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RESUMEN 

La simbiosis micorrícica juega un papel directo en los ciclos de nutrientes en 
agroecosistemas y ambientes naturales, y puede contribuir a captar y suministrar 
nutrientes para la planta conectando las partes bióticas y geoquímicas del ecosistema. 
También se sabe de las rizobacterias promotoras del crecimiento (PGPR) que son 
capaces de estimular el crecimiento de la planta. Las interacciones entre las PGPR y 
los hongos micorrícicos arbusculares (AM) potencialmente pueden tener efectos 
beneficiosos en agricultura ecológica. 

Se planteó un experimento de campo para evaluar los posibles efectos sinérgicos de 
la combinación de P. mendocina con G. intraradices o con una mezcla de hongos MA 
autóctonos, los efectos se evaluaron desde el punto de vista del rendimiento en 
cosecha y de la sostenibilidad del sistema suelo-planta. El diseño experimental fue un 
factorial al azar con bloques de repetición y lechuga como planta patrón. 

Respecto al crecimiento de las plantas solamente se encontró un incremento 
significativo con la inoculación de G. intraradices. Los demás tratamientos incluida la 
fertilización no mostraron un efecto significativo en comparación con las plantas 
control. El contenido en fósforo subió significantemente en las plantas inoculadas con 
P. mendocina. Los niveles de potasio, hierro, calcio y sodio registrados en plantas 
tratadas con G. intraradices fueron significativamente superiores. 

El suelo rizosférico de las plantas inoculadas solamente con P. mendocina también 
tenía un contenido elevado de carbono y carbohidratos hidrosolubles. Los mayores 
contenidos en carbohidratos totales se observaron en los suelos inoculados con 
hongos AM, siendo especialmente efectiva la mezcla de hongos autóctonos y las 
combinaciones con la cepa PGPR. 

En relación directa con los carbohidratos totales se detectó el aumento más 
significativo en la estabilidad de agregados respecto al suelo control en los suelos 
inoculados con la mezcla de hongos micorrícicos autóctonos. La inoculación 
combinada con P. mendocina y G. intraradices también incrementó la estabilidad de 
agregados respecto al suelo control. 

A modo de conclusión podemos confirmar que los efectos sinérgicos beneficiosos de 
la coinoculación bacterias PGPR-hongos MA se vieron restringidos al ámbito de las 
propiedades del suelo, favoreciendo la sostenibilidad del agroecosistema.  
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INTRODUCCIÓN 
La simbiosis micorrícica juega un papel directo en los ciclos de nutrientes en 
agroecosistemas y ambientes naturales (Six et al., 2000) y puede contribuir a captar y 
suministrar nutrientes para la planta conectando las partes bióticas y geoquímicas del 
ecosistema (Jeffries y Barea 1994). También se sabe de las rizobacterias promotoras 



de crecimiento de planta (PGPR) que son capaces de estimular el crecimiento de 
planta directa o indirectamente (Vessey, 2003). Las interacciones entre las PGPR y los 
hongos micorrícicos tienen potencialmente funciones beneficiosas (Artursson et al., 
2006), aunque sus mecanismos todavía no están muy bien comprendidos. Algunos 
mecanismos parecen ser más indirectos como la influencia de las bacterias sobre los 
hongos micorrícicos (Frey-Klett et al., 2007) o la influencia de las bacterias en la 
fisiología de las plantas (Vivas et al., 2003). Otros mecanismos de sinergismo son 
directos como la adquisición de nutrientes (Barea et al., 2002) o la ramificación radical 
(Gamalero et al., 2004b). Uno de los objetivos fue, por lo tanto, evaluar si hay efectos 
sinérgico en una combinación de P. mendocina y G. intraradices o con una mezcla de 
hongos AM autóctonos. 

