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RESUMEN 

Las micorrizas arbusculares (MA) surgen de la interacción entre hongos pertenecientes 

al phylum Glomeromycota y las raíces de las plantas vasculares. Dada la alta 

presencia de MA en gramíneas, principales constituyente de los pastizales, dichas 

interacciones son de gran relevancia en estos ecosistemas. El pastizal o campo natural 

(CN) es el principal ecosistema de Uruguay y sustenta la ganadería, una de las 

actividades económicas más importantes del país. Uno de los nutrientes limitantes para 

el crecimiento vegetal en el CN es el P, por lo que son frecuentes las prácticas de 

fertilización fosfatada. Las MA adquieren mayor relevancia en situaciones de estrés 

nutricional y son negativamente afectadas ante el incremento de nutrientes. Nuestro 

objetivo fue estudiar el efecto de la fertilización fosfatada sobre la colonización y 

diversidad de HMA en dos gramíneas nativas del CN de Uruguay: Paspalum dilatatum 

y Coelorhachis selloana. Se utilizó un experimento de fertilización fosfatada de larga 

duración, instalado en INIA Palo a Pique, en el cual se constató que el efecto del P 

sobre la frecuencia vegetal difiere según la especie. P. dilatatum mantuvo su 

frecuencia, mientras que C. selloana redujo su frecuencia debido a la fertilización 

fosfatada. Se hipotetizó que las dos especies vegetales mostrarían distintas respuestas 

de micorrización ante la fertilización fosfatada, explicando en parte las diferentes 

persistencias de las gramíneas en situaciones fertilizadas, mientras que la diversidad 

de los HMA se vería negativamente afectada por esta práctica. La diversidad de 

esporas de HMA fue estudiada utilizando técnicas morfológicas, mientras que la 

diversidad de MA en raíces se abordó mediante la técnica de T-RFLP. La fertilización 

fosfatada redujo la micorrización en ambas gramíneas y este efecto dependió de la 

estación del año. Esto indicaría que la colonización por MA no sería el principal factor a 

la hora de determinar el comportamiento de las especies vegetales ante la fertilización. 

El aumento de P disponible no afectó a la diversidad de HMA, lo que podría indicar una 

mayor resiliencia de las comunidades fúngicas en relación a la comunidad vegetal. Sin 

embargo la mayor concentración de P en suelo provocó un aumento del número de 

esporas en C. selloana. Se observó efecto de la estación tanto sobre la colonización 

como en la diversidad de MA. Las comunidades de MA difirieron entre especies 

hospedadoras. C. selloana mostró mayor riqueza de biotipos en sus raíces y mayor 

abundancia de esporas que P. dilatatum. 

Palabras clave: micorrizas arbuscualres, diversidad micorrícica, T-RFLP, Paspalum 

dilatatum, Coelorhachis selloana. 
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MYCORRHIZAS IN NATIVE GRASS OF URUGUAY: DIVERSITY AND 

COLONIZATION IN RELATION TO THE INCREASE OF PHOSPHORUS 

  

SUMMARY 

The arbuscular mycorrhizal (MA) arise from the interaction between fungi 

belonging to the phylum Glomeromycota and the roots of vascular plants. AM are 

particularly important in grassland systems, since grasses, the main constituent of 

pastures, show high mycorrhizal colonization. Natural grasslands (NG) are the major 

Uruguayan ecosystem and support one of the most important economic activities of the 

country: livestock production. One of the limiting nutrients for plant growth in the CN is 

the phosphorus (P), so phosphate fertilization practices are frequent. The benefits of 

the AM are greater in situations of low availability of nutrients for plants, being 

negatively affected by the increase of these factors. The aim of this work was to study 

the effect of P fertilization on mycorrhizal colonization and mycorrhizal diversity in soil 

and plant in two native grasses: Paspalum dilatatum y Coelorhachis selloana. We used 

a long term phosphate fertilization experiment from INIA, Palo a Pique, in which it was 

found that the effect of P on the plant community differs between species. P. dilatatum 

maintained its frequency, while C. selloana reduced it frequency due to P fertilization. It 

was hypothesized that the two plant species would present differential mycorrhizal 

responses to phosphate fertilization, explaining in part its different persistence in 

fertilized situations. On the other hand, the diversity of AMF in soil and plant would be 

negatively affected by this practice. The diversity of AMF spores was studied using 

morphological techniques, while the AM diversity in plant was approached through the 

technique of T-RFLP. P fertilization reduced the mycorrhizal interaction in both grasses 

and this effect was dependent on the season. This would indicate that AM wouldn’t be 

the main factor determining the behavior of plants on P situations. The increase of 

available P did not affect AMF diversity in plant or soil and it could indicate a greater 

resilience of the fungal communities in relation to the plant community. However a 

greater concentration of P in soil caused an increase in the number of spores in C. 

selloana. It was observed an effect of the seasson both on the colonization and the 

diversity of MA. MA communities differ between host species. C. selloana showed 

greater number of biotopes in its roots and most abundance of spores that P. dilatatum. 

Keywords: arbuscular mycorrhiza, mycorrhiza diversity, T-RFLP, Paspalum dilatatum, 

Coelorhachis selloana. 
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1. INTRODUCCIÓN GENERAL 

1.1. GENERALIDADES SOBRE LAS MICORRIZAS ARBUSCULARES (MA)  

La simbiosis entre los hongos micorrizógenos arbusculares (HMA) pertenecientes 

al phylum Glomeromycota y las raíces de las plantas vasculares se denomina micorrizas 

arbusculares (Smith y Read, 2008). Se trata del tipo de micorrizas más frecuente, siendo 

una interacción muy extendida en la naturaleza ya que está presente en varios tipos de 

ambientes, desde bosques tropicales y desiertos hasta cultivos (Brundrett, 2009). Las 

micorrizas arbusculares se encuentran colonizando alrededor de 200.000 especies de 

plantas (Brundrett 2009, Hoeksema 1999) entre las que se cuentan angiospermas, 

gimnospermas, pteridofitas y muchas especies de hepáticas (Desiro et al., 2013, 

Brundrett 2009, Ligrone et al., 2007). 

Los efectos de las interacciones micorrícicas pueden estudiarse a distintos niveles; 

desde los efectos a nivel de organismo cuando se considera a la planta que participa en 

la interacción, hasta los efectos a nivel ecosistémico. Considerando la planta 

hospedadora generalmente existen beneficios como resultado de estas interacciones. 

Entre estos beneficios se cuenta el aumento de la absorción de agua (Marulanda et al., 

2003, Faber et al., 1991) y nutrientes, principalmente el P (Smith y Smith 2011, 

Jayachandran y Shetty 2003, Sanders y Tinker 1971) que se encuentra en forma inmóvil 

en el suelo y poco disponible para las plantas. Esto se debe a que la extensión de las 

hifas en el suelo aumenta la superficie radicular (Bender et al., 2015, Jayachandran y 

Shetty 2003, Smith y Gianinazzi-Pearson 1988). Por otro lado, estas interacciones le 

proveen a las plantas mayor resistencia contra patógenos: por ejemplo las micorrizas 

arbusculares son capaces de alterar las emisiones volátiles de ciertas plantas atrayendo 

a parasitoides capaces de atacar herbívoros (Schausberger et al., 2012).  

Los beneficios de esta interacción sobre la planta hospedadora son más 

importantes en ambientes pobres en nutrientes y con estrés hídrico (Martínez y Pugnaire 

2009, Pezzani et al., 2006, Tuomi et al., 2001, Bethlenfalvay et al., 1988). Cabe señalar 

que las micorrizas representan un costo para los hospederos: el hongo recibe entre un 

10-60% de los fotosintatos producidos por la planta, dependiendo de los simbiontes y de 
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las condiciones ambientales (Gehring y Whitham, 1994). Desde un punto de vista 

fitocéntrico la interacción micorrícica puede representar un continuo entre mutualismo y 

parasitismo de acuerdo a la relación entre el costo y el beneficio obtenido por la planta, lo 

cual está determinado por las condiciones ambientales y por la identidad de las especies 

simbiontes (Pezzani et al., 2006, Johnson et al., 1997, Grime et al., 1987).  

La interacción micorrícica arbuscular puede tener además beneficios sobre las 

poblaciones de plantas, ya que la red de micelio desarrollada en el suelo provoca la 

extensión del nicho de varias especies vegetales como han propuesto Klironomos et al. 

(2000). Dicha extensió en el nicho de las especies vegetales tiene consecuencias a nivel 

de comunidad, facilitando la coexistencia entre diferentes especies de plantas (van der 

Heijden et al., 2008). 

 Otras funciones de las micorrizas arbusculares pueden observarse a nivel de 

ecosistema, ya que estudios recientes (Hodge y Storer 2014, Veresoglou et al., 2012, 

Smith y Smith 2011) muestran la importancia de estas interacciones en el ciclado de los 

nutrientes. Existe evidencia del rol de las micorrizas arbusculares en el ciclo global del C, 

teniendo en cuenta que la mayoría de los sistemas terrestres muestran una alta 

presencia de MA y que las mismas demandan muchas veces altos porcentaje de los 

fotoasimilados (Zhu y Miller 2003, Bago et al., 2000, Douds et al., 2000). Por otro lado 

Bender et al. (2015) mostraron que las interacciones micorrícicas arbusculares redujeron 

las pérdidas de PO4
- y NH4

+ por lixiviación y las emisiones de N20 ya que los HMA son 

capaces de inmovilizar hasta un 90% del P (Smith y Smith, 2011) y también cantidades 

significativas de N en el micelio (Hodge y Fitter, 2010). Otro de los beneficios relacionado 

con la presencia de micorrizas arbusculares es una mejor estructuración del suelo (Miller 

y Jastrow, 2002) ya que dichas interacciones aumentan la estabilidad de los agregados y 

mantienen unidas estas partículas. Esto se logra gracias a las secreciones de glomalina, 

una glicopreoteína producida en grandes cantidades por los HMA, cuya función sería de 

resistencia contra el shock térmico (Gadkar y Rillig, 2006) y que permanece unida a las 

paredes fúngicas hasta que las hifas mueren (Smith y Read 2008, Purin y Rillig 2007). 

El proceso de colonización de las raíces por HMA puede iniciarse a partir de 

esporas, fragmentos de raíces infectados o de micelio extrarradical (Klironomos y Hart 

2002, Merryweather y Fitter 1998). Los HMA presentan esporas que pueden alcanzar los 
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500 µm de diámetro, abundantes lípidos y polisacáridos de reserva y paredes resistentes 

de quitina (Smith y Read, 2008). Estas pueden resistir por largos períodos de tiempo y 

son dispersadas por agua, viento o animales (Friese y Allen 1991, Koske y Gemma 

1990). Por otra parte, el micelio forma redes de hifas que se originan de la ramificación 

lateral de una hifa principal (Giovannetti et al., 2004, Bago et al., 1998). Estas redes 

fúngicas, capaces de unir varias plantas posibilitan la colonización de las plántulas en los 

sistemas de vegetación perennes (Harley, 1991).  

Por tratarse de una interacción de mutualismo obligado para el hongo, dicho 

simbionte solo puede completar su ciclo de vida asociado a una planta hospedadora 

(Lambers et al., 2008). Ante condiciones favorables de humedad, temperatura y pH, las 

esporas germinan invirtiendo sus reservas de lípidos y carbohidratos en la producción de 

micelio. En presencia de una planta hospedadora, el proceso de colonización se inicia a 

través de un diálogo molecular mediante señales químicas producidas por ambos 

simbiontes (Paszkowski 2006, Harrison 2005). Los HMA responden a las estrigolactonas, 

fitohormonas liberadas por la planta al tiempo que producen oligómeros de quitina, que 

son percibidos por la planta hospedadora e inducen cambios en la expresión de sus 

genes (Gobbato, 2015), desencadenando el desarrollo y ramificación del micelio y el 

contacto con la raíz. En la zona de contacto se forma un apresorio, sitio donde ocurre la 

penetración de la raíz por el micelio, luego la hifa penetra la pared de la célula vegetal 

llegando al lumen celular (Rosewarne et al., 1997, Brundrett et al., 1985). 

Posteriormente, en el interior de las raíces se inicia la formación de estructuras 

características: arbúsculos (estructuras que resultan de la ramificación de las hifas); 

vesículas (estructuras globosas presentes en la mayoría de los HMA) y ovillos, 

estructuras intrarradicales que se forman a partir de hifas muy desarrolladas (Varma, 

2008).  

Desde el punto de vista funcional las vesículas cumplen función de 

almacenamiento de lípidos de los hongos mientras que arbúsculos y ovillos tienen como 

función el intercambio metabólico de nutrientes entre los simbiontes (van Aarle et al., 

2005). Aunque tanto arbúsculos como ovillos tienen la misma función representan 

variaciones morfológicas de la colonización. En los arbúsculos una hifa muy desarrollada 

se ramifica y forma estructuras intracelulares efímeras que pueden persistir alrededor de 
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14 días. Los ovillos son estructuras que se forman dentro de las células a partir de hifas 

intracelulares muy desarrolladas que adquieren una conformación torneada (van Aarle et 

al., 2005).  

La tasa a la cual se coloniza una raíz depende de la tasa de formación de 

unidades infecciosas por parte de los HMA y de la velocidad de crecimiento del sistema 

radicular (Sanders y Sheikh, 1983). En estadíos tardíos del desarrollo fúngico se 

acumulan abundantes cantidades de lípidos en las vesículas (dentro de la raíz) y en las 

esporas (en el suelo) (Varma, 2008). 

Uno de los métodos más utilizados para cuantificar la colonización micorrícica 

arbuscular es a través de la fracción o el porcentaje de raíz que es colonizado por cada 

una de las estructuras fúngicas previamente mencionadas. Dicho método, basado en la 

técnica de intersección de líneas ideado por Newman (1966) consiste en la observación 

al microscopio de fragmentos de raíces y en el cálculo del cociente entre campos con 

presencia de alguna estructura y el número de campos totales. Previamente, las raíces 

son aclaradas con KOH al 10% y teñidas con azul de tripano de acuerdo al método de 

Koske y Gemma (1989) para poder observar estructuras fúngicas en microscopio. 

Se ha observado que la colonización micorrícica arbuscular es afectada por varios 

factores ambientales como la temperatura, la intensidad de luz y la disponibilidad de 

nutrientes, así como también por las prácticas agrícolas. El efecto de la temperatura es 

variable ya que diferentes combinaciones hongo-planta tienen su temperatura óptima 

para desarrollar la colonización (Bowen, 1987). Además, la amplia distribución geográfica 

de estas interacciones habla de una gran adaptabilidad a las temperaturas (Frenot et al., 

2005). Existiría un efecto directo de este factor, donde las bajas temperaturas reducirían 

los niveles de colonización debido a una baja traslocación de fotosintatos hacia los 

hongos (Baon, 1994) y por otro lado un efecto indirecto, relacionado a la estacionalidad y 

al desarrollo fenológico de la planta hospedadora (Bentivenga y Hetrick 1992, Daft et al., 

1980). La intensidad lumínica afecta los porcentajes de colonización ya que la misma 

determina las tasas de fotosíntesis de la planta hospedadora. A baja intensidad de luz 

hay menor producción de carbohidratos capaces de ser destinados a los HMA (Smith y 

Smith 2011, Daft y El Giahmi 1978). 
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Otro de los factores que afecta la colonización son las prácticas agrícolas (van der 

Gast et al., 2011, Sanjurjo 2009, Gosling et al., 2006), siendo particularmente estudiadas 

las prácticas de fertilización fosfatada, las cuales aumentan el contenido de P disponible 

en suelo. Según ha sido ampliamente observado, los beneficios de las micorrizas 

arbusculares para las plantas son más importantes en ambientes pobres en nutrientes 

(Martínez y Pugnaire 2009, Pezzani et al., 2006, Tuomi et al., 2001, Bethlenfalvay et al., 

1988). Dado que la interacción micorrícica arbuscular se trata de una simbiosis obligada 

para el hongo se ha planteado que la misma es comandada por la planta (Smith y Smith 

2011, Smith y Read 2008). Esto sugiere que ante altos contenidos de nutrientes 

disponibles, las plantas podrían prescindir de los HMA, viéndose reducidos los niveles de 

colonización fúngica, tal como proponen varios trabajos que reportan el efecto negativo 

sobre la intensidad de colonización (Chen et al., 2014, Covacevich et al., 1995). 

