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Co-inoculacion de hongos micorricicos arbusculares
y hongos solubilizadores de fosforo sobre un andisol
cultivado con papa variedad Desirée

Co-inoculation of arbuscular mycorrhizal fungi and phosphorus
solubilizing fungi in Andisol cultivated with potato variety “Desirée”

Claudia Castillo'-%*, Nelson Hormazdball, Jaime Solano!, Alfredo Morales3- %5

RESUMEN

La papa requiere una elevada fertilizacion fosfatada, lo que incrementa los costos de produccion y afecta negativamente al
agroecosistema. La inoculacion del suelo con hongos solubilizadores de fosforo (HSP) y hongos micorricicos arbusculares (HMA)
surge como una alternativa para alcanzar sistemas productivos de menor impacto ambiental y que mejoran la nutricion vegetal. E1
objetivo del estudio fue evaluar el efecto de la inoculacién de un HMA (Claroideoglomus claroideum, Cc) solo o en interaccién
con dos HSP (Talaromyces pinophilus, Tp y/o Penicillium albidum, Pa) en la arquitectura radical y nutricién fosfatada de plantas
micropropagadas de papa (Solanum tuberosum L.) variedad Desirée. Las plantulas obtenidas de explantes se aclimataron en cimara
de crecimiento y en invernadero. Se usaron cuatro tratamientos inoculados: T1 (Cc), T2 (Cc + Tp), T3 (Cc + Pa), T4 (Cc + Tp +
Pa) y un control no inoculado (T0). A los 145 DDE se cosecharon las plantas determindandose parametros morfoagronémicos y de
geometria radical. El tratamiento T2 presenté mayor altura de planta con incrementos de 140% sobre TO y mayor movilizacion de
P observandose la tendencia T2 > T1 = T3 > T4 > TO0, mientras que con T1 se obtuvo la mejor arquitectura radical. Se concluye
que la inoculacién con Cc mejord la geometria radical y la co-inoculacién con Cc + Tp aument6 la movilizacion de P hacia las
plantas. Como proyeccion seria interesante ensayar esta co-inoculacion HMA-HSP en campo, como propuesta de un posible
biofertilizante que mejore la nutricién fosfatada y rendimiento de los cultivos.
Palabras clave: arquitectura radical, Claroideoglomus claroideum, Penicillium albidum, Talaromyces pinophilus.

ABSTRATC

Potatoes require high phosphate fertilization, which increases production costs and negatively affects the agroecosystem. Soil
inoculation with phosphorus solubilizing fungi (PSF) and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) become as an alternative to achieve
productive systems with less environmental impact and that improve plant nutrition. The objective of the study was to evaluate
the effect of the inoculation of an AMF (Claroideoglomus claroideum, Cc) alone or in interaction with two PSFs (Talaromyces
pinophilus, Tp and / or Penicillium albidum, Pa) on the root architecture and phosphate nutrition of micropropagated plants
potato (Solanum tuberosum L.) variety “Desirée”. The seedlings obtained from explants were acclimated in a growth chamber
and in greenhouse. Four inoculated treatments are used: Tl (Cc), T2 (Cc + Tp), T3 (Cc + Pa), T4 (Cc + Tp + Pa) and a non-
inoculated control (T0). At 145 DAE, the plants was harvested, determining morphoagronomic and root geometry parameters.
Treatment T2 presented higher plant height with increases of 140% over T0, greater mobilization of P, observing the trend T2>
T1 = T3> T4> T0, while with T1 the best root architecture was obtained. It concluded that the inoculation with Cc improved the
root geometry and the co-inoculation with Cc + Tp increased the mobilization of P towards the plants. As a projection, it would
be interesting to test this HMA-HSP co-inoculation in the field, as a proposal for a possible biofertilizer that improves phosphate
nutrition and crop yield.
Keywords: root architecture, Claroideoglomus claroideum, Penicillium albidum, Talaromyces pinophilus.
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Introduccion

