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Listado de abreviaturas 
°C: grados centígrados 
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PR: primer 
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Resumen 
La soja (Glycine max) es uno de los cultivos más desarrollados en Argentina. En las 

últimas décadas la siembra directa y el empleo de variedades genéticamente modificadas 

favorecieron una masiva expansión del cultivo, acompañado por una mayor aplicación de 

agroquímicos. Tal problemática impacta negativamente sobre el ambiente y la salud del 

consumidor, promoviendo la búsqueda de soluciones hacia una agricultura sustentable. El 

uso de hongos micorrícicos arbusculares (HMA) constituye una alternativa frente a los 

fertilizantes minerales. Sin embargo, el proceso de domesticación podría haber afectado la 

capacidad de las plantas para establecer asociaciones beneficiosas con microorganismos de 

la rizósfera. 

El objetivo de esta tesis doctoral fue estudiar la simbiosis de HMA-soja 

domesticada (D) y no domesticada (ND) con el fin de elucidar si la domesticación, ha 

influenciado en la selección de genotipos menos micorrizables y cuales serían algunos de 

los mecanismos fisiológicos implicados. Se trabajó con genotipos de soja D y ND bajo 

condiciones de riego normal, se utilizó un inóculo mixto de HMA aislado de raíces de soja, 

en el que se registró la presencia de Funneliformis mosseae como especie mayoritaria. El 

sistema experimental bajo condiciones controladas nos permitió evaluar la colonización 

micorrícica y la dependencia micorrícica (DM) después de períodos cortos (20 días) y 

largos (40 días) de tratamiento. En general, los genotipos ND mostraron valores 

significativamente mayores en la formación de estructuras fúngicas, especialmente 

arbúsculos, y en la DM evaluada como parámetros de crecimiento, absorción de nutrientes, 

contenido en clorofila y regulación del estrés oxidativo. Además se evidenció un aumento 

en la concentración endógena de flavonoides, fenoles totales y poliaminas (PAs) en las 

raíces de plantas micorrizadas ND. Tanto la aplicación de flavonoides exógenos, como el 

silenciamiento de genes claves para la síntesis/degradación de PAs, estimularon la 

formación de arbúsculos en el genotipo D. El análisis de metabolitos por metabolómica, 

mostró mayores niveles en el genotipo ND, con la presencia aumentada de isoflavonas 

claves y de precursores de PAs. En genotipos de soja D de interés comercial se pudo 

confirmar la existencia de variabilidad en la respuesta a la micorrización. Algunos 

mostraron baja capacidad de colonización y formación de arbúsculos y otros un 

comportamiento similar a los genotipos ND. La variabilidad observada en estas respuestas 

entre los genotipos D, sugiere que la selección de genotipos de soja con una buena y 

temprana colonización micorrícica, particularmente alta relación arbúsculos / hifas y una 
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mayor concentración en flavonoides y PAs, podría ser una estrategia útil para el desarrollo 

de genotipos que optimicen la contribución de los HMA en los sistemas agrícolas. 
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Summary 
Soybean (Glycine max) is one of the most developed crops in Argentina. In the last 

decades direct seeding and the use of genetically modified varieties favored a massive 

expansion of the crop, accompanied by a greater application of agrochemicals. Such a 

problem has a negative impact on the environment and consumer health, promoting the 

search for solutions towards sustainable agriculture. The use of arbuscular mycorrhizal 

fungi (AMF) is an alternative to mineral fertilizers. However, the process of domestication 

may have affected the ability of plants to establish beneficial associations with rhizosphere 

microorganisms. 

The objective of this PhD thesis was to study the symbiosis of improved (I) and 

unimproved (UI) AMF-soybean, in order to elucidate whether domestication has 

influenced the selection of less mycorrhizal genotypes and which would be some of the 

physiological mechanisms involved. I and UI soybean genotypes were used under normal 

irrigation conditions. A mixed AMF inoculum isolated from soybean roots was used, in 

which the presence of Funneliformis mosseae as majority species. The experimental 

system under controlled conditions allowed us to evaluate mycorrhizal colonization and 

mycorrhizal dependence (MD) after short periods (20 days) and long periods (40 days) 

treatment. In general, the UI genotypes showed significantly higher values in the formation 

of fungal structures, especially arbuscules, and in MD evaluated as growth parameters, 

nutrient absorption, chlorophyll content and regulation of oxidative stress. In addition, 

there was an increase in the endogenous content of flavonoids, total phenols and 

polyamines (PAs) in roots of UI mycorrhizal plants. Both, the application of exogenous 

flavonoids and the silencing of key genes for the synthesis / degradation of PAs stimulated 

the arbuscule formation in I genotype. Metabolic analysis showed higher levels of 

metabolites in UI genotype, with the increased presence of isoflavones keys and precursors 

of PAs. In I soybean genotypes of commercial interest it was possible to confirm the 

existence of variability in the response to mycorrhization. Some of I genotypes, showed 

low ability of colonization and arbuscule formation and others a behavior similar to UI 

soybean genotypes. The variability observed in these responses among I genotypes, 

suggests that the selection of soybean genotypes with good and early mycorrhizal 

colonization, particularly high arbuscule / hyphae ratio and higher concentration of 

flavonoids and PAs, could be a useful strategy for development of genotypes that optimize 

AMF contribution to cropping systems. 
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La soja: importancia en la economía Argentina 

 
La soja cultivada (Glycine max (L.) Merr) es una especie de la familia de las 

leguminosas, fabácea, originaria del este de Asia, especialmente China. El género Glycine 

Willd está dividido en los subgéneros Glycine y Soja (Hymowitz y Newell 1980), siendo 

ésta última la especie cultivada. Su mayor particularidad radica en que los granos de esta 

leguminosa presentan altos contenidos de proteína y aceite, por ello también pertenece al 

grupo de las oleaginosas. En Argentina esta especie es conocida desde 1862, pero recién en 

1909 se iniciaron los primeros cultivos en la Estación Experimental. El cultivo de soja se 

incrementó a partir del año 1970. Si comparamos su evolución desde sus primeras 37.700 

has a las 19.000.000 has sembradas en la campaña 2016/2017 (Bolsa de Rosario), 

observamos que la superficie cultivada aumentó unas 500 veces en 40 años convirtiéndose 

en el mayor protagonista de la economía Argentina. 

A nivel mundial el denominado mercado de la soja es operado por una gran 

cantidad de países, sin embargo solo algunos tienen un rol protagónico y determinante para 

establecer la oferta y la demanda. Los principales demandantes son países pertenecientes a 

la Unión Europea y el sudeste asiático (en particular China y Japón). Por el lado de la 

oferta, Argentina se encuentra, junto a Brasil y Estados Unidos, como una de las tres 

potencias exportadoras del cultivo, que en conjunto aportan más del 80% de la producción 

mundial (Schvarzer y Tavosnanska 2007). Esto implica que estos tres países tienen el 

poder de determinar el precio de los granos de este cultivo. Si tenemos en cuenta que en el 

2003 el 45 % de la exportación agrícola se correspondía a la cosecha de soja, es entendible 

que se califique a la Argentina como un país sojero. 

Diversos factores han intervenido para que la soja se incorpore en nuestros campos 

y se posicione como el mayor producto agropecuario de exportación (Ministerio de 

Agricultura Ganadería y Pesca). Específicamente, la expansión del cultivo de soja 

respondió a múltiples factores de carácter climático, económico y de manejo. El aumento 

de las lluvias desde 1950 mejoró la productividad de áreas tradicionalmente agrícolas y 

permitió la expansión hacia áreas climáticamente marginales (Magrin et al. 2005; Berbery 

et al. 2006). Los cambios en el contexto económico global y nacional mejoraron la 

rentabilidad de la agricultura (Schnepf et al. 2001). Sumado a ello, la incorporación de dos 

innovaciones tecnológicas a mediados de los 90, como la siembra directa y variedades de 

soja tolerantes al herbicida glifosato, fueron también factores críticos en la expansión de la 

soja (Bert et al. 2011). Estas tecnologías mejoraron la productividad, redujeron los costos y 
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simplificaron el manejo (Qaim y Traxler 2005; Trigo et al. 2009). Así, la rápida expansión 

territorial y el aumento de la productividad son los dos factores claves que explican el 

crecimiento exponencial de la producción de soja en nuestro país. De esta forma, 

Argentina logró convertirse en el tercer productor mundial de grano de soja, el primer 

exportador mundial de aceite de soja y el segundo de harina de soja, generando una gran 

incidencia en el producto bruto agropecuario y por ende impactando significativamente en 

la generación de divisas. Actualmente el cultivo de soja se centra en la región pampeana, 

sobre todo en las provincias de Buenos Aires, Córdoba y Santa Fe, y luego se expande con 

una menor producción a las regiones del NOA y NEA, en donde las provincias que más 

aportan son Entre Ríos, Santiago del Estero, Chaco, Salta y Tucumán (Figura1). (Bolsa de 

cereales 2017). 

 

Figura 1. Mapa de las principales provincias donde se siembra soja (2016-2017) Fuente: (bolsa de 

cereales 2017). 
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La agricultura argentina ha sobrellevado grandes procesos de transformación. El 

cambio más importante en los últimos 20 años ha consistido en el predominio de la soja 

como el principal cultivo de la región pampeana (Solbrig 2005). El área sembrada con soja 

ha crecido junto con un paquete tecnológico que incluye la siembra directa o labranza cero 

y material genéticamente modificado que facilita el control de malezas con herbicidas 

totales. Sin embargo este paquete tecnológico fue acompañado por la aplicación de 

fertilizantes químicos, fungicidas y plaguicidas en dosis elevadas que conllevan a 

problemas de contaminación y deterioro de los suelos. 

La creciente preocupación por el impacto negativo de la agricultura convencional, 

por la aplicación generalizada de agroquímicos, sobre el medio ambiente y la salud del 

consumidor, están llevando a los agricultores y consumidores hacia una agricultura 

sustentable. Por lo tanto la búsqueda de estrategias sustentables que favorezcan el 

crecimiento y rendimiento de los cultivos preservando el medio ambiente, es un desafío de 

creciente interés. 

El uso de hongos micorrícicos arbusculares (HMA) en la agricultura constituye una 

alternativa promisoria frente a los fertilizantes minerales, ya que es conocido que los 

HMA, pueden actuar como biofertilizantes, bioprotectores, mediadores intermediarios y 

biodegradadores (Muleta 2017) y podría considerarse un valor agregado, basado en los 

beneficios económicos de una mayor y más uniforme producción, una mayor rapidez de 

crecimiento y entrada en producción de las plantas, una mejor calidad de la cosecha y un 

ahorro en fertilizantes, riego y productos fitosanitarios. Entre otros beneficios de estas 

asociaciones micorrícicas se pueden mencionar: la promoción del crecimiento vegetativo 

(Huang et al. 2010; Khabou et al. 2014), contenido secundario de metabolitos (Sarkar et al. 

2015; Urcoviche et al. 2015) y adquisición de nutrientes (Weisany et al. 2016). Otros 

estudios han demostrado que además de adquirir nutrientes, los HMA contribuyen en la 

reducción de pérdidas de los mismos, ya sea por lixiviación o denitrificación. En efecto, se 

ha registrado que los HMA disminuyeron significativamente las pérdidas de N y de P por 

lixiviación (Asghari y Cavagnaro 2012; Bender et al. 2015). Estudios más recientes 

también hallaron que los HMA, producen una reducción en la emisión de óxido nitroso 

(N2O) un gas con un poder de producir el efecto invernadero 300 veces superior al del 

dióxido de carbono (CO2) (Bender et al. 2015). También es conocido que los HMA, actúan 

en la tolerancia a la sequía (Augé 2001; Ruiz-Lozano 2003; Smith y Read 2008; Ruiz-

Lozano y Aroca 2010) y las reducciones del impacto de estreses ambientales como por 

ejemplo la salinidad (Borde et al. 2017). Los HMA, también tienen una función importante 
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en el mantenimiento de la fertilidad física del suelo, al contribuir directamente e 

indirectamente en la estabilidad de los agregados. Directamente por un efecto físico de una 

red de hifas que forman los HMA alrededor de las partículas del suelo, e indirectamente 

por la exudación producida por las hifas de una glicoproteína estable al calor (extraída a 

121 ° C) llamada glomalina como un agente aglutinante de los agregados (Rillig 2004; 

Violi et al. 2008; Wu et al. 2017). Cuando estas hifas mueren, la glomalina se deposita en 

el suelo donde comienza a acumularse llegando a alcanzar el 5% del C edáfico (Rillig et al. 

2003). La glomalina, es un compuesto muy abundante en los suelos que secuestra 

considerables cantidades de C y N a escala global (Lovelock et al. 2004). Los stocks de 

glomalina se encontraron en mayor cantidad en presencia de plantas de alta dependencia 

micorrícica ya que destinan más C al hongo (Treseder y Turner 2007). 

Por lo tanto, el manejo adecuado de los HMA, teniendo en cuenta los beneficios 

que promueven en los cultivos, como la soja, y en el suelo, debe ser considerado para 

mejorar la eficiencia, productividad y sostenibilidad de los sistemas agrícolas. 

A continuación brindaremos con más detalles, las generalidades e importancia de 

los HMA. 

 

Micorrizas: generalidades 

El suelo es un sistema vivo, dinámico, que constituye un recurso esencial para la 

producción de alimento para el balance global y el funcionamiento de los ecosistemas. Un 

vasto número de microorganismos residen en el suelo y llevan a cabo un amplio rango de 

funciones (Bandyopadhyay et al. 2017). Entre estos microorganismos se encuentran los 

HMA, los cuales forman simbiosis mutualistas con las raíces de la mayoría de las especies 

vegetales (Smith y Read 2010). En estas asociaciones simbióticas se genera un movimiento 

bidireccional de nutrientes donde el carbono fluye hacia el hongo y los nutrientes 

inorgánicos se mueven hacia la planta. 

Las micorrizas generalmente se clasifican en dos grandes grupos: las ectomicorrizas y 

las endomicorrizas. En ésta tesis doctoral nos enfocaremos en las endomicorrizas, las 

cuales constituyen la asociación de mayor distribución entre las plantas, encontrándose en 

angiospermas, gimnospermas, helechos y briófitos. Tradicionalmente esta simbiosis se 

conoce como micorrizas-arbusculares por la capacidad de estos hongos de formar 

arbúsculos en el interior de la raíz (Pawlowska y Taylor 2004). 
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Los hongos que forman estas asociaciones son biótrofos obligados. Recientemente, 

Spatafora et al. (2016) los han incluido en el phylum Mucoromycota Doweld, subphylum 

Glomeromycotina (Walker & Schüßler) Spatafora & Stajich. 

Las micorrizas son las asociaciones más frecuentes en la naturaleza debido a su rango 

de hospedantes y su distribución cosmopolita y son usualmente considerados generalistas 

dada su baja especificidad (Smith y Read 2008). 

Los HMA colonizan los tejidos radicales a través de las fuentes de propágulos 

existentes en el suelo, entre los que se encuentran: esporas maduras, fragmentos de raíz 

micorrizadas, o plantas micorrizadas que crecen en vecindad. Las estructuras que forman 

estos hongos dentro de las raíces son los arbúsculos y las hifas (Figura 2) y en algunas 

especies se presentan también vesículas y circunvoluciones. Las hifas de los HMA 

generalmente no poseen septos y pueden crecer tanto fuera (extra-radical) como dentro de 

la raíz (intra-radical). Esta estructura cenocítica permite que los núcleos puedan moverse a 

lo largo de las hifas (Bago et al. 1999). El micelio intra-radical produce típicamente 

estructuras ramificadas dentro de las células corticales denominadas arbúsculos. Los 

mismos son considerados estructuras diagnósticas de la simbiosis micorrícica arbuscular. 