1.2. DIVERSIDAD DE HONGOS MICORRIZÓGENOS ARBUSCULARES (HMA) 

La diversidad biológica puede ser medida a varios niveles de organización de la 

vida: genética, específica y ecológica (Harper y Hawksworth, 1995). La diversidad 

biológica o biodiversidad es definida como la variedad y abundancia de especies en una 

unidad de estudio definida (Magurran, 2004). Está formada por dos componentes: la 

riqueza de especies, es decir el número de especies presente en un sitio de estudio y la 

equidad que refiere a la variabilidad de las abundancias de las especies (Simpson, 

1949).  

La diversidad biológica de una comunidad puede ser estimada a través de índices 

de diversidad. Existe un gran número de índices y los mismos varían en cuanto a a la 

importancia que le otorgan a cada componente de la diversidad (riqueza y equidad), 

permitiendo llevar a cabo estudios comparativos de la diversidad entre comunidades. 

Uno de los índices más antiguos y utilizados es el índice de Shannon (H’) (Shannon y 

Weaver, 1949), el cual pondera tanto la riqueza de especies (S) como la equidad. El 

mismo asume que los organismos son muestreados aleatoriamente de una comunidad 

infinita y que todos los individuos están representados. Se calcula de acuerdo a la 

siguiente fórmula: H’=-∑pi(ln pi), donde pi es la proporción de individuos encontrados en 

la especie i con respecto al total del número de individuos. El valor de este índice 
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obtenido de datos empíricos varía entre 1,5 y 3,5 (Margalef, 1972). La diversidad máxima 

de Shannon ocurriría si todas las especies tuvieran la misma abundancia, H’= Hmax= Ln 

S. A partir del índice de Shannon es posible elaborar el índice de equidad de Pielou (J’) 

(Pielou, 1975,1969), el cual surge de la relación entre la diversidad de Shannon 

observada y la diversidad máxima como es expresado a continuación: J’=H’/Hmax=H´ 

LnS. 

La interacción micorrícica arbuscular comenzó a describirse en las últimas 

décadas del siglo XIX (Gallaud 1905, Janse 1897). Los HMA son simbiontes obligados 

(Smith y Read, 2008) de las plantas, lo que imposibilita su cultivo en laboratorio y dificulta 

el estudio de estas comunidades. Existen dos maneras de abordar el estudio de las 

comunidades micorrícicas arbusculares: a través de la morfología de las esporas 

presentes en el suelo y mediante técnicas moleculares independientes del cultivo con las 

que se logra estudiar las comunidades tanto del suelo como de la planta. 

En los inicios la identificación de especies se realizó mediante estudios 

morfológicos de esporas (Gerdemann 1961, 1955, Mosse 1953). Éstas son de suma 

importancia a la hora de estudiar las comunidades de HMA, ya que dichos propágulos 

son los únicos que permiten la identificación de estos hongos, aunque generalmente las 

técnicas morfológicas solo permiten la identificación de los HMA a nivel de género (Alkan 

et al., 2006). La metodología para lograr la identificación de los HMA se basa en la 

observación y clasificación de las esporas según el tamaño, la forma, la coloración, el 

grosor y número de paredes y el tipo de hifa sustentora presentes en los diferentes 

morfotipos. Las esporas son separadas del suelo mediante método de gradiente de 

densidad que se basa en el tamizado del suelo y centrifugado del material (Daniels y 

Skipper, 1982).  

En un sitio determinado pueden coexistir entre 20 y 50 especies de esporas de 

HMA (Fitter 2005, Bever et al., 2001). La abundancia y diversidad de esporas en un sitio, 

asi como el micelio extrarradical que ha persistido en el suelo y es capaz de colonizar 

una planta, se conocen como potencial micorrícico (Merryweather y Fitter 1998, Hepper 

1981).  

La imposibilidad de cultivar los HMA en laboratorio, ha llevado a un desarrollo de 

las técnicas moleculares independientes del cultivo, cada vez más utilizadas para el 
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estudio de las comunidades de HMA en suelo y planta. Estas técnicas se basan en el 

estudio de determinadas moléculas como ácidos grasos, ARN y ADN presentes en las 

muestras en estudio. Algunas de estas técnicas tienen como objetivo la detección y 

cuantificación de micorrizas arbusculares en suelo o raíces; tal es el caso de la 

determinación del contenido de algunas moléculas características de los HMA como la 

quitina (Hurston et al., 2007), el ergosterol (Hart y Reader, 2002), la glomalina (Violi et al., 

2008), así como también los inmunoensayos, el análisis de proteínas e isozimas (Rosier 

et al., 2008) y la detección de ácidos grasos (Sharma y Buyer 2015, Beauregard et al., 

2013, Beauregard et al., 2010). En las últimas décadas se han desarrollado varias 

técnicas basadas en PCR (reacción en cadena de la polimerasa), siendo utilizada la 

técnica de RT-PCR (Real Time PCR, Alkan et al., 2006) para la detección de los niveles 

de micorrizas arbusculares y con la cual es posible cuantificar el ADN genómico o el 

número inicial de copias de una secuencia en estudio.  

Para abordar la diversidad de HMA es posible recurrir a la identificación a nivel 

de especie de los HMA, la cual es llevada a cabo mediante las técnicas de clonación y 

secuenciación o pirosecuenciación (Colombo et al., 2014, Dai et al., 2013), utilizando 

primers específicos que amplifican secuencias de ADN ribosomal de la subunidad grande 

y pequeña.  

Otra manera de abordar el estudio de la diversidad de las comunidades de HMA 

es a través de las técnicas de fingerprints que permiten la comparación del perfil de 

determinadas moléculas como ARN y ADN de las distintas muestras en estudio. Estas 

técnicas son muy útiles a la hora de determinar perfiles de comunidades con fines 

comparativos. En dichas técnicas cada comunidad presenta un patrón de bandas 

obtenidas de fragmentos de ADN que son resueltas por  electroforesis (Hurston et al., 

2007). Una vez obtenidos los amplicones del gen en estudio mediante PCR, los mismos 

son separados de acuerdo a sus diferentes propiedades. En el caso de las técnicas 

PCR-ALH (Amplicon Lenght Heterogeneity, Suzuki  et al., 1998) y ARISA (Automated 

Ribosomal Intergenic Spacer Analysis, Ranjard et al., 2001) los productos de PCR son 

separados de acuerdo a su tamaño. En el método SSCP (Single-strand conformation 

polymorphism, Dong y Zhu, 2005), dicha separación ocurre según la conformación que 

https://scholar.google.com.uy/citations?user=F4LLOPwAAAAJ&hl=es&oi=sra
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dong%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16028682
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhu%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16028682
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adquiere el ADN luego de ser desnaturalizado y según su tamaño. Mientras que las 

técnicas DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, Muyzer et al., 1993) y TGGE 

(Temperature Gradient Gel Electrophoresis, Zoetendal et al., 1998) se basan en la 

separación de los productos de PCR en un gel con gradiente desnaturalizante o de 

temperatura.  

Entre los métodos fingerprints se encuentra la técnica T-RFLP (Terminal 

Restriction Fragment Length Polymorphism, Liu et al., 1997), cuyo uso se ha 

incrementado en los últimos años por ser más sensible y económico que otros métodos 

(Singh et al., 2006). Dicha técnica consiste en la amplificación de un gen utilizando uno 

de los primers marcado con un fluoróforo en el extremo 5’. Los productos de PCR son 

digeridos con enzimas de restricción que cortan en sitios específicos de las secuencias, 

originando fragmentos fluorescentes de diferentes tamaños. Los fragmentos son 

analizados mediante un secuenciador equipado con detector de fluorescencia, 

obteniéndose un perfil de diferentes tamaños de fragmentos de restricción llamado 

electroferograma. Los picos en dicho electroferograma representan las unidades 

taxonómicas operacionales (OTU, Operational Taxonomic Unit) y el área debajo de los 

mismos, la abundancia relativa de cada una (Dickie y FitzJohn 2007, Liu et al., 1997). 

Este método ha sido empleado para el estudio de comunidades de HMA (Courtney et al., 

2012, Hannula et al., 2010) utilizando primers específicos para la subunidad pequeña del 

gen que codifica para el ARNr 18S (SSU) del phylum Glomeromycota (Mummey y Rillig 

2007, Gollotte et al., 2004). 

El phylum Glomeromycota está compuesto por 27 géneros que componen 11 

familias y 4 órdenes (Glomerales, Diversisporales, Paraglomerales y Archaeosporales) 

(Schüssler, 2014). Actualmente se encuentran descritas 244 especies de HMA, 

basándose en características morfológicas de sus esporas (Schüssler, 2014) y entre 341 

(Öpik et al., 2013) y 1600 (Koljalg et al., 2013) unidades taxonómicas (utilizando 

secuenciación de muestras mundiales de ADN ambiental de HMA). Este número de 

especies de HMA son capaces de asociarse con hasta 200.000 especies de plantas, 

sugiriendo una baja especificidad entre los simbiontes que conforman dicha interacción 

(Brundrett 2009, Hoeksema 1999). Aunque hay estudios que demuestran que podría 

https://scholar.google.com.uy/citations?user=WQdUeIgAAAAJ&hl=es&oi=sra
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existir cierta preferencia por parte del hospedador hacia determinados HMA (Torrecillas 

et al., 2012, Vandenkoornhuyse et al., 2003, Helgason et al., 1998), lo que nuevamente 

podría sugerir la existencia de una control del hospedador en esta interacción. Además, 

se ha observado que diferentes especies de plantas son beneficiadas de forma 

diferencial por distintos taxones de HMA (Bever 2002, van der Heijden et al., 1998). En 

este sentido, van der Heijden et al. (2003) observaron que la composición de las 

comunidades fúngicas en un sitio determinado afectaba cómo se distribuían los 

nutrientes entre especies vegetales y la coexistencia entre ellas.  

La baja especificidad de la interacción micorrícica y el hecho de que en el suelo de 

un sitio determinado puede encontrarse una alta variedad de HMA, implica que una raíz 

esté colonizada por varias especies fúngicas, estableciéndose interacciones de 

competencia entre las mismas (Endresz et al., 2013, Wilson y Tommerup 1992, Daft y 

Hogarth 1983). Estudios en los que se utilizaron técnicas moleculares mostraron que el 

número de especies de HMA detectados en un mismo sistema radicular puede variar 

entre 7 y 71 especies (Verbruggen et al., 2010, Hempel et al., 2007).  

La diversidad de las comunidades de HMA tanto en suelo como en raíces puede 

ser afectada por varios factores entre los que se cuentan la identidad de la planta 

hospedadora, el clima y el tipo de suelo (Öpik et al., 2006). Particularmente se han 

observado que las prácticas agrícolas muestran efectos sobre estas comunidades 

(Alguacil et al., 2008), siendo especialmente estudiado el efecto de las prácticas de 

fertilización fosfatada. Varios trabajos en los que se evaluó el efecto del agregado de P 

sobre las comunidades de HMA, mostraron efecto negativo del P tanto sobre la 

diversidad dentro de las raíces como en el potencial micorrícico (Liu et al., 2012, Lin et 

al., 2012, Alguacil et al., 2010, Kahiluoto et al., 2001).  

1.3. MICORRIZAS EN PASTIZALES  

Es destacable el papel de las micorrizas arbusculares en los pastizales ya que las 

gramíneas, principales constituyentes de este ecosistema, muestran altos valores de 
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colonización por HMA (Endresz et al., 2013, Parodi y Pezzani 2011, Pezzani et al., 2006, 

Hartnett y Wilson 2002, Hartnett y Wilson 1999). 

Las micorrizas arbusculares determinan en cierta medida la estructuración de las 

comunidades de los pastizales promoviendo o reduciendo la diversidad vegetal, de 

acuerdo al grado de dependencia de las especies dominantes o subordinadas (van der 

Heijden, 2008). En algunos casos se encontró una correlación positiva entre la diversidad 

de HMA y la diversidad vegetal (Karanika et al., 2008, van der Heijden et al., 2006, van 

der Hiejden et al., 1998), mientras que en otros casos se ha observado lo opuesto 

(Hartnett y Wilson, 1999). 

El pastizal o campo natural es el ecosistema dominante en Uruguay, ocupa 

aproximadamente el 64% del territorio (MGAP, 2011), representa el 78% de los recursos 

forrajeros perennes (Baeza et al., 2014) y en él se desarrolla la ganadería extensiva, una 

de las principales actividades económicas del país. Los niveles de P y N disponibles en 

suelo en los pastizales uruguayos son muy bajos, siendo el N el nutriente limitante para 

el crecimiento vegetal (Berretta et al., 1998). Los contenidos de P son particularmente 

bajos y oscilan entre 3 y 5 mg kg-1 de suelo (Hernández et al., 1995), lo que redunda en 

un decremento de la producción ganadera. La práctica de ―mejoramientos extensivos‖, 

tiene como objetivo levantar estas limitantes nutricionales bajo condiciones de ganadería 

en campo natural. La misma incluye la incorporación de leguminosas en cobertura y la 

fertilización fosfatada (MGAP, 2011). Dicha práctica de manejo representa 

aproximadamente el 6 % de la superficie de campo natural (MGAP DICOSE, 2015).  

Entre las especies de gramíneas encontradas en los pastizales de Uruguay se 

destacan Paspalum dilatatum y Coleorhaquis selloana debido a su abundancia, su gran 

palatabilidad y su alto valor forrajero (Bungenstab 2009, Rosengurtt 1979, Benech 1975). 

Ambas especies son nativas de los pastizales del Río de la Plata, presentan metabolismo 

fotosintético C4, son perennes y de ciclo estival (Bungenstab 2009, Rossengurt 1979). 

Estudios recientes en interacciones micorrícicas, revelan que ambas especies son 

altamente colonizadas por micorrizas arbusculares (García 2012, Parodi y Pezzani 

2011). Paspalum dilatatum es una especie autóctona de América del Sur y se cree que 

su biotipo común se originó en el oeste de Uruguay (Burson, 1991). Pese a ser de ciclo 
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estival presenta gran tolerancia al frío (da Costa y Scheffer-Basso, 2003) y a las sequías 

dada la gran capacidad exploratoria de sus raíces (Evers y Burson, 2004). Se caracteriza 

por presentar rizomas cortos, ser muy frondosa y crecer hasta 50 cm de altura. 

Coelorhaquis selloana muestra un crecimiento de tipo mata, habita en lugares muy 

diversos ya que resiste alta humedad, sequía y exceso de pastoreo (Berretta, 1997). 

Para llevar a cabo el presente estudio se utilizó un ensayo de fertilización 

fosfatada de larga duración en el cual se cuantificó el impacto del incremento del P a 

largo plazo sobre la comunidad vegetal. Luego de 13 años de fertilización fosfatada, P. 

dilatatum no varió su frecuencia en la comunidad, mientras que C. selloana redujo su 

frecuencia (Jaurena et al., 2015). La figura 1 muestra los valores de frecuencia de ambas 

gramíneas en 2009 (Jaurena y Lezama com. pers.). Las diferentes respuestas de las 

especies vegetales al aumento de P disponible podrían estar mediadas por distintos 

factores entre los que se cuentan las interacciones con los microorganismos del suelo, 

particularmente con las micorrizas abusculares. Dado el rol que tienen estas 

interacciones en la dinámica del P, las mismas podrían explicar en parte la persistencia 

de estas gramíneas en suelos fertilizados.  

   

Figura 1. Frecuencias de P. dilatatum y C. selloana en el ensayo de larga duración de 

INIA, Palo a Pique. CN: campo natural, PM: tratamiento con fósforo medido, PA: 

tratamiento con fósforo alto. 

El objetivo general de este trabajo fue conocer el efecto de la fertilización fosfatada 

sobre la colonización y la diversidad de las comunidades de micorrizas arbusculares en 

dos gramíneas nativas del campo natural: Paspalum dilatatum y Coelorhaquis selloana. 

El presente trabajo de tesis consiste en dos capítulos. El primero tuvo como objetivo 

estudiar el efecto del incremento de P disponible en el suelo sobre la intensidad de 

P. dilatatum C. selloana 
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colonización total y por estructuras de HMA en ambas gramíneas. El objetivo del segundo 

capítulo fue conocer el efecto de la fertilización fosfatada sobre la diversidad en suelo y 

raíces de las comunidades de HMA asociadas a las dos gramíneas estudiadas.  

La hipótesis que se plantea es que la intensidad de colonización por micorrizas 

arbusculares sería afectada por el P en forma diferencial en las dos gramíneas 

estudiadas, dado que dichas interacciones estarían afectando las diferentes respuestas 

que presentaron las especies vegetales a la fertilización fosfatada. En el caso de C. 

selloana (la especie que redujo su frecuencia en el pastizal fertilizado) se espera que la 

presencia de micorrizas se vea reducida a causa del incremento de P, ya que estas 

interacciones le conferirían una mayor capacidad para competir con las especies 

invasoras en las situaciones fertilizadas. En cambio en P. dilatatum (especie que no fue 

afectada por la fertilización fosfatada) esperamos que la intensidad de colonización no 

sea afectada, lo cual contribuiría a explicar la persistencia de esta gramínea en 

situaciones de fertilización fosfatada. La diversidad de las comunidades de HMA, serían 

negativamente afectadas debido a la fertilización fosfatada. 

