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RESUMEN

En la region pampeana, el P posee disponibilidad restringida debido al proceso de
agotamiento que sufridé luego de afios de agricultura sin reposicion. Para satisfacer los
requerimientos nutricionales, se aplican fertilizantes fosfatados que pueden presentar
consecuencias indeseadas al medio ambiente. Para lograr una agricultura sustentable, se
investigan la habilidad de diferentes microorganismos de proveer P a los cultivos. Entre estos
se encuentran los hongos DSE.

Primeramente, se estudio los cambios en las fracciones del Pi de dos suelos en una situacion
puntual de la region pampeana, un Hapludol tipico agriculturizado y otro pristino. El P-Ca
disminuy6 en términos absolutos y relativos y el P-Al y P-Fe aumentaron. Sin embargo, la
proporcion de estas Ultimas fracciones fue afectada por cambios en el Po y P-Res. Si el
presente hallazgo pudiera ser generalizado, indicaria una modificacion de las fracciones de
P para los suelos agriculturizados de la region.

En segundo lugar, se estudio el efecto de algunas cepas de hongos DSE sobre las fracciones
del Pi en dos suelos con distintas historias de uso. Los hongos DSE presentaron diferente
potencial para solubilizar las fracciones del Pi. El hongo Setosphaeria rostrata (G1A) tuvo
el mejor rendimiento global, validando la hipotesis planteada.

En tercer lugar, se investigd los efectos de los DSE sobre la provision de P al Sorghum
bicolor, comparandolo con un hongo comercializado como solubilizador de fosforo y
también, el efecto de la co-inoculacion de los DSE con ese hongo comercial. Se trabajé con
un suelo acido y otro alcalino, en condiciones distintas de crecimiento (luz y temperatura)
dadas por el invernaculo utilizado. El efecto de los hongos fue similar en los sustratos
utilizados con ambos suelos. Curvularia sp. (G1B) y Ophiosphaerella sp. (15-2) fueron los

hongos que presentaron los mejores resultados.
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ABSTRACT

In the Pampas region, the P has restricted availability due to the depletion process that it
suffered after years of agriculture without replacement. To meet the nutritional requirements,
phosphate fertilizers are applied, and may present undesirable consequences to the
environment. To achieve sustainable agriculture, the ability of different microorganisms to
provide P to crops are investigated. Among these are DSE fungi.

First, we studied the changes in the fractions of the Pi of two soils in a specific situation in
the Pampas region, a typical agricultural and pristine Hapludoll. P-Ca decreased in absolute
and relative terms and P-Al and P-Fe increased. However, the proportion of these latter
fractions was affected by changes in the Po and P-Res. If the present finding could be
generalized, it would indicate a modification of the P fractions for agricultural soils in the
region.

Secondly, the effect of some strains of DSE fungi on Pi fractions on two soils with different
use histories were studied. DSE fungi presented different potential to solubilize the Pi
fractions. The fungus Setosphaeria rostrata (G1A) had the best overall yield, validating the
hypothesis.

Third, the effects of DSE on the provision of P to Sorghum bicolor were investigated,
comparing it with a commercial fungus sold as phosphorus solubilizer and also, the effect of
co-inoculation of DSE with that commercial fungus using an acidic and alkaline substrate, in
different growing conditions (light and temperature) given by the greenhouse conditions. The
effects of fungi were similar in both substrates. Curvularia sp. (G1B). and Ophiosphaerella
sp. (15-2) were the fungi that presented the best results.

Key words: Phosphorus, phosphorus fractionation, solubilization, DSE, agriculture,
cultivated soil, pristine soil, P fractions, co-inoculation.
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CAPITULO 1

Introduccion y antecedentes



1.1 El fosforo en el suelo

El fésforo (P) es uno de los elementos esenciales para el crecimiento y desarrollo de las
plantas que, como consecuencia de una creciente produccion agraria, esta recibiendo mayor
atencion a nivel global. Una caracteristica importante de este nutriente es su baja
disponibilidad para los cultivos, debido a la gran insolubilidad de muchas de sus sales y su
lenta difusion, elevada capacidad de adsorcién y precipitacién en los suelos. Como
consecuencia, el P siempre es un factor limitante para el crecimiento de los cultivos (Bieleski
1973; Lavado 2009). La aplicacion de fertilizantes de P a los suelos ha contribuido
significativamente al incremento en la produccion de alimentos, aumentando el contenido de
P, especialmente las fracciones disponibles, en los suelos (Sharpley y Smith 1985). Sin
embargo, en las Gltimas décadas, debido a diferentes factores, incluyendo précticas
inadecuadas de fertilizacién, se han extendido algunos efectos ambientales negativos (Sims
y Kleiman 2005). Por esa razén, un objetivo de la agricultura es mantener un nivel 6ptimo
de P en la rizosfera, maximizar la eficiencia de absorcion radical y reducir los riesgos
ambientales. Para ello es necesario la optimizacién del manejo del P, mejorando la eficiencia
en su uso, y de esta manera, reducir el consumo de fertilizantes.

El P se encuentra presente en el suelo en formas organicas e inorganicas. Estas, se diferencian
por su comportamiento y destino en el suelo (Hansen et al. 2004; Turner et al. 2007) y
constituyen su reserva de P, en la forma de las fracciones de P 1abil y no 1abil. El ciclo del P
estd regulado geoquimicamente, y se encuentra influenciado fuertemente por la naturaleza
de los compuestos organicos e inorganicos presentes en la fase sélida del suelo, el grado de
la actividad bioldgica y la quimica de la solucion del suelo (pH, fuerza idnica, potencial
redox), y varios factores medioambientales como la humedad y temperatura del suelo

(Pierzynski et al. 2005). La concentracion total de P en el suelo es baja y una fraccion ain
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mas pequerfia de ésta se encuentra en la solucidn y disponible para las plantas. La entrada del
P desde la atmoésfera es casi nula y en sistemas agrarios, las plantas toman P de la solucion
del suelo, y lo exportan con las cosechas. El P también puede perderse fundamentalmente
por escurrimiento (P soluble) y erosion (P particulado), causando, entre otros problemas,
contaminacion de las aguas superficiales, en lo que se denomina eutrofizacion de sistemas
acuaticos (Sims y Kleiman 2005; Zubillaga y Lavado 2016).

En general, el contenido de fosforo en los suelos es mayor en los horizontes superficiales que
en los horizontes profundos. El P es absorbido por las raices, se transporta a distintas partes
de la planta y retorna al suelo en los residuos vegetales, luego de la muerte de ésta. Este
proceso, que se prolonga por varias escalas de tiempo, es también, una de las formas de
incorporacion de materia organica al suelo (Pierzynski et al. 2005).

1.2. El fosforo orgéanico

El fosforo organico (Po) es el P unido a diferentes formas del carbono. En general, el Po
proviene de residuos de plantas y, en menor medida, animales, y de los microorganismos del
suelo. Las plantas y los microorganismos absorben el ortofosfato de la solucion del suelo,
que posteriormente se une a estructuras de carbono por procesos de fosforilacion, a través de
numerosos procesos bioquimicos. El Po, por lo general, suele constituir entre el 30-65% del
fésforo total del suelo (Harrison 1987), y existe como formas estables de fosfatos (unién C-
O-P) y fosfonatos (union C-P). Entre los principales compuestos se incluyen fosfatos de
inositol, mononucleotidos, fosfatos de azdcar, fosfoproteinas, fosfolipidos, acidos nucleicos
y fitatos. (Turner et al. 2004; Condron et al. 2005). El Po del suelo puede ser liberado
mediante procesos de mineralizacion llevados a cabo por enzimas extracelulares secretadas

por microorganismos del suelo y por las raices de las plantas. Estos procesos son afectados
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por la humedad y el pH del suelo, la temperatura, y el potencial redox (Shen et al. 2005). Los
procesos bioldgicos del ambiente edafico, como la actividad microbiana, tienden a controlar
la mineralizacion e inmovilizacion del Po. Las transformaciones del Po son importantes
porque determinan parte de la disponibilidad total del P, que también posee influencia en la
productividad de los ecosistemas. En este sentido, varios estudios han demostrado que las
distintas formas del Po en el suelo contribuyen de manera significativa a la nutricion de las

plantas (Condron et al. 2005).

1.3 El fésforo inorganico

Las formas inorganicas del P (Pi) en general son una mezcla de cristales y precipitados
amorfos de fosfatos de calcio, aluminio y hierro, entre otros. Estos minerales varian en su
solubilidad y, por lo tanto, en su capacidad de suministrar P a la solucion del suelo. El fosfato
de calcio es, en general, mas soluble que el fosfato de aluminio y este mas soluble que el
fosfato de hierro. Los productos de solubilidad de estos fosfatos, expresados como pKsp, son:
PCa pKsp: 6-14; PAI pKsp: 28-32; PFe pKsp: 33-35 (McLean 1976), aunque estos valores
son dependientes de las condiciones con las que fueron realizadas las determinaciones. Los
factores que influyen en la solubilidad de P en estos minerales son: el pH, las concentraciones
de Al, Fe, Cay Mg, el comportamiento de las particulas coloidales y la humedad del suelo
(Pierzynski et al. 2005). El Pi suele constituir entre el 35-70% del fdésforo total del suelo
(Harrison 1987). El predominio de cada fosfato esta determinado por las caracteristicas de la
roca madre y de los procesos pedogenéticos del suelo (Sims y Sharpley 2005). En la region
pampeana prevalecen los fosfatos de calcio (alrededor del 60% del total), con menores
proporciones de fosfatos de hierro y aluminio, volviéndose estos Gltimos predominantes

hacia el norte del pais (Barreiray Lopez Dominguez 1970; Culot y Bolafio 1970, Conti et al.
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1977). Esta informacion coincide con el conocimiento clésico que sostiene que la proporcion
de fosfatos varia con el grado de meteorizacién del suelo y que los fosfatos de aluminio y
hierro predominan en oxisoles y ultisoles (Alvarez y Rubio 2010).

