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RESUMEN

Estrategias de asociaciones entre plantas con hongos micorricicos arbusculares (HMA) podrian ser utilizadas
para garantizar una eficiente nutricién de fosforo (P). Sin embargo, se desconoce si practicas usuales de largo
plazo destinadas a la producciéon de soja en nuestro pais, han deprimido el potencial de colonizacién y de pro-
mocién de crecimiento vegetal por las comunidades de HMA nativos. Nuestro objetivo fue cuantificar el aporte
en crecimiento, absorcion de P y particién de fotoasimilados en soja aportados por HMA nativos de monocultivo
de soja de larga duracién ante oferta diferencial de P. Se instalé un ensayo en invernaculo durante 60 dias con 4
tratamientos (con “+*“ y sin “-“ HMA nativos de un monocultivo de soja de larga duracién instalado en Cérdoba;
con “+“vy sin “~“ fertilizacién con P por aplicacién semanal de 15,5 mgP maceta™!). Los HMA nativos coloniza-
ron las raices de soja y favorecieron su crecimiento aun cuando la oferta de P no fue limitante. La colonizacion
micorricica intra y extra-radical, asi como la oferta de P, favorecieron el crecimiento, la acumulacién de P y el
contenido y la particion de azlcares en las plantas de soja. Las plantas crecidas en presencia de micorrizas
(+HMA) sin oferta de P (-P) mostraron mayor acumulacién de materia seca y P. Aunque no se evidencié incre-
mento significativo en la absorcién de P por las micorrizas, las plantas en la condicion +HMA y +P mostraron
respuesta positiva a la micorrizacion en el crecimiento aéreo. Las plantas que crecieron ante +P y -HMA no
fueron las de mayor crecimiento. Esto resalta la importancia de favorecer practicas de manejo que, combinadas
con la fertilizacién moderada destinada a la reposicién de nutrientes, favorezca el mantenimiento de poblaciones
de HMA nativas que pueden contribuir a un uso maés eficiente de la fertilidad del suelo y favorecer el crecimiento
del cultivo de soja.
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CONTRIBUTION OF INDIGENOUS ARBUSCULAR MYCORRHIZAL
FUNGI TO PHOSPHORUS NUTRITION AND ITS EFFECT ON
PHOTOASSIMILATES PARTITIONING OF SOYBEAN

ABSTRACT

Association strategies between plants and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) could be used to ensure an effi-
cient phosphorus (P) nutrition. However, it is unknown if current long-term practices of soybean crop production
depressed potential for indigenous AMF colonization and growth promotion. Our objective was to assess the
contribution on growth, P uptake and photo-assimilate partitioning in soybean. A greenhouse trial (60 days) was
installed with 4 treatments (with “+“ and without “-“ AMF indigenous from a long-term soybean crop from Cor-
doba; with “+*“ and without “-“ P fertilization by weekly application of 15.5 mg P pot-1). Indigenous AMF colo-
nized soybean roots and favored plants growth even when the P supply was not limiting. The intra and extra-rad-
ical presence of AMF as well as the supply of P, favored the growth, the accumulation of P and the content and
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the partition of sugars in the soybean plants. Plants that grew in the presence of mycorrhizae (+AMF) without
P supply (-P) showed increases in dry matter and accumulated P. Although there was no significant increase in
the P uptake by mycorrhizae, plants in the +AMF and +P condition showed a positive response to mycorrhizal
colonization in their aerial growth. Plants that grew in the -AMF and +P condition did not show higher growth.
This highlights the importance of management practices for soybean crop that, in combination with moderate P
fertilization aimed for nutrient replenishment; favor the maintenance of indigenous AMF activities.

Key words: Mycorrhizal symbiosis, carbohydrates, colonization, phosphorus

INTRODUCCION

La baja disponibilidad del fosforo (P) en el
suelo ha favorecido el desarrollo de diversas es-
trategias de las plantas para incrementar su ca-
pacidad de absorcion (Marschner, 1995). Una
de las estrategias mas importantes y distribuidas
en los ecosistemas es la formacion de simbiosis
micorricicas. Los hongos micorricico arbusculares
(HMA, phylum Glomeromycota) habitan suelos
tanto pristinos como agricolas y establecen sim-
biosis con aproximadamente el 90% de las espe-
cies vegetales. Son reconocidos por su aporte a la
nutricion fosforada de las plantas tanto por la ma-
yor velocidad de absorcion de P de las raices, asi
como porque su micelio externo explora mayor
volumen de suelo que las raices no micorrizadas.
La demanda de C del hongo a la planta constituye
un gran destino de fotoasimilados, siendo el ba-
lance costo C/beneficio P el que resulta en promo-
cién de crecimiento en las plantas micorrizadas
(Smith & Read, 2010).

En la Argentina, la soja (Glycine max (L) Merr.)
es el cultivo con mayor expansion habiendo lle-
gado en 2017, a ocupar el 85% de la superfi-
cie sembrada de cultivos estivales (FAO, 2019).
La soja presenta elevados requerimientos de P (6
kgP tn'! grano) en comparacién con otros culti-
vos. Las respuestas erraticas del cultivo a la fer-
tilizacion fosforada y la ausencia de evidencias
de mecanismos de solubilizacién de P organico
tanto por la planta como por sus microorganis-
mos simbiontes de la raiz, permite inferir que
la soja posee estrategias para abastecerse de P
del suelo (Marschner, 1995), tales como la for-
macion de micorrizas. Sin embargo, se desconoce
si practicas usuales de largo plazo destinadas a la
produccién de soja en nuestro pais, tales como
el monocultivo, la fertilizaciéon y el uso de varie-
dades resistentes al glifosato, entre otras, han
afectado el potencial de colonizacién y de promo-
cién de crecimiento de las comunidades de HMA

nativas. El objetivo de este trabajo fue cuantificar
el aporte al crecimiento, absorcion de P y parti-
cion de fotoasimilados promovido por HMA na-
tivas provenientes de suelos con monocultivo
de soja implantado en la Provincia de Cérdoba
(Argentina) y la modulacion de la respuesta ante
oferta diferencial de P.