El presente trabajo es uno de los primeros aportes al desarrollo del conocimiento 

sobre las micorrizas arbusculares en Uruguay. Es importante conocer si ciertas prácticas 

agrícolas provocan la reducción de la presencia y del funcionamiento de las micorrizas 

arbusculares lo que podría redundar en un peor desempeño de las plantas. Además, 

conocer cómo responden las comunidades de HMA como importantes componentes de 

los pastizales ante estas perturbaciones, puede ayudar a comprender mejor el 

funcionamiento del principal ecosistema del país. 
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2.1. RESUMEN 

En Uruguay el campo natural (CN) es el ecosistema dominante, relevante para la 

producción ganadera extensiva. Está constituido principalmente por gramíneas, especies 

que muestran alta micorrización. Los contenidos de fósforo (P) del CN son bajos, por lo 

que se llevan a cabo prácticas de fertilización fosfatada. El impacto de esta práctica 

sobre la comunidad vegetal difiere entre especies. El objetivo del trabajo fue estudiar el 

efecto del P sobre la colonización micorrícica en dos gramíneas nativas con respuestas 

diferenciales al agregado de P: Paspalum dilatatum y Coelorhachis selloana. Se planteó 

que las dos especies vegetales presentarían diferente micorrización en respuesta al P, lo 

que podría explicar en parte su persistencia en suelos fertilizados. Se utilizó un 

experimento de larga duración instalado en INIA, Palo a Pique, con tres tratamientos: CN 

sin fertilización y con fertilización fosfatada media y alta. Se evaluó la micorrización (total 

y por estructuras fúngicas) en P. dilatatum (mantuvo su frecuencia en parcelas 

fertilizadas con P) y en C. selloana (redujo su frecuencia con la fertilización fosfatada). La 

fertilización fosfatada afectó negativamente la micorrización de ambas gramíneas y dicho 

efecto dependió de la estación del año. Dado que estos resultados fueron 

independientes de la respuesta de la especie en la comunidad vegetal, existirían otros 

factores involucrados en determinar el desempeño de estas gramíneas en situaciones de 

incremento de P. En ambientes con mayor contenido de P habría un control fitocéntrico 

que limitaría la micorrización considerando el costo energético que esta interacción tiene 

para las plantas. 

 

Palabras clave: Paspalum dilatatum, Coelorhachis selloana, campo natural, fósforo, 

colonización micorrícica  
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Mycorrhizae in native grasses: long-term effects of phosphorus fertilization 

 

2.2. SUMMARY 

Natural grasslands (NG) are the major Uruguayan ecosystem and are relevant for 

extensive livestock production. They consist mainly of grasses with high mycorrhizal 

colonization. NG soils have low phosphorus (P) content, so fertilization practices are 

carried out. The impact of this practice on the vegetal community differs between species. 

The aim of this work was to study the effect of P on mycorrhizal colonization in two native 

grasses with differential responses to the addition of P: Paspalum dilatatum and 

Coelorhachis selloana. It was suggested that the two species would present different 

mycorrhizal response to P, which could partly explain its persistence in fertilized soil. We 

used a long-term experiment from INIA, Palo a Pique, with three treatments: NG without 

fertilization, and with high and medium levels of P fertilization. We evaluated mycorrhizal 

colonization (total and by fungal structures) in P. dilatatum (wich maintained its frequency 

in plots fertilized with P) and in C. selloana (wich reduced its frequency). P fertilization 

negatively affected mycorrhizal interaction with both grasses, and this effect was 

dependent on the season. Since these results were independent of the response of the 

species in the plant community, we postulated that there would be other factors involved 

in determining the performance of these grasses in situations of increasing P. In 

environments with higher content of P there would be a phytocentric control that would 

limit the mycorrhization considering the energetic cost that this interaction has for plants.  

 

Keywords: Paspalum dilatatum, Coelorhachis selloana, natural grassland, phosphorus, 

mycorrhizal colonization. 
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2.3. INTRODUCCIÓN  

Las micorrizas arbusculares son el tipo de micorrizas más comunes, están 

presentes en una amplia variedad de ambientes y son particularmente de interés en 

ecosistemas agrarios ya que inciden en la productividad de las plantas (Johnson et al., 

1997; Lekberg y Koide, 2005; Hoeksema et al., 2010; van der Heijden et al., 2015). 

Representan una interacción simbiótica entre hongos micorrizógenos arbusculares 

(HMA) del phylum Glomeromycota y las raíces de la mayoría de las plantas vasculares 

(Smith y Read, 2008). Entre las estructuras fúngicas que se desarrollan en las células 

corticales de las raíces de las plantas, los arbúsculos son particularmente importantes ya 

que es donde se produce el intercambio de sustancias y nutrientes entre los simbiontes. 

Otras estructuras que se desarrollan en las raíces son: hifas, ovillos y vesículas. Las 

hifas son estructuras tubulares que forman el micelio cenocítico y se desarrollan tanto 

dentro de las raíces como en el suelo. Los ovillos son hifas que penetran en las células 

corticales y adquieren una conformación torneada; podrían también participar en el 

intercambio metabólico aunque su función aún no se conoce cabalmente. Las vesículas 

son estructuras globosas que almacenan lípidos y representan reservas para los hongos. 

La fracción o el porcentaje de raíz que es colonizado por cada una de estas estructuras 

fúngicas (que se pueden observar y cuantificar luego de un procedimiento de tinción) es 

el método más usado para evaluar la presencia de micorrizas a nivel radicular (Smith y 

Read, 2008).  

Se ha demostrado que esta interacción podría otorgar ciertos beneficios a las 

plantas hospedantes entre los que se destacan el aumento en la absorción de agua 

(Faber et al., 1991; Marulanda et al., 2003) y nutrientes, particularmente P (Sanders y 

Tinker, 1971; Jayachandran y Shetty, 2003; Smith y Smith, 2011) por tratarse este de un 

elemento inmóvil en el suelo. La planta por su parte destina entre el 10 y el 60 % de los 

carbohidratos que produce por fotosíntesis para mantener esta interacción (Stribley et al., 

1980). Se ha encontrado que los beneficios de las micorrizas arbusculares para las 

plantas son más importantes en ambientes pobres en nutrientes así como con estrés 

hídrico (Bethlenfalvay et al., 1988; Tuomi et al., 2001; Pezzani et al., 2006; Martínez y 

Pugnaire, 2009). En este sentido, Bethlenfalvay et al. (1983) y Bethlenfalvay y Dakessian 
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(1984) demostraron experimentalmente que el resultado de la interacción entre HMA y 

las plantas depende en gran medida de las concentraciones de P disponible en el suelo y 

los beneficios para las plantas sólo se observaron en un rango estrecho de 

concentración de P (4 -12 mg kg-1). Trabajos realizados en gramíneas y otras especies 

herbáceas demostraron que la fertilización fosfatada afectó negativamente la 

colonización micorrícica total así como las estructuras fúngicas, particularmente la 

presencia de arbúsculos (Covacevich et al., 1995; Aguilar et al., 2004; Chen et al., 2014).  

En comunidades de pastizales se ha encontrado que las micorrizas arbusculares 

juegan un papel en la estructuración de las mismas, pudiendo tanto aumentar (Grime et 

al., 1987; van der Heijden et al., 1998, 2006; Karanika et al., 2008) como disminuir la 

diversidad de la comunidad vegetal (Hartnett y Wilson, 1999). En los pastizales las 

gramíneas constituyen la familia predominante y numerosos antecedentes han 

demostrado una importante presencia de micorrizas en estas especies (Hartnett y 

Wilson, 1999, 2002; Endresz et al., 2013). En Uruguay el pastizal, conocido como campo 

natural, es el ecosistema dominante, ocupando aproximadamente el 64 % del territorio 

nacional (MGAP, 2011), siendo además el sustento de una de las principales actividades 

económicas del país como lo es la ganadería extensiva. En los suelos de campo natural 

tanto el N como el P son nutrientes limitantes para el crecimiento vegetal (Berretta et al., 

1998). Particularmente, los contenidos de P que se han reportado son bajos, con valores 

que oscilan entre 3 y 5 mg kg-1 de suelo (Hernández et al., 1995). Con el fin de levantar 

estas restricciones, desde la década de 1950, se lleva a cabo una práctica agronómica 

conocida como ―mejoramientos extensivos‖ que incluye la siembra de alguna especie de 

leguminosas y la fertilización fosfatada. De acuerdo al último censo agropecuario estos 

mejoramientos representan aproximadamente el 5 % de la superficie de campo natural 

(MGAP, 2011). Si bien se reconoce el impacto positivo de esta práctica sobre la 

productividad forrajera a corto plazo, existen evidencias que señalan la escasa 

persistencia de las especies introducidas así como cambios en la composición florística 

del campo natural (Millot et al., 1987). Estos cambios fueron cuantificados en un 

experimento de larga duración instalado en 1996 en el Departamento de Treinta y Tres 

(Uruguay) en el que se observaron respuestas diferenciales en la frecuencia de 

gramíneas nativas, así como un aumento de especies exóticas como Cynodon dactylon y 



 19 

Lolium multiflorum. Luego de 13 años de fertilización fosfatada, algunas de las 

gramíneas nativas desaparecieron del tapiz (por ej. Paspalum notatum, Stipa neesiana) 

otras mantuvieron su frecuencia (como Paspalum dilatatum y Panicum hians), mientras 

que otras disminuyeron su presencia en la comunidad sin llegar a desaparecer (por ej. 

Coelorhaquis selloana) (Jaurena et al., 2008a, 2008b,). Considerando estas diferentes 

respuestas se planteó que las especies vegetales presentarían diferente micorrización en 

respuesta al P, lo que podría explicar en parte su persistencia en suelos fertilizados. 

         El objetivo general de este trabajo fue conocer el efecto de la fertilización 

fosfatada sobre la colonización por micorrizas arbusculares en dos gramíneas nativas del 

campo natural de Uruguay que presentaron respuestas diferenciales al agregado de P. 

En este contexto, se estudió cómo afecta el aumento en la disponibilidad de P la 

intensidad de colonización total y por estructuras de los HMA en P. dilatatum (especie 

considerada indiferente al P en términos de su frecuencia relativa) y en C. selloana 

(especie que decrece con P también considerando el cambio de su frecuencia). La 

hipótesis que se plantea es que en C. selloana la presencia de micorrizas se verá 

reducida a causa del incremento de P y que en P. dilatatum no será afectada. 

  

2.4. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.4.1. Sitio de estudio  

El trabajo se realizó durante 2011 y 2012 en un experimento instalado en 1996 en 

la estación experimental Palo a Pique del Instituto Nacional de Investigaciones 

Agropecuarias (INIA) Departamento de Treinta y Tres, Uruguay (33°14’58’’ S, 54°29’24’’ 

W). El suelo en el experimento corresponde a un Argisol Típico de la Unidad Alférez 

(Salvo et al., 2008). 

2.4.2. Diseño experimental 

El experimento consistió en tres tratamientos de fertilización fosfatada, con niveles 

medio y alto de P (PM y PA, respectivamente) y parcelas testigo de campo natural sin 

fertilizar (CN). Cuando se instaló el experimento, en las parcelas fertilizadas se sembró 

en cobertura Trifolium repens y Lotus corniculatus, especies que desaparecieron del 

tapiz vegetal luego de transcurridos 10 años (Jaurena et al., 2008a, 2008b).   
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Cada tratamiento tuvo cinco réplicas de 2 ha cada una, distribuidas en bloques al 

azar. Para el presente trabajo se seleccionaron tres bloques de acuerdo a la 

homogeneidad topográfica y edafológica, resultando en un total de nueve parcelas.  

En el tratamiento con nivel medio de P (PM) se incorporaron 45 kg ha-1 de P2O5 a 

la siembra y refertilizaciones de 30 kg ha-1 de P2O5 y en el tratamiento con nivel alto de P 

(PA) se fertilizó con 90 kg ha-1 de P2O5 a la siembra y refertilizaciones de 60 kg ha-1 de 

P2O5. Las refertilizaciones se realizaron anualmente, en otoño. El Cuadro 1 muestra el 

contenido de P disponible (P Bray I) en mayo y noviembre de 2011 en las parcelas 

seleccionadas (Cuadro 1).  

 

Cuadro 1. Contenidos de P disponible en suelo en parcelas de campo natural sin 

fertilizar (CN), con fertilización fosfatada media (PM) y con fertilización fosfatada alta (PA) 

en el experimento de Palo a Pique, INIA, Treinta y Tres. 

  CN PM PA 

Mayo 2011 2,7 ± 0 8,3 ± 6,2 16,3 ± 2,7 

Noviembre 2011 5,6 ± 1,1 13,7 ± 3,8 22,5  ± 1,8 

 

2.4.3. Muestreo de plantas 

Los criterios con los cuales se seleccionaron las especies para el presente estudio 

fueron: a) haber tenido una respuesta diferencial de su frecuencia relativa frente a las 

situaciones de fertilización fosfatada; b) presentar alta frecuencia en las parcelas y buena 

calidad forrajera y c) estar presentes en todas las parcelas que se incluyeron en este 

trabajo. Con estos criterios se seleccionó a C. selloana, la cual redujo su frecuencia en 

parcelas fertilizadas (especie decreciente al P) y a P. dilatatum que no varió su 

frecuencia debido al incremento de P (especie indiferente al P; Jaurena et al., 2008a, 

2008b).   

Se realizaron muestreos estacionales para evaluar la micorrización de las plantas 

en los meses de febrero (verano), mayo (otoño), agosto (invierno) y noviembre 

(primavera) de los años 2011 y 2012. En particular para los años 2011 y 2012 las 

precipitaciones acumuladas fueron de 1497 y 1045 mm respectivamente, mientras que 
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las temperaturas promedio fueron de 16,6 °C en el 2011 y 17,3 °C en el año 2012 (INIA, 

2015). 

Previo a los muestreos se realizó un manejo del pastoreo de manera de 

homogeneizar la altura del tapiz vegetal en las nueve parcelas estudiadas. Para ello se 

establecieron cargas ganaderas altas y de poca duración de un rodeo vacuno de la 

Estación Palo a Pique. La altura remanente del tapiz fue de aproximadamente 15 cm al 

momento de hacer los muestreos. De cada una de las nueve parcelas y en cada fecha 

se extrajeron muestras de raíces de cinco individuos de P. dilatatum y de C. selloana 

seleccionados al azar considerando una distancia mínima entre ellos no menor a 5 m. 

Las raíces fueron conservadas en vinagre hasta su procesamiento en el laboratorio. 

2.4.4. Colonización micorrícica  

Las raíces colectadas fueron lavadas y aclaradas con una solución de KOH al 10 

% y posteriormente teñidas con azul de tripano (0,05 %) según el método de Koske y 

Gemma (1989). Para cada planta se montaron en portaobjetos 30 segmentos de raíz de 

1 cm de largo. Mediante observación al microscopio se identificaron las estructuras 

características de los HMA (arbúsculos, hifas, ovillos y vesículas). Para cada planta se 

cuantificó el porcentaje de colonización micorrícica total así como el porcentaje de las 

diferentes estructuras de los HMA a través del cociente de campos con presencia de 

alguna estructura fúngica y el número de campos observados.  

2.4.5. Análisis estadístico 

El modelo utilizado para el análisis de los resultados fue un Modelo Lineal 

Generalizado Mixto (MLGM), familia binomial, utilizando el programa estadístico InfoStat 

2015. Se realizó un análisis de varianza de medidas repetidas con los factores: año, 

estación de muestreo y tratamiento para las variables de respuesta: colonización total; 

colonización por estructuras de intercambio (arbúsculos y ovillos) y colonización por 

vesículas. Las pruebas a posteriori de comparación de medias se realizaron mediante el 

test de Di Rienzo, Guzmán y Casanoves (DGC) y se trabajó con una significancia de 

0,05. 
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Y= µ + Ai + Ej +Tk + (AxT)jk + (ExT)jk + (AxExT)ijk      i= 1,2   j=1,2,3,4   k=1,2 ,3 

Y= variable de respuesta 
µ=media general 

Ai= efecto del año 

Ej= efecto de la estación de muestreo 

Tk= efecto del tratamiento 

(AxT)ik= efecto de la interacción Año x Tratamiento 

(ExT)jk= efecto de la interacción Estación x Tratamiento 

(AxExT)ijk = efecto de la interacción Año x Estación x Tratamiento    

   

2.5. RESULTADOS 

La fertilización fosfatada afectó negativamente la mayoría de las variables 

analizadas sobre la interacción micorrícica para las dos gramíneas estudiadas y dicho 

efecto fue dependiente en todos los casos de la estación de muestreo. El factor año 

mostró efectos significativos para la mayoría de las variables, a excepción de la 

colonización por arbúsculos. De acuerdo al modelo utilizado, no se observó un efecto 

significativo de la triple interacción entre año x estación x tratamiento para ninguna de las 

variables analizadas (Cuadro 2). 