Con el objetivo de satisfacer la demanda de P y reponer lo extraido por las cosechas, evitando
asi, su agotamiento de los suelos (Lavado y Taboada 2009), los productores aplican
fertilizantes fosfatados de un variado grado de solubilidad al suelo. El fertilizante fosfatado
aplicado al suelo, que no es absorbido en el corto plazo por las raices, tiende a precipitar con
los componentes del suelo. En determinadas circunstancias, tales como saturacion de los
sitios de retencion, escurrimiento y aplicaciones de fertilizantes en superficie, los fosfatos
solubles tienden a movilizarse fuera del sitio de aplicacion. Este proceso generalmente ocurre
siguiendo la pendiente del terreno. Ambos procesos generan una disminucién en la eficiencia
de la fertilizacién (Deubel y Merbach 2005; Sims y Sharpley 2005), causando pérdidas
econdmicas y, a la vez, problemas ambientales, especialmente la eutrofizacion de los cuerpos
de agua (Zubillaga y Lavado 2016).

1.4 Uso de microorganismos en el manejo del P

Para enfrentar los problemas derivados del uso de fertilizantes fosfatados, se han desarrollado
diferentes estrategias para proveer P a los cultivos, reduciendo el consumo de fertilizantes.
Una de ellas es la utilizacion de microorganismos que participan en los procesos de
transformacion del P del suelo. La mayoria de las investigaciones se han enfocado en la
solubilizacion de P mediados por bacterias (Mehta y Nautiyal 2001) u hongos. Entre estos
ultimos, se encuentran diferentes tipos de hongos formadores de micorrizas y hongos
filamentosos (Bethlenfalvay et al. 1997; Cardoso y Kuyper 2006; Richardson et al. 2009).

Las micorrizas pueden aumentar la capacidad de las plantas para adquirir fosforo del suelo a
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través de varios mecanismos: (1) aumento del crecimiento radical a través de una extension
de raices existentes (por ejemplo, asociaciones con micorrizas) o mediante estimulacion
hormonal del crecimiento de la raiz, ramificacion o desarrollo de tricomas radiculares
(Richardson et al. 2009a; Hayat et al. 2010), (2) alteracion de los equilibrios de sorcién que
pueden dar como resultado una mayor transferencia de iones ortofosfato desde la solucion
del suelo o facilitar la movilidad del Po. Esto ocurre en forma directa o indirecta a través de
la accion microbiana (Seeling y Zasoski 1993) y (3) la induccion de procesos metabdlicos,
que son efectivos para solubilizar y mineralizar directamente el Po o Pi del suelo poco
disponibles (Richardson et al. 2009). Esto incluye el flujo de protones y aniones organicos,
la produccion de sideroforos, la liberacion de fosfatasas y enzimas celuloliticas requeridas
para la liberacion del Po o la mineralizacion de residuos organicos y materia organica,
respectivamente (Ryan et al. 2001).

El crecimiento de los hongos generalmente esta favorecido en condiciones acidas (Aciego y
Brookes 2009) pero los hongos solubilizadores de P son capaces no solo de desarrollarse en
condiciones &cidas sino también de utilizar la acidificacion como un mecanismo para
incrementar la disponibilidad de P a partir de fosfatos insolubles del suelo o fertilizantes
fosfatados insolubles (Narsian y Patel 2000; Aciego y Brookes 2009). Muchos autores han
encontrado correlacién entre la disminucion del pH y un incremento en la solubilizacion del
P (Thomas 1985; Pandey et al. 2008; Xiao et al. 2009; Rinu y Pandey 2010, Spagnoletti et
al. 2017). Por lo tanto, los hongos son capaces de incrementar la disponibilidad de P para las
plantas (Jain et al. 2010) y, en consecuencia, se puede reducir las dosis de fertilizantes
fosfatados solubles aplicados a los cultivos o permitir el uso de rocas fosfatadas insolubles,
sin procesar. Algunos resultados sugieren que estos aportes y mejoras no se deben

unicamente a la nutricién fosfatada de las plantas sino a otros procesos de formacion del
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rendimiento (Kucey 1989), por ejemplo, la produccidon de precursores de hormonas vegetales
que estimularian el crecimiento de las plantas (Whitelaw et al. 1999).

1.5 Hongos endofitos septados oscuros (DSE)

Los enddfitos septados oscuros (DSE, del inglés Dark Septate Endophytes) son un grupo de
hongos capaces de colonizar raices de las plantas estableciendo un amplio rango de relaciones
simbidticas con las plantas que los hospedan (Mandyam y Jumpponen 2005). Son un grupo
heterogéneo de hongos ascomicetes conidiales o estériles con hifas tabicadas y
microesclerocios (agregacion de células, de pared gruesa, densamente compactadas)
(Jumpponeny Trappe 1998). Se ha demostrado que los DSE forman asociaciones mutualistas
con las plantas hospedadoras y pueden funcionar como sustitutos o complementos de las
micorrizas en ambientes bajo diferentes estreses (Beauchamp et al. 2005; Schulz y Boyle
2005; Weishampel y Bedford 2006; Usuki y Narisawa 2007). Los hongos DSE han sido
observados en familias de plantas con diferentes estrategias de supervivencia, por lo tanto,
poseen poca 0 ninguna especificidad con el hospedante. Se encuentran comdnmente en
ambientes con algun tipo de estrés abidtico como suelos de ambientes &ridos, salinos o
contaminados (Zhang et al. 2017). El contenido de melanina que poseen sus paredes celulares
podria explicar la tolerancia que presentan a estos ambientes (Ban et al. 2012). Se han
identificado cepas de hongos DSE aisladas de diversas regiones del mundo, lo cual sugiere
una distribucién global de estos microorganismos. Debido a la poca especificidad para
hospedarse, se propuso que los hongos DSE cumplen un rol muy importante en los
ecosistemas (Jumpponen y Trappe 1998). Los estudios focalizados a la interaccion en el
sistema raiz y sus asociaciones con hongos endéfitos han mostrado que estos contribuyen a

la supervivencia de las plantas, determina su éxito ecoldgico, y modifican drasticamente las
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comunidades vegetales y redes troficas relacionadas en ambientes de estrés (Selosse et al.
2004).

Estos hongos pueden crecer de forma biotréfica y saprofitica, y dada a su gran heterogeneidad
son capaces de producir diferentes efectos en su huésped (Mandyam et al. 2012). La habilidad
de estos hongos en disolver fosfatos del suelo es poco conocida. Los mecanismos que
desencadenan los procesos de solubilizacién de fosfatos que utilizan son la liberacién de
varios acidos organicos, como el citrico, oxalico, méalico y gluconico, liberacion de las
enzimas, como las lipasas, amilasas, proteasas, celulasas y ligninasas (Mandyam y
Jumpponen 2008); y sustancias quelantes (Alam et al. 2002; Chuang et al. 2007; Dighton
2007).

1.6 Molisoles y cultivo de sorgo de la Region Pampeana

Alrededor del 32% del territorio argentino se encuentra ocupado por Molisoles. La mayor
parte de éstos se ubican en la Region Pampeana y representan los suelos mas fértiles y
productivos del pais (Duggan y Rodriguez 2016). Los suelos de la Region Chaco-Pampeana
se originaron a partir de sedimentos tipo loéssicos, provenientes de andesitas y rocas
basélticas ubicadas al norte de la Patagonia y en areas pedemontanas de los Andes, en la
provincia de Mendoza. En términos generales se acepta que, los sedimentos pampeanos son
mineraldgicamente homogéneos con dominancia de illitas (Rubio et al. 2018).

A pesar de la elevada fertilidad original de los suelos pampeanos agricolas, asociada al
material original y la vegetacion de pastizal, actualmente los suelos agricolas presentan
deficiencias generalizadas de varios nutrientes esenciales, principalmente de N, P y S. Del
mismo modo, se han reportado deficiencias de algunos micronutrientes como Zn y B en

algunas regiones (Prystupa et al. 2012). En la region también se encuentran suelos afectados
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por sales, que incluyen principalmente, pero no Unicamente, a los suelos sodicos o alcalinos.
La influencia del sodio sobre las propiedades del suelo y, sobre las plantas, es muy més
compleja y estd determinada, en principio, por los fendbmenos de hinchamiento, dispersion
de las arcillas y destruccion de coloides. Estos fendmenos generan problemas de reduccion
de la tasa de infiltracion y la conductividad hidréulica, que afectan el normal crecimiento
radical y problemas fisiolégicos en las plantas en general. (Lavado y Taboada 2017).

Entre los principales cultivos de la region pampeana se encuentra el sorgo (Sorghum bicolor
L. Moench). Se trata de una de las principales gramineas cultivadas a nivel mundial, cuyo
destino de mayor importancia es el consumo humano y animal. Es un cultivo de origen
tropical que se adapta muy bien a regiones semiaridas, a climas calidos y secos donde resulta
dificil cultivar otros cereales. A nivel mundial ocupa el cuarto lugar en produccion entre los
cereales y el quinto en términos de &rea sembrada luego del trigo, arroz, maiz y cebada. Es
un cereal exportado por Argentina, que ocupa el séptimo lugar en el ranking de produccion
mundial. El sorgo posee multiples usos ademas de alimento, entre ellos produccién de alcohol
y biocombustibles. Este cereal constituye un valioso alimento de subsistencia para los paises
més pobres de Africay Asia (FAO 2014).

Justificacion

La agricultura de la region pampeana, y en la Argentina en general, fue y sigue siendo,
extractiva, por lo que los suelos se fueron empobreciendo en P. Pero, ese agotamiento se
manifesto en mayor proporcion en las fracciones mas disponibles, permaneciendo en el suelo
las fracciones organicas e inorganicas mas insolubles (Vazquez et al. 1991). Es decir, que
este proceso redujo la concentracion de P total en el suelo y a su vez, el P remanente resulta

cada vez menos disponible. Este fendmeno de agudo agotamiento del nutriente tomd estado
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publico a partir de 1980 (Darwich 1980; Vazquez et al. 1991; Urricariet y Lavado 1999).
Para enfrentar este problema, los productores usualmente aplican fertilizantes fosfatados muy
solubles (fosfatos de amonio, superfosfatos y otros) y en menor proporcion fosfatos de baja
solubilidad, como las rocas fosféricas (Rodriguez 2016). La liberacion progresiva del P se
encuentra relacionada con la insolubilidad del mineral en agua (Gowariker et al. 2009). La
velocidad de disolucién de los fertilizantes en el suelo se encuentra regulada por diferentes
factores edéaficos y factores ambientales, asi como caracteristicas de los fertilizantes (Chien
et al. 2009). El uso de hongos que contribuyan a solubilizar o reducir la insolubilizacion de
fosfatos, puede ser una importante contribucién para: reducir el consumo al mejorar la
eficiencia en la fertilizacion y a la vez reducir sus riesgos ambientales.

