EFECTO DE LA ROCA FOSFORICA SOBRE LA DOBLE SIMBIOSIS DE HONGOS
MICORRIZOGENOS-VA Y Rhizobium trifolii EN TREBOL ROSADO'

Effect of phosphoric rock on dual symbiosis of VA mycorrhizal fungi
and Rhizobium trifolii on red clover
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SUMMARY

Atypical Andisol of southern Chile was used for carrying out a pot experiment with the dual symbiosis
VA-mycorrhiza and rhizobium. The soil was fertilized with rock phosphate (RP) and triple super-
phosphate (TSP) and inoculated with both a native VAM fungus strain (Glomus etunicatum CH 110),
and a Rhizobium trifolii strain. Red clover (Trifolium pratense L.) was used as a host plant.

Five shoot cuts were performed during the six months of the experiment and dry weights were
recorded. At the end of the experiment yield, number of nodules, % VAM root infection and N and P
movilized were determined.

Results show that the best response was obtained with the VAM fungus addition and using RP as the
P source. There was a close relationship between N and P movilized, number of nodules and % VAM
root infection. From the results obtained it was demonstrated the synergic effect of the dual symbiosis
occurring in soils derived from volcanic ashes. This is a favorable situation to better know the
performance of the prairies of Southern Chile:
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INTRODUCCION

Entre los procesos dinamicos relacionados con la
nutricion mineral de las plantas cobran especial
relevancia, a nivel radical, las interacciones que se
manifiestan entre los microorganismos de la rizés-
fera, debido a que las transformaciones que ellos
producen van a ejercer, directa o indirectamente,
efectos que pueden sercruciales para la produccion
agricola. El conocimiento de estos procesos es
esencial para un adecuado manejo de los suelos,
asi como también, para el uso racional de fertilizantes
o insumos manufacturados, los que contribuyen al
incremento enlos costos de producciény, en ocasio-
nes, pueden representar amenazas al medio ambien-
te si no son utilizados adecuadamente (Siqueira y
Franco, 1988).

De particular interés resultan ser los hongos mico-
rrizégenos vesiculo-arbusculares (MVA), que afectan
decisivamente la composicion de las poblaciones
microbianas, especialmente Rhizobium, ya que
ambos microorganismos colonizan el sistema radical
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de plantas huéspedes comunes, como son las legu-
minosas (Azcon et al., 1991). El sinergismo que
existe entre ambas simbiosis puede ser decisivo
para la captacién de nutrientes y fijacion de N, lo
cual se traduce en una mayor absorcién de dichos
elementos, especialmente P y una mejor nodulacion
y actividad nitrogenasa del huésped, efecto que ha
sido informado para diversas leguminosas (Hardie y
Leyton, 1981; Saif, 1986; Urzua et al., 1992), espe-
cialmente en suelos con bajos niveles de P disponible
(Cardoso, 1985; Mosse, 1987).

Por otra parte, se han realizado diversos estudios
sobre la efectividad de la simbiosis en la captacion
de P desde suelos adicionados de fertilizantes poco
solubles, tecnologias consideradas de bajo costo
(Mosse et al., 1976; Ross y Gillian, 1973), existiendo
en la actualidad un consenso generalizado de que la
simbiosis mejora sustantivamente el aprovechamien-
to del P desde fosfatos naturales (Pairunan et al.,
1980; Cardoso, 1985; 1986, Andrade ef al., 1996),
debido a que las hifas de los hongos MVA tienen una
capacidad de explorar un mayor volumen de sueloy
en forma mas eficiente que las raices de la planta
huésped. Este incremento en la captacién de P des-
de la solucion del suelo provoca un desequilibrio
entre los iones que se encuentran en solucion y los
que estan precipitados, en el sentido de una mayor
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solubilizacién, previo a que ocurra la reprecipitacion
con iones Al o Fe (Cardoso y Lambais, 1992). Adi-
cio-nalmente, en el dltimo tiempo, se ha demostra-
do que, al igual que las raices de los vegetales, los
hongos MVA poseen actividad fosfatasica acida
(Tarafdar y Marschner, 1994) lo que les permitiria,
en el caso de los suelos volcanicos del sur de Chile,
un mejor aprovechamiento del alto nivel de P orga-
nico presente en ellos (Borie y Zunino, 1983; Borie
et al., 1989).