Cuadro 2. Resumen de resultados de los ANOVAs de medidas repetidas con los 

factores y las interacciones que mostraron efecto significativo (p<0,05) sobre cada 

variable estudiada para Paspalum dilatatum y Coelorhaquis selloana. 

Variable Paspalum dilatatum Coelorhaquis selloana  

Colonización micorrícica total A, E, T, EXT A, T, EXT, AXT 

Colonización por vesículas A, E, T, EXT A, E, T, EXT, AXT 

Colonización por arbúsculos E, EXT T, EXT 

Colonización por ovillos A, E, T, EXT A, T, EXT 

 

Si bien los niveles de P disponible en suelo son significativamente diferentes entre 

los tratamientos (Cuadro 1), dichas diferencias no se vieron reflejadas en la mayoría de 
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las variables referidas a la micorrización entre las plantas provenientes de las parcelas 

con fertilización media y alta (Figura 1 y Cuadro 3).  

En relación a la colonización micorrícica total, las plantas de P. dilatatum 

presentaron alta presencia de micorrizas en sus raíces en ambos años y en todas las 

estaciones. Para esta variable y esta especie se observó un efecto significativo del año 

(p<0,0001), de la estación (p<0,0001), del tratamiento (p<0,0001) y de la interacción 

estación x tratamiento (p= 0,0026) (Cuadro 2). Esta especie en 2011 mostró valores de 

colonización micorrícica total superiores a los de 2012, con un promedio de 88,5 y de 

81,6 %, respectivamente (Figura 1a y 1c). En todas las estaciones la presencia de 

micorrizas fue significativamente mayor en las parcelas de CN en comparación con los 

tratamientos con fertilización. P. dilatatum mostró mayor presencia de micorrizas en 

febrero (verano) momento en el cual el efecto negativo del P fue el más bajo provocando 

una reducción del 2 % en el año 2011 y de 4,4 % en el 2012. La reducción de la 

colonización debida al P fue mayor en noviembre durante el 2011 y en agosto en 2012, 

donde se observaron decrementos del 21 y 25 % de la colonización micorrícica total 

respectivamente. 
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 Figura 2. Colonización micorrícica total (porcentaje) en Paspalum dilatatum y 

Coelorhaquis selloana correspondientes al año 2011 (a y b) y 2012 (c y d). Barras 

blancas: campo natural sin fertilizar; barras rayadas: tratamiento de fertilización fosfatada 

media (PM) y barras negras: tratamiento de fertilización fosfatada alta (PA). Las barras 

representan promedio (n=15) ± error estándar. Letras diferentes indican diferencias 

significativas entre los tratamientos para cada estación (DGC, p= 0,05). 

En C. selloana, la colonización total también fue importante y difirió 

significativamente entre años (p<0,0001), teniendo un promedio de 84,8 % y 74,5 % en 

2011 y 2012, respectivamente (Figura 1b y 1d). Se observó además un efecto 

significativo de la estación del año (p<0,0001), así como del tratamiento (p<0,0001), de 

la interacción estación x tratamiento (p<0,0001) y de la interacción año x tratamiento 

(p<0,0001) (Cuadro 2). También para esta especie, los mayores valores de la presencia 

de HMA se observaron en las parcelas de CN en todas las estaciones en 2011 y 2012. 
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En agosto de 2011 y en febrero de 2012 C. selloana presentó la mayor presencia de 

micorrizas y el efecto negativo del P fue mayor en noviembre (primavera) en ambos 

años. 

En ambas gramíneas se observó escasa presencia de arbúsculos en todas las 

muestras analizadas (registros menores al 5 % en todos los casos) (Cuadro 3). En P. 

dilatatum, la presencia de arbúsculos fue afectada significativamente por la estación 

(p<0,0001) y la interacción estación x tratamiento (p= 0,0063) (Cuadro 2). Para todas las 

épocas del año los registros de arbúsculos fueron superiores en las parcelas de CN que 

en las fertilizadas con valores máximos en febrero (verano). En agosto se observó la 

mayor reducción del nivel de arbúsculos debido al P con decrementos del 75 % (Cuadro 

3). La colonización por arbúsculos en C. selloana fue afectada significativamente por el 

tratamiento (p<0,0001) y la interacción estación x tratamiento (p= 0,0086) (Cuadro 2). 

Los mayores niveles de estas estructuras, al igual que en P. dilatatum, se vieron en CN, 

con un registro máximo también en febrero (Cuadro 3). 

 

Cuadro 3.  Colonización por arbúsculos (porcentaje) en P. dilatatum y C. selloana en 

parcelas de campo natural (CN), con fertilización fosfatada media (PM) y con fertilización 

fosfatada alta (PA).  Los valores corresponden a promedio de los años 2011 y 2012. 

              P. dilatatum                C. selloana 

Mes de muestreo CN PM PA CN PM PA 

Febrero 2a 1b 1b 3a 0,48b 1b 

Mayo 2a 1b 1b 1a 0,15b 0,11b 

Agosto 2a  1b 0,49c 2a 1b 1b 

Noviembre 1a 0,31b 0,17b 2a 0,33b 1b 

 

La presencia de ovillos fue escasa en ambas gramíneas en todas las muestras 

analizadas, sin embargo se observaron valores superiores de estas estructuras fúngicas 

en relación a los arbúsculos. La colonización por ovillos fue afectada por casi todos los 

factores e interacciones (Cuadro 2). En general la adición de P provocó una disminución 

en la presencia de ovillos, aunque no existió un patrón tan definido como en el caso de 

los arbúsculos ya que hubo variaciones entre años y estaciones. En este sentido es 
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destacable señalar que en el caso de P. dilatatum los mayores registros de ovillos 

ocurrieron en plantas sin fertilizar en febrero de 2011 (6 % ± 0,4) y en mayo de 2012 (5 

% ± 0,2). Por su parte en C. selloana la mayor ocurrencia de ovillos se dio también en 

plantas de CN en febrero de ambos años (2011: 17 % ± 0,1; 2012: 5 % ± 0,1).   

La presencia de vesículas de hongos micorrizógenos alcanzó valores elevados en 

ambas especies, entre 27 % y 68 %. Para P. dilatatum el máximo fue 48 % en agosto de 

2011 y para C. selloana 68 % en febrero de 2011 respectivamente, aunque la variación 

en ambos casos fue muy importante debido a varios de los factores analizados. En P. 

dilatatum la colonización por vesículas fue afectada por el factor año (p<0,0001), 

estación (p<0,0001), tratamiento (p=0,0012) y por la interacción entre tratamiento y 

estación (p= 0,0012). En ambos años y en la mayoría de las estaciones existió una 

mayor presencia de vesículas en CN en relación a las parcelas fertilizadas. En C. 

selloana, la presencia de vesículas fue afectada por el año (p<0,0001), el tratamiento 

(p=0,0013) la interacción entre tratamiento x estación (p<0,0001) y la interacción año x 

tratamiento (p<0,0001). También para esta especie la mayor presencia de estas 

estructuras fúngicas se presentó en las parcelas de CN (excepto en agosto 2011 y mayo 

2012). 

 

2.6. DISCUSIÓN 

Los resultados obtenidos permitieron rechazar la hipótesis planteada dado que se 

constató un efecto negativo sobre la interacción micorrícica debido al incremento de P 

disponible en ambas gramíneas. De acuerdo a lo esperado, en C. selloana, la especie 

que redujo su frecuencia en respuesta al aumento en la disponibilidad de P, la 

interacción micorrícica fue negativamente afectada por la fertilización. La menor 

presencia de esta especie en el pastizal fertilizado podría explicarse entre otros factores 

por la reducción de la micorrización. En P. dilatatum, contrariamente a lo esperado, el P 

también afectó negativamente la micorrización. En esta especie hipotetizamos que el 

incremento de P no disminuiría la presencia de micorrizas, considerando que el resultado 

de esta interacción podría beneficiar a las plantas permitiendo así mantener la frecuencia 
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de esta especie en la comunidad. Por lo tanto, en el caso de P. dilatatum existirían otros 

factores y procesos involucrados en determinar el desempeño de las plantas de esta 

especie en el pastizal en situaciones de incremento de P. 

Dado que la interacción micorrícica arbuscular se trata de una simbiosis obligada 

para el hongo (el cual permanecería en forma de espora si no colonizara una planta 

hospedadora) se sugiere que la misma es comandada por la planta (Smith y Read, 2008; 

Smith y Smith, 2011). Anderson et al. (1994), Tuomi et al. (2001) y Chen et al. (2014) 

proponen que las plantas permitirían que la colonización se estableciera sólo en 

situaciones de escasez de nutrientes en las que las micorrizas aumentarían la capacidad 

de acceder a los mismos. Esto podría explicar la reducción de la colonización micorrícica 

en las situaciones de alta disponibilidad de P. Otra posible explicación de los resultados 

puede relacionarse con los cambios en la composición florística ocurridos en la 

comunidad vegetal del pastizal en el ensayo de larga duración en Palo a Pique. En las 

parcelas fertilizadas se registró un aumento de gramíneas invasoras como Lolium 

multiflorum y Cynodon dactylon, las cuales pueden haber alterado las comunidades de 

HMA de las gramíneas nativas, reduciendo la abundancia de dichos hongos como 

estrategia para establecerse en el nuevo ambiente (Wolfe y Klironomos, 2005; Hawkes et 

al., 2006; Pezzani et al., 2012; Endresz et al., 2013). En este sentido resulta interesante 

analizar a futuro si las gramíneas invasoras de esta comunidad presentan micorrizas y si 

dicha interacción es afectada por la fertilización fosfatada. 

Nuestros resultados concuerdan con trabajos previos, realizados con gramíneas y 

especies herbáceas de otras familias, que reportaron efectos negativos del incremento 

de P sobre la micorrización (Covacevich et al., 1995; Aguilar et al., 2004; Chen et al., 

2014).  

Luego de 15 años de iniciado el experimento en el cual se desarrolló este estudio 

los valores de P disponible en suelo reflejaron los tratamientos de fertilización a los que 

fueron sometidas las parcelas. En este sentido se encontró que en el tratamiento de 

fertilización con niveles medios (PM) el contenido de P disponible aproximadamente 

triplicó el de las parcelas testigo sin fertilizar (CN) y que en el caso del tratamiento de alta 

dosis (PA) el P disponible en suelo fue seis y cuatro veces mayor en relación al testigo 

en mayo y noviembre de 2011 respectivamente. El aumento observado en el P 
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disponible entre mayo y noviembre podría estar relacionado con procesos de 

mineralización de P orgánico en la primavera tardía, así como con fenómenos vinculados 

a las condiciones de óxido-reducción del suelo en las diferentes estaciones (Hernández y 

Meurer, 2000). En la zona este de Uruguay los suelos presentan una importante 

diferenciación, con un horizonte subsuperficial de textura pesada, lo que lleva a que 

cuando ocurren precipitaciones se produzcan períodos más o menos extendidos de 

condiciones reductoras. En esas condiciones el Fe+3 pasa a Fe+2, aumentando la 

solubilidad de los compuestos de Fe y P y por lo tanto la disponibilidad de P para las 

plantas. Al volver el suelo a las condiciones de oxidación este proceso se revierte. Estas 

fluctuaciones se han observado en suelos de la zona este de Uruguay, donde se ubica el 

experimento de Palo a Pique. En el presente trabajo no es posible afirmar que ocurrieron 

este tipo de fenómenos, ya que no se realizaron muestreos sucesivos ni se midió el 

contenido de agua del suelo durante el período estudiado. No obstante, teniendo en 

cuenta estos antecedentes, una posible explicación del cambio en el nivel de P 

disponible se podría relacionar a este fenómeno (Ferrando et al., 2002). 

Sin embargo, a pesar de estas notorias diferencias en los contenidos de P en el 

suelo, los efectos sobre la micorrización sólo se observaron al comparar plantas que no 

recibieron fertilización con aquellas fertilizadas, no registrándose diferencias significativas 

para la mayoría de las variables estudiadas entre los tratamientos de fertilización media y 

alta. Los niveles de P disponible alcanzados en las parcelas PA están por encima del 

límite de 12 mg kg-1 que algunos antecedentes (Bethlenfalvay et al., 1983; Bethlenfalvay 

y Dakessian, 1984) señalaron como la máxima concentración de P en la cual la 

interacción micorrícica otorgó beneficios para las plantas. Como fue previamente 

mencionado, en ambientes con mayor contenido de P podría haber un control fitocéntrico 

que limitara la presencia de los hongos considerando el costo energético que la 

interacción tiene para las plantas (Smith y Smith, 2011; Tuomi et al., 2001; Chen et al., 

2014). 

Independientemente del efecto de la fertilización fosfatada, las raíces tanto de P. 

dilatatum y C. selloana mostraron altos valores de colonización por micorrizas 

arbusculares. Este resultado concuerda con estudios previos con estas mismas especies 
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(Parodi y Pezzani, 2011; García, 2012) o con otras gramíneas que también son estivales 

y poseen metabolismo fotosintético C4 (Wilson y Hartnett 1998; Lugo et al., 2003). En 

dichos trabajos se sugiere que la mayor micorrización de gramíneas C4 en relación a las 

de tipo C3 podría deberse a que las primeras presentan raíces más gruesas y las hifas 

del micelio desarrollado en la colonización por los HMA podrían comportarse como las 

raíces finas participando activamente en la absorción de agua y nutrientes. 

Los resultados evidenciaron efecto del año para la mayoría de las variables 

analizadas. En ambas especies de gramíneas observamos una mayor presencia de 

micorrizas durante el año 2011 con respecto al 2012. Esto podría relacionarse con los 

mayores niveles de precipitaciones que en el 2011 fueron 30 % superiores a los 

ocurridos en 2012 (INIA, 2015). Esta mayor disponibilidad hídrica podría haber permitido 

un mayor crecimiento de las plantas, lo que redundaría en mayor energía disponible para 

ser destinada a los HMA. Sin embargo, existen múltiples procesos y factores que pueden 

verse afectados con el aumento en la disponibilidad hídrica. 

Los resultados obtenidos demostraron una marcada estacionalidad en la presencia 

de micorrizas en ambas especies, lo que concuerda con los resultados obtenidos por 

Parodi y Pezzani (2011) en un trabajo realizado también con gramíneas nativas de 

Uruguay. Los mayores valores de colonización micorrícica total se detectaron en febrero 

(verano) tanto de 2011 como de 2012. Esto podría relacionarse con el ciclo fenológico de 

las especies estudiadas, que al tratarse de gramíneas estivales, en verano presentan el 

mayor desarrollo del área foliar (Millot et al., 1987; Carámbula, 2004), lo que les 

permitiría una mayor producción de fotoasimilados, parte de los cuales podrían asignarse 

a la interacción micorrícica. Otra evidencia del efecto estacional sobre las micorrizas lo 

constituye la mayor presencia, también en verano, de las estructuras fúngicas de 

intercambio: los mayores registros tanto de arbúsculos como de ovillos ocurrieron en 

febrero en ambas especies (en P. dilatatum también se observó una importante cantidad 

de ovillos en mayo 2012). Tanto los arbúsculos como los ovillos son estructuras de los 

hongos que están presentes durante                                                   pocos días en las 

células de la raíz (Toth, 1992). La mayor ocurrencia en época estival de estas estructuras 
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también estaría apoyando la relación entre el funcionamiento de las micorrizas con el 

ciclo fenológico de las gramíneas estudiadas.  

El efecto del nivel de P sobre las micorrizas varió a lo largo del año ya que para 

todas las variables analizadas la interacción estación x tratamiento fue significativa en 

ambas especies. Se observó que el efecto negativo del P fue menor en verano que en 

los restantes momentos del año. En noviembre (primavera) en ambas especies la 

micorrización presentó los valores más bajos y además fue la época del año en la que el 

aumento de P causó la mayor reducción de la presencia de los HMA. En las especies 

estivales desde finales de la primavera las plantas priorizan la asignación de energía a la 

función reproductiva (Millot et al., 1987; Carámbula, 2004) lo cual podría comprometer los 

recursos destinados al mantenimiento de la micorrización. A su vez los contenidos de P 

disponible en suelo fueron superiores en noviembre en relación a mayo (al menos para el 

2011). Por lo tanto, la reducción en la micorrización de estas especies en primavera 

podría explicarse tanto por aspectos relacionados a la fenología de las plantas como 

también por una mayor cantidad de P disponible en el ambiente. 

