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Influencia del régimen de fertilizacion y del momento de inoculacién en la
micorrizacion de Pinus ponderosa en la etapa de vivero

Influence of the fertilization regime and the time of inoculum application in the
mycorrhization rate of Pinus ponderosa in nursery
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SUMMARY

This paper has the objective to evaluate mycorrhizal colonization percentages and seedling growth of inoculated Pinus ponderosa
seedlings, applying Rhizopogon roseolus spores, three fertilization levels, two inoculation moments (two weeks and 4 months after
sowing), and two harvest moments (eight months after sowing and after a two months period under low fertilization, called “leth-
argy”, 10 months after sowing). It was found that the incorporation of the “lethargy” period significantly increased mycorrhization.
Both variation in fertilization levels and different inoculation moments did not produce significant differences in mycorrhization
percentages, under the traditional production regime.

Key words: ectomycorrhizas, ponderosa pine, Rhizopogon roseolus, spore inoculation.

RESUMEN

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar la colonizacién micorricica y el crecimiento de plantas de Pinus ponderosa inocu-
ladas con esporas de Rhizopogon roseolus, sometidas a tres niveles de fertilizacion, dos momentos de inoculacién (a dos semanas
y a cuatro meses posteriores a la siembra), y dos momentos de cosecha diferentes (a ocho meses y a 10 meses de la siembra
luego de un periodo de dos meses con baja fertilizaciéon llamado periodo de letargo). Se observé que la aplicacion del periodo
de letargo aumentd significativamente la micorrizacién. Tanto las variaciones en los niveles de fertilizacion utilizados como los
distintos momentos de inoculacién no produjeron diferencias significativas en los porcentajes de micorrizacién, bajo el esquema
de produccién tradicional.

Palabras clave: ectomicorrizas, inoculacién con esporas, pino ponderosa, Rhizopogon roseolus.

INTRODUCCION planta y hongos especificos. La planta produce fotosintatos

que comparte con los hongos, cubriendo sus demandas

La precordillera andina de la Patagonia Argentina pre-
senta un gran potencial para el desarrollo de forestaciones
con especies exéticas de rdpido crecimiento (Laclau 2002),
siendo el pino ponderosa (Pinus ponderosa Dougl. ex
Laws.) la especie mas utilizada con este fin. La creciente
actividad forestal en la regién hace prever un incremento
en la demanda de plantas, y plantea la necesidad de ajustar
las técnicas de produccién a la obtencién de ejemplares de
calidad, resistentes a condiciones climdticas adversas, pre-
parados para aprovechar los recursos del sitio de plantacién
y capaces de resistir el ataque de organismos patégenos
del suelo. El estado micorricico de las plantas tiene un rol
determinante en todos estos procesos (Perry et al. 1987). La
asociacion micorricica se establece entre las raices de una
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de carbono, y los hongos contribuyen a incrementar la
absorcion de agua y minerales (especialmente fésforo) que
pasan a la planta, brindando proteccién fisica a las raices,
induciendo la ramificacion radicular y ofreciendo proteccién
bioquimica contra patégenos del suelo. El resultado es el
mejoramiento del prendimiento, de la tasa de crecimiento
y de la supervivencia de las plantas, particularmente en
hdbitats adversos como los expuestos al estrés hidrico
(Meyer 1973, Reid 1978, Duddridge et al. 1980, Harley y
Smith 1983, Boyd et al. 1986), tal como ocurre en los sitios
con aptitud forestal en la Patagonia, que ademds poseen
una biota autdctona tipicamente vesiculo-arbuscular, sin
especies ectomicorricicas que puedan colonizar Pinaceas
(Godoy et al. 1994, Fontenla et al. 1998).