Como indican varios autores (Alguacil et al., 2005, Vivas et al., 2006) parece que una 
inoculación con una mezcla de hongos AM autóctonos es mas eficaz para promover el 
crecimiento y el estado nutricional de la planta que una inoculación con un hongo AM 
alóctono. Como consecuencia el segundo objetivo fue evaluar el efecto de una mezcla 
de hongos AM autóctonos en el crecimiento de lechuga. 

 

MATERIAL Y MÉTODOS  
 
Diseño y factores experimentales 
El experimento consistió en un ensayo bajo condiciones del campo con un diseño 
factorial en bloques al azar con dos factores. El primer factor fue la inoculación o no 
con la rizobacteria P. mendocina cepa 2. El segundo factor fue la inoculación o no bien 
con el hongo AM G. intraradices o bien con una mezcla de hongos autóctonos. 
Adicionalmente se plantó también lechugas con una enmienda de fertilizante como un 
segundo control pero bajo condiciones óptimas para las plantas.  

 

Tabla 1. Características físico-químicas del suelo  

pH (1:5, H2O) 8,53± 0,04* 

Conductividad eléctrica (1:5, �S cm-1) 820± 80 

Carbono orgánico total (g kg-1) 6,3± 0,6 

Nitrógeno total (g kg-1) 0,52± 0,02 

P asimilable (�g g-1) 10± 0 

K extraíble (�g g-1) 166± 9 

Na de cambio (�g g-1) 545±70 

Capacidad de cambio catiónico (cmol kg-1) 10,4± 0,1 

* media ± desviación estándar (N=3) 

 

En una huerta habilitada en el campo experimental (caracterización del suelo: Tabla 1) 
de la Universidad de Murcia se dispusieron plántulas de 15 días de edad de L. sativa 
var. Focea. Inmediatamente se inoculó o no con G. intraradices o con la mezcla de 
hongos AM autóctonos (5g de inoculo). Cada semana se inoculó o no con P. 
mendocina durante los dos meses de crecimiento (en total siete veces desde 
septiembre 2005 hasta diciembre 2005) con una dosis de 1010 ufc por planta en cada 
inoculación. Se llevó a cabo una fertilización (Compo® Universal) o no 2 veces. 



Tras el tiempo de crecimiento las plantas fueron recolectadas y se tomaron las 
muestras de suelo. Las muestras de suelo fueron divididas en dos alícuotas. Una de 
ellas fue tamizada a 2 mm y almacenada a 2 ºC para análisis y la otra se secó a 
temperatura ambiente y se tamizó de 0,25 a 4 mm para los análisis físico-químicos.  

 

 Inóculos 
1. Hongos AM 

Los hongos endomicorrícicos utilizados fueron Glomus intraradices Schenk & Smith 
(EEZ1) y Glomus mosseae (Nicol. & Gerd.) Gerd. & Trappe (EEZ 43). Ambos 
aislamientos proceden de la colección de la estación experimental del Zaidín, 
Granada. Además se utilizó una mezcla de distintos hongos micorrícicos procedente 
del suelo de huerta utilizado en los experimentos. Para la reproducción del inóculo se 
siguió el siguiente protocolo: se prepararon cultivos trampa utilizando como sustrato de 
crecimiento una mezcla de sepiolita:vermiculita (1:1, v/v) estéril y Sorghum bicolor 
como planta hospedadora. Las plántulas se inocularon con cada uno de los endófitos 
seleccionados, se fertilizaron con osmocote® de liberación lenta y se dejaron crecer 
bajo condiciones de invernadero durante 4 meses. El inoculo micorrícico resultante 
consiste en una mezcla de sustrato rizosférico que contiene esporas, hifas y 
fragmentos de raíces micorrizadas. 

 
2. Bacterias PGPR 

La cepa de Pseudomonas mendocina fue cedidas por Probelte, S.A., Murcia, y se 
seleccionó por su capacidad de producir sideróforos. Pseudomonas spp. es un género 
del grupo de las γ-proteobacterias. Se caracterizan por ser bacilos rectos o 
ligeramente curvados, Gram negativos, oxidasa positivos, móviles y aeróbicos 
estrictos.  