Se reconocen además enrollamientos intracelulares de hifas (circunvoluciones o coils) los 

cuales a veces se presentan sin la presencia de arbúsculos (Smith y Read 2008). Muchas 

especies de HMA también forman grandes células intra-radicales globosas llamadas 

vesículas que cumplen una función de reserva (Biermann y Linderman 1983). Se ha 

observado que algunas especies de HMA incrementan la formación de vesículas cuando la 

simbiosis ocurre en situaciones de alta oferta nutricional (Nijjer et al. 2010). Las esporas de 

los HMA son estructuras que contienen lípidos, citoplasma y hasta 2000-3000 núcleos y se 

forman asexualmente por diferenciación de hifas en el suelo o las raíces. Las esporas 

pueden estar agregadas en grupos denominados esporocarpos que funcionan como 

estructuras de reserva y propágulos (Smith y Read 2008). 
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Figura 2. Estructuras características de micorrizas arbusculares: A) arbúsculos en el interior de la 

célula radicular; B) hifas intra-radiculares; C) vesículas de endomicorrizas en el interior da la raíz. 

(x 20). (Raíces micorrizadas de genotipos de soja luego de 20 días de inoculación con HMA). 

 

Beneficios de las micorrizas a las plantas 

El efecto positivo más significativo de los HMA consiste en el mejoramiento de la 

nutrición de las plantas, ya que las hifas de estos hongos se extienden en el suelo y pueden 

absorber y transferir macro y micronutrientes hacia las raíces. En ese sentido, la mayor 

captación de nutrientes, particularmente, de los poco móviles como el P, se logra 

ampliando el volumen de suelo explorado y alcanzando zonas donde los nutrientes se 

encuentran disponibles, siendo esta la característica más conocida de estas asociaciones 

(Augé 2001; Adesemoye y Kloeppe 2009). Desde el punto de vista nutricional es 

pertinente aclarar que, teniendo en cuenta que los HMA consumen C de los hospedantes, el 

efecto de la micorrización sobre las plantas depende de la relación costo-beneficio de la 

simbiosis (Grimoldi et al. 2005). Por lo tanto, si bien se asume que las micorrizas 

arbusculares constituyen asociaciones mutualistas, el rango de respuesta es afectado por 

numerosos factores, entre ellos: el estado y especie de planta hospedante, la especie de 

hongo arbuscular y las condiciones del ambiente rizosférico. 

 

Domesticación de los genotipos y su efecto en la 

asociación micorrícica 

Las plantas silvestres han sido domesticadas durante miles de años desde el 

comienzo de la civilización humana, como un medio para garantizar un suministro estable 

de alimentos. A través de las actividades de fitomejoramiento a lo largo de los siglos, las 

plantas de cultivo han sido manipuladas para desarrollar rasgos nuevos y deseables 

(Acquaah 2009). Los procesos de selección artificial basados en fenotipos impulsaron el 
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desarrollo de nuevas variedades con características deseables y se consideran la forma más 

antigua de mejoramiento de plantas. Con el tiempo, estas nuevas especies o variedades se 

han vuelto genéticamente divergentes de sus progenitores originales. Desafiados por la 

demanda de la creciente población mundial (FAO 2017), los efectos negativos del 

monocultivo y el cambio climático (Lobell et al. 2011), existe una constante necesidad de 

mejorar los cultivos. 

Los parientes silvestres son recursos genéticos potenciales para la mejora de los 

cultivos (Dwivedi et al. 2008), así como para explorar sistemas de producción nuevos o 

alternativos. La lógica es simple: las poblaciones silvestres deben contener una mayor 

variabilidad genética, ya que se propagaron en una amplia gama de hábitats sin selección 

humana (Huang y Han 2014). Solo para demostrar este punto, los rasgos deseables, como 

las resistencias al estrés biótico y abiótico y los valores nutricionales especiales 

importantes para el mejoramiento de los cultivos, se pueden encontrar en algunos de los 

parientes silvestres (Asif et al. 2013; Li et al. 2016). Por otra parte, dado que la 

modificación genética de los cultivos alimentarios sigue siendo controvertida entre el 

público, es más aceptable introducir materiales genéticos de parientes silvestres (de la 

misma especie o especies estrechamente relacionadas) en variedades de cultivos mediante 

el mejoramiento, la hibridación u otras técnicas (Singh y Nelson 2014) para generar 

cultivos mejorados. Aunque el uso de parientes silvestres como fuentes de nuevos alelos es 

desafiante, debido principalmente a la resistencia del vínculo, los avances en las 

investigaciones genéticas y genómicas de las plantas de cultivo y sus parientes silvestres 

han ampliado nuestra comprensión de rasgos complejos y al descubrimiento de nuevos 

genes. 

La domesticación de las plantas se asoció generalmente con centros de diversidad 

cultural junto con relaciones fascinantes entre antiguos asentamientos humanos y 

características fitogeográficas particulares. Es difícil rastrear la historia de la 

domesticación, pero hoy se ha puesto a disposición una gran cantidad de información 

generada por agrónomos, biólogos, antropólogos e historiadores para apoyar la hipótesis de 

la comunidad sobre los centros de origen y domesticación. Entre los primeros cambios 

asociados con la domesticación de plantas, encontramos: un mayor tamaño de semilla, la 

pérdida de los mecanismos de dispersión de semillas, el crecimiento determinado y la 

dominancia apical (Gross y Olsen 2010). La domesticación también condujo a una 

diversidad genética de los cultivares de plantas, tales como frijol (Bitocchi et al. 2013) 

arroz (Ram et al. 2007) y trigo (Haudry et al. 2007). 
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Particularmente, la Soja (Glycine max L.) uno de los cultivos más antiguos 

(Hymowitz 1970) fue domesticada a partir de una especie endémica silvestre en China, 

(Glycine soja Sieb. & Zucc.) probablemente hace 6000-9000 años (Hirst 2016). Theodore 

Hymowitz, un eminente investigador en la historia de la soja, ha sugerido que es poco 

probable que sepamos la hora exacta en que comenzó el cultivo de la soja y, según las 

primeras inscripciones en bronce, la domesticación pudo haber ocurrido durante la dinastía 

Shang (1500-1100 BC) (Smith 2003). Existe evidencia de que la soja parecía estar 

domesticada durante la dinastía Zhou en el noreste de China (Smith 2003). La evidencia 

documentada más temprana del uso por humanos de Glycine spp. provino de un sitio 

neolítico hace 7800-9000 años en Jiahu, provincia de Henan, donde se recuperaron los 

restos carbonizados de soja (Hirst 2016). 

Se ha demostrado que la soja salvaje tiene mayor diversidad genética que la soja 

cultivada (Lam et al. 2010). Además de la diversidad genética general, los investigadores 

también han descubierto secuencias genéticas específicas únicas de la soja silvestre que 

confieren una mayor resistencia a las enfermedades y funciones metabólicas (Lam et al. 

2010), que sirven como buenos candidatos para la mejora de la soja. Por el contrario, un 

estudio que utilizó soja silvestre en Corea también identificó posibles eventos de pérdida 

de genes en especies silvestres (Chung et al. 2013). La discrepancia en estos dos estudios 

puede implicar que el resultado de cualquier estudio genómico comparativo sobre 

germoplasma silvestre realmente depende de la diversidad de las colecciones silvestres. Qi 

et al. (2014) llevaron a cabo la secuenciación de novo de una soja silvestre, Glycine soja 

(G. soja) W05, ayudando a construir una comprensión más profunda del genoma de soja 

salvaje y demostrando el potencial de su uso para la mejora de cultivos. Li et al. (2014) 

también publicaron el ensamblaje de novo de 7 semillas de soja silvestres y cultivadas y 

proporcionaron un análisis pangenómico que identifica genes específicos del linaje, 

variaciones en el número de copias y mutaciones que eventualmente se asocian con la 

selección humana positiva para ciertos caracteres agronómicos. Usando un enfoque 

completo de re-secuenciamiento, se analizaron las diversidades genómicas de 302 líneas de 

soja silvestre, variedades nativas y variedades mejoradas (Zhou et al. 2015). Si bien existe 

mucha información sobre la diversidad genética entre la soja domesticada y sus parentales 

silvestres, poco se sabe sobre el efecto de la domesticación de los genotipos de soja en 

interacción con HMA. Se ha informado que la domesticación pudo haber afectado la 

capacidad de las plantas para establecer asociaciones beneficiosas con microorganismos de 

la rizósfera (Pérez Jaramillo et al. 2016). También se informó que la dependencia 
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micorrícica (DM) varió entre los cultivares, observando que los genotipos ancestrales o no 

domesticados de trigo tuvieron un mayor beneficio de la simbiosis micorrícica que los 

cultivares modernos, sugiriendo una DM más fuerte en las poblaciones más antiguas de 

soja (Hetrick et al. 1992). Por otro lado, muchos de los cambios en los rasgos de las plantas 

durante la domesticación fueron acompañados por cambios progresivos en el medio 

ambiente. Para mantener altos rendimientos de los cultivos seleccionados, se requirió de 

sistemas con una mayor necesidad de insumos externos. Un mayor uso de fertilizantes 

químicos en la agricultura causa frecuentes consecuencias ambientales perjudiciales, que 

son una preocupación global (Ashoka et al. 2017). El uso generalizado de fertilizantes 

químicos para suministrar nitrógeno (N) y fósforo (P) en la producción de cultivos 

aumentó fuertemente desde 1960, lo que resultó en mayores rendimientos y productividad 

agronómica, aunque causando impactos ambientales perjudiciales (Tilman et al. 2002, 

Meena et al. 2017). Particularmente, la intensificación de la producción de soja en siembra 

directa podría haber impactado negativamente sobre los HMA nativos a través de las 

prácticas de monocultivo, fertilización y el uso del herbicida glifosato. Se ha observado, 

que aumentos adicionales en la aplicación de N y P fueron menos efectivos para aumentar 

el rendimiento, especialmente de la soja (Glycine max L.). Actualmente, solo el 30-35% 

del fertilizante de N aplicado y el 8-10% del fertilizante de P son absorbidos por los 

cultivos debido a las malas prácticas de manejo del suelo y al uso inapropiado de 

fertilizantes (Adesemoye y Kloeppe 2009, Garnett et al. 2009). 

Comunidades de microbiomas de suelo juegan un papel crucial en el 

mantenimiento del equilibrio ecológico del suelo (Kennedy y Smith 1995). Las 

interacciones rizosféricas beneficiosas tienen una fuerte influencia en la salud de las 

plantas, la calidad del suelo y en el rendimiento de la soja (Meena et al. 2015). En general, 

la soja se cultiva en suelos que generalmente tienen poblaciones diversas de 

Bradyrhizobium y HMA. Los estudios sobre la planta-suelo-ambiente demuestran la 

naturaleza dependiente del contexto de la simbiosis del microorganismo, como la 

interacción entre HMA y Bradyrhizobium (Vogelsang et al. 2006). Sin embargo, el 

potencial del ambiente del suelo (es decir, especies adicionales dentro de una comunidad) 

en influir en el resultado de las interacciones simbióticas es a menudo pasado por alto. La 

transición de los sistemas naturales a los agrícolas pueden haber obstaculizado las 

interacciones beneficiosas entre las plantas y los microbios debido a la pérdida de la 

diversidad microbiana del suelo. Por ejemplo, se demostró que la fertilización nitrogenada 

a largo plazo resultó en la evolución de rizobios menos mutualistas, proporcionando menos 
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beneficios al huésped (Weese et al. 2015). Además otro aspecto inherente al cultivo de soja 

es el uso de variedades genéticamente modificadas con resistencia al glifosato y/o insectos. 

Uno de los efectos de los cultivos genéticamente modificados, sobre los HMA, radica en la 

variación de la composición de los exudados radicales, los cuales pueden inhibir el proceso 

de infección radical por el hongo (Liu 2010). Sumado al efecto del cultivar modificado, se 

debe añadir el impacto de la adición de glifosato, un herbicida sistémico no selectivo, 

ampliamente empleado en la producción de soja. Se ha demostrado que este producto 

puede impactar sobre los HMA de manera directa, afectando a las esporas con las que toma 

contacto, e indirecta debido a los cambios que induce en la planta. Druille et al. (2013 ab, 

2015) observaron una reducción en la formación de arbúsculos luego de la aplicación foliar 

de glifosato, y diminución de la viabilidad de esporas al aplicarlo en el suelo. En definitiva, 

prácticas usuales en la producción de soja, tales como el monocultivo, fertilización, el uso 

de variedades modificadas y la aplicación de herbicidas actúan negativamente a lo largo de 

tiempo sobre las comunidades nativas de HMA. 

En relación con la colonización micorrícica, se ha destacado que la aplicación de 

fertilizantes en genotipos comerciales, ha influenciado hacia la selección de genotipos 

menos micorrizables que los silvestres (Eason et al. 2001). Los HMA son simbiontes 

obligados que necesitan colonizar la raíz de una planta para completar su ciclo de vida 

(Gutjahr y Parniske 2013). El establecimiento de las asociaciones entre las plantas y los 

HMA implica un complejo intercambio de señales entre los dos simbiontes (Gadkar et al. 

2001; Vierheilig y Piche 2002). Entre las moléculas que han estado implicadas en las 

señales entre las plantas y los HMA, algunas investigaciones han mencionado los 

flavonoides (Weston y Mathesius 2013) y poliaminas (PAs) (Requena et al. 2007; Kusano 

et al. 2008). 

Los flavonoides son moléculas que pueden participar en la colonización de la raíz 

de la planta por HMA. Desempeñan un papel importante en la fase presimbiótica 

(germinación de esporas, longitud de hifa, ramificación de hifas y formación de un grupo 

de células auxiliares o esporas secundarias) y en etapas simbióticas (formación de puntos 

de entrada y colonización de raíces) del desarrollo de los hongos arbusculares (Scervino et 

al. 2009). Ponce et al. (2004) han observado cambios cuantitativos y cualitativos en el 

patrón de flavonoides en trébol cuando se inocularon estas plantas con Glomus 

intraradices. Las PAs, principalmente putrescina (put) espermina (spm) y espermidina 

(spd) son compuestos nitrogenados ubicuos presentes en todas las células vivas. Las PAs, 

tienen un papel importante en muchos procesos fisiológicos y de desarrollo, tales como 



17 

 

expresión génica, síntesis de proteínas y de ADN, homeostasis celular, división y 

diferenciación celular, crecimiento y procesos de desarrollo tales como embriogénesis, 

rizogénesis, organogénesis, desarrollo de las flores, maduración de los frutos, senescencia, 

y también en las respuestas a estreses bióticos y abióticos (Groppa y Benavides 2008; 

Alcázar et al. 2010, Talaat y Shawky 2013). 

El cambio en el equilibrio de PAs es una respuesta frecuente en el metabolismo de 

las plantas a la colonización micorrícica, que influye en varios aspectos fisiológicos (Smith 

y Read 2008). Sin embargo, la información con respecto a las PAs en las interacciones 

simbióticas planta-hongos es muy limitada. En tal sentido, las PAs pueden formar parte en 

los eventos de señalización molecular entre los simbiontes (El Ghachtouli et al. 1995) y 

vías de síntesis de put similares a los descritos para plantas y bacterias se han encontrado 

para los hongos arbusculares (Sannazzaro et al. 2004). Wu et al. (2010 a) detectaron que la 

aplicación exógena de spm, spd y put aumentaron significativamente el número de 

arbúsculos y vesículas. 