MATERIALES Y METODOS
Caracterizacion del suelo
utilizado como sustrato

Se colect6 suelo (Argiudol tipico, profundo,
franco arcillo limoso, capacidad de uso I) de un
ensayo instalado en la EEA del INTA de Marcos
Juarez (Cérdoba, Argentina, 32°43“S. 62°06“0)
en bloques completos al azar con cuatro repeti-
ciones. Para esta investigacion se colectd suelo
a fines de septiembre, previo a la siembra del
cultivo de soja, de parcelas mantenidas con mo-
nocultivo de soja en siembra directa y sin fertili-
zacién desde 1975. El suelo se colect6 utilizando
un excavador cilindrico de 7,5 cm de didmetro
y 10 cm de profundidad, con el cual se colectaron
20 “submuestras” por parcela en cada una de las
repeticiones. Para homogeneizar las sub-mues-
tras, el suelo se tamiz6 (5 mm malla) y se confor-
mo6 una muestra compuesta con la totalidad del
suelo obtenido. EI material tamizado se conservd
(4°C) hasta su procesamiento, 15 dias luego de la
colecta.

La extraccion de esporas de HMA se realiz6 por
el método de tamizado en humedo (Gerdemann
& Nicolson, 1963) utilizando mallas de 110
um 'y 74 um, seguido de centrifugacion en gra-
diente de sacarosa. Las esporas y esporocarpos
de HMA se identificaron morfolégicamente por
microscopia 6ptica usando el sistema taxonomi-
co propuesto por Schupler & Walker (2010), por
comparaciones con las descripciones de especies
publicadas en el sitio web de International Cultu-
re Collection of Vesicular Arbuscular Mycorrhizal
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Fungi (INVAM, 2019) y material del cepario del
Instituto Spegazzini (La Plata, Argentina).

Preparacion y Disefo del experimento

Tratamientos

Se realizé un experimento en condiciones con-
troladas conformado por cuatro tratamientos, re-
sultantes de la combinacién factorial de 2 niveles
de HMA (+HMA, -HMA) y dos de fertilizacién
fosforada (+P, aplicaciéon semanal de 15,5 mgP
maceta! y —P. sin aplicacién de P) con 8 repeti-
ciones.

La fuente de inéculo de los tratamientos + HMA
fue el suelo extraido del monocultivo de soja a cam-
po descripto anteriormente. Para la conformacion
del tratamiento -HMA se realizd la eliminacién
de los propagulos de HMA segln Covacevich &
Echeverria (2003). Brevemente, el suelo se incubd
con formaldehido (Fh, 10 ul g de suelo) durante
48 hs, y los gases del Fh fueron luego eliminandos
con ciclos de vacio y recirculacion de aire (Jenkin-
son & Powlson, 1976). En los tratamientos —-HMA,
se aplicaron 2 ml de filtrado (Whatman 589/3, 2,5
um de poro, de acuerdo a Li et al. (2012) y al
INVAM (2019) de suelo fresco a efectos de incor-
porar la microbiota nativa sin incluir propagulos
de HMA. En los tratamientos de fertilizacion fosfo-
rada (+P) se aplicaron semanalmente 15,5 mgP
maceta’ a partir de una solucién madre de 10
mM de K,PO,, durante 8 semanas.

Sustrato

Para componer el sustrato se mezclé suelo
nativo del ensayo de campo (esterilizado o no
con Fh segln el tratamiento) con arena y perlita.
La arena y perlita fueron enjuagadas separada-
mente con agua destilada presentando pH 6,5
y 7, respectivamente y sin trazas de P. Posterior-
mente, se tindalizaron (dos veces separadas por
48 hs) en autoclave a 121°C durante 1 h.

Las unidades experimentales consistieron
en macetas (1000 cc) que fueron llenadas en el
centimetro superior con 100 g de arena, en la
parte media con 555 g de una mezcla homogé-
nea de arena: suelo (Fh o sin tratar segin co-
rrespondia): perlita (100:10:1) y en el centimetro
inferior con 100 g de una mezcla de arena: perlita

(9:1). Previo a la siembra y fertilizacion (segln
correspondid) la porcion media del sustrato de las
macetas presenté una concentracion de 8,7-10,2
mgP kgl

En cada componente del sustrato, se eva-
lué el contenido de P extractable, (Bray & Kurtz
1), carbono organico (C, Walkley & Black) y pH
en una mezcla suelo:agua (1:2,5 p/v) en cuatro
sub-muestras de 100 g, de suelo, tratadas y no
tratadas con Fh.

Plantas

Las semillas de soja (Glycine max (L) Merr.
cv NS-4611) fueron desinfectadas previo a la
siembra con una solucién H,0, al 10% y se pre-
germinaron en arena estéril a 25°C durante
10 dias. Una plantula de tamafo uniforme fue
sembrada en cada maceta.

Las plantas de todos los tratamientos se ferti-
lizaron cada 10 dias con 50 mL de una solucion
conteniendo: macronutrientes (1 mM CaCl,.2H,0;
0,75 mM MgS0O, x 7H,0; 0,5 mM K,SO,, 15 mM
CINH,) y micronutrientes (10 uM H3BO3; 4 uM
FeSO, x 7H,0; 2 uM MnSO, x H,0; 1 uM KI; 0,5
uM CuSO, x 5H,0; 0,1 uM NaMoO, x 2H,0; 0,2
uM CoCl, x 6H,0). El experimento se mantuvo
hasta los 60 dias después de la siembra (DDS)
en invernaculo, bajo luz natural durante los me-
ses de octubre y noviembre, a 25°C (+ 5°C).