La cepa seleccionada se cultivó en un medio basado en extractos de carne y levadura, 
peptona y cloruro de sodio (Nutrient broth, Scharlau Chemie, Spain). Creció 48 horas 
en temperatura ambiente (25 ºC) en un agitador Heidolph Unimax 1010. Para eliminar 
el medio se centrífugo el cultivo a 4000 rpm durante 5 minutos a 2 ºC y se resuspendió 
en agua corriente estéril. La suspensión bacteriana contenía 109 UFC ml-1. 

 
Análisis de planta 
El peso fresco de la parte aérea y radical fue anotado. Los pesos secos se 
determinaron tras proceder al secado del material a 65 ºC durante 24h.  

Se analizó el P total mediante una medida espectrofotométrica según el método de 
Murphy y Riley (1962). 

Las concentraciones de potasio, hierro, calcio y sodio se determinaron por 
espectrofotometría de absorción atómica en un aparato Termo Electrón Corporation 
modelo Iris Intrepid II XDL. Para la digestión se siguió el protocolo de Plank (1992): 

El grado de microrrización fue determinado por las técnicas estándar para la 
visualización y cuantificación de hongos AM. Previamente a la cuantificación de la 
micorrización es necesario teñir las raíces con azul tripán siguiendo el método de 
Philips y Hayman (1970). 

 
Propiedades físicas, físico-químicas, químicas y biológicas del suelo 
Para la determinación de la actividad deshidrogenasa se utilizó el método de Garcia et 
al. (1997). En presencia de INT como aceptor de electrones se produce, en ausencia 



de tampón, la formación de la correspondiente sal de formazano. La actividad 
fosfatasa ácida se determinó mediante la adición a la muestra de un sustrato artificial 
(p-nitrofenil fosfato) y posterior evaluación colorimétrica del p-nitrofenil liberado que, en 
medio ácido, desarrolla un color amarillo (Naseby y Lynch, 1997). 

Se llevó a cabo la determinación de los agregados estables del suelo al impacto de 
una lluvia artificial de energía conocida (Lax et al., 1994).  

Las concentraciones en carbohidratos totales se determinaron según el método de 
Brink et al. (1960). Un extracto acuoso obtenido en la relación sólido líquido 1:5 por 
agitación mecánica durante dos horas se introdujo en el analizador de carbono 
orgánico total modelo TOC-5050A, dando la lectura directamente. El mismo extracto 
se utilizó para la determinación de los carbohidratos hidrosolubles mediante el método 
de Brink et al. (1960). La biomasa microbiana se determinó con el método de la 
fumigación extracción con cloroformo (CHCl3) según Vance et al. (1987). 

 
Análisis estadístico 
Para los análisis de la varianza de aquellas variables que presentaban distribución log 
normal o heterogeneidad de varianzas se emplearon datos transformados 
logarítmicamente. Para los datos de porcentaje de agregados estables y de 
micorrización se utilizó la transformación arcseno. Las comparaciones entre las 
medias de los diferentes tratamientos se realizaron mediante la prueba DMS con 
P<0,05. 

 

RESULTADOS 
 
Efecto en Planta 
Respecto al crecimiento de las plantas solamente se encontró un incremento 
significativo con la inoculación con G. intraradices. Los demás tratamientos incluido la 
fertilización no mostraron un efecto significativo en comparación con las plantas control 
tanto en tallo como en raíz (Figura 1). 

El contenido en fósforo subió significantemente en plantas inoculadas con P. 
mendocina (Figura 2). En los demás tratamientos no se pudo observar un incremento 
de P foliar significativo. 