Por lo expuesto, la identificación de las moléculas involucradas en el proceso de 

intercambio de señales entre los simbiontes es un requisito previo para una mejor 

comprensión de esta interacción. En esta tesis doctoral se abordará el estudio de PAs y 

flavonoides, por su posible participación en la colonización micorrícica, en un sistema 

experimental original como es la comparación del comportamiento entre genotipos de soja 

domesticados vs no domesticados. 

Fundamentado con estos antecedentes se realizó esta investigación tomando en 

cuenta los siguientes objetivos: 
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OBJETIVO GENERAL 

Contribuir al desarrollo de estrategias sustentables mediante la generación de 

conocimiento básico y aplicado sobre la capacidad de colonización micorrícica de 

genotipos de soja domesticados. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Determinar la composición morfotaxonómica del inóculo mixto de HMA autóctono 

aislado de raíces de soja, proveniente de suelos con tradición sojera. 

 

Identificar la variabilidad en el porcentaje de colonización micorrícica arbuscular y 

su efecto sobre el crecimiento, en genotipos de soja no domesticados vs domesticados. 

 

Caracterizar la participación e interacción de las poliaminas y los flavonoides como 

metabolitos implicados en la colonización y su efecto en la dependencia de la simbiosis 

HMA-genotipo de soja no domesticado vs domesticado. 

 

Comparar cuali y cuantitativamente el contenido de metabolitos en raíces de 

genotipos de soja domesticados vs no domesticados con diferente capacidad de 

micorrización. 
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HIPÓTESIS 

Hipótesis 1: el proceso de domesticación de los cultivares modernos afecta la capacidad de 

las plantas para asociarse simbióticamente con hongos micorrícicos arbusculares. 

Predicción: los genotipos de soja no domesticados exhibirán una mayor colonización y 

dependencia micorrícica en comparación con los genotipos domesticados. 

 

Hipótesis 2: los genotipos de soja domesticados y no domesticados presentan diferencias 

en la concentración de flavonoides y PAs lo que está influenciado por diferencias en la 

capacidad de colonización micorrícica, particularmente en la formación de arbúsculos. 

Predicción: las raíces de soja de los genotipos no domesticadas presentarán una mayor 

concentración de flavonoides y PAs con respecto a las raíces de los genotipos 

domesticados. 

 

Hipótesis 3: la respuesta diferencial en el perfil metabólico entre los genotipos 

domesticados vs no domesticados se relaciona con su capacidad contrastante de 

micorrización. Se predice que los genotipos no domesticados mostraran un aumento 

significativo de metabolitos asociados a PAs y flavonoides en sus raíces. 
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CAPÍTULO 1 

Caracterización morfotaxonómica de un 

inóculo mixto de hongos micorrícicos 

arbusculares aislado de raíces de soja 
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Introducción 

Los HMA constituyen una simbiosis mutualista entre raíces de plantas y hongos, 

basados en estudios de filogenia molecular, Spatafora et al. (2016) reubicaron al phylum 

Glomeromycota dentro del phylum Mucoromycota Doweld (2001); subphylum 

Glomeromycotina (C. Walker & A. Schüßler) Spatafora & Stajich stat. nov. El mismo 

cuenta con la clase Glomeromycetes (Cavalier-Smith 1998) la cual incluye cuatro órdenes: 

Archaeosporales, Diversisporales, Glomerales y Paraglomerales. Redecker et al. (2013) 

reconocen nueve familias: Acaulosporaceae, Ambisporaceae, Archaeosporaceae, 

Claroideoglomeraceae, Diversisporaceae, Gigasporaceae, Glomeraceae, Pacisporaceae y 

Paraglomeraceae. Las cuales incluyen los siguientes géneros: Acaulospora, Ambispora, 

Archaeospora, Bulbospora, Cetraspora, Claroideoglomus, Dentiscutata, Diversispora, 

Dominikia, Entrophospora, Funneliformis, Geosiphon, Gigaspora, Glomus, Kamienskia, 

Pacispora, Paraglomus, Racocetra, Redeckera, Rhizophagus, Sclerocystis, Scutellospora y 

Septoglomus (http://invam.caf.wvu.edu/). 

La taxonomía de los hongos arbusculares tradicionalmente se ha basado en la 

caracterización morfológica de las esporas y es usada para diferenciar comunidades de 

HMA a través de un amplio gradiente de hospedantes (Eom et al. 2000; Lovelock et al. 

2003) y de condiciones ambientales (Egerton-Warburton y Allen 2000). En años recientes 

los métodos moleculares se han convertido en una herramienta indispensable para dilucidar 

patrones filogenéticos, sin embargo han sido menos eficaces para la taxonomía o como 

carácter diagnóstico en la descripción de nuevas especies (Hibbett y Donoghue 1998). 

También resultan controversiales a causa de los altos niveles de polimorfismo en el rDNA 

de los hongos arbusculares (Sanders 2004) y debido a que resultan estar fuertemente 

influenciados por la elección del método empleado (Landis et al. 2004). 

La mayoría de los estudios que abordan la diversidad de HMA se basan en la 

identificación morfológica de las esporas obtenidas directamente de muestras de campo 

(Douds y Millner 1999; Landis et al. 2004; Gai et al. 2006) o procedentes de los 

denominados ―cultivos trampa‖ (Bever et al. 1996). La propagación de los HMA en 

cultivos trampa requiere, debido a la naturaleza biotrófica de estos microorganismos, la 

asociación con plantas hospedadoras. Estos cultivos son necesarios para proporcionar una 

mayor cantidad de esporas viables en buen estado para fines de investigación y para 

aplicaciones prácticas (Walker 1992; Morton 1993). 
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Es ampliamente reconocido que la composición de la comunidad de HMA puede 

influenciar favorablemente en el desarrollo de la planta (Van der Heijden et al. 2003; Jansa 

et al. 2008). Los hongos que constituyen este tipo de simbiosis poseen gran importancia 

económica potencial, y su estudio resulta relevante para posibilitar el manejo de HMA 

indígenas como para el logro de inoculaciones exitosas. 

Algunos trabajos pioneros indicaron que los mayores beneficios para las plantas se 

obtenían cuando se las inoculaba con la selección de una única especie eficiente de HMA 

(Edathil et al. 1996). Más recientemente, se ha sugerido que los beneficios de un consorcio 

de especies de HMA sobre las plantas pueden ser mayores que los proporcionados por los 

aislamientos individuales (Hoeksema et al. 2010; Verbruggen y Kiers 2010). Estos 

beneficios pueden ser el resultado de la diferenciación de nichos y la colaboración entre las 

distintas especies fúngicas (efecto de complementariedad) (Maherali y Klironomos 2007) o 

de un efecto dominante de alguna especie particularmente productiva (efecto de selección) 

(Vogelsang et al. 2006). Más recientemente, nuestro grupo de trabajo examinó el rol de 

tres aislamientos de HMA y su mezcla sobre un genotipo de soja bajo condiciones de riego 

y sequía. Los resultados no mostraron efecto de complementariedad entre aislamientos, 

sugiriendo que la elección de un inóculo particular provee iguales o mayores beneficios 

que el incremento de la riqueza en HMA, sobre el alivio de la sequía en soja (Grümberg et 

al. 2015). 

Dado que no hay datos sobre la existencia de inóculos micorrícicos aislados de soja, 

nos pareció de interés aislar un inóculo mixto nativo de raíces de soja y en este primer 

capítulo se planteó como objetivo específico: determinar la composición morfotaxonómica 

del inóculo mixto de HMA autóctono aislado de raíces de soja, proveniente de suelos con 

tradición sojera. 
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Materiales y Métodos 

Se utilizó un inóculo mixto de HMA aislado de raíces de soja de un ensayo 

establecido en la EEA INTA Manfredi (Estación Experimental Agropecuaria del Instituto 

Nacional de Tecnología Agropecuaria de la localidad de Manfredi) en un suelo Argiudol 

típico serie Oncativo con rotación soja-soja. Todas sus parcelas fueron igualmente tratadas 

con los agroquímicos de uso rutinario en la zona, y según las diferentes necesidades de 

cada cultivo (fertilizantes, herbicidas y plaguicidas). En enero de 2008 se seleccionaron al 

azar 10 puntos de muestreos, de los cuales se tomaron diez plantas de soja, cuyas raíces 

luego fueron utilizadas como inóculo en el armado de las plantas trampas. Posteriormente 

el inóculo fue llevado a invernáculo en planta trampa de soja durante 2 años, en macetas 

con un sustrato suelo: arena (1:1) esterilizado mediante dos autoclaves de 1 hora separadas 

por un período de 24 hs. Desde el año 2012 ha seguido en multiplicación en soja, y se 

mantiene así hasta la actualidad, con el agregado de semillas de alfalfa. Las semillas de 

soja y alfalfa utilizadas fueron previamente esterilizadas en superficie con una solución de 

hipoclorito de sodio al 18%. 

Se tomaron 10 muestras de suelo de las macetas trampas con un sacabocados de 30 

mm. Las mismas fueron trasladadas al Instituto Spegazzini, perteneciente a la Facultad de 

Ciencias Naturales y Museo, UNLP para su posterior aislamiento e identificación. El 

aislamiento de las especies de HMA se realizó mediante la técnica de tamizado húmedo y 

decantado de suelo con tamices de distinta apertura de malla (450-105-75-30 µm) 

(Gerdemann y Nicolson 1963) y centrifugación en gradiente de sacarosa (Walker et al. 

1982). Las esporas obtenidas se colocaron en cajas de Petri de 9 cm de diámetro y se 

observaron en un microscopio estereoscópico Wild M3 a 40 x de aumento. 

Para la identificación morfológica, las esporas aisladas fueron montadas en 

Polivinil–ácido láctico–glicerina (PVLG) (Koske y Tessier 1983) o en una mezcla de 

PVLG con reactivo de Melzer en relación 1:1 (v/v) (Brundrett et al. 1994). Posteriormente 

se observaron con un microscopio óptico (Leitzdialux 20EB) a 40x, 250x, 400x y 1000x. 

Las esporas fueron identificadas siguiendo criterios taxonómicamente aceptados 

(International Culture Collection of Arbuscular and Vesicular-Arbuscular Mycorrhizal 

Fungi, http://invam.caf.wvu.edu; Blaszkowski AMF www.agro.ar.szczecin.pl 

/~jblaszkowski). Las fotografías fueron tomadas con una cámara digital (Olympus modelo 
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SP-350) en un microscopio estereoscópico (Olympus SZ61) y con un microscopio óptico 

(Leitzdialux 20EB). 
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Resultados 

Se identificaron 6 especies de HMA pertenecientes a 5 familias de 

Glomeromycotina (Figura 3). Las especies de hongos arbusculares reportadas fueron las 

siguientes: Acaulospora scrobiculata Trappe (Acaulosporaceae), Gigaspora sp.1 

(Gigasporaceae), Funneliformis mosseae (Nicolson & Gerd.) Walker & Schüßler y Glomus 

sp (Glomeraceae), Diversispora spurca (Walker & Bloss), Walker & Schüßler 

(Diversisporaceae), Paraglomus occultum (Walker) Morton & Redecker 

(Paraglomeraceae). Se registraron 739 esporas en total en 100 gramos de suelo seco. La 

especie con mayor abundancia de esporas fue F. Mosseae con un total de 427 esporas, 

valores intermedios de abundancia fueron registrados para P. Occultum y D. spurca (175 y 

122 esporas respectivamente) seguido por Glomus sp con un registro de 22 esporas y los 

menores valores correspondieron a A. Scrobiculata y Gigaspora sp.1 (7 y 3 esporas 

respectivamente). Consecuentemente, el número de esporas por gramo de suelo presentes 

en el inóculo, fue de 8 esporas, en el cual, F. mosseae contribuyó con el 57,78 %; P. 

occultum con el 23,68 %; D. spurca con el 15,15 %; A. scrobiculata con el 2,98 % y 

Gigaspora sp.1 contribuyó con el 0,41 %. 
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Figura 3. Microfotografías de las esporas pertenecientes al inóculo mixto de HMA, aislado de 

raíces de soja, en simbiosis con plantas trampa de soja y trébol. A) Acaulospora scrobiculata (x25) 

B) Diversispora spurca (x25). C) Gigaspora sp.1 (x6) D) Funneliformis mosseae (x25) E) Glomus 

sp (x6) F) Paraglomus occultum (x25). Las fotografías fueron tomadas con una cámara digital 

(Olympus modelo SP-350) en un microscopio estereoscópico (Olympus SZ61) y con un 

microscopio óptico (Leitzdialux 20EB), en el Instituto Spegazzini, La Plata. 
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Discusión 

El aprovechamiento del amplio espectro de servicios ecosistémicos en los que 

intervienen los HMA depende de la conservación de los integrantes de la biota del suelo. 

Las redes miceliares, los fragmentos de raíces colonizadas y las esporas constituyen la 

reserva de inóculo micorrícico del suelo (Smith y Read 2010). Hart y Reader (2005) 

observaron que la etapa inicial de colonización era más rápida en presencia de mayor 

número y tamaño de estructuras y puntos de contacto con las raíces. Por otro lado, Barea et 

al. (2002) indicaron que los fragmentos de raíz micorrizados son el inóculo más efectivo en 

la colonización. Sin embargo las esporas aisladas, por su capacidad de supervivencia y 

mayor tolerancia a las situaciones adversas, son las principales responsables de perpetuar 

los HMA. En este trabajo se caracterizaron y contabilizaron las esporas presentes en la 

planta trampa pero no se evaluaron las otras estructuras de colonización, es decir 

fragmentos radicales colonizados y micelio de HMA, que también constituyen fuentes de 

propágulos activos. La literatura existente hace referencia generalmente a la densidad de 

esporas para proveer un indicativo de la densidad de inóculo (Orozco et al. 1986; Friese y 

Allen 1991). Verbruggen et al. (2012) mediante la abundancia relativa y la riqueza de las 

especies de hongos arbusculares caracterizan los inóculos donde se emplean todos los 

propágulos del suelo como fuente de inóculo. El sistema de planta trampa seleccionado en 

nuestro trabajo para la multiplicación de esporas resultó apropiado, ya que en los 

tratamientos de inoculación propiamente dicha (ver capítulo 2), los niveles de colonización 

radical alcanzaron porcentajes de 22-39 % a los 20 días y de 38-72 % a los 40 días. Sin 

embargo, el número de esporas presentes en el inóculo resulto bajo (8 esporas por gramo) 

si lo comparamos con los ensayos efectuados por (Hernández 2008) en donde se utilizó 

como inoculante de G. max, el hongo formador de micorrizas Glomus hoi que contenía 40 

esporas por gramo. A partir de lo cual se puede inferir que las esporas no habrían 

constituido una fuente de inóculo exitosa, sino que más bien, la colonización podría 

deberse fundamentalmente a las redes de micelio y fragmentos de raíces micorrizadas. 

En nuestras observaciones, del total de las especies recuperadas F. mosseae 

contribuyó con el 57,78 %; P. occultum con el 23,68 %; D. spurca con el 15,15 %; A. 

scrobiculata con el 2,87 % y Gigaspora sp.1 con el 0,41 %. De acuerdo con nuestros 

resultados (Faggioli 2016) en un experimento con plantas trampa usando suelos 

provenientes de sitios con tradición sojera de la provincia de Córdoba, también registró con 
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mayor abundancia, esporas pertenecientes a F. mosseae y además esporas de D spurca y A. 

scrobiculata mientras que a diferencia de nuestros resultados, no registró esporas de P. 

occultum. 