A nivel mundial el calentamiento global producto
del cambio climdtico perturba la agricultura y
produccién de cultivos, los que se vuelven cada
vez mds vulnerables a la competencia por recursos
hidricos y aumento de temperatura. En términos
de rendimiento y calidad, un cultivo relativamente
sensible a estas limitaciones es la papa, por utilizar
cantidades elevadas de fertilizantes y agua, lo que la
hace particularmente susceptible al estrés por sequia
(Wang et al., 2017). Para mantener el rendimiento
y calidad de los tubérculos se requiere mayor riego,
lo que causa dilemas con medidas de proteccién
ambiental y sustentabilidad agricola (Porter et al.,
1999). A nivel nacional, la papa ocupa el cuarto
lugar dentro de los cultivos anuales importantes, y
su produccion se concentra en la zona comprendida
entre las regiones del Biobio y Los Lagos (INE,
2015). En esta zona prevalecen los andisoles, que
en su mayoria son suelos dcidos originados de
cenizas volcdnicas que se caracterizan por poseer
alto contenido de materia orgdnica, elevadas
concentraciones de aluminio (Al) y hierro (Fe) y
baja disponibilidad de fésforo (P), con alrededor del
90% del P aplicado en el fertilizante precipitado a
formas insolubles, lo cual limita la disponibilidad
del nutriente para las plantas (Zhu et al., 2018). Por
la alta demanda de P que tiene el cultivo durante
todo el periodo vegetativo, junto con los problemas
de fijacion, en muchas ocasiones los agricultores
realizan aplicaciones excesivas de fertilizantes, lo que
eleva los costos de produccién y por consiguiente,
afecta negativamente la calidad y productividad del
agroecosistema (Osorno y Osorio, 2017).

En este contexto, estudios sobre el sistema
radicular de los cultivos son fundamentales, porque
una buena arquitectura radical mejora la capacidad
de absorcién de agua y nutrientes proporcionando
mayor tolerancia a estreses bidticos y abidticos, y
aumentando la productividad (Lobet et al., 2015).
Las plantas con raices profundizadoras o con mayor
area superficial son més eficientes en la captacion de
recursos, lo que demuestra la capacidad que tiene el
sistema radicular de un determinado genotipo para
explorar el suelo y establecer limites mas altos de
volimenes de agua potencialmente accesibles (Lobet
et al., 2015). Las raices de los cultivos agricolas
de interés comercial forman asociaciones de tipo
mutualista con hongos micorricicos arbusculares
(HMA), los cuales mediante una extensa red de

micelio extrarradical exploran mayor volumen de
suelo, captando P desde zonas alejadas de la rizosfera
(Castillo et al., 2009). En agricultura sustentable, la
inoculaciéon con HMA surge como una alternativa
de mejora nutricional que permite lograr procesos
agricolas mds productivos y con menor impacto
ambiental. Otros microorganismos como hongos
solubilizadores de P (HSP) mejoran la nutricién
fosfatada ayudando al crecimiento y produccién
de los cultivos (Morales et al., 2011). Los HSP
desempefian un rol fundamental en el ciclado del P
en los suelos aprovechando las reservas del P fijado
en formas orgdnicas e inorgdnicas y aumentando
la disponibilidad del nutriente, lo que mejora el
rendimiento y reduce la aplicacion de fertilizantes
fosfatados (Kaul et al., 2019).

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto
de la inoculacién de un HMA (Claroideoglomus
claroideum) solo o en interacciéon con dos HSP
(Talaromyces pinophilus ylo Penicillium albidum)
en la arquitectura radical y nutricién fosfatada
de plantas micropropagadas de papa (Solanum
tuberosum L.) variedad Desirée.