Objetivo General

Evaluar los cambios en las fracciones de P y el comportamiento de hongos DSE con habilidad
comprobada de acuerdo a resultados previos en solubilizar sales puras de fosfatos de calcio,
aluminio y hierro, para solubilizar fosfatos y analizar su efecto sobre la absorcion de P por

un cultivo como el sorgo.
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CAPITULO 2

Cambios en las fracciones de fosforo del
suelo causado por la agricultura sin
reposicion de nutrientes.



2.1 Introduccion

Desde los inicios de la ciencia del suelo, se ha reconocido que el P en el medio edafico forma
parte de una compleja mezcla de diferentes compuestos orgéanicos (Po) e inorganicos (Pi). El
Pi se encuentra presente en el suelo formando parte de una mezcla de compuestos amorfos y
cristalinos de fosfatos de calcio (Ca), aluminio (Al) y hierro (Fe), incluyendo los fosfatos
adsorbidos y precipitados en superficie coloidales. EI Po comprende principalmente fosfatos
de inositol, fosfolipidos, acidos nucleicos y fitatos entre otros (Pierzinki et al. 2005).

El conocimiento de las diferentes formas del P en el suelo es necesario para comprender la
quimica de este nutriente y su dindmica en el medio ambiente. Es por eso que desde los
comienzos del siglo XX se estudio el fraccionamiento del Pi. A mediados de la década de
1950 se publicé una metodologia de extraccion secuencial del Pi utilizando diferentes
solventes (Chang y Jackson 1957). Esta metodologia proveyé una primera descripcion del P
del suelo y su relacién con otros componentes del suelo. Este método de extraccion
secuencial extrae el P 14bil, el P unido al Ca, unido al Al, al Fe y el denominado P residual.
Sin embargo, debido a sus limitaciones, diferentes autores han realizado modificaciones con
el propo6sito de mejorar/optimizar el método (Sparks et al. 1996).

Por otro lado, a mediados de la década de 1980 la mirada sobre las distintas fracciones de P
del suelo sufri6 un cambio, centrdndose mas en la labilidad del nutriente que en su
composicion quimica (Hedley et al. 1982; Pierzinki et al. 2005; Sharpley y Smith 1985). Las
formas de P labil comprenden desde la que se encuentra en solucion del suelo y las que se
encuentran débilmente adsorbidos a las particulas del suelo, siendo esta fraccion la que se
encuentra directamente disponible para la planta (Costa et al. 2015). Utilizando esas
metodologias, se establecio que la extraccidn de P por los cultivos sin la reposicion adecuada

del nutriente causa no solo una disminucién de la concentracién del P del suelo sino también
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el incremento relativo de las formas menos disponibles del P remanente. Inversamente,
cuando se fertiliza y exceden los requerimientos de P de los cultivos se incrementan las
fracciones biodisponibles. Estas fracciones pasan a integrar las porciones més insolubles con
el paso del tiempo (Tiessen et al. 1983; Sharpley y Smith 1985), lo que produce cambios en
la labilidad de las fracciones de P en el suelo (Verma et al. 2004).

Una de las regiones del mundo donde la produccion comercial de cultivos fue llevada a cabo
apoyandose basicamente en la fertilidad natural del suelo fue la Region Pampeana. La
agricultura empezo a finales del siglo XIX, y lentamente la produccion se extendié por toda
la region hasta ser, finalmente, la actividad dominante. La produccion agricola fue sostenida
principalmente por la alta fertilidad inicial de los suelos, en su mayoria Argiudoles y
Hapludoles (Lavado y Taboada 2009; Rubio et al. 2018). Una consecuencia fue que el
carbono organico y el nitrégeno total disminuyeron entre 30 y 50% comparado con su valor
inicial (Vazquez et al. 1990, Urricariet y Lavado 1999, Alvarez 2001). Por otro lado, este
manejo sin reposicion de nutrientes del suelo llevé a una caida en la concentracion del P
(Darwich 1980; Lavado y Taboada 2009; Urricariet y Lavado 2001). Recién a principios de
la década de 1990 comenz la fertilizacion en escala masiva. La aplicacion de nutrientes es
ahora una practica comun, pero la media de aplicacion de fertilizantes ain es baja, y la
exportacién de nutrientes, debido a la agricultura, excede la entrada de nutrientes al suelo. Al
presente, la fertilizacion restaura sélo alrededor del 39% del P removido por los cultivos en
la region (Cruzate y Casas 2017).

El fraccionamiento del P del suelo en la region Pampeana, ha sido estudiado hace varios afios,
utilizando el criterio de Chang y Jackson y en esos trabajos pioneros se encontrd, una
predominancia del P unido al Ca (Barreiray Lépez Dominguez 1970; Conti et al. 1976; Culot

y Bolafio 1970). Estos resultados resultan coherentes con el material parental (sedimentos
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loéssicos) y el tipo de procesos pedogenéticos de esos suelos (Pierzynski et al. 2005). EI P
unido al Al y Fe tienden a incrementarse hacia el norte de Argentina, donde predominan
suelos mas acidos (Fernandez Lopez et al. 2006). Posteriormente, el Pi fue estudiado
utilizando la metodologia de Hedley et al. (Vazquez et al. 1991). Estos autores confirmaron
localmente que las formas mas labiles de P disminuian, incrementandose proporcionalmente
las formas menos labiles cuando se desarrolla agricultura sin reposicion de nutrientes, en este

caso P.

Hipotesis: EI agotamiento del fosforo en el suelo cultivado afecta principalmente al P ligado
al calcio, disminuyéndolo y, como consecuencia, se produce un aumento proporcional de las

fracciones de fosfatos de Al y Fe.

Objetivo: Determinar en qué medida la agricultura sin reposicion adecuada de P, modificd

las fracciones de P del suelo, estudiando un suelo cultivado y otro pristino.

2.2 Materiales y Métodos

El muestreo se realiz6 en un establecimiento cercano a la ciudad de Junin provincia de
Buenos Aires, Argentina (-34.585; -60.9589). El suelo es, segin la USDA Soil Taxonomy
version 2006, un Hapludol tipico serie Junin, Limosa gruesa; mixta, térmica (INTA, 2018).

Las principales caracteristicas del suelo se indican en el Cuadro 2.1.

Por mas de 100 afios la produccion ganadera fue la actividad principal de la zona y del
establecimiento, en particular. La alimentacion del ganado se basaba en el “campo natural”
(remanente del pastizal original, con marcados cambios en la vegetacion). También se
sembraba alfalfa, y se producian cultivos periédicamente, principalmente maiz. La

frecuencia de cultivos se increment6 a partir de la década de 1970; posteriormente a partir de
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la década de 1990, se cultivaron en el establecimiento, en forma continua, principalmente
soja, maiz y cebada. En los ultimos afios el maiz se fertiliz6 con urea, la soja con superfosfato

simple y la cebada no recibid fertilizacion alguna.

Cuadro 2.1. Caracteristicas del perfil representativo del Hapludol serie Junin (INTA

2018).

Horizontes Ap A Bw BC C
Profundidad (cm) 0-16 16-30 30-70 70-126 126-150
Carbono Organico (%) 1,15 1,03 0,91 0,16 0,10
Nitrogeno total (%) 0,113 0,103 0,092 NA NA
Relacion C/N 10 10 10 NA NA
Arcilla < 2 pu (%) 15,2 16,3 16,3 11,8 11,3
Limo 2-50 p (%) 26,3 25,0 24,4 21,6 21,5
Arena 50-2000 p (%) 58,5 58,7 59,3 66,6 67,2
pH en pasta 5,6 5,9 6,2 6,5 6,8
pH H20 1:2.5 6,1 6,4 7,3 75 7,9
Ca inter. meq./100g 9,2 9,9 9,0 8,4 6,6
Mg inter. meq./100g 1,7 1,5 2,2 2,5 3,6
Na inter. eq./100g 0,4 0,5 0,5 0,5 0,5
K inter. meq./100g 1,2 1,3 0,6 0,6 0,8
H inter. meq./100g 4,5 4,7 2,7 1,9 1,6
CIC meq./100g 14,2 14,8 12,6 11,7 10,8

Se tomaron seis muestras dentro de parcelas cultivadas, que representaron al suelo bajo
agricultura, (el suelo cultivado) y otras seis tomadas en un area no cultivada rodeada de
arboles implantados hace muchos afios y debajo de un alambrado perimetral cercano, también
instalado en tiempos pasados. Estos Gltimos representan al suelo pristino (o, al menos, lo mas
cercano a el). Cada muestra fue el producto de varias submuestras homogeneizadas, tomadas
en la profundidad del horizonte Ap.

Se utilizo la técnica de extracciones secuenciales de Chang y Jackson, modificada por
Williams et al (Sparks et al. 1996). El esquema de fraccionamiento se presenta en la figura

2.1. Se observa que el P soluble fue extraido inicialmente, luego el P ligado al Al, el P ligado
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al Fe y el P residual. Finalmente se extrajo el P ligado al Ca. Para la extraccion del P orgénico
se utilizo la técnica modificada por Saunders y Williams (Sparks et al. 1996). El fosforo se
cuantifico utilizando la metodologia del acido ascorbico de Murphy y Riley (Sparks et al.
1996). El carbono orgénico fue determinado por el método de Walkey y Black (Sparks et al.
1996).

Las fracciones de P se determinaron en muestras que no representaban verdaderas
repeticiones (pseudoreplicas) y por lo tanto fueron limitadas para una evaluacion estadistica.
El sitio experimental se eligié por presentar suelos muy homogéneos (INTA, 2018), lo que
permitio suponer que los suelos para ambos tratamientos fueron inicialmente similares, y las
diferencias fueron causadas por los tratamientos. Como consecuencia, el nivel de inferencia
estadistica no va més alla de los lotes que se muestrearon en la presente tesis (Hurlbert 1984).
Con estas limitaciones, se aplicd la prueba de ANOVA para distinguir las diferencias
significativas entre los parametros medidos. Las medias se compararon usando el test de

diferencias minimas significativas (LSD, p<0,05).
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Figura. 2.1 Esquema de las etapas del fraccionamiento de P inorganico de Changy
Jackson, modificada por Williams et al., para suelos no calcéreos (Sparks et al. 1996)

Suelo

A\ 4
Se pesa 1 g de suelo seco en un tubo corning de 50 mL, se agrega 12,5 mL de NH4Cl

1My se agita durante 30 min, se centrifuga y recoge el sobrenadante.