La aplicacién directa de RF como fertilizante ha
recibido considerable interés en los afios recientes.
Después de su aplicacion al suelo, la RF entrega
gradualmente P soluble a través de varias reaccio-
nes, entre las cuales es posible mencionar, la accién
solubilizadora de la microflora libre, especialmente
hongos (Borie et al., 1983), y la acidificacion produ-
cida por el sistema radical, en especial el de legumi-
nosas, las que en el proceso de fijacion simbibdtica
de nitrogeno liberan H* acidificando significativa-
mente el entorno de sus raices (Bolan et a/., 1990).
Adicionalmente, la captacion de P desde fuentes
insolubles como lo son las RF, puede ser diferente-
mente afectada segun el tipo de plantas a las que se
les adiciona este tipo de fertilizantes. Asi, se ha
determinado que plantas con un sistema radical de
baja capacidad de intercambio catidnico (CIC), como
son, entre otras, gramineas y cereales, se benefician
poco o nada con la adicidon de RF (Kucey et al.,
1989).

Desde el punto de vista de la produccion vegetal, las
leguminosas son, indudablemente, un caso especial
puesto que, como consecuencia de la infeccion si-
multanea con Rhizobium y con hongos micorriz6-
genos-VA, ellas pueden recibir los beneficios de
una mejor nutricién en N y P, ademas de las inter-
acciones N-P (Munns y Mosse, 1986). Asi, la doble
simbiosis no sé6lo reduce la necesidad de adicionar
fertilizantes sintéticos, ahorrando energia, sino que
también reduce el costo total del sistema, en términos
de consumo de fotosintato (Kucey et al., 1989).

De aqui que el objetivo del presente trabajo fue eva-
luar, en condiciones de invernadero, el etec.w sobre
el rendimiento de trébol rosado de la doble inocu-
lacién de un hongo MVA nativo junto a una cepa de
Rhizobium, en un suelo tipico de la IX Region adicio-
nado de dos fuentes fosfatadas, superfosfato triple
y roca fosférica nacional, Bahia inglesa, la que ha
demostrado ser altamente reactiva.

MATERIALES Y METODOS
El experimento se realizé bajo condiciones de

invernadero, utilizando macetas de 700 g de capa-
cidad conteniendo un suelo trumao serie Temuco
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(Cuadro 1), mezclado con arena y vermiculita
(70:30:5), segunlo sefialado por Azcon et al. (1991).
Para eliminar los hongos MVA nativos, el suelo se
esterilizé durante cuatro minutos, de acuerdo a
Rubio et al. (1994), en horno microondas por tres
dias consecutivos aun 70% de capacidad de campo.
Este sencillo sistema de esterilizacion ha demostrado
ser el que provoca minimos cambios en las propieda-
des fisico-quimicas de estos. Como planta huésped
se utilizé trébol rosado (Trifolium pratense L.) colo-
cando nueve semillas pregerminadas por maceta,
previamente desinfectadas con cloramina T.

CUADRO 1. Caracteristicas quimicas
del suelo utilizado

TABLE 1. Soil chemical properties

lones de intercambio
N (cmol{+)/kg)
dispo-
pH P-Olsen nible AP Mg* Ca* K

6,32 16 17 trazas 1,5 10,03 0,83

Los tratamientos utilizados fueron los siguientes:
suelo estéril (-M) y suelo estéril inoculado con una
cepa nativa de hongo MVA, Glomus etunicatum CH-
110 (Morton y Bentivenga) (Mi), sin adicion de fésforo
(P,) y conuna dosis equivalente a 300 kg/ha de P,O,
como superfosfato triple (SFT) o como roca fosforica
Bahia Inglesa (RF, con 18,4% de P,0,). Se utilizaron
cuatro repeticiones en un disefio experimental fac-
torial 2 x 3.

Todas las macetas se inocularon con Rhizobium tri-
folii de coleccion, reproducido en medio Allen (Allen
y Allen, 1981) y se les adicion6 10 mL de un filtrado
de suelo, exento de hongos micorrizégenos-VA, en
orden a mantener la microflora de vida libre. Cada
15 dias se afiadio a cada maceta, 10 mL de solucién
nutritiva de Long Ashton, exenta de N y P (Hewitt,
1966).