La produccién de plantas forestales en la Patagonia
Argentina se ha efectuado tradicionalmente en viveros a
raiz desnuda. La adquisicién de ectomicorrizas se efectia
normalmente en las camas de siembra gracias al aporte
del in6culo ectomicorricico (EM) proveniente del mantillo
utilizado para cubrirlas, o a partir de esporas de hongos
transportadas por el viento de plantaciones cercanas
(Barroetavefia y Rajchenberg 2003, Barroetaveiia 2004).
La tasa de micorrizacién detectada en estos viveros ha
sido moderada a baja (Barroetavefia y Rajchenberg 2003).
En los dltimos afios se ha implementado la produccién de
plantas en invernaderos, utilizando contenedores con sustrato
estéril, temperatura controlada y altas dosis de fertilizante
quimico en el agua de riego (fertiirrigacion) para acelerar
el ritmo de crecimiento, logrando plantas de excelente
morfometria en periodos notablemente menores que la
produccién tradicional (nueve meses contra dos afios). Las
composiciones especificas de fertilizante quimico se aplican
de acuerdo a la etapa de desarrollo en que se encuentra la
planta (Enricci et al. 2001) diferenciadas en: germinacion,
establecimiento, crecimiento rapido y rustificacién. Dado
que las plantas desarrolladas bajo este sistema no pueden
adquirir micorrizas del sustrato en que crecen, es de suma
importancia que las practicas de manejo integral del vivero
incluyan la inoculacién con hongos EM, efectuando una
adecuada seleccidn de las especies a utilizar.

La incorporacién de hongos EM se puede realizar
utilizando indéculo vegetativo (micelio); sin embargo, los
viveros comerciales frecuentemente utilizan esporas como
fuente de indculo (Rincén et al. 2001, 2005, Steinfeld et
al. 2003), debido a que éstas no necesitan de una fase
de cultivo puro como el indculo vegetativo, ocupan poco
volumen, pueden tolerar periodos de almacenamiento
largos, en general son muy abundantes en los esporo-
carpos y su aplicacién es sencilla, ya que se las puede
agregar en el agua de riego (Parladé et al. 1996, Rincon
et al. 2001). La seleccion de las especies micorricicas
a utilizar debe considerar la eficacia, la disponibilidad
y la logistica de obtencién del inéculo (Donald 1975).
Rhizopogon roseolus (Corda) Th. Fr. (Rhizopogonaceae,
Boletales, Basidiomycota) es una especie muy abundante
en las plantaciones forestales de Pinus spp. ya estableci-
das en la Patagonia Argentina (Barroetaveiia et al. 2005),
que ofrece numerosas ventajas comparativas frente a otras
especies EM, pues logra una buena colonizacién de los
sistemas radicales de plantas producidos en maceta y
fertiirrigados (Barroetaveiia y Rajchenberg 2000, Rincén
et al. 2001, 2005), posee alta tolerancia a las condiciones
medioambientales adversas (Duifiabeitia et al. 2004) y
presenta numerosas hifas y rizomorfos que penetran en el
suelo maximizando la captura de nutrientes (Donald 1975).
Ademads, fructifica abundantemente presentando altas con-
centraciones de esporas por cuerpo fructifero; sus esporas
poseen una alta tasa de germinacién, una gran capacidad
de colonizar las raices con dosis bajas y de mantener su
viabilidad luego del almacenamiento a bajas temperaturas
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(Theodorou y Bowen 1987, Molina y Trappe 1994, Torres
y Honrubia 1994), mientras que el indculo vegetativo de
varias especies del género no ha sido infectivo (Molina
1980, Castellano 1994). Ademds, numerosos trabajos de
inoculacién de coniferas con especies del género Rhizopogon
han mostrado mejoras en el establecimiento y desarrollo
en plantacién (Theodorou y Bowen 1970, Theodorou
1971, Momoh 1976, Castellano et al. 1985, Ekwebelam
y Odeyinde 1985, Amaranthus y Perry 1989, Castellano
1996). Por todo lo expuesto, R. roseolus es una especie
potencial atractiva para inocular plantas de Pinus spp. a
escala comercial (Chu-Chou y Grace 1990, Parladé et al.
1996, Rincédn et al. 2005).