\ 4
Se agrega 12,5 mL de NH4F (pH 8,2) 0,5 M al residuo se agita durante 1 h, se

centrifuga y se recoge el sobrenadante, se lava 2 veces con 6,5 mL de NaCl saturado
y se combinan los lavados al extracto.

P-Al

v

Se agrega 12,5 mL de NaOH 0,1M al residuo se agita por 17 h. Se centrifuga y se
decanta el sobrenadante. Se lava 2 veces el suelo con 6,5 mL de NaCl saturado y se
combinan con el extracto.

|
Se agrega 6,5 mL de citrato de sodio 0,3M y 0,6 mL de NaHCOz3 1M al residuo y se
calienta en bafio maria a 85°C. Se agrega 0,25 g de Na2S20a4Y se agita rapidamente.
Se calienta por 15 miny se centrifuga. Se decanta el sobrenadante. Se lava el suelo 2
veces con 6,5 mL de NaCl saturado y se centrifuga. Se combinan los lavados con el

extracto. Se expone al aire el extracto para oxidar al Na2S20a.

=
n
[}

\ 4

Se agrega 12,5 mL de H2S0O40,25M al residuo del suelo y se agita durante 1 h. Se
centrifuga la suspension durante 10 minutos y se decanta el sobrenadante. Se lava 2
veces con 6,5 mL de NaCl saturado, y se centrifuga. Se combinan los lavados con el

extracto.
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2.3 Resultados

El contenido de carbono organico en el suelo pristino fue de 3,09 + 0,15% y en el suelo

cultivado 1,72 £ 0,11%, un decrecimiento significativo del 44,4%. EIl P total fue de 956,3

mg/kg y 697,0 mg/kg para los suelos pristino y cultivado respectivamente, un decrecimiento

del 27,12%. El Cuadro 2.2 y la Figura 2.2 muestran el decrecimiento de P orgénico, P-Cay

el P residual para ambos suelos (pristino y cultivado), en términos absolutos y relativos. La

disminucion significativa de estas fracciones fue expresada en porcentajes: 55,9; 49,1y 44,1

respectivamente. Sin embargo, hubo incrementos significativos para el P-Al y el P-Fe

(144,8% y 100,4%, respectivamente).

Cuadro 2.2. Concentraciones determinadas en las fracciones de P de los suelos pristino 'y
cultivado expresado en mg/kg

Fraccién Suelo pristino Suelo cultivado
P-Ca 95,7 +6,8 48,8 + 2,50
P-Al 73,2+8,3 179,2 +5,60)
P-Fe 477+0,8 95,6 + 3,17

P residual 2292 +22 128,2 +0,50)
P organico 4743+ 34 209,2 + 7,20
P soluble 36,2+0,8 36+2

Suelo pristino
10%

8%
5%
52%

25%

32%

19%

Suelo cultivado
7%

mP-Ca
27% BP-Al
OP-Fe
mresidual P
&yorganic P
15%

Figura 2.2. Modificaciones encontradas en las proporciones de las distintas fracciones de
P organico y demas fracciones de P inorganico para los suelos pristino y cultivado.
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Discusion

El contenido de carbono del suelo cultivado fue un 44,8% del registrado en el suelo pristino.
Es un hecho conocido la ocurrencia de decrecimiento del CO en suelos cultivados cuando se
compara con el contenido de CO en el suelo pristino (Follet et al. 1987; Urricariet y Lavado
1999). El P organico siguio la misma tendencia encontrada por Vazquez et al. (1991) y otros
(Hedley et al. 1982; Sharpley y Smith 1985); en este caso, el P total se redujo un 22,12% en
el suelo cultivado respecto al suelo pristino. En la presente investigacion, el C organico y el
P orgénico decrecieron relativamente en un grado similar.

La remocioén de P causada por la cosecha de cultivos es considerada el factor principal del
cambio de la composicién inorgénica del P del suelo. EI decaimiento del P-Ca puede ser
atribuido a su mayor solubilidad comparando con el P-Al y P-Fe (McLean 1976). El
decrecimiento del P residual en el suelo cultivado puede estar relacionado con lo encontrado
por Guo et al. (2000), quien indic6 que en algunos suelos esta compleja fraccion de P puede
estar disponible para las raices. La proporcion de P unido al Al y al Fe incrementaron no solo
en términos absolutos sino en términos relativos. Este incremento no fue causado Unicamente
por la remocion del P-Ca a lo largo de las cosechas. Guo et al. (2000) mencionaron que parte
del P residual y P orgéanico podrian transformarse en las fracciones de P-Al y P-Fe, pero este
hecho no ha sido verificado en esta tesis.

Conclusiones preliminares

Estos resultados concuerdan parcialmente con la hipdtesis. Debido a la remocion de P
causado por la cosecha, el P-Ca decrecid en términos absolutos y relativos. Sin embargo, el
P unido al Al y Fe aumentaron en concentracion absoluta y relativa, lo que demuestra que las

fracciones de P residual y P organico contribuyeron con este aumento.
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Si los resultados hallados en el presente capitulo, a partir de un lote especifico, pudieran ser
generalizados, significaria que tuvo lugar un cambio permanente en la composicién de las
fracciones de P inorgénico para suelos cultivados en esta region. Considerando la baja tasa
de aplicacién de P en la agricultura pampeana, el incremento proporcional de P en formas

insolubles significa un menor aporte del nutriente a los cultivos.
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CAPITULO 3

Efecto de hongos endofitos septados
oscuros en las fracciones de P inorganico
en suelos cultivados



3.1. Introduccion

La sustentabilidad, ademaés de la productividad y la rentabilidad, es un objetivo actual de los
agroecosistemas. Por esa razon, y atendiendo a una mayor responsabilidad ambiental, el
futuro de la agricultura exige innovaciones en las practicas intensivas convencionales
(Tilman et al. 2002). Por lo tanto, muchas técnicas sustentables en la produccion agricola se
basan en el conocimiento de la ecologia de las poblaciones involucradas en los procesos.
Especialmente, las poblaciones microbianas, las cuales ejercen un rol importante en el
desarrollo de los cultivos y la calidad del suelo. Entre las poblaciones microbianas se

encuentran los hongos DSE (Mandyam y Jumpponen 2005).

En el suelo, la colonizacién inicial del hongo DSE sobre la raiz de las plantas se inicia con
las hifas superficiales también llamadas “runner hyphae” (Jumpponen y Trappe 1998). Estas
hifas usualmente se desarrollan a lo largo de las células epidérmicas adyacentes y colonizan
el espacio existente entre las células corticales en sentido al eje principal de la raiz (Currah
et al. 1993). Durante este proceso de colonizacion superficial, puede formarse una red de
hifas similar a una red parcial de Hartig (Stoyke y Currah 1993). Eventualmente, esta hifa
penetra las células corticales externas o los pelos radicales (O’Dell et al. 1993). Una vez que
el hongo se encuentra en la capa epidérmica, las hifas pueden crecer paralelas al eje principal
de la raiz del huésped por lo general sin causar modificacion en las mismas. El paso de las
hifas a través de las paredes de las células epidérmicas se da a través de estrechos tubos de

penetracion (Currah et al. 1993; O Dell et al. 1993).

Spagnoletti et al. (2017) estudiaron la capacidad de especies de hongos DSE aislados de
cultivos de la region pampeana para disolver fosfatos de calcio, aluminio y hierro, en la forma

de sales puras. Estos autores encontraron que Drechslera sp. fue el hongo mas eficiente en
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disolver fosfato de calcio, Curvularia sp. en solubilizar fosfato de aluminio y
Ophiosphaerella sp. en solubilizar fosfato de hierro. El hongo Setosphaeria rostrata no fue
el que tuvo un comportamiento 6ptimo con cada fosfato en particular, pero mostré una buena
performance con todos ellos. En este sentido, en la literatura se registran varios ejemplos
similares. Barrow y Osuna (2002) demostraron que el hongo DSE Aspergillus ustus puede
solubilizar fosfatos del suelo y aumentar su disponibilidad para Atriplex canescens. Tarafdar
y Rao (1996) encontraron que entre los hongos que habitan la rizosfera, especies del género
Aspergillus presentaron la mayor actividad fosfatasa y mejoraron significativamente la
solubilizacion y absorcién de P, resultando en el incremento de la biomasa de trigo. Por su
parte, Surono y Narisawa (2018) encontraron una promocién de crecimiento en plantas de
Asparagus officinalis, en presencia de 3 aislamientos del hongo DSE Phialocephala fortinii

en medios con fuentes de fosforo y nitrégeno orgénico.

En el presente capitulo se estudia la capacidad de las cepas de hongos utilizadas por
Spagnoletti et al. (2017) para extraer P de las distintas fracciones inorganicas que se
encuentran en los suelos.

Hipotesis: El hongo DSE que demostrd previamente mejor rendimiento global frente a
fosfatos puros, Setosphaeria rostrata (G1A), presentard mayor grado de disolucion de fosfatos

en suelos, en comparacion con los hongos que exhibieron capacidad solubilizadora en alguna de las

sales.

Objetivo: Determinar en un ensayo in vitro el efecto de hongos DSE solubilizadores de
fosfatos sobre las principales fracciones de P en suelos cultivados adyacentes, con diferente

historia agricola.
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3.2 Materiales y Métodos

Seleccion de hongos DSE

Se seleccionaron cinco hongos que presentaron el mejor potencial solubilizador de fosfatos
de acuerdo con Spagnoletti et al. (2017), Cuadro 3.1.

Cuadro 3.1: Hongos DSE aislados e identificados con potencial actividad solubilizadora
de fosfatos inorgénicos.

Suelo Hospedante Identificacion Nombre cientifico
Argiudol Tipico | Triticum aestivum 13-5 Alternaria alternata
Argiudol Tipico | Triticum aestivum 12-13 Ophiosphaerella herpotricha
Argiudol Tipico | Triticum aestivum P6 Drechslera sp.
Natracualf Tipico | Chloris gayana G1A Setosphaeria rostrata
Natracualf Tipico | Chloris gayana G1B Curvularia sp.