De acuerdo a la observación taxonómica F. mosseae fue la especie que mostró 

mayor abundancia en el inóculo mixto de HMA. En tal sentido, F. mosseae, ha sido 

frecuentemente citadas en una amplia gama de ecosistemas terrestres y se caracterizan por 

su ubicuidad (Oehl et al. 2010; Davison et al. 2015). Esta especie ha logrado sobreponerse 

exitosamente a las prácticas agrícolas relacionadas con la producción de soja, tales como el 

uso de pesticidas y la fertilización, las cuales afectan negativamente a ciertas especies de 

Glomeromycotina (Schalamuk et al. 2006; Druille et al. 2015). Esta especie puede 

aprovechar las tres fuentes de inóculos (esporas, hifas y raíces colonizadas) (i) poseen 

elevada producción de esporas (ii) las hifas son altamente eficientes en la colonización 

incluso en situaciones de déficit hídrico (Jasper et al. 1989) y (iii) forman vesículas 

intraradicales que les permite iniciar nuevas colonizaciones (Biermann y Linderman 1983). 

Otra especie mencionada como abundante ha sido Acaulospora scrobiculata (Oehl et al. 

2010; Davison et al. 2015), sin embargo en nuestro estudio esta espora sólo representó un 

2,87 % del total de esporas. 

Paraglomus occultum y D. spurca, en cambio, no constituyen especies 

habitualmente citadas en los relevamientos realizados en suelos agrícolas por la comunidad 

científica, y esto fue igualmente observado en nuestra caracterización morfotaxonómica, 

con ambas especies mostrando porcentajes intermedios de 23,68 % y 15,15 % 

respectivamente. Liu et al (2015) observaron que Diversispora sp predomina en ambientes 

ricos en humus, esto puede evidenciar que este género sería común de encontrar en suelos 

de bajo historial de uso antrópico. Saks et al. (2013) y Camenzind et al. (2014) hallaron 

una gran abundancia de Diversisporales en suelos de una reserva natural tropical. 

Gigaspora sp.1, es la especie reportada con menor frecuencia en nuestro 

relevamiento. Miembros de la familia Gigasporaceae se han citado como más susceptibles 

a diversos factores de perturbación como cambio de uso de suelo, prácticas agrícolas y uso 

de agroquímicos (Turrini y Giovannetti 2012). Poseen gran importancia desde el punto de 

vista funcional debido a que la producción de hifas extraradicales es mayor que en las otras 

familias y en consecuencia es mayor su aporte a la adquisición de nutrientes (Hart y 

Reader 2002; Maheralli y Klironomis 2007). 

Es importante considerar que las diferentes familias de hongos arbusculares 

presentan distintas estrategias de colonización. Las Gigasporaceae dependen fuertemente 
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de las esporas para iniciar una colonización ya que su micelio tiene una capacidad de 

colonización relativamente nula en comparación con la alta capacidad de las hifas de 

miembros de Acaulosporaceae y Glomeracae (Biermann y Linderman 1983; Hart y Reader 

2002, 2005). Es probable que las especies pertenecientes a estas dos familias sean las 

responsables de los altos porcentajes de colonización registrados en este trabajo. 

El utilizar inóculos mixtos se justifica plenamente, debido a que en condiciones 

naturales las plantas están expuestas a una mezcla de especies de HMA, de este modo se 

incrementan las posibilidades de que más de uno de los hongos colonice a la planta y 

eventualmente promueva su crecimiento (Van der Heijdenet al. 1998; Cuenca et al. 2003). 

Adicionalmente, los inóculos mixtos, aumentan las posibilidades de que los hongos más 

apropiados se hagan dominantes en la eventualidad de que las condiciones del suelo 

cambien con las diferentes prácticas agrícolas, forestales y en etapas sucesivas (Abbott y 

Gazey 1994). Hoeksema et al. (2010) y Verbruggen y Kiers (2010) han sugerido que los 

beneficios de las mezclas de especies de HMA en plantas pueden ser mayores que las de 

especies individuales. Estos beneficios pueden ser el resultado de la diferenciación de 

nichos y facilitación entre las especies fúngicas (efecto de complementariedad; por 

ejemplo, Maherali y Klironomos 2007) o el efecto dominante de una especie en particular 

(efecto de selección; por ejemplo, Vogelsang et al. 2006). 

El sistema de planta trampa seleccionado resulto eficiente para la multiplicación del 

inóculo nativo asociado a G. max, proporcionando una densidad y diversidad de esporas de 

HMA capaces de colonizar efectivamente al cultivo. 
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Conclusiones 

El relevamiento morfotaxonómico realizado de un inóculo de HMA nativo de 

suelos con tradición sojera permitió identificar 6 especies de HMA pertenecientes a las 

familias: Acaulosporaceae, Diversisporaceae, Gigasporaceae, Glomeraceae y 

Paraglomeraceae. El inóculo está constituido en mayor porcentaje por una especie 

numerosa y común de suelos agrícolas como es Funneliformis mosseae, y en menor 

cantidad por especies como Acaulospora scrobiculata y Gigaspora sp.1, las cuales, al 

igual que F.mossae han sido también mencionadas como resistentes al uso de pesticidas y 

fertilizantes. Este inóculo fue utilizado para realizar todos los ensayos de esta tesis 

doctoral.  
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CAPÍTULO 2 

Búsqueda de variabilidad en la capacidad 

de colonización micorrícica y 

dependencia micorrícica en genotipos de 

soja domesticados vs no domesticados 
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fungal colonization under well-watered conditions and its relationship with drought stress 
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Introducción 

La domesticación es un proceso evolutivo complejo que implica cambios 

morfológicos y fisiológicos que conducen a la diferenciación de taxones domesticados de 

sus antepasados silvestres (Acquaah 2009; Gross y Olsen 2010; Bitocchi et al. 2013). La 

domesticación de las especies vegetales se ha relacionado con una disminución en la 

diversidad genética de los cultivares modernos, lo que puede haber afectado la capacidad 

de las plantas para establecer asociaciones beneficiosas con microorganismos de la 

rizósfera (Pérez-Jaramillo et al. 2016). 

Particularmente en la simbiosis de las plantas con HMA (organismos biotrófos 

obligados que requieren una planta huésped para completar su ciclo de vida) (Smith y Read 

2008); se ha observado que la eficacia de los HMA es altamente dependiente del genotipo 

de la planta huésped. Estudios sobre diferentes cultivos indicaron que existe variabilidad 

genética en la capacidad de colonización entre los genotipos de las especies huéspedes 

(Rengel 2002). Así, la colonización por HMA de 13 cultivares de trigo varió de no 

colonizarse a un alto grado de colonización (Azcon y Ocampo 1981). Recientemente 

(Singh et al. 2012) demostraron variabilidad genética en la colonización con HMA en el 

germoplasma de trigo moderno (Triticum turgidum L. var. Durum Desf.). 

En relación con la domesticación de genotipos y la colonización micorrícica, se ha 

destacado que la aplicación de fertilizantes en genotipos comerciales, ha influenciado hacia 

la selección de genotipos menos micorrizables que los silvestres (Eason et al. 2001). 

El concepto de dependencia micorrícica (DM) ha sido definido como el grado de 

cambio en el crecimiento de la planta asociado con HMA (Plenchette et al. 1983). En tal 

sentido, se reportaron diferencias en la DM entre líneas cultivadas y salvajes, observándose 

variabilidad en la DM en trigo de diferentes edades (Kapulnik y Kushnir 1991). La 

comparación de DM entre cultivares modernos de T. aestivum y sus antepasados mostró 

una DM superior en cultivares liberados antes de 1950, que en los liberados más tarde 

(Hetrick et al. 1993), lo que indica que los programas de mejoramiento modernos podrían 

haber reducido la capacidad de respuesta de los HMA. 

Zhu et al. (2001) también encontraron una reducción en la capacidad de respuesta 

micorrícica en los cultivares de trigo modernos de Australia en comparación con los 

cultivares antiguos. Tawaraya (2003) informó que las especies de plantas cultivadas 

mostraron una DM más baja que las silvestres. En estos estudios se propuso a las 
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condiciones de suelo altamente fértiles utilizadas durante el proceso de selección de plantas 

como una posible explicación de la menor DM de los genotipos modernos. Por el contrario 

(Bryla y Koide 1990) informaron que las plantas de tipo salvaje resultaron ser menos 

dependientes de las micorrizas. Además, en plantas de maíz encontraron que los híbridos 

modernos mostraron valores significativamente mayores que las líneas consanguíneas y las 

variedades más antiguas (An et al. 2010). En un análisis metagenómico (Lehmann et al. 

2012) no encontraron evidencia de que los nuevos genotipos de plantas hubiesen perdido 

su capacidad de responder a las micorrizas debido a las prácticas agrícolas y de 

mejoramiento genético y observaron que aunque los nuevos cultivares estaban menos 

intensamente colonizados, eran más sensibles a las micorrizas (y posiblemente 

dependientes) que los genotipos ancestrales. 

Por otro lado, en la influencia de la domesticación en la colonización micorrícica, 

algunos autores sugirieron que variedades modernas de alto rendimiento, seleccionadas 

para un rendimiento óptimo en suelos de alta fertilidad, pueden haber reducido la 

capacidad de responder a HMA en comparación con los antiguos (Hetrick et al. 1992; Zhu 

et al. 2001). Sin embargo, otros datos no mostraron pérdida de capacidad de colonización 

con HMA en líneas más nuevas (An et al. 2010; Leiser et al. 2015). En general, un meta 

análisis de 410 ensayos encontraron que en cultivares liberados después de 1900, la 

colonización micorrícica fue del 30%, en comparación con 40% en cultivares y variedades 

locales más antiguas (Lehmann et al. 2012). Diferencias en la colonización por HMA 

fueron encontradas entre los genotipos de trigo que difieren en nivel de ploidía, origen 

geográfico, eficiencia del uso de nutrientes y año de lanzamiento de variedad (Hetrick et al. 

1992; Graham y Abbott 2000; Yao et al. 2001; Zhu et al. 2001; Yucel et al. 2009). En un 

estudio reciente, se informó variación significativa en la colonización de micorrizas entre 

un pequeño número de cultivares modernos de trigo duro (Singh et al. 2012). 

Particularmente en soja, existen poco datos sobre la colonización micorrícica a lo 

largo de la domesticación. Heckman y Angle (1987) reportaron variabilidad en la 

colonización de raíces de soja por poblaciones de suelo indígenas de HMA. Khalil et al. 

(1994; 1999) encontraron que tanto la colonización por HMA como la DM aumentaron en 

genotipos de soja no mejorados, mostrando mayores beneficios de la simbiosis micorrícica 

que los cultivares mejorados. Estos autores destacaron que el crecimiento relativo de dos 

cultivares de soja no mejorados fue significativamente mayor con HMA. Mientras que en 

los cultivares mejorados, el crecimiento relativo fue menos potenciado con la colonización 

por HMA. Las diferencias encontradas en la DM de los cultivares de soja con y sin HMA, 
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sugieren que los fitomejoradores deben considerar este rasgo en sus programas de 

mejoramiento. Khalil et al. (1994) sugirieron que la soja no mejorada, Glycine soja, podría 

ser una fuente importante en el mejoramiento para optimizar las asociaciones de HMA. 

Por lo tanto, la evaluación de la variación del establecimiento de la simbiosis entre 

cultivares es importante para la mejora de nuevos genotipos, ya que el nivel de 

colonización puede modular el equilibrio costo / beneficio de la simbiosis HMA (Sawers et 

al. 2008). A pesar de la gran importancia económica del cultivo de soja en Argentina, es 

escasa la información sobre su variabilidad genotípica en la capacidad de micorrización. 

Para este estudio, el desarrollo de un sistema experimental bajo condiciones 

controladas nos permitió evaluar DM después de períodos cortos (20 días) y largos (40 

días). La DM de plantas de soja se determinó midiendo parámetros de crecimiento y 

parámetros bioquímicos relacionados con la regulación del estrés oxidativo.  

 

Se proponen los siguientes objetivos 

 1) Determinar la variabilidad genética en la capacidad de colonización 

micorrícica de las plantas de soja en simbiosis con HMA.  

 2) Contrastar las diferencias en la formación de arbúsculos y DM en genotipos 

de soja de interés comercial y genotipos de soja no domesticados. 

 

Hipótesis 1: el proceso de domesticación de los cultivares modernos afecta la capacidad de 

las plantas para asociarse simbióticamente con hongos arbusculares. Predicción: los 

genotipos de soja no domesticados exhibirán una mayor colonización y dependencia 

micorrícica en comparación con los genotipos domesticados. 
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Materiales y Métodos 

1) Determinar la variabilidad genética en la capacidad de 

colonización micorrícica de las plantas de soja en simbiosis con 

HMA. 

Se utilizaron cuatro genotipos de soja para este estudio. Dos genotipos de soja 

domesticados (DM50048 y NA5009), caracterizado previamente como susceptibles y 

tolerantes a la sequía (Grümberg et al. 2015); en lo sucesivo, serán nombrados como 

genotipos D-1 y D-2, respectivamente. También se utilizaron dos genotipos de soja no 

domesticados, PI57440 (en lo sucesivo genotipo ND-3) y PI90768 (en lo sucesivo genotipo 

ND-4), perteneciente a la Estación Experimental de Agricultura del Instituto Nacional de 

Tecnología Agropecuaria (EEA-INTA) colección de germoplasma -Marcos Juárez. 

El inóculo mixto de HMA se obtuvo a partir de raíces de soja, aislado de un sistema 

de monocultivo de soja, que pertenece a EEA INTA Manfredi. El inóculo mixto de HMA 

se aisló y se multiplico en macetas con mezcla estéril de arena/suelo (1: 1 v/v), utilizando 

soja y Medicago sativa como plantas trampa, en condiciones de invernadero, a 25 ºC, y 

regadas diariamente con agua destilada, durante dos años. 

Los cuatro genotipos de soja se cultivaron en presencia o ausencia del inóculo 

mixto en una cámara con condiciones controladas de iluminación (16 horas de luz y 8 

horas de oscuridad) y de temperatura (media de 25° C). El experimento de inoculación se 

estableció en un diseño completamente aleatorizado factorial 4 x 2 x 1, con cuatro 

genotipos (D-1, D-2, ND-3 y ND-4), dos tratamientos de inoculación, inoculadas con 

HMA (CM) y sin inocular con HMA (SM) y una condición hídrica: riego normal a 80 % 

de capacidad de campo (CC), 25% de humedad del suelo, correspondiente con la máxima 

cantidad de agua que puede retener el suelo después de haber drenado el agua 

gravitacional. Las semillas de los genotipos de soja se esterilizaron usando 18% de 

hipoclorito de sodio durante 30 segundos. A continuación, se introdujeron dos semillas 

pregerminadas en macetas de 450 gramos de capacidad, a las cuales se las lleno con 400 

gramos de sustrato de suelo/arena (1:1 v/v), previamente tratado en autoclave dos veces 

durante 1 hora, con 24 horas de diferencia. El suelo usado en el experimento contenía 4,8 

ppm N-NO3; 2,5 ppm S-SO42; 5.9 ppm P; 3,09% de materia orgánica; 1,79% de carbono 

orgánico; 0,162% N total; 11.1 C: N y pH de 6,7. 
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El inóculo de micorrizas consistió en 8 g de suelo conteniendo fragmentos de raíz 

de soja, esporas y micelio con un 60% aproximadamente de colonización y fue agregado 

en el centro de la maceta, cerca de las raíces de las plántulas de soja en el momento del 

trasplante. Las plantas fueron divididas en: CM, las cuales se inocularon en el centro de la 

maceta; y plantas SM, las que recibieron la misma cantidad de inóculo (8 gramos) pero 

autoclavado (el inóculo se sometió a autoclave dos veces a 121 ° C durante 25 min, con 24 

horas de separación). Antes de la esterilización en autoclave, el inóculo se filtró con 8 ml 

de agua desionizada a través de un tamiz de 37 mm (Schleicher y Schuell, Alemania). El 

filtrado se añadió a las macetas con plantas SM (8 ml por maceta) para proporcionarles las 

poblaciones microbianas que acompañan a los HMA (Porcel y Ruiz Lozano 2004). 

