provincia de Granada (Espafia),
suelo N© 10, cuyas caracteristicas analiticas se descri-
bieron anteriormente (Azcon-Aguilar ef al., 1982). Es
un suelo calcdreo, neutro-alcalino, con un bajo conte-
nido en P asimilable aunque el P total que posee es
elevado. ‘

El suelo se sometié a un proceso de tindalizacion
qué elimina, momentaneamente, sus microorganismos
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aunque estos se reinoculan a continuacion mediante
un filtrado del mismo suelo en el que se retienen los
propdgulos de micorrizas. Esta operacién permite dis-
poner de un suelo con su actividad bioldgica propia y
controles “micorriza (-)” adecuados, para investigar
los efectos de la micorrizacién en los casos en la que
esta se provoca.

Para ensayos en macetas este suelo se diluyé con
arena de cuarzo libre de nutrientes en proporcién 3
partes de suelo y 1 de arena.

Adiciones de fertilizante soluble de P

Se utilizd PO4H;K que fue adicionado a las dosis
de 0, 150, 250, 370, 565 y 760 mg kz-1 lo que equi-
vale a aplicaciones de 0, 20, 35, 50, 80 y 110 kg ha'l,
calculadas en base a superficies. Las alicuotas de suelo
que recibieron estos 6 tratamientos se dejaron equili-
orar durante 2 semanas con humedad adecuada (capa-
cidad de campo) y, en el momento de su distribucion
en macetas (10 repeticiones por dosis de fosfato). Se
analiz6 el P asimilable (Olsen). Dado la capacidad de
retencion de fosfato del suelo (= 60%), el contenido
en P soluble en CO3 HNa 0,5 M, pH 8,5 (olsen ef al,
1954) en los distintos tratamiento fue: 4.5, 10, 21,
325,44 y 68 mg kg1,

Plantas, inoculos microbianos y condiciones
de cultivo

Tres plantulas de alfalfa (Medicago sativa L. cv.
Aragon) de dos dias se transplantaron a macetas que
contenian 330 g del suelo. En este momento se adi-
cionaron 10 ml del indcule de Rhizobium meliloti es-
tirpe 203, aislado en este laboratorio. El inodculo se
obtuvo en medio Allen (1957) en cultivo en agitacion
durante 2 dias a 280C.

Cinco macetas, de las 10 repeticiones preparadas
con cada dosis de fosfato, recibieron un inéculo de
micorriza consistente en alicuotas de rizosfera proce-
dentes de un cultivo “stock™ de alfalfa micorrizada
con el endofito del tipo de espora de “Vacuolas Ama-
rillas” (YV) (Mosse y Bowen, 1968) correspondiente
i (rlomus mosseze (Gerdemann y Trappe, 1974).

Las plantas se cultivaron en invernadero durante 8
semanas a 19-250C, se les mantuvo la humedad por
subrigacion y se alimentaron con la solucidn de Long
Ashton (Hewitt, 1952) aplicada a 5 ml macetal se-
mana-l, desprovista de fosforo y nitrégeno.

Determinaciones

Al cosechar se determind el peso seco de la parte
aérea de las plantas y el contenido en N y P de las
mismas.

La nodulacién se estimé macroscopicamente si-
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guiendo criterios de tamaifio, mimero, disposicion y
color de los nddulos puntuando en una escala arbitra-
ria entre O (sin ndédulos) y 12 (abundantes nédulos de
calidad).

La micorrizacion se estimé examinando microsco-
picamente muestras de raiz tefiidas (Phillips y Hay-
man, 1970) siguiendo el método de las intercesiones
(Giovannetti y Mosse, 1980).

RESULTADOS

Es evidente (Figura 1) que el aporte de cantidades
crecientes de fosfato soluble afecta negativamente el
proceso de micorrizacién. Se aprecia una interaccion
beneficiosa para la planta de las micorrizas con dosis
de fosfato inferiores a 21 ppm en suelo, lo que equi-
vale a la aplicacion de 35 kg ha-! del elemento (como
P). Dosis superiores son supradptimas para el creci-
miento y nodulacion de la alfalfa.

Los datos resumidos en la Figura 2 se refieren al
contenido en nutrientes en la parte aérea de las plan-
tas, precisamente la utilizada en alimentacidn animal.
La concentracion de P incrementa con la dosis de fer-
tilizantes aportado, mientras que la de N muestra una
tendencia reflejo de la que la interaccién de micorri-
zas v fosfato ejercid sobre el crecimiento y nodulacion.

DISCUSION

Los resultados obtenidos confirman, en cuanto a
sus tendencias generales, conclusiones obtenidas en
otras situaciones (planta-suelo), matizan aspectos con-
cretos referentes a Leguminosas y definen datos espe-
cificos para el sistema estudiado (Rhizobium meliloti-
Medicago sativa, desarrollado en un suelo fijador de
fosfato).