Determinaciones en planta y sustrato

Biomasa, conce.ntracién de P

y de azucares en planta

A los 60 DDS se determind, en 4 repeticiones
de cada tratamiento, la altura, peso fresco y seco
aéreo y de raices y nimero y peso de nédulos
en la raiz principal. El material seco aéreo y ra-
dical se molié (0,5 mm) y se utilizb para la de-
terminacion del contenido de P (Murphy & Riley,
1962).

El contenido de azlcares solubles e insolubles
se determind tanto en la primera hoja trifoliada
totalmente expandida como en raices, usando
material fresco de las restantes 4 repeticiones
de cada tratamiento por hidrdlisis con de H,SO,
e incubacion con antrona de acuerdo a Leyva
et al. (2008).

Cienc. Suelo (Argentina) 38 (1): 81-94, 2020

¢



BENEFICIOS DE HONGOS MICORRICICOS EN SOJA

84

Se estimd la dependencia micorricica de las
plantas de soja para cada condicién de oferta de P
de acuerdo a Ecuacién 1 (Plenchette et al., 1983).

Ecuacién 1

Vi(+HMA)-Vi(-HMA)
Dependencia micorricica (%) = * 100
Vi (+HMA)

Donde, V;: diferentes variables (altura de plantas,
biomasa y concentracion de P y de azlcares) cuanti-
ficadas para las condiciones +HMA y -HMA.

Colonizacién y viabilidad

micorricica en raices

La colonizacién de HMA se evalud por clarifica-
cion y tincién de un gramo de raices con azul de tri-
pan en lactoglicerol de acuerdo a Phillips & Hayman
(1970) omitiendo el uso de fenol. La viabilidad
de las estructuras fungicas se determind por la activi-
dad de la enzima succinato deshidrogenasa (Kough
et al., 1987). Para cada tincién, se realizo el recuen-
to por observacion microscépica (50X) de estructu-
ras de HMA presentes en las raices en 90 intercep-
ciones por muestra (McGonigle et al., 1990).

Determinaciones en el sustrato

Se cuantifico la longitud de las hifas extra radica-
les de HMA (Hart & Reader, 2002) por dispersién
del sustrato en (NaPOs)g, resuspension del pellet
en glicerol, tincién con azul de tripan y decantacion
del material en filtros (AC Whatman GD/X de 0,45
um de poro). La cuantificacion en microscopio 6p-
tico (50X) en 100 intercepciones de los portaobje-
tos permitié calcular la longitud de hifas por gramo
de suelo segln la Ecuacion 2 (Newman, 1966).

Ecuacion 2
TT*N*A
2* L
Donde, H: longitud de hifas (mm), N: nimero

de intercepciones, A: area del filtro, L: longitud de la
linea de intercepto del objetivo del microscopio.

Ademas, se determind el contenido del P ex-
tractable (Bray & Kurtz I) del sustrato.

Analisis estadisticos
Para cumplir el supuesto de normalidad, los
datos de porcentaje de micorrizacién y viabilidad

de estructuras micorricicas fueron transformados
por arcoseno de la raiz cuadrada de la variable.
Los datos se analizaron mediante ANOVA, cuan-
do las interacciones o alguno de los efectos in-
dividuales resultaron significativos (p<0,05), las
medias se compararon mediante test Tukey. Las
mediciones relacionadas con la concentracion
y acumulacién de P se compararon mediante con-
trastes ortogonales entre las medias de +HMA
y —HMA para cada situacién de oferta de P. Todos
los analisis se realizaron con el software Infostat
(Di Rienzo et al., 2014).

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacién y presencia de

HMA en el suelo-sustrato

En el suelo proveniente del ensayo de larga du-
racion con monocultivo de soja, se identificaron
morfolégicamente HMA nativas que correspondie-
ron a las especies: Acaulospora mellea (Schenk);
Acaulospora scrobiculata (Trappe); Claroideoglo-
mus etunicatum (Becker & Gerdemann; Schupler
& Walker) y Rhizophagus intraradices (Schenk &
Smith; Schupler & Walker). Estas especies son
comunes para suelos de uso agricola de la pam-
pa argentina asociadas a cultivos de importan-
cia agricola incluyendo soja (Schalamuk et al.,
2013; Faggioli et al., 2019).

La fumigacién del suelo con formaldehido para
la erradicacion de propagulos de HMA (utilizado
en los tratamientos ~-HMA) no modific los conte-
nidos de P extractable, C carbono organico ni de
pH (Tabla 1).

Tabla 1. Propiedades quimicas del suelo antes (+HMA)
y después (-HMA) del tratamiento con formaldehido
(¢ Error Estandar).

Table 1. Chemical properties of the soil before (+ HMA) and
after (-HMA) formaldehyde soil treatment (+ Standard Error).

_ P C pH
Micorriza ;
mg kg %
+HMA 23,8 (0,26) 3,3 (20,16) 6,1 (£0,06)
-HMA 23,3 (+0,64) 3,8 (20,36) 6,6 (£0,10)

+HMA y -HMA corresponden a suelo sin y con tratamiento de fumigacion
con formaldehido, respectivamente. P: fosforo extractable; C: carbono
organico; pH: relacion suelo:agua 1:2,5

+HMA and -HMA correspond to soil without and with fumigation
treatment with formaldehyde, respectively. P: extractable phosphorus; C:
organic carbon ; pH: soil: water ratio 1: 2,5
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A través del suministro de P, se logr6 mante-
ner el nivel inicial de P del sustrato durante los
60 dias de duracién del experimento (Tablas 1 y
2), alcanzando un contenido de P a la finalizacion
del experimento en el sustrato de las macetas
hasta tres veces mayor en relacion a los trata-
mientos que no recibieron el nutriente (Tabla 2).
Para cada condicién de suministro de P, la pre-
sencia de HMA no afect6 el contenido de P en el
sustrato (Tabla 2).