Cada maceta recibió al inicio del ensayo 5 ml de solución nutritiva de Hoagland 

reducida en fosfatos (0,25 mM, que es 1/4 del fosfato de potasio recomendado en el 

protocolo general), a continuación, las macetas se regaron con agua destilada tres veces a 

la semana para mantener el suelo a un 80 % de CC. Las muestras de raíces y de parte aérea 

se tomaron a los 20 y 40 días después del tratamiento. Se utilizaron 10 macetas (10 

plántulas) por genotipo (D-1, D-2, ND-3 y ND-4) y por tratamiento (CM y SM). 

La DM se calculó como [(CM-SM) / CM] x 100, utilizando diferentes parámetros 

de crecimiento de las plantas CM y la media de los diferentes parámetros correspondientes 

a las plantas SM (Plenchette et al. 1983). La biomasa de la planta fue medida como peso 

seco de la parte aérea, luego de ser secada en estufa a 70°C hasta peso constante. El área 

foliar se estimó a partir de las primeras hojas trifoliadas, para lo cual se calcaron en papel 

los contornos de los tres folíolos, se recortaron y sus pesos se relacionaron con el peso de 

áreas conocidas (1 cm
2
) del mismo papel. 

Además, la DM se calculó utilizando diferentes caracteres bioquímicos de estrés 

oxidativo que se evaluaron en 100 mg de la segunda hoja de soja trifoliada. El daño 

oxidativo se midió como la peroxidación de lípidos, que se estima que es el contenido de 

sustancias reactivas al ácido 2-tiobarbitúrico y se expresó como equivalentes de 

malondialdehído (MDA) (Hodges et al. 1999). Clorofila total (ClT) se estimó mediante la 

extracción del material de la hoja en 80% de etanol después de la incubación a 80 ºC 

durante 15 min. La absorbancia se registró a 665, 645 y 470 nm, y se calculó de acuerdo a 

Arnon (1949). La defensa antioxidante se evaluó a través del contenido en FRAP (Benzie y 

Strain 1996). 

Las estructuras de HMA en las raíces se tiñeron según Phillips y Hayman (1970) y 

la colonización se midió según McGonigle et al. (1990). 
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2) Contrastar las diferencias en la formación de arbúsculos y 

DM en genotipos de soja de interés comercial y genotipos de 

soja no domesticados. 

Para validar los resultados correspondientes al primer objetivo planteado, se 

realizaron estudios ampliando el número de genotipos de soja domesticados y no 

domesticados. Se evaluó el porcentaje de colonización micorrícica y sus estructuras en 2 

genotipos de interés comercial: INTACTA y SYNGENTA 4X99: los que fueron 

comparados con los dos genotipos domesticados ya estudiados NA 5009 y DM 50048. 

Además se incluyeron 2 genotipos no domesticados provenientes del Banco de 

Germoplasma del INTA Marcos Juárez: (PI89772, PI548510) los que fueron comparados 

con los dos genotipos no domesticados ya estudiados (PI57440, PI90768). 

El experimento de inoculación se estableció en un diseño factorial completamente 

aleatorizado 8 x 2 x 1, con ocho genotipos (cuatro domesticados D-1 a D-4 y cuatro no 

domesticados ND-1 a ND-4), dos tratamientos de inoculación (CM y SM) y una condición 

hídrica: riego normal (80 % CC). El experimento se realizó en invernadero bajo 

condiciones de luz controlada con un fotoperiodo de 8 h de oscuridad y 16 h de luz y 

temperatura de 25 ºC. Para el tratamiento de las semillas, inoculación y trasplante se siguió 

la misma metodología que en los ensayos mencionados en materiales y métodos 1. Las 

muestras de raíz y hojas se tomaron luego de 20 días de tratamiento. Las variables medidas 

fueron porcentaje de micorrización total, formación de estructuras micorrícicas; peso seco 

aéreo, peso seco radicular y contenido de nutrientes. El contenido de nutrientes minerales 

en los extractos de hoja se determinó por cromatografía con detección de conductividad, 

según Cataldi et al. (2003). Para la evaluación de la arquitectura de las raíces, se extrajo la 

raíz con toda la planta y después de un lavado cuidadoso se realizó la medición de la 

longitud de raíz principal y se cuantifico el número de raíces laterales desarrolladas para 

evaluar la densidad de ramificación. El número de las raíces laterales se determinó 

contando las raíces ramificadas emergentes de raíces laterales y la raíz principal. 
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Análisis Estadístico 

Los datos de DM calculados como [(CM-SM) / CM] x 100 se expresaron como % con 

relación a los tratamientos CM. Tanto los datos absolutos como los datos de DM se 

analizaron estadísticamente usando un análisis de varianza (ANOVA). Las diferencias 

entre las medias se compararon mediante pruebas DGC (P≤ 0,05). Los análisis estadísticos 

se llevaron a cabo mediante el empleo del programa InfoStat Profesional (Di Rienzo et al. 

2013). 
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Resultados 

Variabilidad de la colonización micorrícica en genotipos de 

soja domesticados vs no domesticados 

A tiempos tempranos (20 días de ensayo) (Tabla 1), no se observó una marcada 

variabilidad en la colonización total con HMA entre genotipos de soja domesticados y no 

domesticados. Sin embargo, a los 40 días de tratamiento (Tabla 2), los genotipos de soja no 

domesticados mostraron una colonización micorrícica total significativamente mayor (64-

72%), seguido por el genotipo D-2. Nuestro sistema experimental desarrollado bajo 

condiciones controladas, permitió identificar además de la colonización total, las 

estructuras micorrícicas características de los HMA, en las dos fechas analizadas. A los 20 

días los genotipos no domesticados mostraron un mayor porcentaje de arbúsculos, seguido 

por el genotipo D-2, mientras que no se detectó formación de arbúsculos en el genotipo D-

1, durante todo el experimento (Tabla 1). 

Además, se observó variabilidad en la relación arbúsculo /hifas entre genotipos de 

soja. A los 20 días, los genotipos no domesticados tuvieron una proporción 

arbúsculos/hifas estadísticamente mayor (58/24 ND-3 y 46/51 ND-4), comparados a los 

genotipos domesticados (0/88 D-1 y 36/60 D-2), (Tabla 1). A los 40 días de tratamiento, 

los genotipos no domesticados mantuvieron la proporción arbúsculos/hifas 

estadísticamente mayor (63/21 ND-3 y 57/40 ND-4), comparados a los genotipos 

domesticados (0/73 D-1 y 40/ 56 D-2) (Tabla 2). No se observó colonización micorrícica 

en las raíces de las plántulas SM expuestas a condiciones de riego normal. 

Por otro lado, a los 40 días de tratamiento, se observó la presencia de nódulos 

activos en las plantas CM comparado a las SM (Tabla 3). Es interesante destacar que, se 

observó un mayor número y peso de los nódulos en los genotipos de soja no domesticados 

que en los domesticados (Tabla 3). 

En general, nuestros resultados mostraron una mayor colonización micorrícica total 

y formación de arbúsculos y nódulos, en ambos genotipos no domesticados. Por el 

contrario, los genotipos de soja domesticados mostraron variabilidad micorrícica entre 

ellos, donde el genotipo D-2 mostró un comportamiento similar a los genotipos no 

domesticados. 
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Tabla 1. Colonización de raíces por hongos micorrícicos arbusculares (HMA) en genotipos de 

soja domesticados (D-1 y D-2) y no domesticados (ND-3 y ND-4). Los resultados se obtuvieron a 

los 20 días bajo condiciones riego normal (80 % de capacidad de campo). 

Genotipos Tiempo 

(días) 

Colonización 

micorrícica 

total 

(%) 

Colonización 

por 

hifas 

(%) 

Colonización 

por 

vesículas 

(%) 

Colonización 

por 

arbúsculos 

(%) 

D-1 20 36 b 88 a 

 

12 b 

 

- 

D-2 20 22 c 

 

60 b 

 

4 c 

 

36 c 

 

ND-3 20 39 a 

 

24 d 

 

18 a 

 

58 a 

 

ND-4 20 22 c 

 

51 c 

 

3 d 

 

46 b 

 

Los datos son medias (n = 10 plantas). Los valores con la misma letra en cada columna no son 

significativamente diferentes entre tratamientos según la prueba de DGC (p<0,05). 

 

Tabla 2. Colonización de raíces por hongos micorrícicos arbusculares (HMA) en genotipos de soja 

domesticados (D-1 y D-2) y no domesticados (ND-3 y ND-4). Los resultados se obtuvieron a los 

40 días bajo condiciones riego normal (80 % de capacidad de campo). 

Genotipos Tiempo 

(días) 

Colonización 

micorrícica 

total 

(%) 

Colonización 

por 

hifas 

(%) 

Colonización 

por 

vesículas 

(%) 

Colonización 

por arbúsculos 

(%) 

D-1 

 

40 38 d 73 a 27 a - 

D-2 

 

40 42 c 56 b 4 c 40 c 

ND-3 

 

40 64 b 21 d 16 b 63 a 

ND-4 

 

40 72 a 40 c 3 d 57 b 

Los datos son medias (n = 10 plantas). Los valores con la misma letra en cada columna no son 

significativamente diferentes entre tratamientos según la prueba de DGC (p<0,05). 
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Tabla 3. Número y peso total de nódulos en genotipos de soja domesticados (D-1 y D-2) y no 

domesticados (ND-3 y ND-4). SM: (plantas sin inocular con hongos micorrícicos arbusculares), 

CM: (plantas inoculadas con hongos micorrícicos arbusculares). Los resultados se obtuvieron a los 

40 días en condiciones de riego normal (80 % de capacidad de campo). 

Genotipos N° de nódulos/planta Peso seco total (G) 

D-1 SM 12 d 0,6 c 

D-1 CM 12 d 1,00 b 

D-2 SM 13 d 0,6 c 

D-2 CM 23 b 1,3 b 

ND-3 SM 17 c 0,8 c 

ND-3 CM 28 a 2,1 a 

ND-4 SM 18 c 0,8 c 

ND-4 CM 30 a 2,3 a 

Los datos son medias (n = 10 plantas). Los valores con la misma letra en cada columna no son 

significativamente diferentes entre tratamientos según la prueba de DGC (p<0,05). 
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Dependencia micorrícica en genotipos de soja domesticados vs. 

no domesticados 

La DM fue evaluada en los 4 genotipos de soja en simbiosis con HMA en dos 

tiempos, lo que nos permitió detectar la variabilidad de los parámetros de crecimiento. De 

este modo, en el primer tiempo, 20 días, en las plantas CM, se observó que los genotipos 

ND-3 y ND-4, seguidos por el genotipo D-2 mostraron un aumento significativo de la 

biomasa vegetal, expresada como DM en altura, área foliar y peso seco aéreo. Por el 

contrario, el genotipo D-1 mostró una DM negativa en altura y área foliar (Figura 4). Este 

comportamiento cambió en el segundo tiempo evaluado, 40 días donde el genotipo D-1 

CM mostró un incremento positivo en altura y peso seco, sin superar los valores de DM, de 

los demás genotipos (Figura 4). 

A los 20 días de tratamiento, la DM medida como MDA en los genotipos no 

domesticados y en el genotipo D-2 mostraron valores negativos, en comparación con el 

genotipo D-1 cuyo nivel de MDA se mantuvo cercano a cero (Figura 5, 20 días). A los 40 

días, el genotipo D-1 mostró un porcentaje negativo del nivel de MDA, similar a los demás 

genotipos de soja (Figura 5, 40 días). Nuevamente, después del período corto de 

tratamiento, fueron los genotipos no domesticados, y el genotipo D-2 quienes mostraron 

una mayor DM, medida como ClT y FRAP, con respecto al genotipo D-1 (Figura 6 y 7, 20 

días). Sin embargo, a los 40 días de tratamiento, la DM aumentó significativamente en el 

genotipo D-1, alcanzando valores similares en ClT y FRAP, a los mostrados por los otros 

genotipos (Figura 6 y 7, 40 días). 
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Figura 4. Parámetros de crecimiento (altura, área foliar y peso seco aéreo) en respuesta al efecto 

de la inoculación con hongos micorrícicos arbusculares, evaluados como dependencia micorrícica 

(DM) en genotipos domesticados (D-1 y D-2) y no domesticados (ND-3 y ND-4). Los datos son 

medias ± SE (n=10 plantas). Los resultados se obtuvieron a los 20 y 40 días de tratamiento, en 

condiciones de riego normal (80 % de capacidad de campo). Las barras con las mismas letras en 

cada variable (altura, área foliar, peso seco) no son significativamente diferentes, de acuerdo al test 

de DGC (p ≤0,05). 
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Figura 5. Efectos de la inoculación de hongos micorrícicos arbusculares en la concentración de 

malondialdehído (MDA) en genotipos de soja, evaluados como dependencia micorrícica (DM) en 

genotipos domesticados (D-1 y D-2) y no domesticados (ND-3 y ND-4). Los resultados se 

obtuvieron a los 20 y 40 días bajo condiciones de riego normal (80 % de capacidad de campo). Los 

datos son medias ± SE (n=10 plantas). Los tratamientos con distintas letras son significativamente 

diferentes, de acuerdo al test de DGC (p ≤0,05). 

  

-1400

-1200

-1000

-800

-600

-400

-200

0

D-1 D-2 ND-3 ND-4 D-1 D-2 ND-3 ND-4
 

M
D

A
 (

D
M

 %
 )

 

Tratamientos 

E 

     B 

  D 

   
  A 

 C 

E G F 

20 días 40 días 



45 

 

 

Figura 6. Efectos de la inoculación con hongos micorrícicos arbusculares sobre el contenido total 

de clorofila en plantas de soja, evaluados como dependencia micorrícica (DM) en genotipos 

domesticados (D-1 y D-2) y no domesticados (ND-3 y ND-4). Los resultados se obtuvieron a los 

20 y 40 días bajo condiciones de riego normal (80 % de capacidad de campo). Los datos son 

medias ± SE (n=10 plantas). Los tratamientos con distintas letras son significativamente diferentes, 

de acuerdo al test de DGC (p ≤0,05). 
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Figura 7. Efectos de la inoculación con hongos micorrícicos arbusculares sobre la actividad 

antioxidante (FRAP) en plantas de soja, evaluados como dependencia micorrícica (DM) en 

genotipos domesticados (D-1 y D-2) y no domesticados (ND-3 y ND-4). Los resultados se 

obtuvieron a los 20 y 40 días bajo condiciones de riego normal (80 % de capacidad de campo). Los 

datos son medias ± SE (n = 10 plantas). Los tratamientos con distintas letras son significativamente 

diferentes, de acuerdo al test de DGC (p ≤0,05). 
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Validación de la existencia de variabilidad en la formación de 

arbúsculos y DM en genotipos de soja de interés comercial vs 

genotipos de soja no domesticados 

Con el objetivo de validar las observaciones realizadas sobre variabilidad 

micorrícica en genotipos de soja domesticados vs no domesticados, se agregaron 

INTACTA y SYNGENTA 4X99 (D-3 y D-4), los que fueron comparados con los dos 

genotipos domesticados ya estudiados D-1 y D-2. Además se incluyeron 2 genotipos no 

domesticados provenientes del Banco de Germoplasma del INTA Marcos Juárez: 

(PI89772, PI548510: ND-1 y ND-2) los que fueron comparados con los dos genotipos no 

domesticados ya estudiados (ND-3 y ND-4). Después de 20 días de tratamiento en 

condiciones de riego normal (80 % CC), se observó que los mayores porcentajes de 

micorrización y formación de arbúsculos correspondieron nuevamente, a los genotipos no 

domesticados (Tabla 4). Además, todos los genotipos de soja no domesticados mostraron 

un porcentaje similar de colonización micorrícica total y formación de arbúsculos, mientras 

que entre los genotipos domesticados se observó variabilidad. En particular, el genotipo D-

1 micorrizado, presentó el porcentaje de arbúsculos más bajo entre los genotipos 

domesticados. Los porcentajes de hifas y vesículas variaron entre los tratamientos y en 

general no se observaron diferencias de estas estructuras entre los genotipos de soja 

domesticados y no domesticados. La colonización micorrícica no se observó en las raíces 

de las plántulas SM expuestas a condiciones de riego normal. 