En efecto, es evidente que la micorrizacién estimu-
la el crecimiento y nodulacidn de la alfalfa a niveles
bajos e intermedios de fosfato en el suelo. Concreta-
mente, la mdxima cosecha en cuanto a peso y riqueza
en N corresponde a plantas micorrizadas. De ello se
deduce un apreciable “grado de dependencia” de esta
planta a las micorrizas para alcanzar su Optimo desa-
rrollo, en las condiciones de trabajo, circunstancia
que no se logra con el exclusivo aporte de nutrientes
quimicos. Dosis de fosfato superiores a 21 ppm, en el
caso estudiado, son ‘“‘supradptimas” para el creci-
miento, nodulacién, micorrizacién y captacion de N.
Estos resultados pueden interpretarse sobre la base de
que en los tejidos vegetales se alcanzd la “concentra-
ci6n critica’ de fésforo, tal como discute Mosse (1973)
y en que en la presente situacién experimental es de,
anroximadamente, 0,32 por ciento.
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Es de hacer notar que ciertas dosis de fosfato en
suelo que afectaron negativamente el crecimieno de
las plantas (ej. 32.5 mg kg-1) no lo fueron para la no-
dulacién en virtud de que este proceso posee una de-
manda de fosfato relativamente superior que la propia
planta (ver referencias en Introduccién).

Igualmente de interés es el hecho que a las dosis
midximas de fosfato ensayadas, a las cuales quedaron
eliminados los efectos de las micorrizas sobre el creci-
miento y nodulacién, las plantas micorrizadas aiin su-
peraban a sus controles en la concentracién de N en
sus tejidos. No se ha encontrado descripcion similar
en la literatura cientifica disponible. A este hecho se
le pueden aducir dos tipos de interpretaciones:

a) Dado el descenso en la actividad de las fosfatasas
especificas de las micorrizas (Gianinazzi-Pearson y
Gianinazzi, 1981) a dosis altas de fosfato asimila-
ble el foésforo se acumula como granulos de poli-
fosfato en las hifas del hongo que colonizan la
raiz, por lo que en este caso, los nédulos reciben
relativamente menos fosfato que en los controles
correspondientes no micorrizados. Teniendo en
cuenta que estas apreciaciones se refieren al rango
de concentraciones “supraéptimas” de P aplicadas,
es posible que tal limitacion en la llegada de fosfa-
to al nodulo, sea relativamente menos “supradpti-
ma”. Realmente se sabe que las micorrizas auto-
controlan su funcionalismo a diversos niveles lo
que les permite operar en un margen mds amplio
de concentraciones de fosforo (Rhodes v Geder-
man, 1980). Globalmente, esta explicacion concuer-
da con la apreciacion de Asimi er al, (1980) que
encuentran que dosis crecientes de fosfato anulan,
primero, el efecto de la micorrizacién sobre el cre-
cimiento de soja, después la nodulacién y final-
mente la actividar' nitrogenasa.

b) Otra razén podria ser que la micorriza capte NO3
6 NHg del suelo (ver Smith, 1980) y que este me-
canismo siga operando cuando cesa el que, media-
do por el aporte de fosfato, estimula la fijacion de
Ny atmosférico.

CONCLUSIONES

a) El optimo de productividad de Medicago sativa
inoculada con Rhizobium meliloti, estimado como
materia seca de la parte aérea cosechada y su con-
centracion de N, solo se consigue en plantas mico-
rrizadas. Esto indica un considerable “grado de de-
pendencia relativa a las micorrizas™ para este culti-
vo.

b) La aplicacion de P, hasta dosis equivalentes a 35 kg

ha-1 en las condiciones estudiadas, coopera sinérgi-

camente con la micorriza en la estimulacion del
crecimiento, nodulacién y nutricidén de la alfalfa.

Muy posiblemente, esta cifra sea diferente en otros

suelos, aunque la tendencia de los efectos de la in-

teraccion de dosis crecientes de fosfato y las mico-
rrizas serd, probablemente, similar a la encontrada
en este estudio.

Dosis de fosfato superiores a la “6ptima” son,

cuando menos, superfluas desde el punto de vista

de l1a Productividad de la alfalfa.

4) La aplicacién de cantidades “supradptimas” de
fosfato tiene una incidencia desfavorable desde el
punto de vista ecoldgico-econémico ya que afectan
negativamente el crecimiento de la alfalfa. Asi mis-
mo interfieren la posibilidad de que la planta se be-
neficie de ese potencial natural que representa aso-
ciarse simbidticamente con dos tipos de microorga-
nismos del suelo: hongos de la micorriza y Rhizo-
bium que le van a proporcionar P y N.
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