Los niveles de potasio, hierro, calcio y sodio registrados en las plantas tratadas con G. 
intraradices fueron mayores que los niveles en las demás plantas (Figura 2). La 
inoculación con P. mendocina y con ambos tratamientos de hongos micorrícicos 
aumentó el nivel de sodio foliar, pero no en el caso de una inoculación combinada 
entre los microorganismos (Figura 2). Los niveles de potasio en plantas tratados con 
hongos AM y PGPR eran más bajos que los niveles en las plantas control. La 
fertilización solamente tuvo un efecto positivo respecto a las plantas control en los 
niveles de calcio y hierro (Figura 2). 

 

Parámetros del suelo 
1. Actividades enzimáticas  

La actividad de la enzima fosfatasa era prácticamente nula en el suelo rizosférico de 
las plantas control y se vió incrementada con los tratamientos, especialmente en el 
suelo de las plantas inoculadas con la mezcla de hongos AM (Figura3). 

La actividad de la enzima deshidrogenasa incrementó en el suelo rizosférico de las 
plantas inoculadas con hongos micorrícicos alcanzando las mayores niveles en el 



suelo tratado con la mezcla de hongos AM. Este efecto positivo no se pudo observar 
en el suelo tratado con una combinación con hongos AM y P. mendocina (Figura3).  

 

2. Fracciones de carbono en el suelo rizosférico y estabilidad de agregados 
Se detectó un mayor contenido de carbono hidrosoluble y de carbohidratos 
hidrosolubles en el suelo de las plantas control que en el suelo rizosférico de las 
demás plantas. El suelo de las plantas inoculadas solamente con P. mendocina 
también tenía un contenido elevado de carbono y carbohidratos hidrosolubles, 
mientras que ni el suelo fertilizado ni los suelos que estaban inoculados con PGPR y 
hongos AM mostraron valores elevados (Figura 4). 

En contraste con el contenido en carbohidratos hidrosolubles, los mayores contenidos 
en carbohidratos totales se observó en el suelo inoculado con hongos AM (Figura 4). 

En relación directa con los carbohidratos totales se detectó el aumento mas 
significativo en la estabilidad de agregados respecto al suelo control en el suelo 
inoculado con la mezcla de hongos micorrícicos (Figura 4). La inoculación combinada 
con P. mendocina y G. intraradices también incrementó la estabilidad de agregados 
respecto al suelo control. Los demás tratamientos no incrementaron significativamente 
la estabilidad de agregados (Figura 4). 

 

3. Biomasa microbiana y micorrización 
Los mayores valores de biomasa microbiana se registraron en el suelo rizosférico 
inoculado con la PGPR P. mendocina. Este parámetro también se incrementó en los 
suelos inoculados con los hongos micorrícicos y la combinación hongos AM y PGPR. 
Los valores mas bajos en biomasa microbiana se observaron en el suelo control y en 
el suelo fertilizado (Figura 4). 

El grado de la micorrización de las raíces de lechuga fue significativamente elevado en 
todos los tratamientos con G. intraradices o la mezcla de hongos AM solo o en 
combinación (Figura 4). 

 

DISCUSIÓN 
Los resultados de este ensayo mostraron respecto al crecimiento de las plantas un 
crecimiento de planta significativo con una inoculación con G. intraradices. Los demás 
tratamientos incluida la fertilización no mostraron un efecto significativo en 
comparación con las plantas control tanto en tallo como en raíz. Los contenidos de 
fósforo foliar se elevaron con la enmienda con P. mendocina, lo que muestra su 
capacidad como rizobacteria solubilizadora de fósforo, como se mostró ya en ensayos 
anteriores, pero P. mendocina no fue capaz aumentar otros nutrientes foliares como el 
hierro, a pesar de que en otros ensayos sí fue incrementado en plantas de lechuga 
(Kohler et al., 2006). Es más, con la inoculación combinada de P. mendocina y G. 
intraradices o la mezcla de hongos AM, el contenido de P y Na bajó al nivel de las 
plantas control, y el contenido de K foliar bajó incluso por debajo del nivel de las 
plantas control. Parece que en un suelo tan pobre en materia orgánica los hongos AM 
no fueron capaces de promover el crecimiento de lechuga.  