Materiales y métodos

El estudio se realizé en los laboratorios e invernadero
del Departamento de Ciencias Agropecuarias y
Acuicolas de la Universidad Catdlica de Temuco.
Como inéculo HMA se usé CI. claroideum (Cc), un
morfotipo nativo aislado de suelos agricolas de la
regién y con un potencial micorricico equivalente a
50 esporas mL-! (Castillo ef al., 2009). Los inéculos
de HSP seleccionados fueron 7. pinophilus (Tp) y P.
albidum (Pa). Ambos hongos también fueron aislados
desde andisoles de la regién de La Araucania y se
inocularon en concentracién de 8 x 107 y 2,7 x 107
UFC maceta-! para Tp y Pa, respectivamente (Morales
etal., 2011). Para la preparacion del sustrato se utilizé
un andisol serie Temuco (P disponible: 13 mg kg-';
MO (%): 18,7; pH: 5,28) esterilizado y mezclado con
arena de rio en proporcion 7:3.

Las plantulas micropropagadas de papa variedad
Desirée se obtuvieron colocando los tubérculos
en contacto directo con agua durante 11 dias y
trasladdndolos después a bandejas con turba: perlita
(7:3). Luego se llevaron a cdmara de crecimiento
por 24 dias con riego constante y aplicacion del
fungicida Captan en dosis equivalente a 200 g
100 L-! agua. Después de 35 dias se cortaron los
brotes, se desinfectaron sumergiéndolos por 20 min
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en una solucién de tebuconazol-carbendazima y
eliminando el fungicida por lavado de los brotes en
etanol al 70%. Para la multiplicacion de los brotes se
colocaron explantes de papa en el medio Murashige
y Skoog (1962) y se mantuvieron por 30 dias bajo
condiciones controladas (luz: 200 a 300 uE m=2 s-1;
fotoperiodo: 16 h luz /8 h oscuridad; temperatura:
22 °C). Los brotes aptos para el trasplante y
enraizados se pasaron a una etapa de aclimatacién
colocando las plantulas micropropagadas en bolsas
con sustrato y llevdndolas a cdmara de crecimiento
por 30 dias, para posteriormente trasladarlas al
invernadero por 16 dias.

El disefo experimental correspondié a uno
completamente al azar con cinco tratamientos:
cuatro inoculados T1 (Cc); T2 (Cc + Tp); T3 (Cc +
Pa); T4 (Cc + Tp + Pa), mas un control no inoculado
(TO) con seis repeticiones y un total de 30 unidades
experimentales.

El ensayo se establecid en bolsas con el sustrato
mezclado con guano rojo-super fosfato triple (SFT)
en proporcion 8,5:1,5 y en el equivalente a una dosis
de 400 kg P,O5ha-!. Sobre el sustrato se coloc una
banda de 5 mL de Cc y una pldntula aclimatada
anadiéndose en ambos costados el HSP (Tp y/o Pa).
Cada 15 dias, a cada unidad experimental se le anadi
solucién de KNO; 0,05 M manteniendo la humedad
a capacidad de campo. A los 145 dias después del
establecimiento (DDE) se cosecharon las plantas
midiéndoles la altura desde el cuello hasta el dpice
y mediante pesada en balanza analitica (Sartorius)
se obtuvo el peso fresco y seco de la planta y de los
minitubérculos (mt). En las raices se determino la
longitud, drea superficial, niimero de bifurcaciones
y distribucién segtin didmetro usando el software
WinRhizo® (Regent Instrument Inc.). Ademds,
se cuantific la colonizacién HMA de acuerdo
a modificaciones en la tincién propuestas por
Castillo et al. (2017) para plantas micropropagadas,
mientras que en el sustrato se contabiliz6 el nimero
de esporas HMA (Sieverding, 1991). Finalmente,
en la planta se determindé el P movilizado y en el
sustrato el P disponible, segiin metodologia de
Sadzawka et al. (2006).