Tabla 2. Fosforo (P) extractable en el sustrato de crecimiento
de plantas de soja a los 60 DDS, en presencia (tHMA) y
ausencia (-HMA) de micorrizas, sin (-P) o con (+P) suplemento
semanal de P (15, 5 mg P maceta-1). (+ Error Estandar).

Table 2. Extractable phosphorus (P) at the substrate of
soybean plants of 60 DAS with (+HMA) and without

(-HMA) mycorrhizae, without (-P) or with (+P) weekly
supplementation of P (15, 5 mg P pot-1). (+ Standard Error)

Micorrizas Fertilizacion P (mg kg?)
-P 7,00 (+0,51)
+HMA
+P 23,75 (7,12)
-P 6,25(0,87)
-HMA
+P 23 (£1,75)

La presencia de micorrizas en soja solo se re-
gistrd en las plantas que crecieron en la condicién
+HMA, evidenciando la eficiencia del tratamiento
con Fh. En este estudio, se realiz6 ademas una

100 -
80 -
60 - I

40 -

Colonizacién (%)

O-P m+P

modificacion a la técnica original, eliminando los
vapores de Fh a través de recirculacion forzada
de aire. Esto disminuyé los periodos de ventila-
ciéon de aproximadamente 30 dias (segln el volu-
men de suelo en la técnica original de Covacevich
& Echeverria, 2003), a 48 h. En la condicién —P,
el grado de colonizaciéon no vital por HMA supe-
r6 significativamente al registrado en la condicion
+P (Figura 1a). El suministro de P deprimio,
aunque no inhibio, el establecimiento de la mico-
rrizacion, detectdndose reducciones de la coloni-
zacion intra-radical del 33% de hifas y del 40%
de arbusculos respecto de la condicién —P (Figura
la). La viabilidad de las hifas y arbusculos, fue
significativamente (p < 0,05) superior en la con-
dicién —P en relacién con la +P y mayores a las
registradas luego de la tincion no vital (Figura
1b). En este sentido, las hifas y arbusculos via-
bles en la condicion —P superaron 2 y 5 veces res-
pectivamente, las observadas en la condicién +P.
Paraddjicamente, el nimero de vesiculas viables
en la condicion +P practicamente duplico el nd-
mero registrado en la condicién -P (Figura 1b).
Esto podria asociarse a que las vesiculas constitu-
yen estructuras de almacenamiento (Miiller et al.,
2017), por lo que ante una condicién de suficien-
cia de nutrientes, la proliferacién de estas estruc-
turas podria verse favorecida. Nijjer et al. (2010)

Figura 1. Colonizacion (a) y viabilidad (b)
de hifas, arbusculos y vesiculas en raices

de soja con oferta diferencial de P (-P, +P)
para la condicion +HMA. Barras sobre
columnas indican error estandar. El asterisco
(*) representa diferencias estadisticamente
significativas entre niveles de P en cada
estructura fingica (Tukey, p <0,05).

Figure 1. Colonization (a) and viability (b) of
hyphae, arbuscules and vesicles in soybean

100 -

80 -

60 -

N -
0

Viabilidad (%)

0
*

roots with differential supply of P (-P, + P) in
+HMA condition. Bars on columns indicate
standard error. The asterisk (*) represents
statistically significant differences between
levels of P in each fungal structure (Tukey, p <
0.05).
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observaron que los HMA destinaron cuatro ve-
ces mas recursos al desarrollo de las vesiculas
en condiciones de fertilizacién.

La oferta de P disminuyd la longitud de las
hifas extra-radicales, en el tratamiento -P las hifas
fueron 2,7 veces mas largas que en la condicion
+P lo cual representa un 60% mas de capacidad
de exploracion por unidad de masa de sustrato
en el tratamiento —P respecto a +P (Figura 2).
Nuestros resultados confirman que la regulacién
de la simbiosis micorricica en soja esta fuerte-
mente modulada por la oferta de P puesto que
la oferta del nutriente fue determinante del gra-
do de colonizacioén, viabilidad y densidad de hi-
fas extra-radicales asociadas a plantas de soja.
Uno de los mecanismos mas citados sobre la re-
gulacion del proceso de micorrizacion en plantas
en condiciones de alta oferta de P, es la supresién
de la asignacion de fotosintatos al hongo (Javot
et al., 2007). Dicho mecanismo explicaria la pér-
dida de viabilidad de las estructuras flngicas
presentes en las raices ante oferta de P, lo que
sugeriria un doble control de las plantas sobre las
HMA, ya sea inhibiendo parcialmente los niveles
de micorrizaciéon o disminuyendo la vida media
de las estructuras intra-radicales. Contrariamen-
te, en condiciones -P se evidencié mayor coloni-
zacién y actividad de las estructuras micorricicas
intra-radicales. Es posible inferir, entonces, que
en -P hubo mayor asignacion de fotoasimilados
qgue en +P para sostener las estructuras micorri-
cicas intra-radicales, asi como el micelio extra-
radical, ampliando la superficie de exploracién

10 -

Longitud de hifas (mm g')

a-P
H+P

del suelo. En comparacién con los pelos radica-
les, el reducido diametro que poseen las hifas les
permite una mayor superficie especifica de explo-
racion y mas eficiencia en su capacidad de absor-
cion de P por unidad de C (Smith & Read, 2010).