La influencia de altas dosis de fertilizante sobre la
colonizaciéon micorricica se ha reportado con diferentes
resultados; algunos investigadores afirman que las plantas
desarrolladas bajo altas dosis de fertilizante quimico no
necesitan de una asociacién simbidtica para la captacién
de nutrientes y agua, por lo que la micorrizacién es pobre
en caso de existir (Gagnon et al. 1987, 1988, Hunt 1988,
Reitveld et al. 1989, Chakravarty y Chatarpaul 1990, Le
Tacon et al. 1997, Smith y Reid 1997); otros afirman que
la formacién de micorrizas es independiente del nivel de
fertilizacién utilizado (Molina y Chamard 1983, Danielson
et al. 1984, Khasa et al. 2001), mientras que Trappe (1977)
y Marx (1980) afirman que las distintas asociaciones EM
no responden de igual forma a las dietas de fertilizante
usadas y que cada caso debe estudiarse por separado.

El momento de aplicacién del inéculo EM en estos
sistemas de produccién acelerada es un tema conflictivo,
pues en general se recomienda inocular junto con la siembra
para estimular la colonizacién y dar tiempo al desarrollo
de las micorrizas (Marx y Cordell 1990), pero, como se
mencioné anteriormente, muchos estudios han demostrado
que las altas dosis de fertilizante inhiben el establecimiento
de la simbiosis (Le Tacon et al. 1997, Smith y Reid 1997).
Si las practicas de inoculacién se realizan durante la fase
de rustificacion, cuando las dosis de nitrégeno y fésforo
son minimas, puede suceder que el tiempo restante hasta
el momento de plantacion no sea suficiente para garantizar
una buena colonizacién.

El objetivo principal de este trabajo fue estudiar
la asociacién micorricica R. roseolus + P. ponderosa
bajo las condiciones de crecimiento en inverndculo con
fertiirrigacion, y cémo se establece esta relacion bajo
diferentes dosis de fertilizante. Algunos estudios reportan
que se produce buena micorrizacién luego de suspender
o minimizar la fertilizacién, aun cuando previamente se
aplicaron altas dosis de fertilizantes (Wallander y Nylund
1992, Barroetavena 2004).

Por lo expuesto, los objetivos particulares planteados
para este trabajo son: a) Evaluar el efecto de distintos ni-
veles de fertilizacion sobre la colonizacién micorricica de
P. ponderosa en vivero utilizando esporas de R. roseolus.
b) Evaluar el efecto de distintos momentos de aplicacién
de esporas de R. roseolus en la colonizacidn micorricica de
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plantas de P. ponderosa en vivero. ¢) Evaluar la respuesta de
la colonizacién micorricica de R. roseolus en P. ponderosa
ante una disminucion acentuada en las dosis de fertilizante
al final de la etapa de rustificacién en vivero (periodo de
letargo). d) Evaluar el efecto de la colonizacién micorricica
bajo distintos niveles de fertilizacién y de la aplicacion del
periodo de letargo sobre el crecimiento de las plantas.

METODOS

Para evaluar el efecto del fertilizante sobre la coloni-
zacién micorricica y las diferencias de crecimiento entre
tratamientos inoculados y no inoculados, se utilizé un
disefio factorial con tres niveles de fertilizacién (alto, medio
y bajo) y dos situaciones de inoculacién (inoculado a dos
semanas de la siembra y control no inoculado para che-
quear contaminantes y comparar crecimientos), con cinco
repeticiones, cada una con tres plantas (experimento 1).
Para evaluar el efecto del momento de inoculacién y de
la aplicacién del periodo de letargo se utiliz6 también un
disefio factorial, con dos momentos de inoculacion (a dos
semanas y a cuatro meses de la siembra) y dos momentos
de cosecha (a ocho meses y a 10 meses de la siembra,
luego de un periodo de letargo), aplicando sélo el régimen
de fertilizacidn alto, con cinco repeticiones, cada una con
tres plantas (experimento 2).

Las semillas de P. ponderosa fueron estratificadas du-
rante 21 dias a 4-5 °C, y se esterilizaron superficialmente
con una solucién de NaClO 1% durante cuatro minutos.
La siembra se realiz6 en macetas pldsticas de 250 cm? de
capacidad, con un sustrato compuesto por turba y arena
volcdnica en relacion 1:1 en volumen. La turba se tindalizé
mediante tres aplicaciones de vapor a presion atmosférica
de 90 minutos cada una, espaciadas entre si por un lapso
de 12 h. La arena se esteriliz6 en estufa a 120 °C durante
60 h. Las plantas permanecieron en invernadero sin cale-
faccion, y fueron rotadas periddicamente de ubicacién a
fin de evitar efectos de borde.