Los in6culos para este ensayo se obtuvieron haciendo una siembra de cada uno de los hongos
en cajas de Petri con agar extracto de malta (AEM) durante 7 dias, a 25 + 2 °C, en oscuridad.
Preparacion de microcosmos y analisis fisicoquimicos

Los suelos utilizados para la preparacion de los microcosmos fueron muestreados en el
mismo establecimiento indicado en el capitulo anterior. Se trata de dos Hapludoles Tipicos
con distinta historia agricola. Uno de ellos fue extraido en un lote con soja, que fue fertilizado
previamente a la toma de muestras con superfosfato triple. El otro suelo fue muestreado
alrededor de un molino con un &rea no cultivada en el presente. Se atribuyé al primer suelo
una larga historia agricola y al segundo una historia agricola menor.

Se pesaron 100g de suelo seco, previamente tamizado, humedecido al 60% de capacidad de
campo Yy tindalizado en frascos de vidrio (microcosmos) con tapa hermética. A cada
microcosmo se agrego cloranfenicol al 1% y 5 discos de 0,5 cm de diametro de la zona activa

de la colonia de cada uno de los hongos.
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Los factores evaluados fueron: (1) Sustratos: ambos suelos, (2) Hongos: los 5 hongos DSE
mencionados y el tratamiento control (sin aplicacion de hongo).
Los tratamientos resultantes de la combinacién de ambos fueron doce. Se trabajo por
quintuplicado y en condiciones controladas de luz y temperatura, asegurando que todo el
micelio entre en contacto con la masa total del suelo.

Figura 3.1: Esquema de los recipientes utilizados en la preparacion de microcosmos

utilizados en el ensayo

=| > Tapa hermética

Discos de hongos DSE

Suelo humedecido a 60%
de CC y tindalizado

Luego de 20 dias de crecimiento se extrajo una muestra compuesta de cada microcosmos
extrayendo 30 submuestras de 1g, obteniéndose de este modo, 30g de suelo inoculado para
cada microcosmo. Se procedié a cuantificar las fracciones de P inorganico utilizando la
misma metodologia analitica empleada en el capitulo anterior.

Analisis Estadistico

Los datos se analizaron estadisticamente utilizando el software RStudio (version 1.1.453 para
Windows RStudio Team (2015). RStudio: Integrated Development for R. RStudio, Inc.,
Boston, MA URL http://www.rstudio.com/) para el analisis de un ANOVA. Para evaluar las
diferencias entre las medias de tratamiento se usé la prueba de rango multiple de Tukey (P <

0,05).
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3.3 Resultados

En los cuadros 3.2 y 3.3 se muestran los valores de las distintas fracciones de P inorgénico
obtenidos en los distintos tratamientos con los hongos estudiados, en ambos suelos.

Del andlisis de los cuadros 3.2 y 3.3 surge que Alternaria alternata (13-5), Drechslera sp.
(P6), Setosphaeria rostrata (G1A) y Curvularia sp. (G1B) se comportaron en forma diferente
en cada suelo estudiado. En cambio, Ophiosphaerella herpotricha (12-13) produjo idénticas
modificaciones en las fracciones de P, en ambos suelos.

En el cuadro 3.2 se observa que en este suelo, Alternaria alternata (13-5) disminuyd
significativamente las fracciones P soluble, P-Al y P-Ca, sin que varien significativamente
las otras fracciones; con Drechslera sp. (P6), en cambio, se incrementd significativamente la
concentracion de P-Al y P-Ca, disminuyendo significativamente la fraccién de P-Fe;
Setosphaeria rostrata (G1A), por su parte, tuvo una disminucién significativa en las
fracciones de P soluble y P-Fe, aumentando la fraccion P-Al; Curvularia sp. (G1B) presento
un efecto significativo sobre las fracciones de P residual y P-Ca, disminuyéndolas
significativamente.  Finalmente, Ophiosphaerella  herpotricha (12-13) aumento

significativamente la fraccion de P residual.

En el suelo con corta historia agricola, Alternaria alternata (13-5) disminuy6
significativamente las fracciones P-Al, P-Fe y P-Ca, aumentando la concentracién de la
fraccion de P residual; Drechslera sp. (P6) ejercid sus efectos sobre las fracciones de P
soluble, P-Al, P residual, aumentandolas, pero redujo la fraccion P-Ca; Setosphaeria rostrata
(G1A) incrementd las fracciones de P-Al y P residual, mientras que la fraccién de P-Fe

disminuyé significativamente; Curvularia sp. (G1B) disminuyé las fracciones de P-Fe y P-
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Ca, mientras aumentd la fraccion de P residual. Ophiosphaerella herpotricha (12-13)

presentd el mismo comportamiento que en el suelo cultivado.
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Cuadro 3.2: Cambios registrados en las distintas fracciones de P expresado en mg/kg, luego de 20 dias de crecimiento de los hongos
en los microcosmos con un suelo con larga historia agricola.

., . Hongos
Fraccion | Testigo 135 P6 G1A G1B 12-13

38,2 £2,05 28,9 +3,66 33,75+1,39 | 32,95+2,64 | 38,77+2,29 | 40,16+1,06

P Soluble ab c bc c a a
203,09+5,59 | 182,98 +2,68 | 218,74+6,21 | 220,22+3,74 | 196,32+2,68 | 204,48+1,92

P-Al b c a a b b
153,23+5,94 | 142,99+9,00 | 127,96+8,86 | 128,76+8,87 | 163,12+9,32 | 145,12+4,20

P-Fe ab bc d cd a b
136,98+5,65 | 132,04 + 7,06 | 129,75+1,67 | 142,82+5,47 | 120,94+7,36 | 169,64+2,70

P Residual bc bc cd b d a
122,19+0,64 | 115,55+3,89 | 137,00+3,59 | 118,39+1,51 | 101,16%+1,50 | 118,51+3,24

P-Ca b c a bc d bc

Cuadro 3.3: Cambios registrados en las distintas fracciones de P expresado en mg/kg, luego de 20 dias de crecimiento de los hongos
en los microcosmos con un suelo con corta historia agricola.

. . Hongos
SREESEN || UESIE 135 P6 G1A G1B 12-13

P soluble 37,98+159|34,38+1,82 | 44,39+3,27 | 37,16 +0,73 | 38,66+ 1,73 | 37,88+ 1,17

bc C a bc b bc
4474 +059 | 37,92+1,12 | 52,43 +3,09 | 57,37 +3,44 | 49,12+ 1,45 | 44,13 + 2,97

P-Al

cd e b a bc d
P-Fe 89,94+3,33 | 72,10+ 1,48 | 88,38+1,72 | 6454 +227 | 75,66+ 2,75 | 88,05+2,28

) a b a c b a
) 224,22+2 54 | 285,69+5,14 | 288,71+ 4,56 | 272,36+6,35 | 275,49+4,99 | 233,17+3,21

P Residual q 3 3 b b o
P.Ca 86,85+ 3,63 | 80,43+2,75 | 81,10+ 1,25 | 88,18 +1,47 | 7954+2,49 | 87,30+ 2,72

a b b a b a

Observacion: Las diferencias entre medias se indican entre los distintos hongos para cada fraccion.
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3.4 Discusion

Debido a la fertilizacion realizada con superfosfato triple, previo al muestreo de los suelos,
las fracciones de P del suelo con larga historia agricola sufrieron modificaciones (Beck y
Sanchez 1994) comparadas con los resultados mostrados en el capitulo anterior. No obstante,
se verifico que las fracciones del P en el suelo agricola han sido modificadas por la extraccion
del nutriente luego de afios de agricultura, puesto que se presentd una mayor concentracion
de P-Al y P-Fe comparandola con la fraccion de P-Ca, coincidiendo con lo demostrado en el
capitulo previo. A nivel porcentual el P residual se encontré en el orden del 25% para el suelo
con larga historia agricola, mientras que en el de corta historia se registro el 50%. Esta
disminucion en la concentracion del P residual en uno de los suelos fue discutida en el
capitulo 2. En las figuras 3.2 y 3.3 se observa el porcentaje de las fracciones inorganicas del
Py el efecto de los DSE sobre las mismas. Estas figuras evidencian en forma grafica la
magnitud de los cambios causados por los hongos en las fracciones de P. Se observa que las
caracteristicas de los suelos han condicionado la actividad de los DSE. Por ejemplo, en el
suelo con corta historia agricola el hongo G1A disminuyé significativamente la
concentracion de P-Fe, en cambio, en el suelo con larga historia esta fraccion no sufrié

modificacion.

La actividad solubilizadora presentd diferencias con el comportamiento encontrado por
Spagnoletti et al. (2017), ya que los hongos afectaron fracciones de P del suelo de forma
diferente a lo encontrado en presencia de las sales puras, como fueran indicadas en el trabajo
mencionado. Asimismo, los suelos que han sido diferenciados por su uso, presentaron alguna
diferencia en la actividad solubilizadora de los hongos DSE estudiados. De acuerdo con lo

mencionado por Richardson y Simpson (2011), la actividad de los microorganismos
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mantiene una estrecha relacion con se las caracteristicas fisicoquimicas de la rizosfera. Esto
es, la parte del suelo circundante a las raices activas y que estan bajo la directa influencia de
éstas, que incluye los exudados radicales de las plantas, la composicion del suelo y otros
factores del medio edafico, incluyendo la biota (Smith y Smith 2011). En las figuras 3.4 y
3.5 se puede observar como los hongos DSE han modificado de manera diferente la fraccion

del P residual en ambos suelos.

Estas modificaciones de las fracciones de P inorganico han llevado a que, en algunos casos,
aumente la concentracion de alguna fraccion, mientras que otra disminuya. Sin embargo, el
equilibrio en las fracciones de P inorganico también puede ser alterado por las fracciones del
P orgénico (Pierzynski et al. 2005), por accion de enzimas u otras sustancias liberadas al
suelo por el hongo DSE. También puede influir la incorporacion de P en la biomasa del
hongo (Jumpponen 2001). Por lo tanto, teniendo en cuenta, como ejemplo, la fraccion de P
residual para Ophiosphaerella herpotricha (12-13), donde aumenta en ambos suelos, se

puede inferir que el hongo DSE esté mineralizando P orgénico que pasa a la fraccion residual.
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Figura 3.2: Efecto de los hongos DSE sobre las fracciones de P inorgénico del suelo con

corta historia agricola, expresado en porcentaje.
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Figura 3.3: Efecto de los hongos DSE sobre las fracciones del P inorganico del suelo con

larga historia expresado en porcentaje.