En varias de las propiedades de suelo tanto físicas (estabilidad de agregados) como 
bioquímicas (actividades enzimáticas) se encontraron los valores más altos en el suelo 
rizosférico inoculado con la mezcla de hongos AM autóctonos, lo que indica que la 
mezcla de hongos está mejor adaptada. Pero estos valores elevados no se pudieron 
observar en los suelos inoculados con la combinación de hongos AM y P. mendocina. 
Es posible que dado un suelo muy pobre en materia orgánica (Tabla 1) y con una 
estructura deficiente (Figura 4), los grupos de microorganismos compitieron por los 



nutrientes. Alguacil et al. (2005) observó en un estudio de reforestación con arbustos 
autóctonos en una zona semiárida, que la inoculación con una mezcla de hongos AM 
producía un mayor incremento en la estabilidad de agregados que una inoculación con 
un hongo de colección, Glomus claroideum. Conforme con Caravaca et al. (2003) el 
contenido total de nutrientes puede ser considerado como un parámetro representativo 
de la eficacia micorrícica, porque tiene en cuenta el efecto bien equilibrado de la 
adquisición de nutrientes y la producción de biomasa.  

Llama la atención la biomasa microbiana elevada en el suelo inoculado sólo con P. 
mendocina, pero no se pudo observar el mismo resultado con los tratamientos 
fúngicos (Figura 4) Christensen y Jakobsen (1993) encontraron una reducción del 
crecimiento bacteriano por la presencia de un hongo AM y lo interpretaron como una 
competencia por nutrientes inorgánicos, lo que podría ser también una posible 
explicación en un suelo como el utilizado en nuestro experimento. 

Si se comparan los resultados con el experimento de Kohler et al. (2006), donde se 
inoculó también plantas de lechuga con P. mendocina en condiciones del campo, 
llama la atención los distintos resultados. Mientras en el experimento de Kohler et al. 
(2006) aumentaron con la inoculación el rendimiento de la planta, los carbohidratos 
hidrosolubles, la estabilidad de agregados, la deshidrogenasa y la fosfatasa, en este 
experimento solamente coincidió con el aumento de fosfatasa del suelo y P foliar, lo 
que confirma P. mendocina como solubilizador de fósforo. Pero, como contraste, se 
pudo observar un aumento de la biomasa microbiana, algo que no se podía observar 
en el experimento de Kohler et al. (2006). El suelo usado en nuestro experimento era 
arcilloso y muy pobre en materia orgánica (Tabla 1), por lo tanto es posible que los 
microorganismos inoculados crecieron en un principio y luego bajó la actividad 
microbiana por limitaciones nutricionales. Cabe mencionar que la fertilización 
inorgánica tampoco tuvo un efecto positivo en el crecimiento de planta lo que pasa a 
menudo en suelos arcillosos debido a la falta de aireación, lo que constituye un estrés 
para la planta (Hu et al., 2008). 

No hubo efecto sinérgico entre P. mendocina y Glomus ssp. ni en el crecimiento de 
lechuga ni en las parámetros del suelo. Esto no coincide con experimentos recientes 
(Gamalero et al., 2004a, Vivas et al., 2003, Artursson et al., 2006, Kumutha et al., 
2006) ni con un experimento anterior (Kohler et al., 2007), aunque hay que añadir, que 
en este experimento se utilizó otro tipo de PGPR (Bacillus subtilis) y el experimento 
era un mesocosmos con substrato esterilizado. Gamalero et al. (2004b) vieron que los 
efecto sinérgicos se explicaron por la función de la rizobacteria aplicada como 
“mycorrhiza helper bacteria”, una función que nosotros no pudimos observar, porque ni 
la micorrización de G. intraradices ni de la mezcla de hongos AM fue incrementada por 
la enmienda con P. mendocina.  