Respuestas a la micorrizacién: Crecimiento,

contenido de P y acumulacién de azdcares

El peso seco aéreo de plantas, nimero y peso
de noédulos de plantas de soja a los 60 DDS
ante la condicion +P y en presencia o ausencia
de HMA nativas, fue significativamente mayor
respecto de los tratamientos —P y -HMA, sin di-
ferencias en la biomasa de raices (Tabla 3). Para
ambas condiciones de P, las plantas en los tra-
tamientos sin micorrizas desarrollaron nédulos
a niveles comparables a los obtenidos en plantas
con micorrizas (Tabla 3). Es probable que la re-
posicion de la microbiota (carente de propagulos
de HMA) efectuada al momento de la siembra
a partir de un extracto de suelo filtrado, haya
permitido restablecer, al menos parcialmente, las
rizobacterias simbioticas y probablemente tam-
bién otros microrganismos benéficos promotores
de crecimiento vegetal (PGPR). Ademas, en estu-
dios preliminares detectamos que la fumigacion
con Fh del suelo no elimina las rizobacterias for-
madoras de nodulos (datos no mostrados). Con-
sideramos que el agregado de filtrado de suelo
incorpord, ademés de rizobacterias formadoras
de nédulos, otros componentes de la microbiota
tales como las “mycorrhizae helper bacteria“ las
que son claves para el desarrollo y el estableci-

Figura 2. Longitud de hifas de Glomeromycota en la
rizosfera de plantas de soja con oferta diferencial de P
(-P, +P) para la condicion +HMA. Barras sobre columnas
indican error estandar (n=4). Asterisco (*) indica
diferencias estadisticamente significativas entre niveles
de P (Tukey, p <0,05)

Figure 2. Length of Glomeromycota hyphae in soybean
rhizosphere with differential supply of P (-P, + P) in
+HMA condition. Bars indicate standard error (n=4).
Asterisk (*) represents statistically significant differences
between P levels (Tukey, p <0.05).
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Tabla 3. Altura, y biomasa aérea, radical y de nédulos de plantas de soja de 60 dias crecidas en presencia (+HMA) o ausencia
(-HMA) de propagulos micorricicos nativos y oferta diferencial de P (+P, -P) y resultados del ANOVA.

Table 3. Height, weight and nodulation of soybean plants after 60 days of growth in the presence (+ HMA) or absence (HMA) of
native mycorrhizal propagules and differential P supply (+ P and -P). Mean values (n =4) and ANOVA results.

) Altura Peso Fresco (g) Peso Seco (g) Noédulos®
Tratamientos (cm)

Aéreo Raiz RAF Aéreo Raiz RAT  Nimero PF PS
+HMA +P 26,0a 79a 40 05b 16a 05 03¢ 325a 253a 38a
-P 21,5ab 50b 49 10a 1,1b 0,6 05a 19,0 be 150b 23ab
-HMA +P 18,8 b 6,7 ab 56 09a 1,2b 0,6 04b 23,3b 164Db 29ab
-P 183b 37¢ 42 1,1a 08¢ 04 05a 157¢ 72¢ 1,3b

Resultados de ANOVA
HMA E ns ns * * ns i * * *
P ns e ns ns E ns E * * ns
HMA*P ns ns ns ** ns ns ** ns ns ns

TR:A relacién entre la biomasa acumulada por tejidos radicales (R) y aéreos (A).

$Nodulos: Nimero (nodulos planta™); PF: Peso fresco (mg nédulo™); PS: Peso seco (mg nodulo™)

Resultados de ANOVA: * p < 0,05; ** p < 0,01,*** p < 0,001; ns: no significativo

Para cada pardmetro, letras distintas indican diferencias significativas segin test Tukey (p < 0,05).

FR: A relationship between root (R) and aerial (A) accumulated biomass.

§Nodules: Number (nodules plant-1); PF: Fresh weight (mg nodule-1); PS: Dry weight (mg nodule™)

Results of ANOVA: * p <0.05; ** p <0.01, *** p <0.001; ns: non-significant.

For each parameter, different letters indicate significant differences according to the Tukey test (p <0.05).

miento de las simbiosis micorricicas (Deveau &
Labbé, 2016).

Ha sido reportado que distintos cultivos cre-
cidos bajo adecuada provisién de P y otros nu-
trientes manifestaron mejoras en el crecimiento
en presencia de micorrizas, especialmente en le-
guminosas (Plenchette et al., 1983). Para soja
se ha reportado promocién de crecimiento como
respuesta a la inoculacion con cepas individua-
les de HMA ante oferta diferencial de P (Kelly
et al., 2001; Abdel-Fattah et al., 2014). Fernan-
dez et al. (2011) reportaron efectos positivos por
la inoculacion con HMA nativos del centro-norte
de la Provincia de Buenos Aires (Alberti) en plan-
tas de soja, tanto en condiciones de baja como
de media disponibilidad de P en el sustrato. No-
sotros confirmamos los estudios previos, y desta-
camos la importancia de la inoculacién con HMA
nativos de ensayos de larga duracién con mono-
cultivo de soja. Meghvansi et al. (2008) reporta-
ron cierta preferencia en la promocién de creci-
miento de plantas de soja por la inoculacién con
G. intraradices con relacion a la inoculaciéon sim-
ple o combinada con Acaulospora tuberculata
y Gigaspora gigantea. Nosotros inoculamos con
un consorcio de HMA nativos que si bien su con-

formacién de Glomeromycota fue identificada,
desconocemos si una especie de HMA favorecid
mas el crecimiento que otra. Ademas, nuestros
resultados parecen indicar que el suministro de P
proporcionado resultdé en una condicion de sufi-
ciencia del nutriente sin deprimir la colonizacion
ni el beneficio de la simbiosis nativa en soja. Asi-
mismo, otras interacciones benéficas de la mico-
rrizosfera no analizadas en este estudio podrian
haber contribuido a promover el crecimiento ve-
getal cuando la colonizacién micorricica se vio
reducida.