46



w
A
o

(@)]
X
D 300
=
&
o 250
[¢5)
o
a 200
5
50 o be cd 3 d
.6 ‘
S 100 Q
)
C
2 \
S 50 \
(@]
@)

0

Testigo 13-5 P6 G1A G1B

Tratamientos

& P-Res-Cultivado

Figura 3.4: Efecto de los hongos DSE sobre la fraccion de P residual en el suelo con larga

historia agricola.
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Figura 3.5: Efecto de los hongos DSE sobre la fraccion de P residual en un suelo con corta
historia agricola.
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3.5 Conclusiones preliminares

Los hongos DSE presentan diferente potencial para solubilizar las fracciones de P de los
suelos. Este potencial solubilizador ese encuentra condicionado al ambiente de crecimiento
de los hongos DSE, en este caso los suelos utilizados. El hongo que presenté una mayor
disminucion en la concentracion de P-Ca fue Curvularia sp. (G1B), en la fraccion P-Al fue
Alternaria alternata (13-5) y en la fraccion de P-Fe fue Setosphaeria rostrata (G1A). Se
pudo comprobar que el hongo Setosphaeria rostrata ha sido el que ha tenido mejor

rendimiento global, validando la hipotesis planteada.
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CAPITULO 4

Respuesta de plantas de Sorghum bicolor a
la inoculacion con hongos endofitos
septados oscuros (DSE)

49



4.1. Introduccion

Los hongos DSE podrian actuar de modo similar a hongos endo- o ectomicorricicos,
logrando de este modo mejorar el crecimiento del hospedante (Lewis 1987; Treu et al. 1996;
Jumpponen 2001), aunque algunas cepas de DSE, son patdgenos débiles e inclusive son
capaces de provocar importantes enfermedades (Wilcox y Wang 1987b). En el caso de otros
tipos de hongos, como los micorricicos, el micelio extradical ayuda a explorar mayor
volumen de suelo, siendo capaz de absorber nutrientes donde la raiz de la planta no accede,

contribuyendo asi al desarrollo de la misma (Cavagnaro et al. 2015).

Es ampliamente conocida la interaccion que ocurre entre los cultivos y microorganismos,
como los hongos micorricicos arbusculares (AMF), que pueden beneficiar la produccion
agricola. Algunos autores estudiaron los efectos de la co-inoculacion entre ambos tipos de
hongos (DSE y AMF). Por ejemplo, Scervino et al. 2009 comprobaron que los exudados de
los hongos DSE modulan el crecimiento de hongos AMF. Sin embargo, no se posee
informacion sobre la interaccion de hongos DSE con otros hongos filamentosos, como en

nuestro caso con un hongo comercial, solubilizador de P del suelo.

En la region Pampeana, ademas de los Molisoles que poseen adecuadas condiciones para la
agricultura, existen grandes superficies ocupadas con suelos con horizontes alcalinos, tales
como Natracuoles, Natracualfes, Natralboles, que poseen diferente aptitud de uso. Muchos
de ellos no poseen una definida vocacion agricola y han sido utilizados para la implantacion
de pasturas (Taboada et al. 2011). Algunos cultivares de sorgo emergen como una posibilidad

de desarrollar cultivos en ellos (Pittaro et al. 2019)
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En el caso del sorgo, estudios previos determinaron que Exophiala pisciphila (hongo DSE)
forma una asociacion mutualista, promoviendo la supervivencia de esta especie en ambientes
de estrés hidrico (Zhang et al. 2017). Asi mismo, Vergara et al. (2017) determinaron que
distintas cepas de DSE fueron capaces de proveer nutrientes a partir de rastrojo de trigo, a su
vez Li-gin et al. (2010) encontraron que un hongo DSE (congenérico a Mycocentrospora)
promovid el crecimiento de Saussurea involucrata. Sin embargo, la habilidad de los hongos
DSE para facilitar la absorcion de P por el sorgo en suelos de distintas caracteristicas, es
desconocida.

Hipotesis

La respuesta de las plantas de sorgo a la inoculacion con hongos DSE sera similar a la
respuesta del cultivo frente a un hongo solubilizador de P comercial.

Objetivo

Corroborar la eficiencia de la actividad solubilizadora de P de hongos DSE pre-seleccionados
y un hongo comercial, asi como la combinacion entre ellos, a través de la produccién de
biomasa y absorcion del nutriente por parte del sorgo, en un suelo &cido y otro alcalino y en

condiciones de crecimiento distintas (luz y temperatura) dadas por el invernaculo utilizado.

4.2 Materiales y Métodos

Se seleccionaron los hongos que presentaron mayor efecto sobre las fracciones de P de los
suelos estudiados en el capitulo anterior. Por lo tanto, se seleccion6: Curvularia sp. (G1B)
por producir un mayor cambio sobre la fraccion de P-Ca y sumado a que es un hongo DSE
aislado de un Natracualf tipico, y Alternaria alternata (13-5) debido a que demostro, en el
capitulo anterior, tener un efecto significativo disminuyendo las fracciones de P-Ca y P-Al,

principalmente P-Al. Ademas, se utiliz6 otro DSE, Ophiosphaerella sp. (15-2) estudiado por
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Spagnoletti et al. 2017, donde demostro tener un buen potencial solubilizador de fosfatos
inorganicos.

Se llevd a cabo un ensayo in vivo con sorgo, para lo cual se prepararon dos sustratos con
suelo:vermiculita:arena (7:2:1), el cual fue tindalizado. Se utiliz6 un suelo &cido y otro
alcalino. Una muestra compuesta de cada uno de estos sustratos tindalizados, fue analizada
utilizando técnicas estandar (Sparks et al. 1996), determinandose carbono organico (Walkley
y Black), nitrogeno total (Kjeldahl), pH (suelo:agua 1:2,5), conductividad eléctrica

(suelo:agua 1:2,5) y P extractable (Bray y Kurtz).

Parte de este sustrato se reservé para su posterior inoculacion. Para ello, cada sustrato
tindalizado fue sembrado con los distintos hongos preseleccionados utilizando 10 discos de
5cm de cada micelio activo en 400g de sustrato estéril. Se agregd un volumen final de 50 mL
de agua-malta y agua estéril a cada sustrato inoculado. Luego, las bolsas fueron almacenadas
en la oscuridad a una temperatura de 25 + 2°C durante 10 dias, agregando agua estéril cuando
se lo considerd necesario y manteniendo, periédicamente, el micelio en contacto con la

totalidad de la masa del sustrato.

Se prepararon bandejas de germinacién de plantines (speedlings), previamente desinfectadas
con hipoclorito de sodio al 3% para cada tratamiento, a los cuales se les agrego el sustrato

inoculado con cada tipo de hongo, segun la figura 4.1:
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Figura 4.1: Esquema de preparacion de cada speedling para la germinacion del sorgo con
el agregado del sustrato inoculado con los distintos hongos DSE, solos o combinados con

el indculo comercial.

Sustrato
tindalizado

Semillas
desinfectadas

Sustrato inoculado

Las semillas de sorgo fueron desinfectadas sumergiéndolas en etanol al 70% durante 30
segundos, luego de eliminar el alcohol se traté con hipoclorito de sodio al 3% durante 60
segundos, finalmente se lavaron las mismas al menos cinco veces con abundante agua
destilada estéril. Las semillas fueron sembradas sobre una pequefia capa de sustrato no
inoculado para evitar el contacto directo con el hongo. Se llevaron a cabo dos experimentos

independientes, los factores a considerar fueron:

Hongos: Alternaria alternata (13-5), Curvularia sp. (G1B), Ophiosphaerella sp. (15-2) y

Hongo comercial (HC): se trata de un hongo de venta libre en Argentina.

Las cepas de cada hongo DSE mencionados se co-inocularon con el hongo comercial,
resultando en tres tratamientos adicionales: HC/13-5, HC/G1B y HC/15-2 y el tratamiento

control (sin el agregado de sustrato inoculado).
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Suelos: El suelo &cido utilizado fue extraido del mismo lote, cercano a la ciudad de Junin, de
donde se extrajo el suelo cultivado, mencionado en el capitulo 2. El suelo alcalino también
fue extraido en las cercanias de la ciudad de Junin (Pcia. Buenos Aires). Se tomé el horizonte
superficial, en un bajo no cultivado, cuyo suelo es un Natracualf Tipico, de clase textural
franco limosa (INTA 2018). Las principales caracteristicas del suelo se indican en el cuadro

4.1.

De la combinacion de estos dos factores dio como resultado 8 tratamientos para cada

experimento.

Cuadro 4.1. Caracteristicas fisico-quimicas del perfil representativo del Natracualf

integrante de la serie Rancagua (INTA 2018).

Horizontes A Ec Btkn Cn
Profundidad (cm) 0-24 24-30 30-60 130-160
Carbono Organico (%) 1,97 1,15 0,40 0,03
Nitrégeno total (%) 0,235 0,138 0,059 NA
Relacion C/N 8 8 7 NA
Arcilla < 2 p (%) 20,1 19,7 27,8 24,1
Limo 2-50 p (%) 65,6 66,0 56,4 52,1
Arena 50-2000 p (%) 14,3 14,3 14,2 23,8
pH en pasta 8,1 8,2 8,1 8,0
pH H20 1:2.5 8,5 8,6 8,9 8,8
Ca inter. meq./100g 8,6 8,4 NA NA
Mg inter. meq./100g 2,8 2,4 NA NA
Na inter. eq./100g 3,6 1,5 11,7 7,1
K inter. meq./100g 1,4 0,8 2,4 2,9
H inter. meq./100g NA NA NA NA
CIC meq./100g 18,4 14,7 21,8 21,0

Las macetas, con una capacidad de 2 litros, se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 3%,

luego se rellenaron con sustrato estéril, aproximadamente 10cm de sustrato inoculado v,

nuevamente, sustrato estéril, como indica la figura 4.2:
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Figura 4.2: Esquema de preparacion de macetas para el crecimiento de sorgo con los

distintos tipos de sustrato (suelo &cido o alcalino)

Dos plantas por

maceta
Sustrato inoculado \
~10cm \ o
Sustrato
tindalizado

Se hicieron pregerminar semillas de sorgo por un lapso de 8 dias, transcurridos los cuales
fueron trasplantadas a las macetas. Debido a razones de superficie disponible, climaticas y
de capacidad de trabajo, el crecimiento del cultivo se realizé en el invernaculo de la Catedra
de Fertilidad y Fertilizantes, durante 60 dias, para los tratamientos con el suelo Hapludol
(sustrato acido). En cambio, en el caso del suelo Natracualf (sustrato alcalino), el crecimiento
se llevo a cabo en una cdmara de crecimiento del Instituto en Biociencias Agricolas y
Ambientales (INBA - CONICET), durante 70 dias, sometido a luz artificial durante 12h/dia.
La temperatura de la cdmara se mantuvo a 25 + 2°C. Se trabajo por quintuplicado y triplicado,

respectivamente.