El análisis comparativo de la arquitectura de las raíces laterales de las plantas de 

soja CM, mostró que las mismas fueron más grandes y más densas que las raíces de soja 

SM tanto en genotipos domesticados como no domesticados (Tabla 5 y Figura 8 A y 8 B). 

Además, no se observaron diferencias en la arquitectura de las raíces entre genotipos de 

soja domesticados y no domesticados micorrizados y no micorrizados. 
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Tabla 4. Caracterización de la variabilidad en el porcentaje y estructuras de colonización 

micorrícica arbuscular en genotipos de soja no domesticados (ND-1, ND-4) vs domesticados (D-1, 

D-4), después de 20 días de tratamiento con hongos micorrícicos arbusculares en condiciones de 

riego normal (80 % de capacidad de campo). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los datos son medias (n=10 plantas). Los valores con la misma letra en cada columna no son 

significativamente diferentes entre tratamientos según la prueba de DGC (p<0,05). 

  

 

 

Genotipos 

Colonización 

total (%) 

 

Colonización 

por hifas (%) 

Colonización 

por vesículas 

(%) 

Colonización 

por arbúsculos 

(%) 

ND-1 40 a 8 a 2 b 30 a 

ND-2 42 a 9 a 1 b 32 a 

ND-3 38 a 10 a 3 b 25 b 

ND-4 41 a 5 b 1 b 34 a 

D-1 25 c 8 a 5 a 12 d 

D-2 32 b 8 a 2 b 22 b 

D-3 28 b 4 b 4 a 20 c 

D-4 30 b 6 b 7 a 18 c 
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Tabla 5. Longitud de raíz principal y número de raíces laterales en genotipos de soja no 

domesticados (ND-1 a ND-4) y domesticados (D-1 a D-2). SM: (plantas sin inocular con hongos 

micorrícicos arbusculares), CM: (plantas inoculadas con hongos micorrícicos arbusculares). Los 

resultados se obtuvieron a los 20 días en condiciones de riego normal (80 % de capacidad de 

campo). 

Genotipos Longitud de raíz principal (cm) Número de raíces laterales 

 SM CM SM CM 

ND-1 14,9 b 20,6 a 52,5 b 120,3 a 

ND-2 15,3 b 21,3 a 53,3 b 122,5 a 

ND-3 16,1 b 20,8 a 53,4 b 119,8 a 

ND-4 15,5 b 21,2 a 51,4 b 119,5 a 

D-1 15,9 b 20,1 a 51,9 b 119,2 a 

D-2 16,1 b 20 a 53,1 b 119,1 a 

D-3 16,5 b 19,7 a 50,7 b 118,9 a 

D-4 16,3 b 19,5 a 52,6 b 118,5 a 

Los datos son medias (n=10 plantas). Los valores con la misma letra no son significativamente 

diferentes entre genotipos y los tratamientos con y sin micorrizas según la prueba de DGC 

(p<0,05). 
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Figura 8. Imágenes del efecto de la inoculación con hongos micorrícicos arbusculares (HMA) en 

la  arquitectura de las raíces aisladas y limpias de genotipos de soja A) no domesticados (ND-1 a 

ND-4) B) domesticados (D-1 a D-4); sin inocular con HMA (SM), inoculados con HMA (CM) en 

condiciones de riego normal (80 % de capacidad de campo), luego de 20 días de tratamiento. 
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El crecimiento de la biomasa de genotipos de soja domesticados y no domesticados 

fue incrementado por la inoculación de HMA, con un índice de DM positivo en área foliar 

y en masa seca de hojas y raíces (Figura 9). Aunque, el índice de DM fue mayor en 

genotipos de soja no domesticados micorrizados que en los domesticados micorrizados. 

Además, el contenido foliar de P04, N03 y S04 mostró un índice de DM positivo en 

genotipos de soja no domesticados y domesticados micorrizados (Figura 10), siendo el 

índice de DM significativamente mayor en todos los genotipos de soja no domesticados 

micorrizados. Por otra parte, mientras que en los genotipos de soja no domesticados se 

observó poca variabilidad en el nivel de DM relacionada con la biomasa y el contenido de 

nutrientes minerales foliares, los genotipos domesticados fueron variables, mostrando D-1 

la respuesta de DM significativamente más baja tanto en biomasa como en el contenido de 

nutrientes foliares (Figuras 9 y 10). 
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Figura 9. Peso seco de raíz, peso seco aéreo y área foliar evaluados como dependencia 

micorrícica (DM) en genotipos de soja no domesticados (ND-1 a ND-4) vs domesticados (D-1 a D-

4) bajo condiciones de riego normal (80 % de capacidad de campo), luego de 20 días de 

tratamiento. Los datos son medias ± SE (n=10 plantas). Las barras con las mismas letras en cada 

variable (altura, área foliar, peso seco) no son significativamente diferentes, de acuerdo al test de 

DGC (p ≤0,05). 
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Figura 10. Contenido de nutrientes en raíces de genotipos de soja no domesticados (ND-1 a ND-

4) y domesticados (D-1 a D-4) evaluados como dependencia micorrícica (DM) bajo condiciones de 

riego normal (80 % de capacidad de campo), luego de 20 días de tratamiento. A) Contenido de 

nitrato (NO3); B) Contenido de fosfato (P04), C) Contenido de sulfato (SO4). Los datos son medias 

± SE (n=10 plantas). Tratamientos con las mismas letras no son significativamente diferentes, de 

acuerdo al test de DGC (p≤0.05). 
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Discusión 

Algunas investigaciones realizadas en el cultivo de soja (Khalil et al. 1994; 1999) 

encontraron que tanto el aumento en la colonización de HMA como la DM fue mayor en 

genotipos de soja no mejorados que en cultivares modernos. 

Nuestro sistema experimental bajo condiciones controladas nos permitió evaluar la 

colonización micorrícica y DM después de períodos cortos (20 días) y largos (40 días). Los 

resultados mostraron variabilidad en la colonización en los distintos genotipos de soja, 

dependiendo de la domesticación y del tiempo transcurrido desde la inoculación. En tal 

sentido se informaron porcentajes de colonización en las raíces de genotipos de soja no 

mejorados y mejorados que fueron desde 62 hasta 87 %, con la mayor colonización en G. 

soja (promedio 84 %) (Khalil et al. 1994). Además, a tiempos tempranos los genotipos no 

domesticados mostraron un mayor número de arbúsculos comparados a los genotipos 

domesticados. Es conocido que los arbúsculos pueden facilitar el intercambio bidireccional 

de nutrientes entre las plantas y los hongos (Smith y Smith 2011), la presencia de los 

mismos es crítica para la función simbiótica y se ha asociado con un aumento de la 

actividad metabólica en las plantas micorrizadas. Park et al. (2015) demostraron que la 

formación de arbúsculos se relaciona con diferentes niveles de colonización y de simbiosis 

productiva. El genotipo comercial D-1, no tuvo presencia de arbúsculos, aunque se observó 

la presencia de hifas en espiral, que se ha relacionado con el control de la transferencia de 

nutrientes entre simbiontes (Smith y Smith 2011). 

A tiempos más tardíos, 40 días, los genotipos no domesticados micorrizados 

presentaron un mayor número y peso de nódulos activos (color rojizo en su interior por 

presencia de leghemoglobina) (Morón et al. 2006), comparados a los genotipos 

domesticados micorrizados. Estos resultados coinciden con trabajos previos que muestran 

que el número y peso de los nódulos aumentó significativamente en plantas colonizadas de 

Trifolium alexandrinum L. y Trifolium resupinatum L. (Zarea et al. 2011) y Glycine max L. 

Merrill (Bulgarelli et al. 2017). 

El hecho de que los genotipos no domesticados exhiben el mayor número y tamaño 

de los nódulos sugiere su mayor capacidad de fijación biológica de N2 a la de genotipos 

domesticados, una hipótesis que se abordará en el futuro. Algunos estudios han demostrado 

que la presencia de HMA puede tener un impacto positivo en la fijación biológica del 

nitrógeno (FBN). Ruiz-Lozano et al. (2001) encontraron que bajo condiciones de sequía, 
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las plantas de soja inoculadas con Glomus mosseae y con Bradyrhizobium japonicum 

incrementaron la actividad de acetileno reductasa (una medida de FBN) en un 112 por 

ciento y un aumento en el contenido de leghemoglobina en un 25 por ciento, en 

comparación con plantas que solo habían sido inoculadas con Bradyrhizobium japonicum. 

Las plantas inoculadas con micorrizas y Bradyrhizobium también presentaban un aumento 

en el peso de nódulos. 

Por otro lado en éste capítulo se evaluó la DM, la cual se mide generalmente como 

cambios en el peso seco, expresado como un porcentaje y representa la relación entre el 

peso seco de la planta micorrizada, menos el alcanzado por la no micorrizada, relativo a la 

planta micorrizada (Plenchette et al. 1983; Janos 2007). Así a tiempos tempranos (20 días), 

los dos genotipos no domesticados y el genotipo D-2 inoculados con HMA, mostraron un 

aumento significativo en la biomasa vegetal, expresada como DM en peso seco de raíz, 

peso seco aéreo y área foliar. Por el contrario, el genotipo D-1 mostró una DM negativa en 

parámetros de biomasa (altura y área foliar) en comparación con los otros genotipos 

(Figura 4). Este comportamiento cambió a los 40 días de tratamiento, mostrando el 

genotipo D-1 un incremento positivo en la DM (altura y peso seco aéreo), alcanzando, pero 

no excediendo, valores de DM similares a los mostrados por los otros genotipos a tiempos 

tempranos (20 días) (Figura 4). 

En el presente estudio, la DM también se evaluó mediante parámetros bioquímicos 

relacionados con el estrés oxidativo y defensas antioxidantes. El estrés oxidativo se define 

como el aumento de las especies reactivas de oxígeno (EROs). En condiciones normales, 

EROs se produce principalmente en un nivel bajo en orgánulos como cloroplastos, 

mitocondrias y peroxisomas. En situaciones de estrés biótico y abiótico, la tasa de 

producción de EROs aumenta considerablemente; produciendo fenómenos de toxicidad en 

las plantas, con la consiguiente reducción en el rendimiento del cultivo (Miller et al. 2010). 

El daño oxidativo se evaluó como MDA, que a menudo se considera como el producto y 

un indicador del grado de peroxidación de los lípidos de membrana. El hecho que el MDA 

mostrara valores negativos en todos los genotipos de soja micorrizadas podría interpretarse 

como una disminución del daño oxidativo. Zhu et al. (2011) también reportaron que las 

plantas micorrizadas pueden reducir el daño oxidativo. Experimentos previos realizados 

por nuestro grupo de investigación mostraron que luego del tratamiento con paraquat 

(herbicida cuaternario de amonio) (Bressano et al. 2010), o después de estrés por sequía 

(Grümberg et al. 2015), las plantas de soja micorrizadas mostraban un menor daño 

oxidativo que las plantas no micorrizadas. 
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La defensa antioxidante se evaluó como FRAP; el cual es una medida indirecta del 

contenido de antioxidantes no enzimáticos, tales como ácido ascórbico y glutatión, que han 

sido relacionados con la defensa antioxidante en plantas micorrizadas (Ruiz Lozano 2003). 

Además, se evaluó el contenido de clorofila total (ClT), ya que se sabe que la simbiosis 

con HMA estimula la síntesis del pigmento (Auge et al. 2001), relacionándose este efecto 

con un aumento en el metabolismo fotosintético en plantas micorrizadas (Gong et al. 

2013). Nuestros resultados mostraron que a tiempos tempranos (20 días de ensayo), los 

genotipos ND, seguidos por el genotipo D-2 evidenciaron un valor de DM más alto, en ClT 

y FRAP, comparado con el genotipo D-1. Sin embargo, a los 40 días de tratamiento, la DM 

aumentó significativamente en el genotipo D-1, alcanzando valores similares a los 

mostrados por los otros genotipos. Tomado en conjunto, estos resultados sugieren que los 

genotipos ND y el genotipo D-2 pudieron regular el daño oxidativo en un corto período de 

tiempo (20 días de tratamiento), mientras que el genotipo D-1 necesitó más tiempo (40 

días) para alcanzar la regulación del daño oxidativo. 

En el segundo ensayo realizado también a tiempos tempranos pero incorporando 

más genotipos se observó una mayor colonización de HMA en los genotipos de soja no 

domesticados que en los domesticados, apoyando las observaciones del ensayo 1. En este 

ensayo al igual que en el ensayo 1, todos los genotipos de soja no domesticados mostraron 

una formación arbuscular mayor que los genotipos domesticados. Un resultado similar fue 

informado en el árbol de pan o frutipan (Artocarpussp.) donde tanto las tasas de 

colonización vesicular como arbuscular disminuyeron significativamente en los cultivares 

comerciales o domesticados (Xing et al. 2012). El índice de DM positivo expresado como 

crecimiento de biomasa y contenido de nutrientes minerales fue mayor en genotipos de 

soja no domesticados que en domesticados. Estos resultados están de acuerdo con los de 

Khalil et al. (1994; 1999), quienes observaron que Glycine soja inoculada con HMA, tenía 

7,8 veces mayor contenido en P total que Glycine soja sin inocular, mientras que los 

valores para sojas mejoradas fueron de 2,4 para Mandarín y 1,5 para Swift. También 

observaron que las raíces de Glycine soja inoculadas con HMA mostraron mayor actividad 

fosfatasa que los cultivares sin inocular. Además, Zhu et al. (2001) reportaron una menor 

capacidad de respuesta micorrícica en la concentración de P en raíces, en cultivares de 

trigo modernos que en cultivares antiguos. 

En nuestro estudio bajo condiciones bien regadas, se observó que la arquitectura de 

las raíces laterales con micorrizas fue más grande y más densa que las raíces de soja sin 

micorrizas, lo que podría sugerir una mayor capacidad de absorción de nutrientes 
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minerales en las plantas de soja micorrrizadas. En tal sentido, se ha informado que los 

HMA, tienen la capacidad de regular la arquitectura del sistema de raíz permitiendo una 

mayor absorción de nutrientes minerales (Smith y Read 2008). Wu et al. (2011, 2015) 

demostraron que la inoculación con HMA estimulaba la modificación morfológica de 

ciertas características de la raíz, como la longitud de la raíz, el área superficial y su 

volumen en Poncirus trifoliata L. Por otro lado, Isobe et al. (2002) informaron un efecto 

negativo de la inoculación de HMA sobre la longitud y el número de raíces principales y 

raíces laterales en Phaseolus vulgaris. Además, algunos estudios han descrito las 

diferencias en la arquitectura de las raíces entre los cultivares modernos y sus parientes 

silvestres. Por ejemplo, se desarrolló un sistema de raíces poco profundo en lechuga 

cultivada, Lactuca sativa, comparado con Lactuca serriola silvestre (Jackson 1995). Sin 

embargo, nuestros resultados no mostraron cambios en la arquitectura de la raíz 

micorrícica entre los genotipos de soja domesticados y no domesticados, lo que sugiere que 

la selección genética no afectó la arquitectura de las raíces en plantas de soja micorrizadas 

bajo condiciones de riego, al menos en una etapa temprana de colonización. 
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Conclusiones 

Nuestros hallazgos muestran variabilidad genética en la capacidad de colonización 

micorrícica entre los genotipos de soja no domesticados y domesticados y el inóculo nativo 

mixto de HMA. Los genotipos de soja no domesticados presentan un mayor porcentaje de 

micorrización comparado con los domesticados.  