Se realizaron cinco cortec de la parte aérea a los
dos, tres, cuatro, cincoy seis meses. Los parametros
medidos, al término del experimento, fueron: a) en
las raices: recuento del nimero de nédulos y deter-
minacion del porcentaje de infeccién por hongos
MVA, mediante la tincién de Phillips y Hayman
(1970), cuantificada de acuerdo con el método del
intercepto de lineas (Giovannetti y Mosse, 1980); b)
en la parte aérea: fésforo foliar mediante el método
sulfomolibdico/acido ascérbico y nitrégeno total por
el método de Kjeldahl, previa digestion acida. Ade-
mas, se determiné rendimiento en base a materia
seca y la relacién raiz/parte aérea.
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En el tratamiento estadistico de los datos se aplico,
primeramente, la prueba para normalidad de Shapiro
y Wilk (1965) paraverificar normalidad. Las variables
medidas que no presentaron normalidad se transfor-
maron a valores arcoseno, luego se efectué un ana-
lisis de variancia y, finaimente, se aplicé la prueba
de Duncan (Duncan, 1955).

RESULTADOS Y DISCUSION

En Cuadro 2 y Figura 1 se muestran, respectiva-
mente, los resultados del peso aéreo seco obtenido
en trébol rosado a través de cada uno de los cinco
cortes, conjuntamente con el total de materia seca
acumulada. En ellos se observa que en los trata-
mientos sin la adicion de P-fertilizante, el aprovecha-
miento del P nativo o residual, si bien fue mayor con
el inoculo introducido (Mi) éste fue significativo tan
so6lo durante el primer y segundo corte indicando,
por tanto, un agotamiento del P disponible a los tres
meses. En cambio, cuando se agreg6 fosfato soluble,
aunque se produjo un incremento en el rendimiento
de algunos cortes, enla mayoria de los tratamientos,
éste no fue significativo, a diferencia de la forma
insoluble RF, la que demostré un claro efecto en el

CUADRO 2. Efecto de la adicién de dos fuentes
fosfatadas en el Rendimiento (g) de trébo!
rosado inoculado con hongos MVA,

a través de cinco cortes

TABLE 2. Effect of two phosphate sources on the
yield of red clover inoculated with VAM fungi
through out five cuts

Tratamiento

Corte Fuente de P M(-) M(+)

1 P, 0,043 ¢ 0,223 a

SFT 0,093 b 0,136 b

RF 0,096 b 0,216 a

2 P, 0,054 b 0,245 a
SFT 0,135 be 0,171 ab

RF 0,207 a 0,300 a

3 P, 0,209 b 0,402 b

SFT 0,510 ab 0,445 b

RF 0,390 b 0,801 a

4 P, 0,607 a 0,570 a

SFT 0,796 a 0,668 a

RF 0,548 a 1,056 a

5 P, 0,792 b 0,793 b

SFT 0,759 b 0,859 b

RF 0,613 b 1,361 a

En cada corte, medias (4 repeticiones) de cada variable con distinta
letra, indican diferencias significaticas (Duncan P< 0,05).

crecimiento a partir del tercer corte (cuarto mes).
Este aumento en el rendimiento obtenido con la
inoculacion de un hongo micorrizégeno efectivo,
con respecto al suelo testigo esterilizado sin la
adicion de roca se debe tanto a la inocutacién con
MVA como al efecto de la roca. Con respecto a los
tratamientos con adicién de las dos formas de P-
fertilizante, en el corte 1, se puede observar que
hubo diferencias significativas entre los tratamientos
M(-) SFT y M(+) RF, lo que se debe principalmente
a la inoculacién con hongos MVA y a la interaccién
con las dos fuentes de P.

Estos resultados son coincidentes con los encon-
trados por Bermudez et al. (1996), los cuales al
anfadir RF a suelos inoculados con hongos MVA
mejoraron el crecimiento de Vicia faba. Por otra
parte, Saif (1986) encontré que leguminosas tropi-
cales se beneficiaron con la doble simbiosis hongos
MVA-Rhizobium, mejorando su rendimiento y utili-
zando mejor la RF. La mayor eficiencia en el uso del
P desde formas insolubles, especialmente rocas
fosféricas se debe, mas que al pH de un suelo en
particular, al entorno acido de las raices, efecto que
es muy pronunciado en leguminosas, en particular
trébol (Borie et al., 1892). En cuanto al efecto bene-
ficioso de los hongos MVA sobre leguminosas adi-
cionadas deroca fosférica pareciera ser una materia
ampliamente admitida, de acuerdo al trabajo de re-
vision de Barea y Azcén (1983).