Las plantas provenientes de las parcelas de campo natural presentaron más 

vesículas de hongos micorrizógenos que las plantas de parcelas fertilizadas por lo cual el 

incremento de P en suelo también afectó negativamente esta variable. Los resultados 

obtenidos coinciden con los de Smith y Read (2008) quienes reportaron efectos 

negativos sobre la presencia de vesículas en condiciones ambientales de mayor 

concentración de P y de baja radiación. Tanto en P. dilatatum como en C. selloana 

observamos niveles importantes de colonización por estas estructuras, superiores a 50 

%, en 2011, el año de mayores precipitaciones. No se encontraron antecedentes que 

analicen la relación entre la disponibilidad hídrica y la presencia de estas estructuras.  

Este trabajo representa la primera contribución en el estudio de la fertilización 

fosfatada a largo plazo sobre la micorrización en gramíneas nativas del campo natural de 

Uruguay. Plantea interrogantes que podrían abordar futuras investigaciones sobre el 

impacto que podría tener la reducción de la micorrización en el contenido de P en los 

tejidos vegetales así como en el crecimiento de las plantas y su desempeño en la 

comunidad vegetal. 
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3 

3. EFECTO DEL FÓSFORO SOBRE LA DIVERSIDAD DE HONGOS 

MICORRIZÓGENOS ARBUSCULARES EN LA RIZOSFERA Y RAÍCES DE 

GRAMÍNEAS 

Este artículo se presenta de acuerdo a las instrucciones para autores de la revista 

Agrociencia Uruguay. 

3.1. RESUMEN 

Las micorrizas arbusculares (MA) son particularmente relevantes en pastizales debido a 

los altos valores de colonización en gramíneas, principales constituyentes de este 

ecosistema. El pastizal o campo natural (CN) es el ecosistema predominante de Uruguay 

y sustenta una de las principales actividades económicas del país: la ganadería. Los 

contenidos de fósforo (P) en suelos del CN son bajos, siendo frecuentes las prácticas de 

fertilización fosfatada. El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de la fertilización 

fosfatada sobre la diversidad de las comunidades de hongos micorrízógenos 

arbusculares (HMA) de dos gramíneas nativas del campo natural de Uruguay: Paspalum 

dilatatum y Coelorhachis selloana. Se estudió la diversidad y abundancia de esporas de 

HMA en la rizósfera de ambas especies de gramíneas mediante técnicas morfológicas, 

así como la diversidad de HMA dentro las raíces utilizando la técnica T-RFLP. El estudio 

se realizó en un experimento de larga duración de fertilización fosfatada. El aumento de 

P disponible no afectó la diversidad de HMA en las raíces de ninguna de las dos 

gramíneas ni alteró la diversidad de esporas en P.dilatatum, mientras que aumentó el 

número de esporas en C. selloana. La riqueza de biotipos de HMA en raíces y el número 

de esporas difirieron entre especies hospedadoras, mientras que se observaron 

diferencias en la diversidad entre estaciones del año, siendo la riqueza de biotipos mayor 

en invierno que en verano.  

Palabras clave: potencial micorrícico, T-RFLP, Paspalum dilatatum, Coelorhachis 

selloana, campo natural.  
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Effect of phosphorus on the diversity of arbuscular mycorrhizal fungi in rizosphere 
and roots of grasses  

3.2. SUMMARY 

Arbuscular mycorrhizas (AM) are particularly relevant in grassland due to the high 

colonization in grasses, main constituent of this ecosystem. Natural grassland (NG) is the 

predominant ecosystem of Uruguay and it supports one of the main economic activities of 

the country: livestok. The contents of phosphorus (P) in soils in the NG are low, being 

frequent practices of phosphate fertilization. The aim of this work was to study the effect 

of the phosphate fertilization on the diversity of the communities of arbuscular mycorrhizal 

fungi (AMF) of two native grasses of the natural grassland of Uruguay: Paspalum 

dilatatum and Coelorhachis selloana. The diversity and abundance of AMF spores in the 

rhizosphere of both grasses species were studied using morphological techniques, while 

AMF diversity in roots was studied using the T-RFLP technique. The study was 

conducted in a long-term experiment of phosphate fertilization. The increase in available 

P did not affect the diversity of AMF in the roots of any of the two grasses, or altered the 

diversity of spores in P.dilatatum, while it increased the number of spores in C. selloana. 

The richness of AMF biotypes in roots and the number of spores differed between host 

species, while differences in the AMF diversity between seasons of the year were 

observed, with greater number of biotypes in winter than in summer. 

Keywords: mycorrhizal potential, T-RFLP, Paspalum dilatatum, Coelorhachis selloana, 

natural grassland.  
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3.3. INTRODUCCIÓN 

Las micorrizas arbusculares resultan de la interacción entre hongos pertenecientes 

al phylum Glomeromycota y las raíces de la mayoría de las plantas terrestres (Smith y 

Read, 2008). Dicho grupo de hongos está compuesto por 27 géneros distribuidos en 11 

familias y 4 órdenes (Glomerales, Diversisporales, Paraglomerales y Archaeosporales) 

(Schüssler, 2014). 

Esta simbiosis, muy frecuente en la naturaleza (Brundrett 2009, Smith y Read 

2008) es de gran relevancia en los sistemas agrarios y naturales ya que incide en la 

estructuración y diversidad de las comunidades vegetales como han reportado varios 

estudios que muestran una correlación positiva entre la diversidad de los hongos 

micorrizógenos arbusculares (HMA) y la diversidad de las comunidades vegetales 

(Karanika et al., 2008, van der Heijden et al., 2006, van der Heijden et al., 1998). Esta 

promoción de la diversidad vegetal por las interacciones micorrícicas se explica porque 

diferentes especies de HMA podrían proveer de distintos servicios a las plantas 

(Newsham et al., 1995). Además la diversidad espacial de la comunidad de HMA 

ayudaría a generar ambientes heterogéneos que podrían contribuir a mantener la 

diversidad vegetal (Bever et al., 2001). 

 Hasta el momento se han descrito unas 244 especies de HMA basándose en 

características morfológicas de sus esporas (Schüssler, 2014) y entre 341 (Öpik et al., 

2013) y 1600 (Koljalg et al., 2013) unidades taxonómicas utilizando secuenciación de 

muestras de ADN ambiental de HMA. Este número de especies de HMA es capaz de 

asociarse con alrededor de 200.000 especies de plantas, lo que muestra la baja 

especificidad de la interacción micorrícica (Brundrett 2009, Hoeksema 1999). La mayoría 

de las comunidades vegetales, sostienen una riqueza de entre 1 y 75 unidades 

taxonómicas de HMA (Verbruggen et al., 2010, Oehl et al., 2010).  

Aunque se han estudiado a fondo los beneficios que las micorrizas le otorgan a las 

plantas, entre los que se destacan la absorción de agua (Marulanda et al., 2003, Faber et 

al., 1991) y nutrientes inmóviles como el P (Smith y Smith 2011, Jayachandran y Shetty 

2003, Sanders y Tinker 1971), es necesario profundizar acerca de cómo la diversidad de 

los HMA puede promover sistemas diversos y estables. Para esto se requiere conocer 
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los factores y procesos involucrados en la estructuración y diversidad de estas 

comunidades fúngicas. 

 Se ha encontrado que la comunidad de HMA que colonizan dentro de las raíces 

de una planta determinada depende tanto de la composición de la comunidad vegetal y 

de las especies de plantas vecinas, como de la identidad de la planta hospedadora (Öpik 

et al., 2006, Vandenkoornhuyse et al., 2003, Johnson et al., 2003). Por otra parte, varios 

antecedentes muestran que tanto el número de esporas como el número de especies de 

HMA en el suelo varían con la especie vegetal hospedadora, dado que se ha encontrado 

que diferentes especies vegetales promueven distintas tasas de esporulación (Bever 

2002, Bever et al., 2001, Bever et al., 1996).  

Por otra parte, el efecto de la estacionalidad sobre las comunidades fúngicas ha 

sido poco estudiado. Algunos trabajos no encontraron cambios en la estructura de las 

comunidades fúngicas entre las diferentes estaciones de muestreo (Davison et al., 2012), 

así como tampoco entre los distintos estadíos fenológicos de las plantas hospedadoras 

(Rosendahl et al., 2004). Otros estudios reportan que existieron variaciones solo en la 

abundancia de algunos taxones de HMA en particular ya que distintos taxones de 

hongos, presentan diferencias en su estacionalidad, no alterándose la comunidad global 

(Bever et al., 2001). Estas variaciones son adjudicadas a cambios en las tasas de 

mineralización en ciertas épocas del año, en las cuales por aumentar los niveles de 

nutrientes, podría esperarse una menor abundancia de dichas especies de HMA (Santos-

González et al., 2007, Hijri et al., 2006). El número de esporas en el suelo rizosférico 

también ha mostrado ser dependiente de la estacionalidad, variando con la fenología de 

la planta (Bever et al., 1996, Gemma et al., 1989). 

El estudio de las comunidades de HMA resulta difícil de abordar dado que estos 

hongos son simbiontes obligados de las plantas, por lo que no son cultivables en 

laboratorio (Smith y Read, 2008), existiendo dos  modos para estudiar este tema. Una de 

las metodologías con que se logra identificar mayoritariamente a nivel de género estos 

organismos es mediante el estudio morfológico de las esporas (Alkan et al., 2006, 

Pearson et al., 1993) y la otra forma, cada vez más frecuentemente utilizada, es el uso 

de métodos moleculares basados en el estudio del ADN. Estos últmos permiten 
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determinar la diversidad de HMA tanto dentro de la planta colonizada como en el suelo 

(Colombo et al., 2014, Dong y Zhu 2005, Liu et al., 1997). 

El potencial micorrícico refiere al micelio externo y a la diversidad (abundancia y 

riqueza) de esporas encontradas en el suelo que corresponden a distintas especies de 

HMA. Trabajos realizados sobre diversidad de micorrizas arbusculares, han demostrado 

que la agrupación de esporas en un sitio determinado puede estar compuesta por 20 a 

50 especies de HMA (Fitter 2005, Bever et al., 2001). Las mismas se encuentran en la 

rizósfera de las plantas que potencialmente pueden colonizar.  

Dentro de las técnicas moleculares independientes del cultivo, las técnicas de 

fingerprints son cada vez más utilizadas para el estudio de las comunidades fúngicas ya 

sea en suelo o planta. Una de las técnicas de fingerprints mas utilizada para el estudio 

de las comunidades microbianas es el T-RFLPs (Terminal Restriction Fragment Length 

Polymorphism; Liu et al., 1997). La misma refiere al uso de uno de los primers marcado 

con un fluoróforo combinado con enzimas de restricción. Como resultado de las 

diferentes localizaciones del sitio de corte en los diversos amplicones, se obtienen 

fragmentos terminales (T-RFs) marcados de diferentes tamaños, los cuales representan 

unidades taxonómicas diferentes (Dickie y FitzJohn 2007, Liu et al., 1997). 

Numerosos antecedentes muestran una alta presencia de micorrizas arbusculares 

en las gramíneas (Endresz et al., 2013, Parodi y Pezzani 2011, Pezzani et al., 2006, 

Hartnett y Wilson 2002, Hartnett y Wilson 1999), familia de gran importancia y 

predominancia en los pastizales. El pastizal o campo natural (CN), es el principal 

ecosistema de Uruguay, ocupa el  64 % del territorio (MGAP, 2011) y representa el 78% 

de los recursos forrajeros perennes del país (Baeza et al., 2014), sustentando la 

ganadería, una de las principales actividades económicas del país. Los suelos del CN 

presentan al nitrógeno como nutriente limitante para el crecimiento vegetal (Berretta et 

al., 1998), siendo además los contenidos de P particularmente bajos con valores que 

oscilan entre 3 y 5 mg kg-1 de suelo (Hernández et al., 1995). Los mejoramientos 

extensivos son prácticas cuyo objetivo es levantar estas restricciones nutricionale e 

incluyen la siembra de alguna especie de leguminosa y la fertilización fosfatada. Aunque 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dong%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16028682
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhu%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16028682
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en el corto plazo, dicha práctica muestra impactos positivos sobre la calidad nutricional 

forrajera, existen evidencias acerca de la baja persistencia de las especies introducidas 

así como también de cambios en la composición florística del campo natural (Millot et al., 

1987). 

 Los efectos de los mejoramientos extensivos sobre la composición florística 

fueron evaluados en un experimento a los 13 años de inciados los tratamientos de 

fertilización fosfatada, constatándose respuestas diferenciales en la frecuencia de 

gramíneas nativas y un aumento de especies exóticas como Cynodon dactylon y Lolium 

multiflorum. Algunas de las gramíneas nativas desaparecieron de la comunidad (por ej. 

Paspalum notatum, Stipa neesiana), otras mantuvieron su frecuencia (como Paspalum 

dilatatum y Panicum hians), mientras que otras disminuyeron su presencia en el tapiz 

vegetal sin llegar a desaparecer (por ej. Coelorhaquis selloana) (Jaurena et al., 2015). 

Los valores de cobertura de las gramíneas estudiadas se muestran en la figura 1 

(Jaurena y Lezama com. pers.). 

   

 Figura 1. Frecuencias de P. dilatatum y C. selloana en el ensayo de larga duración de 

INIA, Palo a Pique. CN: campo natural, PM: tratamiento con fósforo medido, PA: 

tratamiento con fósforo alto. 

Por otra parte, en el año 2011 luego de 15 años del agregado de P, se estudió la 

intensidad de colonización micorrícica arbuscular en dos gramíneas que formaban parte 

de la comunidad vegetal en el sitio: P. dilatatum y C. selloana (García et al., 2016). Los 

P. dilatatum C. selloana 
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resultados obtenidos por los autores mostraron una reducción de los niveles de 

colonización por HMA en ambas gramíneas en las parcelas fertilizadas.  

Numerosos antecedentes a nivel internacional (van der Gast et al., 2011, Alguacil 

et al., 2008), así como también a nivel nacional (Sanjurjo, 2009) muestran que las 

prácticas agrícolas tiene importantes efectos sobre las comunidades fúngicas, entre las 

cuales se ha estudiado principalmente la fertilización fosfatada (Liu et al., 2012, Lin et al., 

2012, Alguacil et al., 2010, Kahiluoto et al., 2001). Dado que los beneficios de las 

micorrizas arbusculares son mayores en ambientes pobres en nutrientes y agua 

(Martínez y Pugnaire 2009, Pezzani et al., 2006, Tuomi et al., 2001, Bethlenfalvay et al., 

1988), varios trabajos muestran efectos negativos del aumento en la disponibilidad de P 

sobre la diversidad de las comunidades de HMA. En estudios realizados mediante 

técnicas moleculares se ha encontrado que la fertilización fosfatada provocó cambios en 

la composición y reducción de la diversidad de las comunidades fúngicas dentro de las 

raíces (Liu et al., 2012, Lin et al., 2012, Alguacil et al., 2010). Por otra parte, en trabajos 

realizados en gramíneas y utilizando técnicas morfológicas se encontró que tanto la 

densidad de esporas como el número de especies de HMA en la rizósfera de las plantas 

estaba negativamente correlacionado con el contenido de fósforo del suelo (Kahiluoto et 

al., 2001, Martensson y Carlgren 1994). Se planteó entonces el interés de conocer los 

efectos de la fertilización sobre la diversidad de HMA que colonizaban ambas especies.  

El objetivo general de este trabajo fue conocer el efecto de la fertilización fosfatada 

sobre la diversidad de las comunidades de los hongos micorrizógenos arbusculares en 

dos gramíneas nativas del campo natural de Uruguay. En este contexto, los objetivos 

específicos planteados fueron: a) estudiar cómo afecta el aumento en la disponibilidad de 

P a la diversidad micorrícica arbuscular dentro de las raíces de P. dilatatum y de C. 

selloana y b) conocer el efecto de la fertilización fosfatada sobre el potencial micorrícico 

del suelo rizosfércio de P. dilatatum y de C. selloana. La hipótesis que se plantea es que 

la fertilización fosfatada reduciría la diversidad de las comunidades de HMA en ambas 

especies de gramíneas. 
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3.4. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.4.1. Sitio de estudio  

El trabajo se realizó durante el año 2012 en un experimento instalado en la 

estación experimental Palo a Pique del Instituto Nacional de Investigaciones 

Agropecuarias (INIA) Departamento de Treinta y Tres, Uruguay (33°14’58’’ S, 54°29’24’’ 

W). El suelo en el experimento corresponde a un Argisol Típico de la Unidad Alférez 

(Salvo et al., 2008).  