Cada maceta se mantuvo en valores cercanos a la humedad de capacidad de campo,

agregando agua de acuerdo al peso de la maceta. Para favorecer el crecimiento de las plantas,
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se aplicaron alternativamente urea y KNO3z a razon de 10mL de una solucion de 1 mgL™, en

promedio cada 2 dias, en todos los tratamientos.

Pasado el tiempo indicado, las plantas fueron cortadas a nivel del cuello. La parte aérea fue
pesada en himedo, secada en estufa a 60°C y pesada hasta lograr un peso constante. Luego
de la cosecha, se tomd una muestra compuesta de cada tratamiento, para proceder a la tincion
y observacion de raices siguiendo la técnica de Philips y Hayman 1970. La biomasa radical
extraida, también fue pesada y secada. En el material vegetal se determiné el P mediante el

método de calcinacion y determinacion colorimétrica (Murphy y Riley 1962).

Los datos de biomasa aérea y radical, contenido de P en la biomasa aérea y radical y longitud
radical con los hongos utilizados se analizaron estadisticamente, utilizando el software
RStudio (version 1.1.453 para Windows RStudio Team (2015). RStudio: Integrated
Development for R. RStudio, Inc., Boston, MA URL http://www.rstudio.com/) para el analisis
de un ANOVA. Para evaluar las diferencias entre las medias de tratamiento se uso la prueba
de rango mdltiple de Tukey (P < 0,05).

4.3 Resultados

Observacion de raices

No se observd presencia de hifas melanizadas y tabicadas ni de microesclerocios en ningdn
tratamiento. Se detectd la presencia de conidios pigmentados, septados, en la zona de la
rizosfera para todos los tratamientos inoculados, indicando la presencia de hongos DSE como
saprobios del suelo. En el tratamiento control no se observo presencia de hongos DSE.

Mediciones del sustrato

Las caracteristicas iniciales de ambos sustratos tindalizados se muestran en el cuadro 4.2:
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Cuadro 4.2.- Caracteristicas analiticas! de los dos suelos estudiados.

Muestra pH | C.E.(dS/m) | CO (%) | Nt (g/kg) | P (mg/kg)
Sutrato alcalino 9,01 0,373 1,57 0,24 7,69
Sustrato acido 5,47 0,419 1,21 0,28 32,71

1. Métodos indicados previamente.

Mediciones en la planta

En los cuadros 4.3, 4.4, 4.5, 4.6 y 4.7 se presentan los datos de biomasa aérea, biomasa

radical, P en la biomasa aérea, P en la biomasa radical y longitud radical respectivamente,

para los tratamientos llevados a cabo en el sustrato acido:

En el cuadro 4.3 se observa que Curvularia sp. (G1B) y HC/G1B fueron los tratamientos que

han registrado mayor biomasa. Sin embargo, estas no se han diferenciado significativamente

del control. La menor biomasa se presento6 con el tratamiento del hongo comercial, no siendo

significativamente distinta con los tratamientos con Alternaria alternata (13-5) y HC/13-5y

Ophiosphaerella sp. (15-2), ver figura 4.3.

Figura 4.3: Boxplot de la biomasa aérea vs las distintas cepas de hongos estudiados en un

sustrato preparado con el suelo acido.
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En el cuadro 4.4 se observa que la mayor biomasa radical se registro en el tratamiento control.
Ophiosphaerella sp. (15-2) se destaca entre los hongos; Curvularia sp. (G1B) y las co-
inoculaciones presentaron valores similares. EI hongo comercial y Alternaria alternata (13-

5) presentaron las menores biomasas.

En el cuadro 4.5 se observa que los tratamientos con los hongos Curvularia sp. (G1B),
Ophiosphaerella sp. (15-2) y el Control fueron los tratamientos con mayor contenido de P
en la biomasa aérea, Alternaria alternata (13-5), HC y las co-inoculaciones presentaron

concentracion de P similar.

En el cuadro 4.6 se observa que los tratamientos control, Curvularia sp. (G1B) y
Ophiosphaerella sp. (15-2) presentaron mayor contenido de P en la biomasa radical. Los
tratamientos con co-inoculaciones, HC/G1B, HC/15-2 y Alternaria alternata (13-5),
presentaron concentraciones similares. En cambio, los tratamientos HC/13-5 y HC fueron

los menores valores de P obtenidos.

En el cuadro 4.7 se observa que la mayor longitud radical se presentd en el tratamiento con
Curvularia sp. (G1B), mientras el hongo comercial fue el tratamiento con menor longitud

radical.

En los cuadros 4.8, 4.9, 4.10, 4.11 y 4.12 se presentan los datos de biomasa aérea, biomasa
radical, P en la biomasa aérea, P en la biomasa radical y longitud radical respectivamente,

para los tratamientos en sustrato alcalino:

En el cuadro 4.8 se observa que las mayores biomasas aéreas se registraron con
Ophiosphaerella sp. (15-2) y Curvularia sp. (G1B), aunque no fueron significativamente

distintas con el tratamiento Control. Las biomasas de las co-inoculaciones y Alternaria
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alternata (13-5) fueron similares. La menorbiomasa se presento en el tratamiento con el

hongo comercial, ver figura 4.4.

Figura 4.4: Boxplot de la biomasa aérea vs las distintas cepas de hongos estudiados en un

sustrato preparado con suelo alcalino.
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En el cuadro 4.9 se observa que la mayor biomasa radical se registrd en el tratamiento
Control. Los tratamientos con los hongos Curvularia sp. (G1B), Ophiosphaerella sp. (15-2)
y HC/13-5 presentaron un nivel menor de biomasa, siendo estas similares entre si. Los
tratamientos con los hongos Alternaria alternata (13-5), HC y HC/15-2 fueron las de menor

biomasa.

En el cuadro 4.10 se observa que los mayores valores de P en la biomasa aérea se registraron
en los tratamientos Curvularia sp (G1B) y Ophiospharella sp. (15-2), sin embargo, estos no

fueron significativamente distintos con los tratamientos Control, HC/G1B y HC/13-5. El
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tratamiento que registrd la menor concentracion de P fue HC, siendo similar a Alternaria

alternata (13-5) y HC/15-2.

En el cuadro 4.11 se observa que la mayor concentracion se registré en el tratamiento control,
sin embargo, esta no fue significativamente distinta con los tratamientos conteniendo los
hongos Curvularia sp. (G1B), Ophiospharella sp. (15-2), Alternaria alternata (13-5),

HC/G1B y HC/13-5. Los menores valores se registraron con HC y HC/15-2.

En el cuadro 4.12 se observa que los tratamientos que presentaron mayores longitudes
radicales fueron Curvularia sp. (G1B) y Ophiosphaerella sp. (15-2), siendo estas similares

entre si. Las menores fueron los tratamientos HC y HC/15-2.
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Cuadro 4.3: Biomasa aérea expresado en g/maceta (MS) obtenida luego de 60 dias de crecimiento en un sustrato utilizando suelo

acido.

Tratamientos

Control G1B 15-2 13-5 HC HC/G1B HC/15-2 HC/13-5
1,97+0,05 2,14+0,07 1,88+0,14 1,78+0,04 1,75+0,04 2,05+0,12 1,93+0,04 1,76+0,03
ab a bcd cd d ab bc cd

Cuadro 4.4: Biomasa radical en g/maceta (MS) obtenida luego de 60 dias de crecimiento en un sustrato con el suelo acido

Tratamientos

Control G1B 15-2 13-5 HC HC/G1B HC/15-2 HC/13-5
0,62+0,02 0,33+0,02 0,45+0,04 0,23+0,02 0,08+0,02 0,33+0,02 0,35+0,03 0,31+0,01
a c b d e c c c

Cuadro 4.5: Concentracién de P en la biomasa aérea en g/kg luego de 60 dias de crecimiento en un sustrato con el suelo acido

Tratamientos

Control G1B 15-2 13-5 HC HC/G1B HC/15-2 HC/13-5
3,72+0,12 3,97+0,19 3,69+0,16 2,50+0,91 1,63+0,19 2,34+0,31 2,31+0,22 1,78+0,21
a a a b c bc bc c
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Cuadro 4.6: Concentracion de P en la biomasa radical en g/kg luego de 60 dias de crecimiento en un sustrato con el suelo acido

Tratamientos

Control G1B 15-2 13-5 HC HC/G1B HC/15-2 HC/13-5
3,18+0,16 3,12+0,26 3,13+0,22 2,09+0,42 0,91+0,23 1,75+0,21 1,59+0,25 1,10+0,01
a a a b d b bc cd

Cuadro 4.7: Longitud radical en cm obtenida luego de 60 dias de crecimiento en un sustrato con el suelo acido

Tratamientos

Control G1B 15-2 13-5 HC HC/G1B HC/15-2 HC/13-5
12,80+0,21 13,80+0,40 12,88+0,24 9,26+0,12 6,20+0,18 10,48+0,22 8,40+0,21 6,90+0,22
b a b d g C e f

Cuadro 4.8: Biomasa aérea en g/maceta (MS) luego de 70 dias de crecimiento en un sustrato con el suelo alcalino

Tratamientos

Control G1B 15-2 13-5 HC HC/G1B HC/15-2 HC/13-5
2,62+0,14 2,89+0,06 | 2,91+0,08 | 2,38+0,11 | 1,82+0,01 2,52+0,12 2,54+0,05 2,55+0,12
ab a a b Cc b b b

Cuadro 4.9: Biomasa radical en g/maceta (MS) luego de 70 dias de crecimiento en un sustrato preparado con el suelo alcalino.