Para las inoculaciones se preparé una suspension de
esporas licuando fructificaciones de R. roseolus con agua
destilada estéril. La concentracién de esporas de la suspension
se determiné mediante un hemocitémetro. Los tratamientos
inoculados a las dos semanas de la siembra recibieron
dos dosis de 1,5 x 108 esporas por planta (total: 3 x 108)
espaciadas dos semanas entre si. Dado que el porcentaje
de esporas viables decrece con el tiempo, los tratamientos
inoculados a los cuatro meses de la siembra recibieron dos
dosis con una concentracién 50 veces mayor (dos dosis de
7,5 x 10° esporas por planta; total: 1,5 x 10'9) de acuerdo
a lo recomendado por Torres y Honrubia (1994). Se regé al
menos tres veces por semana, dependiendo del contenido
de humedad del sustrato. El pH del agua se ajusté en 6,5
mediante H,SO, diluido en agua.

La fertilizacién se aplicé dos veces por semana utili-
zando fertilizantes quimicos hidrosolubles en el agua de
riego (cuadro 1) tomando como referencia para el nivel

228

alto la cantidad utilizada en el vivero de produccién ace-
lerada de plantas del PAIDER Forestal de la Universidad
Nacional de la Patagonia San Juan Bosco - Sede Esquel
(Argentina); los niveles medio y bajo correspondieron al
80 y 50% de las partes por millén agregadas en el trata-
miento alto, respectivamente.

Cuadro 1. Composicion de los fertilizantes utilizados, duracién
de cada etapa del esquema de produccién y dosis de fertilizante
usada en cada aplicacion a cada nivel de fertilizacién en cada
etapa.

Fertilizers composition, duration of each stage in the pro-
duction scheme, and fertilizer doze applied each time to each fertilization
level in each stage.

Fertilizante Tiempo  Nivel de fertilizacion (mg L1

Etapa

P N/P/K  (semanas) Alto Medio Bajo
Germinacién - 2 - - -
Establecimiento  7/40/17 6 177 P 141,6 P 88,5 P
Crecimienio 5020 6 100N 80N 50N
rapido
Rustificacion 4/27/38 20 140 K 112 K 70 K
Letargo 4/27/38 8 70 K - -

La longitud de raices necesarias para medir micorrizacion
se estimé tomando 10 raices laterales de cada planta, de
una submuestra de cinco plantas. Se contabiliz6 la cantidad
de puntas finas micorrizadas con R. roseolus y el total de
puntas. Mediante la ecuacién 1 (Marques de Cantou 1990)
se determind el porcentaje de micorrizacién de la muestra
de raices laterales, y mediante la ecuacién 2 (Marques de
Cantou 1990) se determiné el tamafio muestral minimo
(longitud de raices a medir por planta):

Pm
= [1]
Pm+ Pnm
2
zZ 4 P9
o (1*5) [2]
- 2
. e
Siendo:
Pm = la cantidad de puntas micorrizadas con R.
roseolus
P = el porcentaje de puntas micorrizadas con R.
roseolus
Pnm = la cantidad de puntas no micorrizadas con R.
roseolus
q = el porcentaje de puntas no micorrizadas con R.
roseolus (1-p).
t = el minimo tamafio muestral a medir por planta.
e = el error mdximo admitido.
1.0y, = el valor de tabla de distribucién normal
Z95%)-



Para efectuar las distintas mediciones, cada planta fue
dividida en tres secciones cortdndolas a 1 y 15 cm por
debajo del nudo cotiledonar. Para evaluar el porcentaje
de micorrizacion se sortearon raices al azar de la porcién
superior del sistema radical (raiz superior) hasta alcanzar
el minimo tamafo muestral obtenido de la ecuacion 2; se
descarté la porcién inferior del sistema radical, ya que
presentaba raices muy largas, arrolladas en el fondo de la
maceta, con muy poca ramificacion lateral y escasa cantidad
de puntas finas. Bajo microscopio estereoscopico se cuan-
tificé la cantidad de puntas micorrizadas con R. roseolus 'y
la cantidad total de puntas, y posteriormente se calculd el
porcentaje de micorrizacién por planta, usando la ecuacién
1. Para calcular la media del porcentaje de micorrizacién
de cada tratamiento se utilizé la ecuacién 3:

n
Pi
ol (3]

n
Siendo
Xp =la media del porcentaje de micorrizacion del

tratamiento.