3.4.2. Diseño experimental 

El ensayo montado en el año 1996, consistió en dos tratamientos con niveles 

medio y alto de P y parcelas testigo sin fertilizar. Al momento de instalar el experimento 

en las parcelas fertilizadas se realizó además la siembra en cobertura de leguminosas 

(mejoramiento), donde se incluyeron Trifolim repens (trébol blanco) y Lotus corniculatus 

(lotus), especies que no estaban presentes al momento de realizar nuestros muestreos. 

Los tratamientos consistieron en cinco réplicas distribuidas en bloques al azar de 2 ha 

cada uno, seleccionando para el presente trabajo tres réplicas de acuerdo a la 

homogeneidad topográfica y edáfica, resultando en un total de nueve parcelas. En el 

tratamiento de fertilización media (PM) se agregaron 45 kg ha-1 de P2O5 a la siembra y 

refertilizaciones de 30 kg ha-1 de P2O5 y en el tratamiento con nivel alto de P (PA) se 

fertilizó con 90 kg ha-1 de P2O5 a la siembra y refertilizaciones de 60 kg ha-1 de P2O5. Las 

refertilizaciones se realizaron anualmente en otoño. 

 

3.4.3. Muestreo de plantas  

Las especies seleccionadas para el presente trabajo se caracterizaron por: a) 

haber tenido una respuesta diferencial de su frecuencia relativa frente a las situaciones 

de fertilización fosfatada; b) presentar alta frecuencia en las parcelas y buena calidad 

forrajera y c) estar presentes en todas las parcelas que se incluyeron en este trabajo. 

Con estos criterios se seleccionó a C. selloana, la cual redujo su frecuencia en parcelas 
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fertilizadas (especie decreciente al P) y a P. dilatatum que no varió su frecuencia debido 

al incremento de P (especie indiferente al P), (Jaurena et al., 2015).   

Con el fin de homogeneizar el tapiz vegetal, se realizó un manejo del pastoreo 

previo a los muestreos en las nueve parcelas estudiadas, estableciéndose cargas 

ganaderas altas y de poca duración de un rodeo vacuno de la Estación Palo a Pique. La 

altura remanente del tapiz fue de aprox 15 cm al momento de hacer los muestreos. 

Se realizaron dos muestreos durante el año 2012: uno en agosto, momento de 

menor crecimiento de las plantas y otro en febrero momento en el cual presentan un 

crecimiento mayor (dado que se trata de especies estivales). La temperatura diaria 

promedio en febrero y agosto del 2012 fue de 27 ºC y 14,5 ºC respectivamente, mientras 

que se registraron valores de precipitaciones acumuladas de 129 mm en agosto y 130 

mm en febrero (INIA, 2015). Para determinar la diversidad de HMA en las raíces, de cada 

una de las nueve parcelas y en cada fecha de muestreo se extrajeron muestras de raíces 

de cinco individuos de P. dilatatum y cinco de C. selloana seleccionados al azar 

considerando una distancia mínima entre ellos no menor a 5 m.  

Para determinar la abundancia y diversidad de esporas en la rizósfera de las 

gramíneas estudiadas en otoño de 2012 se, seleccionaron cinco plantas de cada especie 

vegetal en cada parcela de los tratamientos CN y PA. Dichas plantas fueron colectadas 

con un pan de tierra de aproximadamente 30 cm de diámetro y 20 cm de profundidad y 

fueron trasladadas para la instalación de un ensayo en invernadero. 

 

3.4.4. Ensayo en invernadero 

Las plantas enteras de P. dilatatum y de C. selloana provenientes de las parcelas 

CN y PA fueron separadas de otras especies vegetales presentes en los panes de tierra 

con el fin de reducir el efecto de otras plantas que coexistían con ellas en el campo. Las 

plantas en estudio fueron divididas para generar individuos con tres macollos cada uno. 

Se apartaron 15 individuos correspondientes al tratamiento de PA y 15 al CN, 

contemplando cinco individuos por parcela. Cada individuo fue plantado en macetas de 

polietileno, de 14 cm de diámetro y 20 cm de altura con aproximadamente 2,8 kg de 

mezcla constituida por 3/4 de suelo perteneciente a cada parcela y 1/4 de arena de río. 
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Previamente, para cada tratamiento, el suelo proveniente de cada una de las parcelas 

fue homogeneizado junto con el sustrato arenoso. Las plantas fueron regadas con un 

volumen de agua de 50 ml (previamente decantada con el fin de volatilizar el cloro) y la 

frecuencia de riego se ajustó en base a mediciones de pérdida de agua; esto se realizó 

mediante el peso de las macetas regadas con 50 ml de agua y el peso en los días 

sucesivos hasta alcanzar el peso inicial previo al regado. Las macetas se rotaron una vez 

a la semana para evitar posibles efectos relacionados con su posición en el invernadero. 

Las plantas fueron mantenidas en invernadero durante 6 meses, momento en que se les 

separó el suelo rizosférico para proceder al aislamiento de esporas y determinación del 

potencial micorrícico.  

 

3.4.5. Extracción de ADN de las raíces 

Las raíces de los cinco individuos de cada parcela fueron mezcladas, 

obteniéndose muestras compuestas que fueron lavadas repetidas veces con agua 

destilada estéril, cortadas y maceradas en nitrógeno líquido hasta la consistencia de 

polvo. La extracción de ADN, se realizó siguiendo la técnica de Gollotte et al. (2004) con 

modificaciones. Se utilizaron 100 mg de material vegetal al que se le agregó 1000 µl de 

buffer  2X CTAB e incubó durante una hora a 65 °C, agitándolo cada 15 minutos. Los 

tubos se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se centrifugaron a 12000 rpm durante 

10 minutos. Se retiró el sobrenadante a un tubo nuevo, se agregó un volumen de 

cloroformo: isoamil alcohol 24:1 y se agitó durante 5 minutos. Las muestras se 

centrifugaron a 12000 rpm durante 5 minutos. La fase acuosa se retiró a un nuevo tubo 

al que se le agregó 2/3 de volumen de isopropanol frío. Se agitó por inversión varias 

veces y se llevó a freezer por 2 horas. Se centrifugaron durante 10 minutos a 12000 rpm. 

Se descartó el sobrenadante, se enjuagó el pellet con alcohol 70%, se centrifugó durante 

5 minutos a 12000 rpm y se repitió el lavado con alcohol 70%. El sobrenadante se 

descartó y se secó el pellet durante toda la noche. El ADN se resuspendió con 25 µl de 

TE (10 Mm Tris [ph 8.0] 1 mM EDTA). El producto obtenido se visualizó en gel de 

agarosa al 1% teñido con Good View (SBS, China). La electroforesis se realizó a 90 V 

durante 40 minutos usando como buffer TBE 0,5X. 
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3.4.6. Terminal restriction fragment length polymorphism (T-RFLP) 

Con el fin de estudiar la diversidad de las comunidades de HMA en nuestros 

tratamientos, se utilizó la técnica de T-RFLP amplificando una región del ADNr 18S de 

los hongos Glomeromycota. 

Se llevó a cabo una PCR anidada, utilizando en la primera amplificación los 

primers LR1 (5’-GCA TAT CAA TAA GCG GAG GA-3’) y FLR2 (5’-GTC GTT TAA AGC 

CAT TAC GTC-3’), específicos para la división hongos (Martínez y Pugnaire 2011, 

Trouvelot et al., 1999). En la segunda ronda, se amplificó una región de ADN del ARNr 

18S utilizando primers específicos para la división Glomeromycota: FLR3 (5’-TTG AAA 

GGG AAA CGA TTG AAG T-3’)  y FLR4  (5’-TAC GTC AAC ATC CTT AAC GAA-3’) 

(Gollotte et al., 2004). Las concentraciones finales de la  reacción fueron: buffer 1X, 

2,5mM de MgCl2, 0,5 µM de cada primer, 5mg/ml de BSA, 1U de Taq polimerasa 

(Fermentas, USA), 5 µl de ADN diluido 1/10 y agua hasta completar 25 µl. Las 

amplificaciones se realizaron en un termociclador (Biometra, Alemania), programado con 

35 ciclos a una temperatura de desnaturalización de 94°C durante 5 minutos, 

temperatura de alineamiento de 58°C durante 1 minuto y de elongación de 72°C durante 

1 minuto. Para la segunda ronda se utilizaron las mismas condiciones anteriormente 

descriptas y como molde el producto de PCR de la primera ronda diluído 1/10 y  el primer 

FLR3 marcado con el fluoróforo FAM en el extremo 5’.  

El producto de amplificación, fue sometido a electroforesis en gel de agarosa 1 % 

con buffer TBE 0,5X a 90 V durante 40 minutos. Los geles fueron teñidos con Good View 

(SBS, China) y observados en transiluminador. Se realizó una purificación del producto 

de PCR utilizando el kit comercial Gene JET Gel Extraction (Thermo Scientific, USA), en 

condiciones de oscuridad. El ADN obtenido se cuantificó en gel de agarosa 1% utilizando 

el marcador de peso molecular Gene Ruler 100pb ADN (Fermentas, USA). La digestión 

del producto de PCR se realizó en un volumen total de 15 µl, con 100ng de ADN 

(volumen entre 8 y 12 µl del producto de PCR purificado), buffer 1X (Fermentas), agua 

(volumen ajustado de acuerdo al volumen del producto de PCR empleado) y 5 unidades 

de enzima Mbo (Fermentas). La reacción se llevó a cabo durante 5 horas a 37 °C en 

baño seco, en condiciones de oscuridad. Se detuvo la reacción e inactivó la enzima de 

restricción a 65°C durante 30 minutos. 
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3.4.7. Secuenciación y análisis de los T-RFs 

Los fragmentos terminales marcados fueron  analizados por Macrogen (Seul, 

Corea del Sur) utilizando un secuenciador Applied Biosystem 3730X, USA. Para calcular 

el largo de los fragmentos marcados se utilizó como estándar de tamaño GS500LIZ-3370 

y el programa GeneScanTM (Applied Biosystem, USA). 

Los electroferogramas obtenidos, fueron estandarizados eliminando aquellos picos 

de fragmentos terminales de restricción (T-FRs) menores de 30 pb y mayores a 360 pb. 

Utilizando el programa T-Rex (Culman et al., 2009) se calculó la frecuencia relativa de 

cada pico (área de cada pico/fluorescencia total de la muestra) y se construyó una matriz 

de frecuencias, considerando presente los picos que mostraron áreas mayores al 1%. El 

número de picos representó el número de biotipos de HMA en las muestras. Con esta 

matriz se calculó la riqueza, el índice de diversidad de Shannon (H’) y el índice de 

equidad de Pielou (J’), utilizando el software PAST 2,07 (Hammer et al., 2001). El índice 

de diversidad de Shannon (H’) es un estimador de la diversidad que combina dos 

componentes de la diversidad biológica: la riqueza de especies y la equidad y se calcula 

de acuerdo a la siguiente fórmula: H’=-∑pi(ln pi), donde pi es la proporción de individuos 

encontrados en la especie i con respecto al total del número de individuos (Shannon y 

Weaver, 1949). El índice de equidad de Pielou (J’), se calcula como: J´= H’/log2S, donde 

S = es el número máximo de especies en la muestra (Pielou, 1975, 1969).  

El modelo empleado para el análisis de los resultados fue un Modelo Lineal 

Generalizado Mixto (MLGM), familia Poisson, utilizando el programa estadístico 

INFOSTAT (Di Rienzo et al., 2014). Los factores analizados fueron: especie, estación de 

muestreo y tratamiento, siendo las variables de respuesta: riqueza, índice de diversidad 

de Shannon (H’) e índice de equidad de Pielou (J’). Las pruebas a posteriori de 

comparación de medias se realizaron mediante el test de Di Rienzo, Guzmán y 

Casanoves (DGC) y se trabajó con una significancia de 0,05. 

Y= µ + Ei + Mj + Tk + (ExT)jk + (MxT)jk + (ExMxT)ijk i= 1,2   j=1,2   k=1,2 ,3 

Y= variable de respuesta 

µ=media general 

Ei= efecto de la especie 

Mj= efecto del mes de muestreo 
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Tk= efecto del tratamiento 

(ExT)ik= efecto de la interacción Especie x Tratamiento 

(MxT)jk= efecto de la interacción Mes x Tratamiento 

(ExMxT)ijk = efecto de la interacción Especie x Mes x Tratamiento 

A partir de la matriz de frecuencias de T-RFLP, se realizó un análisis de 

componentes principales (PCA) con el fin de obtener los grados de agrupamiento y de 

similitud entre las comunidades de HMA, mediante el programa estadístico PAST 2,07 

(Hammer et al., 2001). Como prueba a posteriori se utilizó el Análisis de similaridad 

(ANOSIM) (Lugo González et al., 2013), el cual dota de un test estadístico no 

paramétrico para comparar agrupaciones de las unidades. 

 

3.4.8. Abundancia y diversidad de esporas  

El suelo de las cinco macetas correspondientes a cada parcela fue mezclado, 

obteniéndose muestras compuestas. Se pesaron 100 g de suelo por parcela de cada 

unos de los tratamientos (CN y PA) y para cada especie y se realizó la separación de las 

esporas por el método de gradiente de densidad propuesto por Menge (Daniels y 

Skipper, 1982). Las esporas fueron observadas utilizando un estereomicroscopio (Nikon, 

Eclipse E100, Japón) y se identificaron los diferentes morfotipos de esporas, 

clasificándolos según color, forma, tamaño y se los nombró numerándolos según el 

orden de aparición. El número de morfotipos encontrado en cada muestra fue 

cuantificado, lo que representó la riqueza de morfotipos de esporas (S) para cada 

tratamiento. Se contabilizó el número de esporas de cada morfotipo, así como también el 

número total de esporas, lo que representó la abundancia. 

El análisis de los datos correspondientes al potencial micorrícico, se realizó a 

través del cálculo de la riqueza de morfotipos de esporas, el índice de diversidad de 

Shannon (Shannon y Weaver, 1949) y el índice de equidad de Pielou (Pielou, 1975, 

1969), utilizando el software PAST 2.07 (Hammer et al., 2001). 

El modelo utilizado para el análisis de los resultados fue un Modelo Lineal 

Generalizado Mixto, familia Poisson, utilizando el programa estadístico INFOSTAT 

(2014). Mediante el mismo, se estudió el efecto de la especie vegetal y del tratamiento 
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sobre la abundancia de esporas, la riqueza de morfotipos y los índices de diversidad de 

esporas. 

Las diferencias entre las medias comparadas, se analizaron mediante el test Di 

Rienzo, Guzmán y Casanoves (DGC, Di Rienzo et al., 2014), con una significancia de 

0,05.  

Y= µ + Ei + Tj + (ExT)ij  i= 1,2   j=1,2    

Y= variable de respuesta 

µ=media general 

Ei= efecto de la especie 

Tj= efecto del tratamiento 

(ExT)ij= efecto de la interacción Especie x Tratamiento                            

 

3.5. RESULTADOS 

3.5.1. Diversidad de HMA en las raíces de C. selloana y P. dilatatum 

La fertilización fosfatada no mostró efectos sobre las variables relacionadas a la 

diversidad de los HMA en las raíces, mientras que sí pudo apreciarse un efecto de la 

especie hospedadora así como también del mes de muestreo sobre la riqueza (cuadro 

1). 
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Cuadro 1. Efecto de la especie, el tratamiento, el mes de muestreo y sus interacciones 

sobre la riqueza y diversidad de biotipos de HMA en raíces de Paspalum dilatatum y 

Coelorhaquis selloana analizadas mediante T-RFLP. Se muestran los valores de 

significancia utilizando MLGM. 

Factores Variables 

 

Riqueza Índice de Shannon (H') Índice de equidad (J') 

E p= 0,041* p= 0,545 p= 0,640 

T p= 0,102 p= 0,461 p= 0,464 

M p= 0,002* p= 0,185 p= 0,607 

ExT p= 0,828 p= 0,616 p= 0,368 

ExM p= 0,857 p= 0,900 p= 0,948 

TxM p= 0,149 p= 0,620 p= 0,451 

ExTxM p= 0,132 p= 0,130 p= 0,571 

 Factores: E= especie, T= tratamiento, M= mes de muestreo, EXT= interacción especie X 

tratamiento, ExM= interacción especie x mes, TxM= tratamiento x mes. ExTxM= especie 

x tratamiento x mes. * factores con efecto significativo. (DGC, p= 0,05). 