La relacién entre la biomasa de raices y la
biomasa aérea (R:A) fue mayor ante la condicion
—P asi como para la condiciéon -HMA (Tabla 3).
Esto evidencia el diferencial destino de fotoasimi-
lados, el cual demostré haber aumentado hacia
raiz ante deficiencia de P y/o ausencia de HMA,
probablemente para favorecer una mayor explo-
racion del suelo por las raices. La relacion R:A
ha presentado en ocasiones resultados contradic-
torios que han sido compilados en un meta-anali-
sis publicado por Maherali (2014). En ocasiones,
la competencia entre el hongo y la raiz por los fo-
toasimilados podria ser el principal factor respon-
sable de una menor proporcién de peso de raices
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que de drganos aéreos en plantas micorrizadas.
En consecuencia, es probable que ante una baja
oferta de P en el suelo, las plantas asignen mayor
proporcion de la biomasa a los érganos radicales,
lo cual podria traducirse en una mayor relacién
R:A (Ciereszko et al., 1996). En nuestro estu-
dio determinamos que en ausencia de fertiliza-
cién fosforada (-P) la biomasa aérea en presencia
de micorrizas (+HMA) fue 25% mayor a la regis-
trada en el tratamiento -HMA, poniendo de ma-
nifiesto el efecto de compensacién promovido
por la simbiosis en condiciones nutricionales li-
mitantes. Nuestros resultados confirman reportes
previos y ponen en evidencia el efecto benéfico
y significativo colonizaciéon por HMA, aln en con-
diciones no limitantes de nutrientes evidencian-
dose por una mayor relacién R:A asi como por
la promocion de desarrollo de hifas HMA que per-
mitirian una mayor exploracién del suelo.

La concentracion de P en las plantas fue sig-
nificativamente mayor en los tratamientos fertili-
zados que en los tratamientos —P. En la situacion
con +HMA, la concentracién de P en parte aérea
y raices en las plantas que recibieron P fue 14 ve-
ces superior al tratamiento sin aporte de P (Figura
3). Asimismo, en ausencia de micorrizas (-HMA),
la concentracion de P en parte aérea y raices fue
16 y 62 veces superior, respectivamente, en re-
lacién a los tratamientos que no recibieron fertili-

zacion fosforada (Figura 3). Para cada condicién
de P, no se registraron diferencias significativas
en la concentracion de P por la presencia de HMA,
excepto en raices que crecieron en deficiencia
de P y en la condicion +HMA, situacién en que
la concentracién de P triplicd la registrada en la
condicién sin micorrizas (Figura 3d).

La acumulacién de P en las plantas de soja (i.e
para raices y 6rganos aéreos: concentracion de P
x peso de la planta) fue afectada (p< 0,05) por
el suministro de P (P acumulado aéreo= 6,815
y 0,35 mg P planta!; P acumulado raiz= 2,86
y 0,13 mg P planta™, para cada 6rgano valores
corresponden a los promedios de P acumulado
para la condicién +P y —P respectivamente).
En la condicion +HMA, la acumulacién de P
en parte aérea y raices en plantas que recibie-
ron P fue 20 y 10 veces superior al tratamiento
sin aporte de P, respectivamente. Asimismo, en la
condicién —HMA, la acumulacion de P en parte
aérea y raices fue 20 y 77 veces superior en los
tratamientos +P respectivamente a los tratamien-
tos -P (Figura 4). El P acumulado en érganos aé-
reos mostrd resultados marginalmente significati-
vos (p<0,08) en la situacion +P como resultado
de la presencia de HMA (Figura 4a), mientras
que no se detectaron diferencias por la presen-
cia de HMA en la condicién —P (Figura 4b). Para
la acumulacién de P en raices se detectaron re-

Figura 3. Concentracion de P de tejidos aéreos
(ayb)y radicales (cy d) de plantas de soja (60
DDS) crecidas en dos niveles de oferta de P
(+P'y -P) y con o sin propagulos micorricicos
nativos de hongos micorricicos arbusculares
(+HMA, -HMA, respectivamente). Barras
sobre columnas indican error estandar (n=4).

B+ HMA
O- HMA

Asterisco (*) indica, para cada nivel de P,
diferencias estadisticamente significativas
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entre tHMA y -HMA (contrastes ortogonales,
p<0,001).

Figure 3. Phosphorous concentration at aerial
(a, b) and root tissues (c, d) in soybean plants
at 60 DAS growing with two P supply levels
(+P, -P) and with or without indigenous
arbuscular mycorrhizal fungi (+HMA, -HMA,
respectively). The bars indicate standard error
(n=4). Asterisk (*) indicates in each P level
statistically significant differences between
+HMA and -HMA (orthogonal
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Figura 4. Acumulacion de P de tejidos aéreos (a y b) y radicales (c y d) de plantas de soja (60 DDS) crecidas en dos niveles de oferta
de P (+Py-P) y con o sin propagulos micorricicos nativos de hongos micorricicos arbusculares (tHMA, -HMA, respectivamente).
Barras sobre columnas indican error estandar (n=4). Asterisco (*) indica, para cada nivel de P, diferencias estadisticamente
significativas entre +HMA y -HMA. (contrastes ortogonales, p <0,001).