La domesticación de los genotipos influye en la colonización micorrícica y tal 

efecto fue acompañado por una disminución en la formación de estructuras; especialmente 

arbúsculos, una disminución del peso seco aéreo y radicular y en la absorción de 

nutrientes. Por el contrario, la arquitectura de las raíces micorrizadas de soja domesticada 

es similar a la no domesticada, sugiriendo que la domesticación no alteró la capacidad de 

exploración del suelo en la simbiosis HMA-soja domesticada. 

La medición de parámetros claves del estrés oxidativo como contenido en clorofila, 

daño oxidativo como MDA y la defensa antioxidante como contenido en FRAP, mostró 

una respuesta temprana en los genotipos de soja ND y variable en los genotipos D. 

La selección de genotipos de soja con buena y temprana colonización micorrícica y 

con una alta relación arbúsculos/hifa surge como una estrategia útil para el desarrollo de 

variedades que optimicen la contribución de HMA en los sistemas de cultivo. 

Las diferencias en la colonización micorrícica entre genotipos de soja no 

domesticados y domesticados pueden ayudar a dilucidar los diferentes mecanismos 

responsables de esta asociación. 

Consecuentemente, se acepta la Hipótesis 1 que establece: el proceso de 

domesticación de los cultivares modernos afecta la capacidad de las plantas para asociarse 

simbióticamente con hongos micorrícicos arbusculares. Predicción: los genotipos de soja 

no domesticados exhibirán una mayor colonización y dependencia micorrícica en 

comparación con los genotipos domesticados. 

  



59 

 

 

 

 

CAPÍTULO 3 

Participación de poliaminas claves y 
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Introducción 

Poliaminas y flavonoides: metabolitos claves en la colonización 

micorrícica de genotipos de soja domesticados y no 

domesticados 

La asociación entre las plantas vasculares y los HMA, se encuentra dentro del 

mutualismo más antiguo y generalizado de los ecosistemas terrestres, por lo que tiene una 

alta importancia ecológica (Strack et al. 2003; Parniske 2008). El establecimiento de esta 

asociación implica un complejo intercambio de señales entre los dos simbiontes (Gadkar et 

al. 2001, Vierheilig y Piche 2002). Después del primer contacto físico entre las hifas y las 

raíces de las plantas, el hongo forma apresorios y posteriormente penetra en la superficie 

de la raíz colonizando el espacio intercelular de la corteza radicular que conduce a la 

formación del arbúsculo (García Garrido y Ocampo 2002, Pozo et al. 2002). El aumento 

del crecimiento de las hifas cerca de la raíz de la planta se atribuye al hecho de que 

probablemente existan moléculas específicas presentes en los exudados radiculares del 

huésped, lo que indica que de algún modo se produce un fenómeno de reconocimiento en 

las primeras etapas de formación de la micorrización (Gadkar et al. 2001; Vierheilig y 

Piche 2002). Entre las moléculas que han estado implicadas en las señales entre las plantas 

y los HMA, algunas investigaciones han mencionado los flavonoides (Weston y Ulrike 

Mathesius 2013) y poliaminas (PAs) (Requena et al. 2007; Kusano et al. 2008). 

Los flavonoides son metabolitos secundarios presentes en la mayoría de las plantas, 

y también constituyen una gran parte de los exudados radiculares y juegan un papel 

importante en muchas interacciones microbianas de las plantas (Akiyama et al. 2002). Por 

ejemplo, se ha mencionado su participación en etapas presimbioticas: germinación de 

esporas, longitud de hifa, ramificación de hifas y formación de un grupo de células 

auxiliares o esporas secundarias y en etapas simbióticas: formación de puntos de entrada y 

colonización de raíces, del desarrollo de los hongos arbusculares (Scervino et al. 2009; 

Mandal et al. 2010). 

Larose et al. 2002, observaron en la etapa temprana de la colonización con HMA, 

niveles intermedios de flavonoides durante la penetración de la raíz, mientras que, altos 

niveles de flavonoides (como fitoalexina y medicarpin) se registraron, en una etapa 

posterior de la colonización de la raíz. Badri et al. (2009) establecieron que, una vez que 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4917562/#B103


61 

 

las plantas están bien colonizadas por HMA, el patrón de flavonoides cambia 

drásticamente, sugiriendo un papel regulador de los flavonoides en la interacción planta-

HMA. Además, Scervino et al. (2005) reportaron que los efectos estimulantes de los 

flavonoides sobre el crecimiento de HMA podrían verse comprometidos, ya que cada 

flavonoide puede ejercer un efecto negativo o neutral sobre diferentes hongos debido a su 

especificidad involucrada en la formación de simbiosis micorrícica. Sin embargo, los 

flavonoides podrían no ser esenciales para el reconocimiento fúngico-vegetal ya que 

Becard et al. (1995) mostraron que las plantas mutantes de maíz dañadas en la producción 

de flavonoides fueron capaces de formar micorrizas de forma similar a las plantas de tipo 

silvestre. Hasta ahora, el papel de los flavonoides y otros ácidos fenólicos durante el 

crecimiento pre-simbiótico en la asociación de HMA no está claro. 

Las PAs son pequeños compuestos policatiónicos que son omnipresentes en todos 

los organismos vivos (Kusano et al. 2008). Las principales especies de PAs en las plantas 

son putrescina (put), espermidina (spd) y espermina (spm). En las plantas, las PAs están 

involucradas en el crecimiento y el desarrollo, así como en las respuestas al estrés (Groppa 

y Benavides 2008; Alcázar et al. 2010; Mattoo et al. 2010; Takahashi y Kakehi 2010; Alet 

et al. 2012; Talaat y Shawky 2013). La homeostasis de las PAs se rige por un equilibrio 

dinámico entre la biosíntesis de las PAs y el catabolismo. La vía biosintética de las plantas 

PAs ha sido bien documentada (Bagni y Tassoni 2001, Kusano et al. 2008, Fuell et al. 

2010). La biosíntesis de la put comienza con la descarboxilación de la ornitina, catalizada 

por la ornitina descarboxilasa (ODC), o indirectamente por la descarboxilación de la 

arginina por la arginina descarboxilasa (ADC), vía agmatina (Fuell et al. 2010). La put 

sirve entonces de sustrato para la biosíntesis de spd y spm a través de las actividades de S-

adenosilmetionina descarboxilasa (SAMDC) y espermidina (SPDS) y espermina sintasa 

(SPMS), (Walters 2000). El catabolismo de las poliaminas es crucial en la regulación de 

los niveles de las PAs en las células. Se catabolizan oxidativamente por aminas oxidasas 

que incluyen diamina oxidasas con unión al cobre (CuAO) / diaminas oxidasas (DAO) y 

FAD-unión de las poliaminas oxidasas (PAO) que están extendidas en todos los 

organismos vivos (Cona et al. 2006). Como resultado de la actividad de DAO, put puede 

oxidarse a Δ'-pirrolina con la liberación de amoníaco y peróxido de hidrógeno (H2O2). La 

oxidación de spm por PAO produce 1,3-aminopropilpirrolina, junto con diaminopropano y 

H2O2 (Bagni y Tassoni 2001). En las plantas se han reportado papeles diversificados de 

DAO y PAO en el crecimiento de las células (Delis et al. 2006, Tisi et al. 2011), en la 
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tolerancia al estrés por sequía (Yamaguchi et al. 2007. Shukla et al. 2015), al estrés salino 

(Cona et al. 2006, Liu et al. 2011) y respuestas de defensa (Rea et al. 2002). 

Numerosas investigaciones implican que las PAs están involucradas en la 

colonización micorrícica (El Ghachtouli et al. 1996, Wu et al. 2010 a, b). En general, las 

PAs afectan a la colonización micorrícica arbuscular de las raíces de guisantes actuando 

directamente sobre el hongo, aumentando así los puntos de contacto con las raíces del 

huésped (El Ghachtouli et al. 1996). Específicamente, El Ghachtouli et al. (1996) 

reportaron que las PAs alteran la fisiología de la planta huésped, por interacción con 

pectinasas, afectando así la adhesión y / o penetración de la pared celular de la planta por el 

HMA. En plántulas de Citrus tangerine inoculadas con Glomus mosseae (Wu et al. 2010 

a), el uso de difluorometilornitina, un inhibidor irreversible de la formación de put, mostró 

una inhibición significativa en el crecimiento de las plantas, la colonización micorrícica y 

el desarrollo radicular. Además, Wu et al. (2010 b), observó que las aplicaciones exógenas 

de put, pero no spm o spd, mejoraron el desarrollo micorrícico de las raíces de las plántulas 

de cítricos. Todos estos efectos se relacionaron con una inhibición de la asignación de 

glucosa a la raíz, lo que indica que las PAs endógenas regulan el desarrollo micorrícico de 

las plántulas de cítricos a través de la alteración de la asignación de carbohidratos a la raíz. 

Los resultados desarrollados en el capítulo 2 de esta tesis doctoral mostraron 

diferencias significativas en la capacidad de colonización micorrícica entre genotipos de 

soja no domesticados y domesticados (Salloum et al. 2016). 

En función de estas observaciones para el capítulo 3, se seleccionaron dos 

genotipos: un genotipo de soja no domesticado (ND-4) que mostró más capacidad de 

colonización micorrícica y formación de arbúsculos desde tiempos tempranos, comparado 

con el genotipo domesticado seleccionado (D-1). En este sistema experimental 

consideramos de interés evaluar PAs y flavonoides como posibles metabolitos 

involucrados en el proceso de colonización, bajo la siguiente Hipótesis 2: los genotipos de 

soja domesticados y no domesticados presentan diferencias en la concentración de 

flavonoides y PAs lo que está influenciado por diferencias en la capacidad de colonización 

micorrícica, particularmente en la formación de arbúsculos. Predicción: las raíces de soja 

de los genotipos no domesticadas presentarán una mayor concentración de flavonoides y 

PAs con respecto a las raíces de los genotipos domesticados. 

Para probar esta hipótesis seguimos dos enfoques: en la simbiosis HMA-soja 1) se 

desarrolló un sistema experimental con la adición exógena de concentraciones crecientes 
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de flavonoides y 2) se obtuvieron raíces transgénicas con el silenciamiento de la vía PAs a 

nivel ADC y DAO, utilizando ARN interferente (ARNi). 

 

Materiales y Métodos 

Material vegetal y fúngico 

Se utilizaron dos genotipos de soja: genotipo de soja domesticado (en adelante 

denominado genotipos D-1) y genotipos de soja no domesticado (en lo sucesivo 

denominados genotipos ND-4); seleccionados por el porcentaje de micorrización (Salloum 

et al. 2016). 

El inóculo de HMA mixto se aisló según Salloum et al. (2016), a partir de raíces de 

soja recogidas de un sistema de monocultivo de soja desarrollado en EEA INTA Manfredi.  

 

Sistema Experimental 

El experimento de inoculación de HMA se realizó en un diseño factorial 

completamente al azar 2 x 2 x 1, con dos genotipos (D-1 y ND-4), dos tratamientos de 

inoculación, inoculadas con HMA (CM) y sin inocular con HMA (SM) y un régimen 

hídrico: riego normal (80 % de CC). Para el tratamiento de las semillas, inoculación y 

trasplante se siguió la misma metodología que en los ensayos mencionados en materiales y 

métodos 1 (ver capítulo 2). 

Se tomaron muestras de raíces a los 20 días de tratamiento. Se utilizaron 10 

macetas (10 plántulas) por genotipo (D-1 y ND-4) y por tratamiento (CM y SM). 

 

Determinación de micorrización total 

Las estructuras de HMA en las raíces se tiñeron según Phillips y Hayman (1970) y 

la colonización se midió siguiendo McGonigle et al. (1990). 

 

Extracción y preparación de muestras para determinación de 

flavonoides y fenoles totales. 

Después de 20 días de inoculación se recogieron las raíces y se almacenaron en 

bolsa de plástico sellada a 4 ºC para la extracción. Se molieron las muestras (10 mg) y 
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luego se las remojo en 7 ml de metanol-agua (70:30 v / v) durante 24 h en un recipiente de 

vidrio a temperatura ambiente. Se dejaron enfriar las muestras a temperatura ambiente, y 

luego se centrifugaron a 4000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se recuperó para la 

determinación de flavonoides y fenoles totales. Los extractos se realizaron por triplicado. 

 

Determinación de compuestos fenólicos totales 

La concentración de fenoles totales en extractos de raíz se determinó usando el 

método de Folin-Ciocalteu (Waterman y Mole 1994, Nepote et al. 2005). La absorbancia 

de las muestras se registró a 760 nm por espectrometría (Spectrum SP-2100, Zhejiang, 

China). Se utilizó como estándar, ácido gálico (GAE, Sigma-Aldrich, St. Luois, EE.UU.). 

La concentración de fenoles totales de las raíces se calculó como equivalente de ácido 

gálico (mg GAE / g Ps). 

 

Determinación de flavonoides totales 

Para determinar la concentración total de flavonoides de los extractos se utilizó el 

ensayo de formación de complejos de cloruro de aluminio (Luximon-Ramma et al. 2005). 

Se utilizó quercetina (QE, Sigma Aldrich, St. Luois, EE.UU.) y se determinó la 

concentración de flavonoides como equivalentes de quercetina. Se dibujó una curva de 

calibración para la quercetina para este propósito, y se leyó la absorbancia a 367 nm. Las 

concentraciones de flavonoides se expresaron en (mg de QE / g Ps). 

 

Aplicación de flavonoides exógenos 

Se realizaron cuatro tratamientos, con diez repeticiones cada uno para un total de 40 

macetas (una semilla / maceta). Los tratamientos realizados fueron: 1) HMA sin 

flavonoides (HMA + no F), 2) 50 mg / l de flavonoides exógenos más HMA (HMA+ F / 

50), 3) 100 mg / l de flavonoides exógenos más HMA (HMA + F / 100), y 4) 150 mg /l de 

flavonoides exógenos más HMA (HMA + F / 150). Los flavonoides (Sigma, 

EE.UUG0897, formula: C21H20O10, peso de fórmula: 432.4 AMU) se aplicaron 

exógenamente (100 ml) al medio de suelo en el inicio y después de 10 y 20 días de 

inoculación. Los otros tratamientos recibieron 100 ml de agua destilada. 

Las plántulas se cosecharon 20 días después de los tratamientos con flavonoides 

exógenos, y se separaron las raíces. Se limpiaron trozos de raíces con hidróxido de potasio 
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al 10% y se tiñeron con azul de tripán al 0,05% en lactofenol según Phillips y Hayman 

(1970). La colonización y estructuras micorrícicas, tales como hifas, vesículas y arbúsculos 

se examinaron y calcularon microscópicamente (Wu et al. 2008). 