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en el estudio para
cada variable evaluada se examinaron a través de
un andlisis de varianza de un factor (ANDEVA)
con una significancia de p < 0,05 seguido por una

prueba de comparacién miltiple de medias de
Tukey HSD. Para el andlisis estadistico se utilizé
el programa SPSS (Statistical Product and Services
Solutions) para Windows version 19.

Resultados y discusion

Estos resultados mostraron que al momento de la
cosecha la mayor altura de las plantas correspondid
a T2, alcanzando 57 cm y presentando diferencias
significativas con TO, que s6lo obtuvo 24 cm
(Tabla 1). La inoculacién conjunta en T2 incrementd
la respuesta del cultivo en alrededor de 138% sobre
TO, un 10% sobre T1, y las plantas resultaron 30%
mds desarrolladas que en T3. La triple inoculacién
no present? diferencias significativas en comparacion
con TO. La respuesta a la doble inoculacién Cc + Tp
muestra una compatibilidad entre los microorganismos
que aumento la altura de las plantas de papa.

Los resultados fueron similares a los informados
en col china por Chuang et al. (2007), quienes
demostraron que la inoculacién con HSP increment6
el rendimiento de plantas cultivadas en invernadero
y campo. Por otra parte, Jiménez-Terry et al. (2010)
sefialaron la importancia del comportamiento
de plantulas de teca y papa durante la etapa de
propagacion in vitro, destacando la influencia de la
altura y desarrollo con la posterior respuesta en la
fase de aclimatacidn e invernadero. Otros estudios
realizados con plantulas micropropagadas de papa
inoculadas con bacterias diazotréficas nativas y
HMA evidenciaron un aumento en el crecimiento
y supervivencia del cultivo (Palacios et al., 2009).

El PS aéreo y el PS de la raiz (Tabla 1) no
mostraron diferencias significativas entre los distintos

Tabla 1. Altura (A), peso seco (PS) aéreo (B) y PS
raices de plantas de papa Desirée micropropagadas
cultivadas en sustrato estéril inoculado con CI. claroideum
(Co), T. pinophilus (Tp) y/o P. albidum (Pa).

Tratamiento Altura (cm) PS aéreo (g) PS raiz (g)
TO 24 b 0,2272 a 0,0095 a
Tl 52 ab 04523 a 0,011 a
T2 57a 0,5624 a 0,012 a
T3 44 ab 0,3575 a 0,0054 a
T4 30 ab 0,2552 a 0,0073 a

TO = control; T1 = Cc; T2 = Cc + Tp; T3 = Cc + Pa, T4 = Cc
+Tp + Pa.

Letras iguales no difieren estadisticamente entre si, segin la
prueba de Tukey (P < 0,05).
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tratamientos de inoculacién. Sin embargo, en ambos
pardmetros se observé la tendencia TO < T1 < T2,
incrementando el PS aéreo entre T2 y TO en 147%
y el PS radical en 26%. Probablemente, la doble
inoculacion de Cc con Tp aument6 la captacion de
P por extension del micelio HMA extrarradical mas
alld de la zona rizosférica, adquiriendo el nutriente
solubilizado por el HSP desde el pool del P no labil,
que result6 en un mejor crecimiento de laraiz y de
las plantas. En plantas de maiz inoculadas con HSP
del tipo Penicillium sp. se reportaron incrementos en
el crecimiento, rendimiento y contenido nutricional
(Patil et al., 2012).

Una caracteristica de los mt, que los distingue
de los microtubérculos y tubérculos, es la forma
como se producen en condiciones de invernadero a
partir de papas in vitro con un tamafo que fluctia
entre los 5 y 25 mm (Struik, 2007). En los mt no se
encontraron diferencias en los pardmetros medidos
por efecto de la inoculacién con HMA y HSP; el
PF fluctué entre 0,2 gen TOy 0,7 gen T1 y T4. El
PS de los mt estuvo en torno a los 20 mg para TO
y 100 mg para T3, contabilizando mayor nimero
de mt T3 y T4 (Tabla 2).