Figure 4. Phosphorous accumulation in aerial (a, b) and root tissues (c, ) in soybean plants (60 DAS) growing with two P supply levels
(+P, -P) and with or without indigenous arbuscular mycorrhizal fungi (+HMA, -HMA, respectively). The bars indicate standard error (n=4).
Asterisk (*) indicates in each P level statistically significant differences between +HMA and -HMA (orthogonal contrasts, p <0.001).

puestas significativas y opuestas seglin la condi-
ciéon de oferta de P e inoculacion con HMA. En la
situacion +P las raices micorrizadas acumularon
30% menos P por planta que las no micorriza-
das (Figura 4c). Contrariamente, ante condicién
—P, las raices micorrizadas acumularon 5,5 veces
mas P que las no micorrizadas (Figura 4d). Las
concentraciones de P halladas en las plantas de la
condicién +P fueron al menos un orden de mag-
nitud superior al promedio de los tratamientos —P
y los valores registrados en este trabajo son simi-
lares a los reportados por otros autores (Fredeen
& Terry, 1988; Lendenmann et al. 2011).

La particién de fotoasimilados es una de las
propiedades mas afectadas por la deficiencia
de P. Cantidades sub-6ptimas del nutriente dis-
minuyen la tasa de fijacion de didxido de carbono
y la expansion de la superficie fotosintética foliar
(Brooks, 1986). La baja concentracion de P en el
citoplasma tiene consecuencias sobre el meta-
bolismo de los azlcares, particularmente en la

fotosintesis, glicélisis y respiracién (Plaxton &
Carswell, 1999). Como consecuencia de la dis-
minucién de la demanda para crecimiento y res-
piracion, los azlcares insolubles, y principalmen-
te el almidén, comienzan a acumularse (Pieters
et al., 2001). En plantas de soja, se ha obser-
vado un incremento en la concentracién de almi-
dén en hojas y raices, mientras que los azlcares
solubles tienden a alojarse principalmente en la
raiz (Fredeen & Terry, 1988). En plantas micorri-
zadas estos patrones de asignacion de carbohi-
dratos se ven modificados por la demanda de C
del hongo (Graham et al., 1997). Por lo general,
la presencia de micorrizas estd correlacionada
con una reduccién en la concentraciéon de hidra-
tos de carbono solubles, mientras que el efecto
sobre los azlcares insolubles puede o no ser de-
tectado (Douds et al., 2000).

En ambientes con bajos niveles de P disponi-
ble, el efecto inmediato de la micorrizacién es una
mejora en la nutricion de las plantas (Smith &
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Read, 2010). En nuestro estudio la particion
de fotoasimilados se analizd luego de la cuanti-
ficacién de azlcares solubles e insolubles en 6r-
ganos aéreos y radicales de la planta. Nuestros
resultados confirmarian parcialmente la observa-
ciéon de Smith & Read (2010), dado que el efecto
promotor por la formacién de micorrizas en los
tratamientos sin suministro de P se manifestd con
aumentos significativos de la concentracion y acu-
mulaciéon de P en las raices (Figuras 3d y 4d),
en el peso aéreo y en el peso de nédulos, incre-
mentando también de manera marginal la altura
de las plantas y el nimero de nédulos (Tabla 3).
En cuanto a la concentracién de azlcares solubles
del tejido foliar, se observ6 una interaccion signi-
ficativa (p < 0,05) entre HMA*P, mientras en las
raices se hallaron diferencias altamente significa-
tivas en respuesta a P (p < 0,001) y también
significativas en respuesta a la condicién HMA
(Tabla 4). En concordancia con lo reportado por
otros autores (Douds et al., 2000; Graham et al.,
1997), en +HMA +P se obtuvo la menor con-
centracion de azlcares solubles tanto en tejido
foliar como en raices. En ausencia de limitantes
nutricionales (+P) en plantas micorrizadas se es-

timularia la fotosintesis asi como la demanda
de carbohidratos rapidamente asimilables con
destino hacia la raiz para el mantenimiento
de la simbiosis micorricica; ésto podria mani-
festarse como una merma en la concentracién
de azlcares solubles en la parte aérea (Jak-
obsen, 1995). En nuestro estudio las plantas
de soja con limitaciones de P y en ausencia
de micorrizas (-HMA -P) presentaron elevada
concentracion de azlcares solubles en la raiz
y bajo nivel de azlcares insolubles (almidén)
en hojas (Tabla 4). En esta condicion, el au-
mento de la concentracion de azlcares inso-
lubles podria deberse a disminuciones del cre-
cimiento de la planta. Asimismo, la mayor
concentracion de azlcares solubles en raiz po-
dria explicarse por la movilizacion de los azu-
cares hacia dicho érgano para favorecer su de-
sarrollo e incrementar la exploracién del suelo
como una estrategia de subsanar el déficit de P
(Douds et al., 2000), asi como para garanti-
zar el mantenimiento de la simbiosis micorrici-
ca. En las condiciones -P +HMA y +P -HMA
el contenido de azlcares solubles e insolubles
tanto en hojas como raices no fue diferente

Tabla 4. Concentracion de aziicares (Az.) solubles e insolubles en parte aérea fresca (PF) y raices de plantas de soja (60 DDS)
crecidas en dos niveles de oferta de P (+P y -P) y con o sin propagulos micorricicos nativos de hongos micorricicos arbusculares
(+HMA, -HMA, respectivamente). Se muestran los valores medios y los resultados de ANOVA.