Tratamientos

Control G1B 15-2 13-5 HC HC/G1B HC/15-2 HC/13-5
0,79+0,05 0,59+0,07 0,63+0,06 0,30+0,03 0,03+0,004 0,45+0,04 0,07+0,009 0,57+0,04
a b b d e C e bc
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Cuadro 4.10: Contenido de P en la biomasa aérea en g/kg luego de 70 dias de crecimiento en un sustrato preparado con el suelo

alcalino.

Tratamientos

Control G1B 15-2 13-5 HC HC/G1B HC/15-2 HC/13-5
1,12+0,11 1,62+0,37 1,57+0,39 0,43+0,17 0,29+0,11 0,89+0,34 0,43+0,13 0,92+0,17
ab a a bc c abc bc abc

Cuadro 4.11: Contenido de P en la biomasa radical en g/kg luego de 70 dias de crecimiento en un sustrato preparado con el suelo

alcalino.

Tratamientos

Control G1B 15-2 13-5 HC HC/G1B HC/15-2 HC/13-5
0,73+0,14 0,61+0,21 0,68+0,12 0,44+0,11 0,24+0,12 0,71+0,23 0,27+0,11 0,65+0,10
a abc abc abc c ab bc abc

Cuadro 4.12: Longitud radical en cm luego de 70 dias de crecimiento en un sustrato preparado con el suelo alcalino.

Tratamientos

Control G1B 15-2 13-5 HC HC/G1B HC/15-2 HC/13-5
16,2+1,34 21,07+0,48 22.27+0,12 17,17+0,54 9,3+0,45 17,33+2,24 10,47+0,65 15,03+0,29
b a a b c b c b
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4.4 Discusion

En el presente capitulo, no se observo la presencia de estructuras enddfitas en las raices de
sorgo, en los tratamientos con ambos sustratos, tanto el acido como el alcalino, indicando
que las especies de hongos utilizados no penetraron en las raices del sorgo colonizando el
parénguima cortical. Por lo tanto, se presume que los efectos producidos por los hongos DSE
sobre el sorgo, tuvieron lugar en su forma saproéfita en el suelo. Segun Peterson et al. (2008)
la interaccion de los hongos endofitos de raiz ocurre de diferentes formas dependiendo de la
planta y de las condiciones ambientales en donde ambos se desarrollan.

Los parametros de crecimiento de las plantas que interactuaron con los hongos DSE son un
indicador importante del efecto de los hongos en relacion con la planta. Por ejemplo,
Newsham 2011, en un meta-anélisis, concluyd que la inoculacion con DSE tuvo efectos
positivos en la biomasa total aérea y radical en varias especies hospederas. Los incrementos
en biomasa indicados en ese trabajo, fueron del orden de 45 y 71%, respectivamente,
comparando con un control no inoculado. En esta tesis, la inoculacion y co-inoculacién con
estos hongos, en el sustrato acido, no tuvo un efecto significativo en la biomasa aérea, para
la biomasa radical, ningun tratamiento super6 al control. En cambio, en el caso de la longitud
radical, Curvularia sp. (G1B) fue superior significativamente en relacion con los restantes
tratamientos. Esta diferencia entre la longitud de las raices podria hipotetizarse debido a que
probablemente algunos tratamientos dieron diametros radicales menores (Wang et al. 2011),
aungue esto no fue comprobado en este estudio.

En el sustrato alcalino, se observaron resultados parcialmente distintos. Curvularia sp. (G1B)
y Ophiosphaerella sp. (15-2) y el Control presentaron la mayor biomasa aérea. Otros hongos
y las co-inoculaciones tuvieron efecto negativo sobre la misma. La biomasa radical presentd
un comportamiento similar al sustrato acido.
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La inoculacién con el hongo comercial fue la que presentd los menores valores de biomasa
aérea y radical y longitud radical. Este efecto negativo del hongo comercial, pudo deberse a
que la dosis utilizada para la inoculacion del sustrato podria haber resultado excesiva vy,
consecuentemente se generd un efecto patogénico, negativo para la planta. La co-inoculacion
disminuyd el posible efecto patogénico del hongo comercial (Khastini et al. 2012).

En esta tesis, el efecto de los hongos fue relativamente similar en los sustratos con ambos
suelos, y las diferencias en biomasa aérea y radical pudo deberse simplemente al hecho que
los experimentos en los sustratos con suelo acido y alcalino se llevaron a cabo en condiciones
ambientales diferentes.

En los dos sustratos la absorcion de P en los distintos tratamientos se correlaciono con los
resultados obtenidos en la biomasa. El contenido de P encontrado en la planta, en el
tratamiento con sustrato alcalino fue menor al del sustrato acido, esto podria deberse a que
la concentracién de P disponible fue mayor en este sustrato (Bieleski 1973). En el sustrato
acido, los tratamientos Control, Curvularia sp. (G1B) y Ophiosphaerella sp. (15-2)
resultaron ser los que presentaron mayor absorcion de P en la biomasa aérea y radical. El
contenido de P en la biomasa aérea fue mayor también en los tratamientos Control,
Curvularia sp. (G1B) y Ophiosphaerella sp. (15-2). Sin embargo, en la biomasa radical fue
dificil observar diferencias significativas debido a la gran variabilidad en los resultados.

También se puede atribuir a la poca cantidad de repeticiones por tratamiento.

4.5 Conclusiones preliminares
Los hongos Curvularia sp. (G1B) y Ophiosphaerella sp. (15-2), en ambos sustratos, fueron
los hongos que presentaron los mejores resultados, aunque en la mayoria de los parametros

del sorgo, no se diferenciaron del tratamiento Control. En cambio, los hongos Alternaria
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alternata (13-5) y el hongo comercial (HC) presentaron los valores mas bajos, rechazandose
asi la hipotesis planteada. La co-inoculacion de los DSE con el hongo comercial, en ambos
sustratos se presento por lo general, negativa para el crecimiento del sorgo, aunque este efecto

negativo fue menor al tratamiento con el hongo comercial sin DSE en algunos parametros.
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CAPITULO 5

Conclusion Final
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El P es un elemento importante en la produccion agricola, y la intervencion de hongos
solubilizadores de fosforo parece ser una estrategia para mejorar la disponibilidad de este
elemento en el suelo. De esta manera, puede contribuir a tener efectos econémicos positivos
y, ademas, ayudar a conservar el medio ambiente. Sin embargo, este proceso de
solubilizacion de P es muy complejo, dependiente de varios factores. En primer lugar, los
cultivos responden de forma diferente frente la accion de los microorganismos y estos a su
vez, son dependientes de la temperatura del suelo, humedad, pH, salinidad, fuente de
nutrientes en el suelo y su relaciéon con el resto de la microbiota. Por lo tanto, es crucial
estudiar la respuesta de los hongos DSE solubilizadores de P, ante estos factores antes de
poder desarrollar un producto como un biofertilizante.

En el capitulo 2, se ha demostrado, en una situacién puntual de la region pampeana, que la
agricultura sin reposicién de nutrientes produjo un efecto de agotamiento global del P y ha
modificado la proporcion de sus fracciones del suelo. La hipotesis en este capitulo, fue
validada parcialmente debido a que el P unido al Al y Fe aumentaron en concentracion
absoluta y relativa, lo que demuestra que las fracciones de P residual y P organico
contribuyeron con este aumento.

Estos fendmenos pueden significar una modificacion de la fuente de P desde donde los
microorganismos disuelven el nutriente. Estos son temas poco explorados y seran necesarios
estudios adicionales, considerando, por ejemplo, diferente grado de agotamiento de los
suelos.

En el capitulo 3, se ha evaluado el efecto de los hongos DSE sobre las diferentes fracciones
inorganicas del suelo. Setosphaeria rostrata (G1A) presentd el mejor rendimiento en
solubilizar todas las fracciones inorganicas de P, validando la hipotesis planteada. Sin

embargo, son necesarios estudios sobre las fracciones del P organico del suelo ya que podria
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proveer mayor informacién acerca del efecto de los distintos hongos DSE mencionados,
sobre la dindmica del P en el suelo.

Finalmente, se estudid la posible mejora de la disponibilidad de P para cultivos como el
sorgo, mediante el uso de hongos DSE solubilizadores de P. La hipétesis planteada en este
capitulo no fue validada debido a que la respuesta fue diferente entre el hongo comercial y
los hongos DSE. Una tarea posible para desarrollar en el futuro es llevar el cultivo a etapa de
grano, para asegurar el eventual efecto de hongos DSE solubilizadores de P sobre la

produccidn sustentable del cultivo.
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ANEXO



TRATAMIENTOS EN SUSTRATO ALCALINO

Plantas de sorgo representando los distintos tratamientos, en sustrato preparado con suelo alcalino luego de 70 dias de crecimiento. Se
pueden observar las diferentes longitudes radicales.
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Plantas de sorgo representando los distintos tratamientos en sustrato preparado con suelo alcalino luego de 70 dias de crecimiento, se
pueden observar las diferentes longitudes radicales.




Plantas de sorgo representando los tratamientos 15-2 vs control, en sustrato preparado con suelo alcalino luego de 70 dias de
crecimiento. Se puede apreciar las diferentes longitudes radicales.




Macetas con plantas de sorgo. De derecha a izquierda: HC, 13-5, Control, 15-2 y G1B. Se observa las diferencias en altura de vastago
en los distintos tratamientos.
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TRATAMIENTOS EN SUSTRATO ACIDO

G1B 15-2 Control 13-5 HC

Macetas con plantas de sorgo. De derecha a izquierda: HC, 13-5, Control, 15-2 y G1B. Se observa las diferencias en altura de vastago
en los distintos tratamientos.
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CONTROL HC/G1B HC/15-2 HC/13-5

Macetas con plantas de sorgo. De derecha a izquierda: HC/13-5, HC/15-2, HC/G1B y Control. Se observa las diferencias entre
tratamientos.