Pi = el porcentaje de puntas micorrizadas de la i-ésima

planta del tratamiento.
la cantidad de plantas del tratamiento.

El véstago y el sistema radical de cada planta fueron
secados en estufa a 105 °C durante 48 h para determinar
el peso seco.

Con el fin de evaluar el efecto de los distintos niveles
de fertilizacion sobre la colonizacién micorricica se realizd
un andlisis de varianza de un factor (ANOVA) y compara-
ciones miiltiples (prueba de Tukey) sobre los tratamientos
inoculados del experimento 1. El efecto de los distintos
momentos de aplicacién del indculo y de la aplicacion
de un periodo de letargo se evalud en el experimento 2
mediante un ANOVA de dos factores, y contrastes (prueba
de T, controlando el error tipo I con ajuste de Bonferroni).
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La diferencia de tamafio entre las plantas inoculadas y las
no inoculadas se analizé en el experimento 1, usando el
peso seco de la raiz superior, el peso seco del vastago y el
peso seco total como variables de respuesta, aplicando en
cada caso un ANOVA de dos factores y contrastes (prueba
de T, controlando el error tipo I con ajuste de Bonferroni)
entre los tratamientos inoculado y no inoculado en cada
nivel de fertilizacion. El efecto de la aplicacion del perio-
do de letargo sobre el tamafio de las plantas se analiz6 en
el experimento 2 usando las tres variables de respuestas
antes mencionadas, mediante ANOVA de dos factores y
contrastes (prueba de T, controlando el error tipo I con
ajuste de Bonferroni) entre momentos de cosecha para cada
momento de inoculacién. Ademds se evalud el efecto de
los distintos niveles de fertilizacién sobre el tamaifio de las
plantas en el experimento 1, usando las mismas variables
de respuesta antes mencionados, mediante ANOVA de dos
factores y contrastes (prueba de T, controlando el error tipo
I con ajuste de Bonferroni) entre los niveles de fertilizacion
para cada situacién de inoculacién. En todos los casos se
utiliz6 un nivel de significacién del 95%, la normalidad de
los datos se determind mediante la prueba de Shapiro-Wilk
y la igualdad de varianzas utilizando la prueba de Levene,
ambos con un nivel de significacion del 95%. Se utilizé el
paquete estadistico SPSS version 11.5 para Windows.

RESULTADOS

Efecto de los niveles de fertilizacion sobre la colonizacion
micorricica. Los distintos niveles de fertilizacion utilizados
no modificaron significativamente la colonizacién micorri-
cica de R. roseolus sobre el P. ponderosa bajo el esquema
tradicional de produccion de plantas, sin aplicar periodo
de letargo (P= 0,52), con el valor de micorrizacién mas
alto (38,6%) en el nivel de fertilizaciéon bajo (cuadro 2).
Cabe destacar que se detectd la presencia de ectendomi-
corrizas del tipo E-strain (Barroetavefia 2004) colonizando
abundantemente las plantas inoculadas.

Cuadro 2. Comparacién de las medias de porcentaje de micorrizacion, peso seco del védstago, de la parte superior de la raiz y del
total entre los distintos niveles de fertilizacién para cada situacién de inoculacién (experimento 1)*.

Comparison between mean mycorrhization percentage, stem, upper root portion and total dry weight means among different fertilization

levels under each inoculation situation (experiment 1)*.