A partir de los primeros estadios de desarrollo
y hasta el momento en que comienza la formacién
de tubérculos en la papa, las raices de origen
adventicio presentan un rdpido crecimiento. El
sistema radical es fibroso, ramificado y extendido
mds bien superficialmente, profundizando entre
40 y 50 cm (Bouma et al., 2000). La mayor
longitud radical se obtuvo con T1, sin diferencias
significativas respecto a T2 y ambos tratamientos
con una longitud significativamente mayor que

Tabla 2. Peso fresco (PF) minitubérculos (mt) (A),
peso seco (PS) mt (B) y nimero mt (C) por planta de papas
Desirée micropropagadas cultivadas en un sustrato estéril

inoculado con CI. claroideum (Cc), T. pinophilus (Tp)
y/o P. albidum (Pa).

Tratamiento PF mt (g) PS mt (g) N° mt
TO 0,2025 a 0,0265 a la
Tl 0,682 a 0,0963 a la
T2 0,5581 a 0,0724 a la
T3 0,616 a 0,1018 a 2a
T4 0,6995 a 0,0815 a 2a

TO = control; T1 = Cc; T2 = Cc + Tp; T3 = Cc + Pa, T4 = Cc
+Tp + Pa.

Letras iguales no difieren estadisticamente entre si, segtin la
prueba de Tukey (P < 0,05).

TO (Figura 1A). La inoculacién solo con HMA
(T1) increment6 la longitud radical en un 200%
sobre el control no inoculado (T0), mientras que
la inoculacién conjunta (T2) aument6 en 150%
respecto a TO. Un comportamiento similar se
observé en el drea superficial, donde la mayor
superficie de raices se alcanzé en T1 y T2,
presentando diferencias significativas con TO, T3 y
T4, y con incrementos de alrededor de 140% sobre
TO (Figura 1B). Se determind un comportamiento
similar en el nimero de bifurcaciones sin
encontrar diferencias significativas entre T1 y
T2, pero con aumentos significativos de 247%
en relacién con la cantidad de bifurcaciones
contabilizadas en TO (Figura 1C). Segin Bohm
(1979), 1a determinacion de la longitud radical es
uno de los principales pardmetros para estimar
la cantidad de nutrientes y agua extraidos por la
planta en un periodo especifico.

En la Figura 1D se observa que la mayor
concentracion de raices se presentd en los
didmetros finos D1 y D2, sin diferencias
significativas entre T1 y T2, pero si con respecto
a T3, T4 y TO, mostrando T1 un incremento de
200% sobre TO. La distribucion del didmetro D2
siguid la tendencia observada en D1, mientras que
los didmetros gruesos D3 y D4 no presentaron
diferencias significativas por efecto de la
inoculacién con HMA y HSP.

La mayor movilizacién de P hacia la planta se
obtuvo con T2 presentando diferencias significativas
respecto a los otros tratamientos (Figura 2A).
La inoculacién conjunta de Cc + Tp aumentd
notoriamente la movilizacién del nutriente con un
incremento de 31% sobre T1, 26% sobre T3 y 250%
sobre TO. En general, los tratamientos siguieron la
tendencia T2 > T1 =T3 > T4 > TO.

Velazquez et al. (2017) en un estudio con
plantas de lechuga (Lactuca sativa L.) informaron
que el mayor contenido de P movilizado se
observo con la interaccién entre un HMA y HSP,
resultado similar al obtenido en este trabajo, donde
la mayor concentracién de P movilizado en la
planta se encontré con T2. En plantas de fresas,
Fan et al. (2008) sefialaronque los HSP tuvieron
la capacidad de mineralizar P y proporcionar
control bioldgico de enfermedades, mientras que
Souchie et al. (2006) reportaron mejor crecimiento
de plantas con doble inoculacion HMA y HSP,
en comparacion con una inoculacién simple de
microorganismos.
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Figura 1. Longitud total (A), drea superficial (B), nimero de bifurcaciones (C) y distribucién de las
raices (D) de papa Desirée micropropagadas cultivadas en sustrato estéril inoculado con CL claroideum
(Cc), T. pinophilus (Tp) y/o P. albidum (Pa). TO = control; T1 = Cc; T2 = Cc + Tp; T3 = Cc + Pa,
T4 = Cc + Tp + Pa. Barras promedio con letras iguales no difieren estadisticamente entre si, segun la