Table 4. Soluble and insoluble sugars (Az.) in fresh (PF) aerial and root soybean tissue (60 DAS) growing with two P supply levels
(+P, -P) and with or without indigenous arbuscular mycorrhizal fungi (tHMA, -HMA, respectively). Mean values and ANOVA

results are shown.
. Az. Solubles Az. Insolubles SiI8
Tratamientos
Aéreo Raiz Aéreo Raiz Aéreo Raiz
ugmg" PF

+P 86b 42c 135a 12,1 06b 04

+HMA
-P 123a 5,7 ab 121a 13,9 1,0b 04
-HMA +P 132a 51b 132a 129 1,0b 0,4
-P 118a 64a 83b 15,3 14a 0,4

Resultados de ANOVA

HMA * * * ns * ns
P ns * * ns * ns
HMA*P * Ns ns ns ns ns

$ Relaci6n entre la concentracion de aziicares solubles y almidén
Resultados de ANOVA: *p < 0,05; ** p < 0,001; ns: no significativo

Letras distintas indican diferencias significativas segin test Tukey (p < 0,05)

S Relationship between soluble sugars and starch concentrations
Results of ANOVA: *. p <0.05; ** P <0.001; ns: non-significant

Different letters indicate significant differences according to the Tukey test (p < 0.05)
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(Tabla 4), lo que permitiria inferir que la pre-
sencia de micorrizas en condiciones de déficit
de P podria haber promovido una asignacion
de fotoasimilados compensando el nivel alcan-
zado por una planta que crecid sin deficiencias
del nutriente. En general, nuestros resultados
corroboran la importancia del P en el metabo-
lismo de los azlcares y el efecto de las mico-
rrizas en cuanto a su demanda desde la raiz.

La dependencia micorricica (DM) es un indice
propuesto por Plenchette et al. (1983) para esti-
mar el grado de respuesta de una planta a la pre-
sencia de micorrizas. Valores mayores que cero
indican una mejor performance de la plantaen la
condicién +HMA en comparacién con la condi-
cién —-HMA. Nuestros resultados indican que los
tejidos radicales tuvieron una mayor respuesta a la
micorrizacion que los aéreos y que la respuesta fue

Peso Fresco

Figura 5. Dependencia micorricica (%) de

g 0-p plantas de soja (60 DDS) ante dos niveles de
' i oferta fosforada (+P y -P). Concentracion
Aéreo m+P 4
de P (mg.g-1) y acumulacién de P (mg.
Raiz * pl-1) en parte aérea y raices; suma de
A+R " acumulacion de P en las fracciones aéreas
RA ——— y radicales (A+R). Barras corresponden al
error estdndar. Asteriscos (*) representan
, P Suco diferencias estadisticamente significativas
P entre condicion de fertilizacion (ANOVA,
Raiz * p<0,05).
AR Figure 5. Mycorrhizal dependence (%)
RA of soybean plants at 60 DAS under two
- levels of phosphorus supply (+ P and -P); P
— concentration (mg g-1) and P accumulation
_ - (mg.pl-1) in aerial and roots tissues; Sum
Raiz conc.

Aéreo acum

of P accumulated in aerial part and roots
(A +R). Bars indicate standard error.

* E
* t
-50 -25 0 29 50

Dependencia micorricica (%)

Raiz acum 3 Asterisks (*) indicate statistically significant
SR, differences between P supply condition
- ‘ ' ‘ (ANOVA, p <0.05).
-100  -75 75 100
Dependencia micorricica (%)
P —— Osp Figura 6. Depenfiencia micorri.cica (%)
' de plantas de soja (60 DDS) bajo dos
AReoton. % e niveles de oferta fosforada (+P y -P).
‘ Az(cares solubles e insolubles en parte
Raiz conc aérea y raices. Las barras corresponden al
error estandar. Asteriscos (*) representan
- diferencias estadisticamente significativas
Almidon ., .,
) entre condicion de fertilizacion (ANOVA,
Aéreo conc. % p<0’05).
- Figure 6. Mycorrhizal dependence (%) in
alZz conc
soybean plants at 60 DAS under two levels
(+P and -P) of phosphorus supply: Soluble
St nlnbion and insoluble sugars in aerial and roots
—_— tissues. The bars correspond to the standard
error. Asterisks (*) indicate statistically
Kireo significant differences between P supply
, ; : ‘ ' ' : : . condition (ANOVA, p<0,05).
-100 -75 -50 -25 0 25 50 75 100
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afectada significativamente por la oferta de P En este
sentido, tanto el peso, como la concentracién y acu-
mulacién de P de raices tuvieron DM positiva en la
condicién —P, y negativa en +P (Figura 5). Este re-
sultado corrobora el rol de las micorrizas para las
leguminosas en términos de la particion de biomasa
y nutrientes, independientemente de la oferta de P
(Safir et al., 1972; Fredeen & Terry, 1988). La DM
negativa en la concentracion de azlcares solubles
e insolubles en la condicién +P, y en la relacion
de azlcares S:| en hojas, en ambas ofertas de P (+P
y —P) (Figura 6), puede atribuirse directamente a la
demanda de C por parte del hongo (Tinker et al.,
1994). Es decir, es un indicador de la presencia
de la simbiosis incluso en la situacién de mayor su-
ministro de P

CONCLUSIONES

A partir de suelo proveniente de historial
de monocultivo de soja, en este trabajo se confir-
mo la presencia de propagulos de HMA capaces
de colonizar raices de soja y favorecer su creci-
miento aun cuando la oferta de P no fue limi-
tante. En +P +HMA, las plantas mostraron una
respuesta positiva a la micorrizaciéon en su cre-
cimiento aéreo, pero estas no absorbieron mas
P que las de la condicion —HMA. La fertilizacion
con P generé una disminucién de la produccién
extraradical de hifas y en la viabilidad de las es-
tructuras fangicas. Sin embargo, la demanda
de azlcares de la simbiosis micorricica demos-
tré no haber generado depresion del crecimiento
ni efectos negativos en la planta. Las plantas que
crecieron en -P -HMA no fueron las de mejor per-
formance, resaltando la importancia de favorecer
practicas de manejo que, combinadas con la fer-
tilizacion, favorezcan el mantenimiento de po-
blaciones de HMA nativas que pueden contribuir
a un uso mas eficiente de la fertilidad del suelo
y favorecer el crecimiento vegetal.
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