. Nivel de Micorrizacién (%) PS vastago PS raiz sup. PS total
Inoculacién e
fertilizacién MediazS$ Media+S Media+S Media+S
Alto 0 1,874+0,181ns 1,888+0,429ns 5,780+0,605ns
No inoculado Medio 0 1,818+0,244ns 1,974+0,405ns 5,540+0,487ns
Bajo 0 1,548+0,212ns 1,508+0,181ns 4,680+0,212ns
Alto 30,6+16,75ns 1,994+0,276a 1,860+0,611ns 5,973+0,748a
Inoculado Medio 31,6+ 6,69ns 1,922+0,259a 1,994+0,373ns 5,747+0,431ab
Bajo 38,6+ 9,31ns 1,546+0,100b 1,482+0,230ns 4,687+0,353b

*PS: peso seco; S: desviacion estdndar; raiz sup: parte superior de la raiz. Contrastes con ajuste de Bonferroni.
Letras diferentes indican diferencias significativas a nivel P = 0,05; ns: no significativo.
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Efecto de los distintos momentos de aplicacion de las es-
poras y de la incorporacion del periodo de letargo sobre
la colonizacion micorricica. El momento de aplicacion de
las esporas (a dos semanas y a cuatro meses de la siembra)
no afectd significativamente el porcentaje de micorrizacién
de las plantas (para momento de inoculacién, P = 0,437),
mientras que la aplicacién del periodo de letargo si tuvo un
efecto estimulador significativo en la micorrizacién (para
momento de cosecha P = 0,022). Hay poca evidencia de que
el efecto de la aplicacién del periodo de letargo varie segin
el momento de inoculacién (para la interaccién P = 0,131).
Cuando las plantas fueron inoculadas a los cuatro meses
de la siembra, la colonizaciéon micorricica media fue sig-
nificativamente mas alta en plantas sometidas a periodo de
letargo (media de micorrizacién = 48,2%, cuadro 3) con un
aumento promedio del 21,8% respecto de las que no fueron
sometidas a periodo de letargo (P = 0,01, 95% intervalo
de confianza = 6,0 a 37,6%), constituyendo el valor de
micorrizacién més alto obtenido en ambos experimentos.
En el caso de las plantas inoculadas a las dos semanas de
la siembra, el efecto fue en el mismo sentido (cuadro 3),
con un aumento promedio en la colonizacién micorricica
de 5% cuando se aplicé el periodo de letargo, aunque no
significativo estadisticamente (P = 0,512).

Cuadro 3. Comparacion entre los porcentajes medios de mico-
rrizaciéon + desviacién estdndar en los diferentes momentos de
cosecha para cada momento de inoculacion (experimento 2).

Comparison between mean mycorrhization percentages *
standard deviation from different harvest moments for each inoculation
moment (experiment 2).

Momento de Cosecha a Cosecha a Diferencia

inoculacion 8 meses 10 meses entre medias
A 2 semanas 30,6+16,8 35,6+8,0 —5,0 ns
A 4 meses 26,4+4,1 48,2+14,0 -21,8*

Contrastes con ajuste de Bonferroni; *diferencia de medias significativa,
P=0,05; ns: no significativo.

Respuesta del crecimiento de las plantas a la micorrizacion.
No se encontraron diferencias significativas en el peso seco
entre plantas inoculadas y los controles no inoculados del
experimento 1 bajo ninguno de los tres niveles de ferti-
lizacién (cuadro 4). Esto se repitié para el peso seco del
véastago (inoculacién, P = 0,366), para el peso seco de la
raiz superior (inoculacién, P = 0,938) y para el peso seco
total (inoculacién, P = 0,626). Tampoco se encontraron
diferencias significativas en el peso seco entre plantas
sometidas y no sometidas a periodo de letargo bajo cada
momento de inoculacién en el experimento 2. Esto se repitié
para el peso seco del vastago (cosecha, P = 0,450), de la
rafz superior (cosecha, P = 0,408) y para el peso seco total
(cosecha, P = 0,241) (datos no mostrados).
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Por el contrario, la disminucién en las dietas de ferti-
lizantes se correspondié con una disminucién en el peso
seco de las plantas (cuadro 2) significativo para el peso
seco del vastago (fertilizacién, P = 0,001), para el peso
seco de la raiz superior (fertilizacién, P = 0,028) y para
el peso seco total (fertilizacién, P = 0,004). Los contrastes
mostraron diferencias significativas para el peso seco del
vastago entre tratamientos inoculados bajo alta y baja
fertilizaciéon de 0,448 g (P = 0,011, 95% intervalo de
confianza = 0,09 a 0,806) y bajo media y baja fertiliza-
cién de 0,376 g (P = 0,037, 95% intervalo de confianza
= 0,018 a 0,734), y también para el peso seco total entre
tratamientos inoculados bajo alta y baja fertilizacién de
1,28 g (P = 0,034, 95% intervalo de confianza = 0,077 a
2,499) (cuadro 2).