prueba de Tukey (P < 0,05).
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Figura 2. Fésforo movilizado en las plantas (A) y P disponible en el sustrato (B) cultivado
con papa Desirée micropropagadas inoculadas con Cl. claroideum (Cc), T. pinophilus (Tp)
y/o P. albidum (Pa). TO = control; T1 = Cc; T2 = Cc + Tp; T3 = Cc + Pa, T4 = Cc + Tp + Pa.
Barras promedio con letras iguales no difieren estadisticamente entre si, segtin la prueba de

Tukey (P < 0,05).

Enrelacién con el P disponible, se encontraron
diferencias significativas entre TO, que presentd
mayor cantidad de P disponible, y T2, que tuvo
una notable disminucién del nutriente (Figura 2B).
Lo anterior confirma la movilizacién de P por
la planta, debido a la inoculacién con HMA vy

HSP, los cuales actuaron sinérgicamente entre
ellos y con las raices de la planta de papa. La
respuesta observada en el control coincide con
lo senalado por Wacker-Fester et al. (2019),
quienes concluyeron que la papa, en comparacién
con otros cultivos, tiene una baja eficiencia de
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P, y por lo tanto, los requisitos de fertilizacién
fosfatada son elevados.

Al cuantificar la colonizacion HMA en las
raices de la papa se encontré que los cuatro
tratamientos inoculados tuvieron una colonizacién
significativamente mayor que TO (Figura 3A). Respecto
al nimero de esporas HMA que permanecieron en
el sustrato, una cantidad significativamente mayor
se observo con la triple inoculacion CL claroideum,
T. pinophilus y P. albidum en comparacién con el
control no inoculado (Figura 3B).

Es conocido que el sistema radical de la papa es
ineficiente para la absorcion de P, especialmente a
bajas concentraciones, y se requieren elevadas dosis
de fertilizante para la obtencién de rendimientos
Optimos, lo que aumenta los costos de produccién
causando graves dafios ambientales (George y
Ed, 2011). Desde un enfoque mds ecoldgico y
econdmico, la solucién al problema podria ser el
uso de microorganismos rizosféricos relacionados
con el ciclo del P. Los HMA y HSP del suelo
constituyen una riqueza bioquimica que en gran
parte aun no ha sido explotada, ya que ellos cumplen
un rol importante en los ciclos biogeoquimicos que
impactan directa o indirectamente en el estado
nutricional del suelo.

TO T1 T2 T3 T4
Tratamiento

Conclusiones

Con la co-inoculacién de Cl. claroideum y
T. pinophilus se observé una fuerte asociacién
hongo-raiz que mejoré la colonizacion fingica y
movilizacién de P relacionado con una mayor altura
y arquitectura radical de las plantas de papa. La
longitud de las raices, en los tratamientos T1y T2,
se incremento significativamente en 200% y 150%
sobre TO y con aumentos de la superficie radical
que alcanzaron 140% sobre el control.

La inoculacién del suelo con este tipo de
microorganismos libera P fijado en formas
insolubles a disponibles para la planta con un mejor
crecimiento y rendimiento del cultivo. Desde un
enfoque ecoldgico, en una agricultura sostenible, los
HMA y HSP reducen la aplicacién de fertilizantes
fosfatados permitiendo satisfacer las demandas
de nutrientes de los cultivos y disminuyendo la
contaminacién ambiental.
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Figura 3. Colonizacién en raices (A) y nimero de esporas HMA (B) en un sustrato estéril
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