 

El número total de biotipos obtenidos (riqueza) utilizando la técnica de T-RFLP, fue 

de 68, variando entre un mínimo de 6 y un máximo de 25 T-RFs en muestras de 

P.dilatatum correspondientes al tratamiento PM en febrero y al CN en a muestras de 

raíces de C.selloana del CN durante agosto respectivamente. El promedio general de 

número de T-RFs para ambos muestreos fue de 14,3 ± 3,3. Para esta variable en 

estudio pudo observarse un efecto de la especie y del mes de muestreo. C. selloana 

mostró mayor número de biotipos de HMA en sus raíces que P. dilatatum, mientras que 

en ambas especies se observó una riqueza de biotipos significativamente mayor en 

agosto en comparación con febrero (cuadro 2). 
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Cuadro 2. Riqueza de biotipos de HMA en raíces de Paspalum dilatatum y Coelorhaquis 

selloana en época cálida (febrero) y fría (agosto). 

Especie Agosto Febrero Promedio 

C. selloana 17,3 ± 0,9 a 13,4 ± 1,3 b 15,4 ± 0,9 A 

P. dilatatum 14,6 ± 1,3 a  11 ± 1,1 b 12,8 ± 0,8 B 

 
   Se muestran promedios (n=3) ± error estándar.  Letras minúsculas diferentes muestran 

diferencias entre los meses de muestreo dentro de una misma especie. Letras 

mayúsculas diferentes muestran diferencias entre especies (DGC, p= 0,05). 

 

El índice de Shannon varió entre 1,8 y 2,7, ambos valores corresponden a 

muestras de C.selloana provenientes del tratamiento PA en febrero y agosto 

respectivamente. El índice de equidad de Pielou (J’) mostró valores entre 0,76 y 0,87 y 

se registró en raíces de C.selloana en agosto pertenecientes a parcelas de CN y PA 

respectivamente. Los índices de diversidad no fueron significativamente afectados por 

ninguno de los factores estudiados (cuadro 1).  

El análisis de componentes principales (PCA), agrupó a las muestras de acuerdo a 

la fecha de muestreo al analizar las dos especies vegetales por separado. En P.dilatatum 

los componentes principales uno (CP1) y dos (CP2) explicaron el 42 % y 20 % de la 

variación respectivamente (figura 2a), mientras que en C.selloana  el CP1 explicó el 36 % 

y el CP2 el 20 % de la variación (figura 2b). En ambas especies de gramíneas se 

observaron dos grupos diferentes conformados por las muestras de agosto y febrero. 

Estos grupos fueron estadisticamente diferentes como pudo corroborarse mediante el 

test ANOSIM (cuadro 3). 
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Figura 2. Diagrama de ordenamiento del Análisis de Componentes Principales para las 

muestras de P. dilatatum (a) y C. selloana (b) para los tres tratamientos estudiados y los 

dos meses de muestreo. CN: tratamiento de campo natural, PM: tratamiento de 

fertilización media, PA: tratamiento de fertilización alta. Ag: agosto (época fría), Fb: 

febrero (época cálida). 
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Cuadro 3. Resultados del test ANOSIM, comparando los grupos correspondientes a los 

dos meses de muestreo en P. dilatatum y C.selloana. Ag: agosto (época fría), Fb: febrero 

(época cálida). El valor de significancia utilizado fue de p=0,05. 

 P. dilatatum C. selloana 

 Ag Fb Ag Fb 

Ag 0 0,0001 0 0,0001 

Fb 0,0001 0 0,0001 0 

 

El análisis estadístico de las comunidades de HMA en las muestras analizadas 

reveló que no existieron diferencias en cuanto al número y frecuencia de biotipos al 

comparar entre tratamientos de fertilización fosfatada, por eso es que se tomaron en 

cuenta las especies y las estaciones para comparar las estructuras de las comunidades. 

En el cuadro 4 se muestran los biotipos de HMA mas abundantes en las raíces de las 

gramíneas en estudio. De acuerdo a este análisis, existieron cinco biotipos presentes en 

todas las muestras con una alta abundancia, entre los que se destaca el biotipo de 185 

pb, dominante en todas las muestras analizadas. Por otro lado, pudo observarse que un 

solo biotipo fue exclusivo de P. dilatatum (T-RF 221 pb), mientras que se registraron dos 

que solo estuvieron presentes en la raíces de C. selloana (T-RFs de 211 y 109 pb). Los 

biotipos correspondientes a T-RFs de 230, 199 y 300 pb estuvieron presentes en el mes 

de agosto, sin ser detectados en febrero. Finalmente el T-RF de 97 pb, mostró una alta 

frecuencia pero solo estuvo presente en las raíces de C. selloana en el mes de agosto 

(cuadro 4). 
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Cuadro 4. Abundancia relativa (%) de los principales biotipos presentes en Paspalum 

dilatatum y Coelorhaquis selloana  en las dos estaciones en estudio. Fb: febrero (época 

cálida), Ag: agosto (época fría) 

    Abundancia relativa de T-RFs (%) 

                      P. dilatatum                                       C. selloana 

Tamaño del T-RF (pb) Fb Ag Fb Ag 

185 30 18 26,5 21,3 

151 13 7,8 13 8,7 

226 5,7 3,1 8,5 5,1 

105 6,1 7,2 4,5 2,3 

54 4,5 5 7 3,3 

221 2,7 5,4 0 0 

230 0 6,3 0 0,5 

199 0 1,2 0 1,8 

300 0 1 0 1,2 

211 0 0 3,5 1,2 

109 0 0 2 1,6 

97 0 0 0 8,6 

 

3.5.2. Abundancia y diversidad  de esporas 

Los suelos rizosféricos analizados mostraron un total de 15 morfotipos diferentes 

de esporas de HMA, con valores mínimos de seis morfotipos en muestras de la rizósfera 

de P.dilatatum extraídas del tratamiento de PA y máximos de 11 en la rizosfera de C. 

selloana correspondientes a CN. El promedio general de número de biotipos fue de 

5,5±1,4. Algunos de los morfotipos de esporas más representados en los suelos 

rizosféricos analizados se muestran en la figura 3. El morfotipo 11 se caracterizó por 

presentar un tamaño grande, coloración marrón clara traslúcida, las esporas presentaron 

una pared simple y se formaban de manera terminal en la hifa sustentora, la cual mostró 

un grosor homogéneo. Estas características indican que podría tratarse de esporas 

pertenecientes al género Glomus (Schüssler et al., 2001). El morfotipo 8 presentó un 
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tamaño mediano, esporas con pared simple coloración rojiza y en algunos casos se logró 

observar la hifa sustentora bulbosa que se caracteriza por un engrosamiento  en la base 

de la espora. Estos atributos podrían corresponder al género Gigaspora (Schüssler et al., 

2001, Redecker et al., 2007). Otro de los morfotipos mas abundantes fue el número 9, 

que mostró un tamaño muy pequeño, color rojizo, mostrándose en una agrupación de 

entre cuatro y ocho esporas, las cuales se formaban terminalmente de las hifas 

sustentoras rectas. Dadas las mencionadas características morfológicas este morfotipo 

podría tratarse de otro grupo dentro del género Glomus (Schüssler et al., 2001).                                                                       

 

Figura 3. Morfotipos de esporas de HMA con mayor abundancia relativa en la rizosfera 

de Paspalum dilatatum y Coelorhaquis selloana. 

  

La riqueza de morfotipos, así como los índices de diversidad, no fueron afectados  

por ninguno de los factores en estudio. Sin embargo, la abundancia de esporas mostró 

diferencias significativas entre especies vegetales y en la interacción especie x 

tratamiento (cuadro 5). 

Cuadro 5. Efecto de la especie, el tratamiento y sus interacciones sobre variables 

relacionadas al potencial micorrícico. Se muestran los valores de significancia utilizando 

MLGM. 

Factores               Variables 

 
Abundancia  Riqueza Índice de Shannon (H') Índice de equidad (J') 

E p= 0,008* p= 0,619 p= 0,543 p= 0,898 

T p= 0,209 p= 0,723 p= 0,522 p= 0,435 

ExT p= 0,001* p= 0,616 p= 0,814 p= 0,924 

Factores:E= especie, T= tratamiento, EXT= interacción especie X tratamiento. *: factores 

con efecto significativo. (DGC, p= 0,05). 

Morfotipo 11 

Morfotipo 9 Morfotipo 8 
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La abundancia de esporas en 100 g de suelo presentó un promedio de 29,41 ± 

1,12. La especie C. selloana mostró un número de esporas significativamente mayor al 

de P. dilatatum. En C. selloana existió un efecto del tratamiento, observándose una 

mayor abundancia de esporas en las rizósferas de plantas provenientes del tratamiento 

PA en comparación con las de CN, mientras que en P. dilatatum no se registraron 

diferencias entre los tratamientos de fertilización fosfatada (cuadro 6). 

 

Cuadro 6.  Abundancia de esporas en Paspalum dilatatum y Coelorhaquis selloana en 

parcelas de campo natural sin fertilizar (CN) y en parcelas con fertilización fosfatada alta 

(PA) 

 
                                            Abundancia de esporas (en 100 g de suelo) 

Especie CN PA Promedio 

C. selloana 26 ± 1 a 38 ± 2 b 32 ± 1 A 

P. dilatatum 27 ± 2 a 25 ± 2 a 26 ± 1 B 

Se muestran promedios (n=3) ± error estándar. CN: tratamiento de campo natural, PA: 

tratamiento de fertilización alta. Letras minúsculas diferentes muestran diferencias entre 

niveles del factor tratamiento dentro de una misma especie. Letras mayúsculas diferentes 

muestran diferencias entre especie (DGC, p= 0,05). 

 

3.6. DISCUSIÓN 

Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron rechazar la hipótesis 

planteada, ya que la fertilización fosfatada no afectó negativamente la diversidad de las 

comunidades de HMA ni en las raíces ni en la rizósfera de las gramíneas estudiadas. 

Esto resulta sorprendente teniendo en cuenta por un lado que el aumento en la 

disponibilidad de P provocó cambios en la composición florística (Jaurena et al., 2015), lo 

que podría redundar en cambios en las comunidades de HMA (Mummey et al., 2005, 

Johnson et al., 2003, Vandenkoornhuyse et al., 2003, van der Heijden., 1998) y por otro, 

los numerosos antecedentes que reportan efectos negativos del aumento del P 
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disponible sobre la diversidad de HMA (Lin et al., 2012, Liu et al., 2012,  Alguacil et al., 

2010).  

Alguacil et al. (2010) estudiaron mediante técnicas moleculares la diversidad 

micorrícica arbuscular en una leguminosa, observando que a altas dosis de P la 

diversidad de HMA resultó negativamente afectada. Por otro lado, Lin et al. (2012) y Liu 

et al. (2012) realizaron estudios en gramíneas, empleando técnicas moleculares y 

morfológicas y reportaron efectos negativos de la fertilización fosfatada a largo plazo 

sobre la diversidad de las comunidades de HMA.  

Nuestros resultados podrían indicar que los aumentos en la disponibilidad de P 

debido a los tratamientos de fertilización fosfatada no serían suficientes para afectar 

negativamente las comunidades de HMA. Los contenidos de P disponible en suelo en 

parcelas con tratamiento PM triplicaron al de las parcelas de CN, mientras que las 

parcelas correspondientes al tratamiento PA mostraron valores 6 veces mayor de P 

disponible que el registrado en CN (García et al., 2016). Nuestros resultados coinciden 

con los encontrados por Beauregard et al. (2010) quienes tampoco hallaron respuesta de 

la diversidad de las comunidades de HMA a los tratamientos de fertilización fosfatada 

incluso con incrementos de entre 8 y 12 veces de disponibilidad de P.  

Otra posible explicación a los resultados obtenidos en el presente trabajo podría 

estar relacionada con una mayor resiliencia a los cambios de las comunidades de HMA 

en relación a los cambios de la comunidad vegetal. Como se mencionó previamente la 

fertilización fosfatada provocó cambios en la composición florística, promoviendo el 

crecimiento de especies invasoras y reduciendo la presencia de nativas (Jaurena et al., 

2015). Dado que existen alrededor de 244 especies de HMA (Schüssler, 2014) que 

colonizan a 200.000 especies de plantas (Brundrett, 2009), se trata de una interacción 

muy poco específica, por lo cual las especies invasoras de la comunidad vegetal que 

proliferaron en las parcelas fertilizadas podrían mantener la interacción con las mismas 

especies de HMA presentes en las plantas nativas o podrían no ser colonizadas por 

HMA. En ambos casos no existiría un recambio de especies o una proliferación de 

nuevas especies de HMA en el ambiente que compitieran con la comunidad nativa. Sin 

embargo, este hecho no concuerda con antecedentes previos en los que se ha 

observado que las especies vegetales invasoras provocan alteraciones de las 
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comunidades de HMA de las especies nativas, lo que se ha propuesto como un posible 

mecanismo que contribuya al éxito de la invasión (Mummey y Rillig 2006, Mummey et al., 

2005). 

Por otro lado, la falta de respuesta en la diversidad de HMA a los incrementos de 

P podría deberse al sesgo de la técnica de T-RFLP empleada para evaluar la diversidad. 

La técnica de T-RFLP es ampliamente utilizada y de gran utilidad ya que la misma 

permite obtener el perfil de la comunidad en estudio sin necesidad de recurrir a métodos 

costosos y mas laboriosos como la clonación y la pirosecuenciación (Colombo et al., 

2014, Dickie y FitzJohn 2007). La técnica de T-RFLP cuenta con la ventaja de una mayor 

sensibilidad para detectar todas las especies de la comunidad en estudio (Hurston et al., 

2007). Sin embargo, varios trabajos han reportado que dicha técnica muestra sesgos y 

limitaciones, causando por ejemplo una subestimación de la diversidad de las 

comunidades lo que está explicado porque un mismo fragmento terminal o T-RF puede 

estar representando más de una especie que presentan el mismo sitio de restricción en 

dicha secuencia (Hurston et al., 2007, Liu et al., 1997). Una alternativa que permitiría 

ajustar la resolución de esta técnica sería la utilización de más de una enzima de 

restricción, así como también el uso de ambos primers marcados (Dickie y FitzJohn 

2007, Vandenkoornhuyse et al., 2003), de manera de obtener mayor información sobre la 

variación de las secuencias obtenidas. 

Por otra parte, el incremento de los niveles de P provocó un aumento en la 

abundancia de esporas en la rizosfera de C. selloana, lo cual no se observó en P. 

dilatatum. Estos resultados se contradicen con algunos trabajos que reportaron efectos 

negativos de la fertilización fosfatada a largo plazo sobre la densidad de esporas 

(Kahiluoto et al., 2001, Martensson y Carlgren 1994). Aunque, teniendo en cuenta la 

reducción de la micorrización en las raíces de plantas creciendo en parcelas fertilizadas, 

el aumento en el número de esporas debido al P podría deberse a que la fertilización 

fosfatada opera como una fuerza selectiva que modifica la partición de recursos desde 

las hifas (estructuras funcionales que proveen de nutrientes a las plantas) hacia 

estructuras de dispersión como lo son las esporas (Sheng et al., 2013). Estos autores 

sugieren que ante condiciones de escasez de P, las plantas destinarían mayor cantidad 

de carbohidratos hacia la raíz y exudados radiculares favoreciendo así el crecimiento 
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hifal. Al aumentar los niveles de P en suelo, el C y la energía se destinarían a las 

esporas o se seleccionarían especies de HMA con tasas de esporulación mayores. Cabe 

recordar que C. selloana mostró una reducción de su frecuencia en el pastizal fertilizado. 

Si bien en este trabajo no analizamos variables del desempeño de las plantas, sería 

esperable que las plantas de C. selloana dispongan de menor cantidad de carbono 

disponible para asignarle a las raíces, lo que desencadenaría una partición de recursos 

por parte de los HMA hacia estructuras de resistencia. En P. dilatatum, aunque los 

niveles de colonización se vieron perjudicados debido al incremento de P en suelo, no se 

constató un cambio en el número de esporas de HMA en su rizosfera, lo que podría 

sugerir que no ocurrió un cambio en la asignación de los recursos. La fertilización 

fosfatada sería capaz de inducir un cambio en la partición de recursos de los HMA en 

algunas especies vegetales, como ocurrió en C. selloana, lo que se estaría evidenciando 

a través del aumento en el número de esporas asociado a su rizósfera. 