Cuadro 4. Comparacion entre medias de peso seco del vastago, de
la parte superior de la raiz y del total entre plantas inoculadas y no
inoculadas bajo cada nivel de fertilizacién (experimento 1)*.

Comparison between stem, upper root portion and total dry
weight means between inoculated and non inoculated plants under each
fertilization level (experiment 1)*.

Diferencia de medias (n—i)*

Nivel
fertilizacién PS raiz sup. PS vistago PS total
Alto 0,280 -0,120 -0,194
Medio -0,020 0,104 0,204
Bajo 0,026 0,002 0,004

* n-i = no inoculado — inoculado. PS: peso seco; raiz sup: parte superior
de la raiz. Contrastes con ajuste de Bonferroni; en todos los casos la
diferencia de medias fue no significativa a nivel P = 0,05.

DISCUSION

En relacion al efecto de los distintos niveles de fer-
tilizacion sobre la colonizacién micorricica, los valores
de micorrizacion encontrados son inferiores al 38,6% en
todos los tratamientos, indicando que la micorrizacién es
inhibida incluso utilizando el 50% de las dosis de fertili-
zante empleadas en los viveros comerciales de este tipo.
Estos resultados coinciden con lo reportado por varios
autores (Molina y Chamard 1983, Danielson et al. 1984
y Khasa et al. 2001). Steinfeld et al. (2003), trabajando
con la misma asociacién arbol-hongo, reportaron 8% de
colonizacién micorricica durante el periodo bajo fertirriego,
que luego superaron con un afio de trasplante en vivero a
raiz desnuda, logrando 28% de colonizacién al momento
de la extraccién. Se observa, sin embargo, una tendencia
negativa (aunque no significativa estadisticamente) entre las
variables estudiadas, que se manifiesta como un aumento
en el porcentaje de micorrizaciéon a medida que disminu-
ye el nivel de fertilizacion (cuadro 2). Otras experiencias



de inoculacién con esporas de R. roseolus en viveros de
contenedores con fertilizacién (Parladé et al. 1996, 2001,
Rincén et al. 2005) han logrado altos porcentajes de mico-
rrizacién, pero usando dosis y/o frecuencias de aplicacion
de fertilizantes inferiores a las usadas en este trabajo. La
aparicién de morfotipos contaminantes tipo E-strain, origi-
nados por Ascomycetes y hallados cominmente en viveros a
raiz desnuda y plantaciones de P. ponderosa en la Patagonia
Argentina (Barroetavefia 2004), sugiere que son competitivos
frente a otras especies ectomicorricicas, y que son altamente
contaminantes, resistiendo altas dosis de fertilizantes.

La introduccién del periodo de letargo muestra un
efecto estimulador significativo de la micorrizacién en las
plantas inoculadas. Estos resultados corroboran los estudios
de Barroetavefia (2004) y de Wallander y Nylund (1992)
para la asociacién R. roseolus + P. ponderosa bajo las
condiciones de crecimiento estudiadas, y aparecen como
una alternativa atractiva frente a la opcion de reducir sus-
tancialmente el régimen de fertilizacion, con la consecuente
pérdida de crecimiento, a fin de lograr la micorrizacion.
La factibilidad técnica y econémica de incorporar el pe-
riodo de letargo deberd evaluarse en cada caso, ajustando
los esquemas de aplicacion de fertilizantes para llegar a
tiempo, con plantas bien micorrizadas, a la temporada de
plantacién, previendo asimismo el acopio de indculo en
los momentos de fructificacién del hongo, de forma que
se encuentre disponible al momento de ser aplicado.