Los resultados beneficiosos de la inoculacién con
Glomus son coincidentes con el nimero de nodulos
(Cuadro 3), donde, si bien se observdé una mayor
cantidad con la adicion de fertilizantes fosfatados

RENDMIENTO ACUMULADO {g)
~N
h

M (+M

FIGURA 1. Efecto de la adicién de dos fuentes fosfatadas sobre el
rendimiento acumulado {g) de trébol rosado inoculada con hongos
MVA.

FIGURE 1. Effect of the addition of two phosphate sources on the
accumulated yield (g) of red clover inoculated with VAM fungi.
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éste solamente fue significativo con laroca fosférica,
respecto al testigo sin micorriza. Al respecto, Asimi
et al. (1980) encontraron que el peso seco de los
néduios del huésped fue incrementado significativa-
mente con la adicién de un hongo efectivo junto a la
roca fosférica, resultando siempre en una mejor
captaciéon de N.

Aunque Sieverding y Galvez (1988), encontraron en
suelos tropicales, que la efectividad de los hongos
MVA sobre cassava (Manihot esculenta Crantz) era
independiente de las fuentes de P aplicadas a los
suelos, Mosse (1981) por el contrario, informa que
las fuentes de P soluble disminuyen el porcentaje de
infeccion por MVA, mientras que las RF tienen efec-
to positivo. Segun el trabajo de revisidén de Barea y
Azcon (1983), esto dltimo es la tendencia mayor-
mente informada; conrespecto alos resultados aqui
expuestos (Cuadro 3) muestran que, aungue no se
encontraron diferencias significaticas en el porcen-
taje de infeccion con las dos fuentes de P, la infecti-
vidad de las MVA fue similar, pero la efectividad
depende de lainteraccion MVA x fuente de P soluble.
La relacién peso raiz/peso parte aérea, sefala el
beneficio que obtiene una planta cuando esta mico-
rrizada; asi, mientras menor sea esta relacién, el
sistema radical del huésped sera mas pequefio,
seflalando que la simbiosis esta siendo efectiva,
reemplazando en parte, la funcion movilizadora de
nutrientes que realiza la raiz (Azcdén y Ocampo,
1981); el tratamiento M(+) RF no presento diferencias
significativas con el tratamiento P,, pero el mayor
peso aéreo sugiere que el trébol es dependiente del
hongo simbionte.

AGRICULTURA TECNICA - VOL. 56 - N2 4 - 1996

Lainoculacién del hongo MVA produjo unincremento
tanto en N (Figura 2) como P (Figura 3) movilizado
por el trébol, aunque éste solo fue significativo con
RF, como consecuencia de la efectividad del hongo
y ndmero de nédulos (Cuadro 3). El incremento en
P, en cambicindicaria el efecto directo de la nutricién
fosfatada sobre el rendimiento, producto de la mico-
rrizacién. Lo anterior concuerda con Asimi et al.
(1980), quienes encontraron un alto contenido de P
enleguminosasinoculadas con los microorganismos
que producen ambas simbiosis.

Se sabe que las MVA son muy efectivas, principal-
mente en suelos deficitarios de P o cuando se adi-
cionan formas insolubles de P. En este estudio,
realizado en un suelo con nivel medio de P disponible,
la no respuesta a la inoculaciéon de MVA con la adi-
cion del fertilizante soluble (SFT), contrasta fuerte-
mente con aquella lograda con la misma dosis de P
proveniente de roca fosférica, enfatizando la impor-
tancia que posee, desde el punto de vista practico,
un buen manejo de la fertilizacién fosfatada de mo-
do tal que se potencie al maximo el efecto ecolédgico
natural que poseen las MVA,

Los resultados aqui entregados, en torno al beneficio
logrado por trébol rosado con el efecto de la inter-
accioén hongo micorrizégeno VA y Rhizobium trifolii,
corroboran lo informado por Urzia et al. (1993),
quienes encontraron similar efecto en trébol blanco
y estimula a estudiar, con mayor profundidad, el
efecto de las rocas fosféricas reactivas nacionales
en el establecimiento de praderas, en especial donde
el componente de leguminosas sea significativa-
mente mayor que en praderas naturalizadas, en las
que el trébol representa, segun Campilloy Demanet
(1993), entre un 5 a un 20%.