Algunas de las variables relacionadas a la diversidad de las comunidades de 

HMA mostraron diferencias entre las dos especies de gramíneas. La riqueza de biotipos 

de HMA que se encontró colonizando las raíces fue superior en C. selloana que en P. 

dilatatum, lo que muestra que en C. selloana estarían presentes especies de hongos 

micorrizógenos que no encontraríamos en P. dilatatum. Estos resultados concuerdan con 

varios estudios sobre diversidad de las comunidades micorrícicas empleando técnicas 

moleculares que mostraron diferencias en la composición de las comunidades (Mummey 

et al., 2005) y en el número de biotipos de HMA al comparar entre plantas hospedadoras 

(Vandenkoornhuyse et al., 2003, Husband et al., 2002, Helgason et al., 2002). En cuanto 

al potencial micorrícico de las comunidades de HMA asociadas a estas gramíneas, la 

densidad de esporas también mostró diferencias entre las dos especies de gramíneas 

hospedadoras, encontrándose en la rizosfera de C. selloana un número 

significativamente mayor de esporas que en P.dilatatum. Se ha comprobado que existe 

un efecto de la combinación hongo-planta sobre el crecimiento de las plantas 

(Klironomos 2003, van der Heijden et al., 1998, Sanders y Fitter 1992) así como también 

sobre la tasa de crecimiento de las poblaciones fúngicas, las cuales podrían presentar 

diferentes tasas de esporulación (Bever 2002, Bever et al., 1996).  
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La estructura de la comunidad de HMA y el número de biotipos dentro de las 

raíces de P. dilatatum y C. selloana fueron diferentes en los dos momentos del año 

estudiados. De acuerdo al análisis de PCA existieron diferencias en las comunidades 

entre las dos estaciones de muestreo, encontrándose además una mayor riqueza de 

biotipos de HMA en agosto que en febrero en las raíces de ambas especies. Si bien el 

efecto estacional sobre la diversidad de las comunidades de HMA dentro de las raíces ha 

sido poco estudiado, varios antecedentes muestran cómo varían la intensidad de 

colonización (Bowen, 1987) y la diversidad de esporas (Guadarrama et al., 2014) con los 

distintos factores ambientales (Guadarrama et al., 2014, Bowen 1987,) y con la fenología 

de la planta hospedadora (Bentivenga y Hetrick 1992, Daft et al., 1980).   

P. dilatatum y C. selloana presentaron comunidades de HMA con alta diversidad 

mostrando índices de Shannon entre 1,8 y 2,7, valores similares a los máximos 

reportados en la bibliografía, obtenidos a través métodos moleculares, que emplearon 

secuencias de ADN ribosomal (Wubet et al., 2004). La técnica de T-RFLP en nuestreo 

trabajo mostró que estas plantas pueden estar colonizadas con entre 6 y 25 biotipos, lo 

que concuerda con lo reportado en la bibliografía (Verbruggen et al., 2010, Oehl et al., 

2010).  

Los valores de riqueza de biotipos de HMA encontrados en las raíces de P. 

dilatatum y de C. selloana superaron ampliamente a los de morfotipos de esporas de la 

rizósfera de ambas gramíneas para todas las situaciones de fertilización fosfatada lo que 

podría explicarse por los sesgos de las metodologías empeladas. Por un lado si bien es 

conocido que la técnica de T-RFLP tiende a subestimar la diversidad (Hurston et al., 

2007), podría estar sobreestimando la riqueza de las comunidades de HMA en las raíces 

de las gramíneas estudiadas dado que se ha reportado que una sola especie puede 

mostrar múltiples picos (Avis et al., 2006) así como también se han detectado errores en 

la especificidad de los primers que podrían estar amplificando otros grupos diferentes a 

Glomeromycota (Douhan et al., 2005). Por otro lado, las técnicas de identificación de 

especies de hongos micorrizógenos basadas en la morfología de esporas, requieren de 

un profundo conocimiento de los caracteres morfológicos de estas estructuras, por lo que 

también pueden existir errores en la identificación y clasificación de los morfotipos. 

Además, hay que tener en cuenta que podría estar ocurriendo un recambio de especies 
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con diferentes funciones, pero idéntica morfología de esporas, como sugiere Kahiluoto et 

al. (2001). 

El presente estudio constituye el primer trabajo de investigación sobre diversidad 

de micorrizas arbusculares en suelo y planta utilizando técnicas moleculares en Uruguay. 

El mismo representa un primer aporte al conocimiento sobre cómo se comportan las 

comunidades de HMA en gramíneas nativas del campo natural de Uruguay ante una 

situación agronómica extendida en la actividad ganadera como lo es la fertilización 

fosfatada.  
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4. DISCUSIÓN GENERAL 

El presente estudio representa uno de los primeros aportes al conocimiento 

de las interacciones micorrícicas arbusculares en Uruguay, siendo el primer trabajo que 

aborda el estudio de la diversidad de las comunidades de los hongos que participan en 

estas interacciones en suelo y planta de forma conjunta en nuestro país. El mismo 

permitió generar conocimiento acerca de las comunidades de hongos micorrizógenos 

arbusculares (HMA) como importantes componentes de los pastizales, lo que puede 

contribuir a comprender mejor el funcionamiento del campo natural (CN), principal 

ecosistema de Uruguay. Resulta de suma importancia conocer cómo responden las 

comunidades de HMA ante determinadas prácticas agronómicas y cómo dichas 

respuestas pueden afectar el desempeño de las plantas, teniendo en cuenta el papel de 

las micorrizas arbusculares en la absorción de nutrientes y agua. 

La colonización por HMA, así como también la diversidad de las comunidades 

fúngicas en Paspalum dilatatum y Coelorhachis selloana mostraron altos valores. De 

acuerdo a los antecedentes, los elevados niveles de colonización por micorrizas 

arbusculares de estas gramíneas podrían relacionarse con el metabolismo fotosintético 

C4 de las mismas y con características de su sistema radicular, ya que presentan raíces 

gruesas que requieren del micelio fúngico que actuaría como raíces finas participando en 

la absorción de nutrientes y agua (García 2012, Parodi y Pezzani 2011, Lugo et al., 2003, 

Wilson y Hartnett 1998). En cuanto a la diversidad de las comunidades de HMA 

presentes en las raíces de estas gramíneas, los valores de los índices de diversidad de 

Shannon resultaron ser comparables a los máximos reportados en la bibliografía, los 

cuales corresponden a un estudio que utilizó secuencias de ADN ribosomal (Wubet et al., 

2004). La alta presencia de micorrizas arbusculares, así como la gran diversidad de las 

comunidades de hongos micorrizógenos en las gramíneas estudiadas, que representan 

dos especies muy frecuentes y abundantes del CN en todo el país, muestran la 

importancia que estas interacciones podrían tener en la estructuración y  funcionamiento 

de las comunidades de pastizal de Uruguay.  

La fertilización fosfatada provocó la reducción de la intensidad de colonización 

(total y por estructuras) de HMA tanto en P. dilatatum como en C. selloana. La diversidad 
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de las comunidades de HMA en suelo y en planta, en cambio, no fue afectada por el 

aumento de fósforo (P) disponible. Estos resultados permitieron rechazar las hipótesis 

planteadas en nuestro trabajo ya que se planteó que la fertilización fosfatada tendría un 

efecto negativo sobre la diversidad micorrícica para ambas especies de gramíneas, pero 

la intensidad de colonización en cambio, respondería de manera diferente para cada 

especie vegetal. En C. selloana (especie que redujo su frecuencia en respuesta al 

aumento en la disponibilidad de P) se verían reducidos los niveles de colonización 

micorrícica, mientras que en P. dilatatum (especie que no varió su frecuencia debido a la 

fertilización fosfatada) no serían afectados debido al incremento de P disponible en el 

suelo. Estas hipótesis se basan en que las interacciones micorrícicas arbusculares 

tendrían efectos positivos sobre el desempeño de las plantas, confiriéndoles ventajas, 

por ejemplo, a la hora de competir con especies invasoras, lo que explicaría en parte la 

persistencia de P. dilatatum en el pastizal fertilizado.  

Dado que la interacción micorrícica arbuscular se trata de una simbiosis obligada 

para el hongo se sugiere que la misma es regulada por la planta (Smith y Smith 2011, 

Smith y Read 2008), por lo que ésta, ejerciendo un control fitocéntrico permitiría que la 

interacción solo se establezca en situaciones de escasez de nutrientes en las que la 

relación costo/beneficio es menor para la planta (Chen et al., 2014, Tuomi et al., 2001, 

Covacevich et al., 1995, Anderson et al., 1994). En este sentido Bethlenfalvay y 

Dakessian (1984) y Bethlenfalvay et al. (1983) y demostraron experimentalmente que los 

beneficios de las micorrizas arbusculares se observaron en rangos estrechos de 

concentración de P disponible (4 -12 mg kg-1). En nuestro trabajo, los niveles de P en las 

parcelas con tratamientos de fertilización alta superan este rango.  

Trabajos previos en el experimento de Palo a Pique encontraron que la 

fertilización fosfatada a largo plazo causó importantes cambios en la composición 

florística del pastizal, incrementándose la cobertura de algunas especies exóticas como 

Cynodon dactylon y Lolium multiflorum y reduciendo la diversidad vegetal, afectando 

principalmente de forma negativa la presencia de gramíneas nativas (Jaurena et al., 

2015). Dado que la colonización por HMA se vio negativamente afectada debido a la 

fertilización fosfatada en ambas gramíneas, los distintos comportamientos de las 

especies vegetales ante las situaciones de fertilización fosfatada podrían sugerir una 
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respuesta diferencial frente a la micorrización. C. selloana podría requerir en mayor 

medida de dichas interacciones para poder competir en el pastizal fertilizado, lo que 

podría estar explicando la reducción de su frecuencia en dichas situaciones. Existen 

varios estudios previos que muestran dependencia diferencial de distintas especies 

vegetales de las micorrizas y cómo esta relación puede estructurar las comunidades 

vegetales (Hartnett y Wilson 1999, van der Heijden et al., 1998, Hartnett et al., 1993). 

Con el fin de estudiar esta respuesta diferencial hacia los HMA sería interesante evaluar 

el efecto de las micorrizas arbusculares sobre el desempeño de las especies en estudio 

en las diferentes situaciones de fertilización fosfatada. Dicho efecto podría medirse a 

través de algunos parámetros vinculados al crecimiento de las plantas que son afectados 

por las micorrizas, como la producción de biomasa (Pezzani et al., 2006) y la asignación 

de biomasa a diferentes estructuras (Pezzani et al., 2006, Anderson et al., 1994). La 

reducción de la presencia de HMA en las plantas estudiadas en situaciones de 

fertilización fosfatada, estaría evidenciando la existencia de un control fitocéntrico de la 

simbiosis micorríca arbuscular.  

La fertilización fosfatada causó importantes aumentos en el contenido de P 

disponible, pero la diversidad de las comunidades de HMA en la rizósfera y raíces de P. 

dilatatum y C. selloana no fue afectada en respuesta a esta variable. Estos resultados 

coinciden con los obtenidos por Beauregard et al. (2010). Sin embargo se contradicen 

con lo reportado en otros estudios, en los cuales incrementos en el P disponible 

provocaron reducciones en la diversidad (Lin et al., 2012, Liu et al., 2012, Alguacil et al., 

2010, Kahiluoto et al., 2001). El hecho de no hallarse efectos sobre la diversidad 

micorrícica debido a la fertilización fosfatada muestra que los mismos biotipos podrían 

estar colonizando las raíces de estas gramíneas en las diferentes situaciones de 

disponibilidad de P, pero con diferentes niveles de actividad.  

La fertilización fosfatada a largo plazo causó aumentos en la cobertura de 

algunas especies exóticas y redujo la presencia de gramíneas nativas (Jaurena et al., 

2015). La ausencia de efectos del incremento de P sobre la diversidad micorrícica 

observados en el presente estudio no concuerda con antecedentes previos en los que se 

ha observado que las especies vegetales invasoras, provocan alteraciones de las 

comunidades de HMA de las especies nativas, lo que se ha propuesto como un posible 
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mecanismo que contribuya al éxito de la invasión (Mummey y Rillig 2006, Mummey et al., 

2005). Nuestros resultados podrían estar reflejando una alta resiliencia de las 

comunidades de HMA a los cambios ambientales en comparación con la comunidad 

vegetal, lo que estaría explicado por la baja especificidad de los simbiontes que 

conforman la interacción micorrícica (Brundrett 2009, Hoeksema 1999, Law 1985). Las 

especies invasoras de la comunidad vegetal que proliferaron en las parcelas fertilizadas 

podrían mantener la interacción con las mismas especies de HMA presentes en las 

especies nativas, o podrían no ser colonizadas por HMA. En este sentido, sería 

interesante analizar qué niveles de colonización por micorrizas arbusculares y qué 

especies de HMA se encuentran colonizando las raíces de dichas gramíneas exóticas. 

La falta de respuesta en la diversidad de las comunidades de HMA ante incrementos del 

P disponible podría indicar una alta estabilidad de las comunidades fúngicas ante ciertos 

cambios en la disponibilidad de nutrientes del ambiente. La abundancia de esporas no 

fue afectada en P. dilatatum, mientras que se vio aumentada en C. selloana debido al 

incremento del P disponible. Teniendo en cuenta que esta gramínea, redujo su 

frecuencia en situaciones de fertilzacicón fosfatada, esto podría estar reflejando un 

menor crecimiento para la planta. El aumento en la abundancia de esporas en la 

rizósfera de C. selloana, podría deberse a que existe un cambio en la asignación de 

recursos carbonados inducido por la fertilización fosfatada. Ante situaciones de aumento 

de P disponible, las plantas, destinarían recursos carbonados hacia estructuras de 

supervivencia como lo son las esporas, en desmedro de la producción de hifas, tal como 

proponen Sheng et al. (2013).  

Las comunidades de micorrizas arbusculares fueron diferentes al comparar entre 

ambas especies hospedadoras. C. selloana presentó una mayor riqueza de biotipos 

dentro de sus raíces, así como también una mayor abundancia de esporas asociadas a 

su rizosfera en comparación con P. dilatatum. Estos resultados muestran que en las 

raíces de C. selloana estarían presente especies de HMA que no se encontrarían 

colonizando las raíces de P. dilatatum. Si bien ha sido reportada la baja especificidad de 

la interacción micorrícica arbuscular (Hoeksema 1999, Law 1985), nuestros resultados 

concuerdan con varios estudios que reportan diferencias en la diversidad de las 

comunidades micorrícicas dentro de las raíces (Mummey et al., 2005, Vandenkoornhuyse 
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et al., 2003, Helgason et al., 2002, Husband et al., 2002), así como en el número de 

esporas en la rizósfera de diferentes especies vegetales de una misma comunidad 

(Bever 2002, Bever et al., 1996). Las diferencias encontradas en la diversidad de HMA 

presentes tanto en la rizósfera como en las raíces de las gramíneas estudiadas podrían 

estar indicando una cierta especificidad hongo-planta en esta simbiosis  

Tanto la colonización micorrícica arbuscular como la diversidad de las 

comunidades fúngicas fueron afectadas por la estación del año. Los mayores valores de 

colonización micorrícica total y por estructuras de intercambio (arbúsculos y ovillos) se 

detectaron en febrero (verano) y los menores en noviembre y agosto. Las gramíneas 

estudiadas son especies estivales que muestran mayor crecimiento y desarrollo foliar 

que les permite una mayor producción de carbohidratos en verano (Carámbula 2004, 

Millot et al., 1987) lo que explicaría la mayor colonización en esta estación. Por otro lado, 

la estructura de las comunidades de HMA fue diferente entre invierno y verano, al tiempo 

que la riqueza de biotipos dentro de las raíces de ambas gramíneas fue menor en 

verano. En verano encontramos un menor número de especies de HMA dentro de las 

raíces, pero capaces de desarrollar altos niveles de colonización en ambas especies, 

mientras que en invierno el número de biotipos de HMA fue mayor, pero presentaron 

menores porcentajes de colonización. Con respecto al potencial micorrícico (esporas de 

HMA en el suelo), sería interesante en futuros trabajos evaluar cómo varían la 

abundancia y la riqueza de esporas con respecto a la estación del año, para conocer por 

un lado cómo se ven afectadas por este factor y por otro, si existe una correlación con la 

diversidad encontrada a nivel de raíz.  

El presente trabajo deja planteadas interrogantes sobre la implicancia de las 

interacciones micorrícicas en las respuestas de las especies vegetales frente a uno de 

las principales prácticas agronómicas de nuestro país como es el agregado de P, ya que 

una reducción de la micorrización podría alterar las relaciones de competencia, 

perjudicando el desempeño de algunas especies vegetales y favoreciendo el crecimiento 

de otras.  
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