Otros autores como Medina et al. (2003) observaron que una doble inoculación con 
cepas de PGPR y un hongo AM no incrementa el crecimiento de planta en 
comparación con una inoculación simple con un hongo micorrícico. En el experimento 
de Marulanda et al. (2008), que inocularon plantas de lechuga con la PGPR Bacillus 
megaterium y distintos hongos AM, solamente había efecto sinérgico si el hongo era 
autóctono o comercial, pero no había sinergismo si era de colección. Por lo tanto, los 
autores concluyen que un efecto positivo depende del origen de los microorganismos. 
Vivas et al. (2003, 2006) indican que se consigue un efecto positivo si ambos socios 
tienen el mismo origen y si han crecido en el suelo original, lo que puede explicar que 
no se encontrara efecto sinérgico en nuestro experimento, porque ni la PGPR, ni el 
hongo de la colección, G. intraradices, ni la mezcla de los hongos procedían del suelo 
del origen, aunque hay que destacar que la mezcla de hongos eran autóctonos de un 
suelo de huerta del municipio de Murcia. Esto podría ser el motivo de que en las 
propiedades del suelo la inoculación con la mezcla de hongos AM sí produjo el mejor 
efecto. Requena et al. (1997) sospecharon que un efecto neutral o hasta negativo de 
una doble inoculación con PGPR y hongos AM podría ser la competencia por P, lo que 



es una posible explicación, en nuestro caso la inoculación simple con P. mendocina sí 
provocó un aumento en el P foliar de lechuga, pero con una combinación de la PGPR 
con cualquiera de los hongos AM bajó el nivel del P foliar al de las plantas control.  

 

CONCLUSIÓN 
Podemos confirmar que los efectos sinérgicos beneficiosos de la coinoculación 
bacterias PGPR-hongos MA se vieron restringidos al ámbito de las propiedades del 
suelo, favoreciendo la sostenibilidad del agroecosistema. 
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Figura 1: Peso seco de lechuga (Tallo y raíz) después de dos meses desde la 
plantación (n = 5). C, control; F, fertilizado; Gi, inoculado con G. intraradices; GH, 
inoculado con una mezcla de hongos micorrícicos, Pm, inoculado con P. mendocina, 
PGi, inoculado con G. intraradices y P. mendocina, PGH, inoculado con una mezcla de 
hongos micorrícicos y P. mendocina. Los valores que comparten letra no difieren 
estadísticamente según el test DMS (p<0,05). 
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Figura 2: Nutrientes de Lactuca sativa después de dos meses desde la plantación     
(n = 5). C, control; F, fertilizado; Gi, inoculado con G. intraradices; GH, inoculado con 
una mezcla de hongos micorrícicos; Pm, inoculado con P. mendocina; PGi, inoculado 
con G. intraradices y P. mendocina; PGH, inoculado con una mezcla de hongos 
micorrícicos y P. mendocina. Los valores que comparten letra no difieren 
estadísticamente según el test DMS (p<0,05). 
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Figura 3: Actividades enzimáticas del suelo rizosférico después de dos meses desde 
la plantación (n = 5). C, control; F, fertilizado; Gi, inoculado con G. intraradices; GH, 
inoculado con una mezcla de hongos micorrícicos, Pm, inoculado con P. mendocina, 
PGi, inoculado con G. intraradices y P. mendocina, PGH, inoculado con una mezcla de 
hongos micorrícicos y P. mendocina. Los valores que comparten letra no difieren 
estadísticamente según el test DMS (p<0,05). 
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Figura 4: Parámetros del suelo rizosférico después de dos meses desde la plantación 
(n = 5). C, control; F, fertilizado; Gi, inoculado con G. intraradices; GH, inoculado con 
una mezcla de hongos micorrícicos, Pm, inoculado con P. mendocina, PGi, inoculado 
con G. intraradices y P. mendocina, PGH, inoculado con una mezcla de hongos 
micorrícicos y P. mendocina. Los valores que comparten letra no difieren 
estadísticamente según el test DMS (p<0,05). 

 