En relacién al momento de aplicacién de las esporas,
se observa que las plantas inoculadas a los cuatro meses
presentaron una menor colonizacién que las inoculadas a
las dos semanas (diferencias no significativas) al ser eva-
luadas a los ocho meses, situacién que se invierte luego del
periodo de letargo. Esto podria deberse a que las esporas
aplicadas a los cuatro meses se vieron favorecidas para
germinar y colonizar las raices por la baja en el nivel de
fertilizacion durante el periodo de letargo, mientras que las
esporas aplicadas a las dos semanas de la siembra pudieron
haber germinado durante la etapa de fertilizacion intensa
sin condiciones propicias para establecer la simbiosis, o
haber perdido poder germinativo o bien haber sido lavadas
de las macetas por los sucesivos riegos.

Analizando las variaciones en el tamafio de las plantas,
no es extrafio que las caracteristicas morfométricas de las
plantas inoculadas sean similares a las de las no inocu-
ladas, ya que en ambientes con abundancia de nutrientes
como los fertiirrigados, donde se proveen todos los ele-
mentos nutritivos necesarios para el éptimo crecimiento,
las micorrizas dejan de ser un factor importante para el
desarrollo. Sin embargo, hay que tener en cuenta en esta
comparacion que los valores de colonizacién micorricica
alcanzados en los experimentos nunca superaron el 50%.
Por otra parte, la disminucion en los niveles de fertilizacién
ocasiond notorias pérdidas en el tamaiio de las plantas sin
favorecer significativamente la micorrizacion.

Futuros estudios deberfan evaluar detalladamente la
competencia de las especies flingicas contaminantes en
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estos ambientes, e incorporar la inoculacién con otros
hongos micorricicos presentes en la region, como Suillus
luteus (L. ex Fr.) S. F. Gray y Hebeloma mesophaeum
(Pers.: Fr.) Quél., que en trabajos anteriores no fueron
exitosas (Barroetavena 2004).

La alternativa explorada en este trabajo, consistente en
aplicar altos niveles de fertilizacién hasta la rustificacién
y luego extenderla ocho semanas aplicando niveles muy
bajos de fertilizante (periodo de letargo), aparecié como
mucho mads eficiente que la disminucién en los niveles
de fertilizacién durante las etapas de establecimiento,
crecimiento rdpido y rustificacién. En este sentido, dado
que la micorrizacién no fue estimulada por la baja en los
niveles de fertilizacién, que si se correspondieron con
pérdidas significativas en el tamafio de las plantas, es
recomendable la fertiirrigacién con la dosis de nutrientes
necesaria para el 6ptimo desarrollo de las plantas. Por otra
parte, la incorporacién del periodo de letargo mostrd ser
efectiva en plantas inoculadas a cuatro meses de la siembra,
aumentando significativamente los niveles de micorrizacion.
Entonces, en un esquema de produccién de plantas que
incorpore el periodo de letargo se recomienda inocular
las mismas antes de ingresar al periodo de rustificacién
(a cuatro meses de la siembra) ya que de esta manera se
logra mayor micorrizacién. En caso de que no sea factible
la incorporacién del periodo de letargo seria conveniente
inocular junto con la siembra de las semillas, tal como
recomiendan Marx y Cordell (1990), o al principio de la
etapa de establecimiento, donde existe un gran desarrollo
del sistema radical. De este modo se minimizan los ries-
gos de pérdida de viabilidad del inéculo dado que, por
un lado, el poder germinativo de las esporas disminuye
con el tiempo (Torres y Honrubia 1994) y por otro su
conservacion en buenas condiciones suele ser dificultosa,
aun bajo refrigeracion, debido a la actividad microbiana
que tiende a fermentarlo.

Si bien la micorrizacién no redundé en un aumento en
el tamafio de las plantas en la etapa de vivero, el viverista
debe incorporar practicas de inoculacién adecuadas para
garantizar la supervivencia y el buen crecimiento de las
plantas en el sitio de forestacion, que es donde la mico-
rrizacién muestra sus efectos.
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