CUADRO 3. Nimero de nédulos, porcentaje infeccién por hongos MVA y relacidn raiz/tallo
en trébol rosado, por efecto de la adicion de dos fuentes fosfatadas

TABLE 3. Number of nodules, infection percentage by VAM fungi and root/shoot ratio on red clover,
by effect of the addition of two phosphate sources

Infecciéon por

Numero de nédulos hongos MVA, % Relaciéon R/S
Tratamiento P, SFT RF P, SFT RF P, SFT RF
M(-) 166 b 225 ab 180 b - - - 0,927 ab 1,183a 0,823 b
M(+) 158 b 309 ab 379 a 30,5a 347 a 36,0a 0,860b 1,027 ab 0,907 ab

En cada variable, medias (4 repeticiones) con distinta letra, indican diferencias significativas (Duncan P< 0,05).
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FIGURA 2. Efecto de la adicion de dos fuentes fosfatadas sobre el
N movilizado (mg) en el trébol rosado inoculado con hongos MVA.

FIGURE 2. Effect of the addition of two phosphate sources on the
movilized N (mg) in red clover inculated with VAM fungi.

CONCLUSIONES

La adiciéon de un fertilizante fosforado insoluble co-
mo la roca fosférica Bahia Inglesa (RF) al suelo tru-
mao exento de MVA, no fue efectiva para un buen
crecimiento de trébol rosado inoculado con Rhizo-
bium. Sin embargo, la inoculacién del mismo suelo
con una cepa efectiva de un hongo micorrizéogeno-
VA duplicé el rendimiento a partir del cuarto mes del
establecimiento en maceta, cuando a ésta se adi-
ciond la misma RF.

FIGURA 3. Efecto de la adicion de dos fuentes fosfatadas sobre el
P movilizado (mg) en el trébol rosado inoculado con hongos MVA.

FIGURE 3. Effect of the addition of two phosphate sources on the
movilized P (mg) in red clover inoculated with VAM fungi.

La mayor movilizacién de N y P por la plania, se
obtuvo con la inoculacién del hongo MVA y la
utilizacién de RF, coincidiendo con el nadmero de
nodulos, lo que significaria que ambas simbiosis
funcionaron sinérgicamente en trébol rosado y que
el hongo introducido fue bastante efectivo con el
fertilizante de entrega lenta. Lo anterior sugiere ma-
yores estudios en cuanto a la utilizacion de rocas
fosforicas en el establecimiento de praderas, en
especial en aquellas donde el componente legumi-
nosa fuera importante.

RESUMEN

En un experimento en macetas tendiente a estudiar
el efecto de la doble simbiosis micorrizas-VA-
Rhizobium, se utilizé un andisol del sur de Chile
fertilizado con roca fosfdérica (RF) y superfosfato
triple (SFT) e inoculado con un hongo micorrizégeno
VA nativo (Glomus etunicatum CH-110) y Rhizobium
trifolii, usando trébol rosado como planta huésped .

Se realizaron cinco cortes de la parte aérea de la
planta durante los seis meses en que se desarrollo
el experimento, al término del cual se determiné ren-
dimiento total, nimero de nédulos, porcentaje de
infeccién por MVA y N y P movilizado.

El mayor rendimiento se obtuvo con la inoculacién
del hongo MVA y usando RF, como fuente de P. Se
encontrd una estrecha correlaciéon entre cantidad de
N y P movilizado por la planta con el nimero de
nédulos y porcentaje de infeccién de las raices por
MVA. De estos resultados se puede concluir que las
dos simbiosis funcionaron sinérgicamente en ese
suelo, lo que es auspicioso para una mejor compren-
sion del comportamiento de las praderas del sur de
Chile frente a la fertilizacién fosfatada.

Palabras claves: trébol rosado, micorrizas VA,
Rhizobium trifolii, roca fosforica.
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