 

Determinación de poliaminas 

El material vegetal (70 mg PS de raíces de soja) luego de 20 días de tratamiento con 

HMA se homogeneizó con 5% de ácido perclórico, se mantuvo 30 min en hielo y se 

centrifugó a 5000 rpm durante 10 minutos. Los sobrenadantes se obtuvieron usando el 

método de dansilación descrito por Smith y Meeuse (1966) y se utilizó 1,6 hexanodiamina 

como patrón interno. La dansilación de los estándares de put, spd y spm fueron realizados 

simultáneamente. Los derivados de dansilo se extrajeron con 1 ml de acetato de etilo. Las 

PAs se separaron e identificaron por TLC, realizadas en placas de gel de sílice de alta 

resolución (JT Baker, placas de gel de sílice IB 2-F) usando n-hexano: acetato de etilo (1: 

1). Las PAs se identificaron mediante la comparación de los valores referencias. Las placas 

de sílice se observaron bajo luz UV y las bandas correspondientes a las PAs en las 

muestras y patrones se rasparon de las placas y se eluyeron con 1 ml de acetato de etilo. Su 

fluorescencia se midió a 365 nm de excitación y 510 emisiones en un espectro fluorómetro 

(Aminco Bowman). 
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Aislamiento del ARN y análisis semicuantitativo de RT-PCR. 

Se extrajo el ARN total de las raíces de soja utilizando un kit de extracción de ARN 

(Sigma). El ADN genómico se degradó con DNasa I libre de RNasa (Invitrogen, Carlsbad, 

CA, U.S.A.) por incubación en el tampón suministrado durante 15 minutos a temperatura 

ambiente. La pureza y la integridad del ARN se determinaron por electroforesis en gel de 

agarosa y las relaciones A260 / A230 y A260 / A280. Para los experimentos de RT-PCR, 3 

μg de ARN total tratado con DNasa se transcribió inversamente en ADNc con oligo (dT) 

(12-18 -mer) utilizando la Transcriptasa Inversa M-MLV [H-] (Promega). Se utilizó una 

fracción (aproximadamente 1/20) de los ADNc de la primera hebra como molde para la 

PCR con cebadores específicos del gen en un volumen de 25 μl con 1 U de polimerasa Taq 

(Promega), 20 μM cada dNTP y 0,25 μM de cada cebador. La amplificación se llevó a 

cabo con un ciclo inicial de 1 min a 95 ° C, seguido de 30 ciclos de 1 min a 95 ° C, 30 s a 

60 ° C y 1 min a 72 ° C, y un único ciclo final de 7 min a 72 ° C. Los productos de RT-

PCR se resolvieron en gel de agarosa al 1,2% (p / v) en tampón TRIS-acetato-EDTA. 

Como control interno, se utilizaron cebadores: FE1F (5´-

TGTTGCTGTTAAGGATTTGAAGCG-3´) y FE1R (5´-

AACAGTTTGACGCATGTCCCTAAC-3´) para amplificar 358 pb dentro del gen de 

mantenimiento de la soja, tefS1 (factor de elongación FE-1α; X56856). 

 

Construcción de plásmidos 

Para generar el vector silenciador, se crearon repeticiones invertidas en pARNi 

mediante dos etapas secuenciales de clonación. Las regiones diana correspondientes a la 

secuencia codificante de GmADC (320bp) o GmDAO (337bp) se amplificaron por PCR y 

posteriormente se enlazaron en el plásmido ARNi en los sitios de restricción AscI - SwaI 

en la orientación con sentido, o en los sitios de restricción BamHI - SpeI en la dirección 

antisentido. La construcción de repetición invertida resultante se insertó KpnI-PacI en el 

vector binario pRedRoot. Las regiones diana se amplificaron usando los siguientes 

cebadores:  

GmADC-F: 5´ATATACTAGTGGCGCGCCGAATGTTTTTGGGTGGGGCTTAC 3´;  

GmADC-R: 

5´CGCGGGATCCATTTAAATCAGCAGATAAGGCATTCTGTCAAAGG3´., 

GmDAO-F: 5´ACTAGTGGCGCGCCCAGGATGGAAARATAGAAGC 3´; 

GmDAO-R: 5´ GGATCCATTTAAATGCATAACWGGCCAGTCTTCC 3´. 
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Los sitios de restricción SpeI-AscI y BamHI-SwaI que están incluidos en el cebador 

han sido subrayados. 

Las construcciones resultantes se utilizaron para la transformación mediada por 

Agrobacterium rhizogenes K-599, lo que permitió la generación de plantas compuestas, 

principalmente según lo descrito por Estrada -Navarrete et al. (2007). 

 

Silenciamiento de poliaminas 

Con el objetivo de demostrar que las PAs están relacionadas con la colonización 

micorrícica se obtuvieron construcciones silenciadas en arginina decarboxilasa (ADC) y en 

diamino oxidasa (DAO), enzimas que intervienen en la síntesis y en el catabolismo de las 

PAs, respectivamente. En la figura 11 se observa el procedimiento para la obtención de 

raíces de soja con silenciamiento génico. 

 

 

Figura 11. Transformación de raíz de soja. A) 7 días de crecimiento de los plantines; B) 

Inoculación de los plantines con A. rhizogenes y con A. rhizogenes + vector de red root resistente a 

la Kanamicina con segmento de ADN que silencia a las enzima DAO y ADC alrededor del área de 

los cotiledones utilizando una jeringa de insulina; C) 15 días después de la inoculación; D) raíz 

transformadas cultivadas en la cámara durante un mes. 
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De diez a doce días después de la infección, se seleccionaron las plántulas que 

presentaban profusa formación de raíz peluda en el sitio de infección, se eliminó la raíz 

primaria cortando aproximadamente 1 cm por debajo del nudo cotiledonario y se 

replantaron en macetas nuevas que contenían suelo: arena estéril. Inmediatamente después 

de transferir a nuevas macetas, cada una de las plantas transformadas con A. rhizogenes se 

inocularon con HMA, y se irrigaron con una solución nutritiva de Hoagland. 

Posteriormente, las plantas se cubrieron con bolsas de polietileno para mantener las 

condiciones húmedas y se devolvieron a la cámara de crecimiento mantenida a un ciclo luz 

/ oscuridad de 16/8 h y a una temperatura de 25ºC. Después de 4-5 días de incubación, las 

bolsas de plástico se perforaron para facilitar la aclimatación gradual de las plantas 

transformadas al medio ambiente durante unos días. Las plantas se cosecharon 3-4 

semanas después de la inoculación y las raíces se analizaron para observar la formación de 

micorrizas. 
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Análisis Estadístico 

Los análisis estadísticos se llevaron a cabo mediante el empleo del programa 

InfoStat Profesional (Di Rienzo et al. 2013). Los datos se analizaron estadísticamente 

usando un análisis de varianza (ANOVA). Las diferencias entre las medias se compararon 

mediante pruebas Duncan (p≤ 0,05). 
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Resultados 

Después de 20 días de tratamiento con HMA, en condiciones de riego normal, las 

raíces del genotipo ND-4 CM mostraron un aumento significativo en la concentración de 

flavonoides y fenoles totales comparado con su control SM (Figura 12 A y 12 B). Por el 

contrario, en el genotipo D-1 CM, no se observaron diferencias en comparación con su 

control SM (Figura 12 A y 12 B). 

 

 

Figura 12. A) Concentración de flavonoides totales y B) Concentración de fenoles totales en 

raíces de genotipo de soja domesticado (D-1) y no domesticado (ND-4) a 20 días de edad foliar, en 

condiciones de riego normal (80 % de capacidad de campo); con y sin hongos micorrícicos 

arbusculares (CM y SM) . Los datos son medias ± SE (n=10 plantas). Las barras con las mismas 

letras no son significativamente diferentes, de acuerdo a la prueba de Duncan (p≤0,05) 
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Efecto del tratamiento exógeno de flavonoides totales en la 

colonización micorrícica de genotipos de soja domesticados vs 

no domesticados 

La aplicación exógena de flavonoides totales condujo a un aumento en la 

colonización micorrícica en las raíces de ambos genotipos de soja, particularmente, en el 

número de arbúsculos y vesículas (Tabla 6). El efecto positivo se relacionó con la 

concentración, siendo la concentración de flavonoides más alta, F / 150 mg, la más 

efectiva, sobre todo en el incremento del porcentaje de arbúsculos en ambos genotipos. 

Además, esta concentración más alta también favoreció el incremento en la colonización 

micorrícica y formación de arbúsculos en el genotipo D-1. 
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Tabla 6. Efecto de la aplicación exógena de flavonoides totales en la colonización micorrícica de 

genotipo de soja domesticado (D-1) y no domesticado (ND-4). Las plantas fueron irrigadas con 

agua o con diferentes concentraciones de flavonoides (50-100 o 150 mg / l). Los resultados se 

expresan como porcentaje. 

Tratamientos Colonización 

total (%) 

Colonización 

por hifas (%) 

Colonización 

por vesículas 

(%) 

Colonización 

por arbúsculos 

(%) 

D-1 

HMA+F/0 

 

20,9 d 

 

19,9 e 

 

1 c 

 

0 e 

D-1 

HMA+F/50 

 

34,4 c 

 

29,5 b 

 

3,3 b 

 

3,4 d 

D-1 

HMA+F/100 

 

34,5 c 

 

26,6 c 

 

3,3 b 

 

4,4 d 

D-1 

HMA+F/150 

 

39,5 b 

 

27,2 c 

 

1,7 c 

 

12,2 b 

ND-4 

HMA+ F/0 

 

35,5 c 

 

30,8 b 

 

2,6 b 

 

2,9 d 

ND4 

HMA+F/50 

 

38,6 b 

 

30,3 b 

 

3,3 b 

 

3,6 d 

ND4 

HMA+F/100 

 

43,3 a 

 

36,6 a 

 

3,3 b 

 

6,6 c 

ND4 

HMA+F/150 

 

44,5 a 

 

24,7 d 

 

3,7 a 

 

16,1 a 

Los datos son medias (n=10 plantas). Los valores con la misma letra en cada columna no son 

significativamente diferentes entre tratamientos según la prueba de Duncan (p<0,05). 
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Concentración de poliaminas 

En general, las tres PAs que se presentan con frecuencia en las plantas, se 

detectaron en las raíces de ambos genotipos con y sin micorrizas. Put fue la más 

abundante, seguida por spm y spd, respectivamente (Figura 13 A, B y C). 

En la Figura 13 A se observa un aumento significativo en la concentración de put 

en las raíces micorrizadas del genotipo D-1 CM, comparado con su control SM; no 

observándose diferencias significativas en los niveles de spd y spm. Por el contrario, se 

registraron aumentos significativos en las tres PAs en las raíces micorrizadas del genotipo 

ND-4 CM, comparado con su control SM (Figura 13 B). 

En la figura 13 C donde se compara la concentración de PAs en ambos genotipos 

CM, fue evidente una mayor concentración de las tres PAs, put, spd y spm en el genotipo 

ND-4, comparado al genotipo D-1. 
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Figura 13. Concentración de poliaminas (PAs) en condiciones de riego normal (80 % de 

capacidad de campo). A) raíces de genotipo de soja domesticados (D-1): sin micorrizas (D-1SM) y 

con micorrizas (D-1CM); B) raíces de genotipo de soja no domesticados (ND): sin micorrizas (ND-

4SM y con micorrizas (ND-4CM); C) raíces de genotipo de soja domesticado y no domesticados 

micorrizados (D-1 CM; ND-4 CM), spm: espermina, spd: espermidina, put: putrescina. Los datos 

son medias ± SE (n=10 plantas). Las barras con las mismas letras no son significativamente 

diferentes, de acuerdo a la prueba de Duncan (p≤0,05). 
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Comprobación del Silenciamiento en ADC y DAO y su acumulación 

diferencial en raíces de soja micorrizadas domesticada vs no 

domesticada 

Los genotipos D-1 y ND-4 con sus raíces transformadas por el A. rhizogenes se 

inocularon con el inóculo mixto de HMA, y sus raíces fueron evaluadas para confirmar el 

silenciamiento génico de las PAs claves, como así también su colonización micorrícica. De 

este modo, en las raíces control (no silenciadas) K599, al probar los primers (PR) DAO y 

ADC, se observó, según lo esperado, acumulación de transcriptos de los genes respectivos 

(Figura 14 A y B; D1-K599 y ND4-K599). Por el contrario, cuando se evaluaron las raíces 

de plantas silenciadas, no se observó acumulación de transcriptos según el PR evaluado. 

Así, cuando se probó el PR.DAO en plantas silenciadas en DAO, no se registró presencia 

de transcriptos DAO en ambos genotipos (Figura 14 A y B; D1-DAO y ND4-DAO). Un 

resultado similar se observó con el PR.ADC en plantas silenciadas en ADC, de este modo, 

se confirmó el silenciamiento de dichos genes en las raíces de ambos genotipos con 

micorrizas (Figura 14 A y 14 B). 

Por otro lado, y con el objetivo de avanzar en la comprensión de la participación de 

las PAs en la colonización micorrícica, se evaluó su acumulación diferencial en las raíces 

transgénicas silenciadas. Así, cuando se probó el PR.ADC en raíces de soja micorrizada 

silenciadas en DAO, se comprobó acumulación de transcriptos ADC. Dicho 

comportamiento se registró en ambos genotipos (Figura 14 A y B, primer ADC; 

tratamiento D1-DAO y ND4-DAO). Por el contrario, cuando en las raíces silenciadas en 

ADC, se evaluó el efecto de la incubación con el PR-DAO, en las raíces de soja 

micorrizada de ambos genotipos, no se registró presencia de transcriptos DAO (Figura 14 

A y B; PR.DAO tratamiento D1-ADC y ND4-ADC). 
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Figura 14. Acumulación de transcriptos de enzimas del metabolismo de las poliaminas, en raíces 

transgénicas de soja micorrizadas de genotipo domesticado (D-1) vs no domesticado (ND-4). TEF: 

Factor de elongación (usado como control interno). Tratamientos: K599: planta micorrizada no 

transformada; -ADC: raíces micorrizadas silenciadas en arginina descarboxilasa; -DAO: raíces 

micorrizadas silenciadas en diamina oxidasa. M. Marcador molecular. PR: primer. 

 

Al evaluar el efecto de PAs claves sobre la colonización micorrícica, en raíces 

transgénicas silenciadas (Tabla 7) se observó que el porcentaje de micorrización y 

formación de arbúsculos fue similar en las plantas control D1-K599 y ND-4K5999. Con 

respecto a las plantas silenciadas en ADC, un gen clave para la síntesis general de las PAs, 

se observó en ambos genotipos (D-1 y ND-4), una disminución en la colonización 

micorrícica total y ausencia de arbúsculos (Tabla 7). 

Por el contrario, el silenciamiento del gen clave en la degradación de las PAs, como 

DAO, en las plantas D-1 promovió la formación de arbúsculos ausentes en D1-k599. En 

las plantas ND-4 con raíces silenciadas en DAO, el porcentaje de micorrización total y 

formación de arbúsculos fue similar a su control.  

En la figura 15 A y 15 B se observa el efecto de la raíces micorrizadas transgénicas 

silenciadas en DAO y ADC, sobre la DM evaluada como altura, número y tamaño de 

hojas. Las plantas micorrizadas con raíces silenciadas D1-DAO y ND4-DAO se 

desarrollaron de forma normal como las plantas control no transformadas, D1-K599 y ND-

4K599. Sin embargo, fue evidente un efecto sobre el crecimiento aéreo en ambos 

genotipos, cuando las raíces fueron silenciadas en ADC (Figura 15 A y B, D1-ADC y 

ND4-ADC), observándose una disminución en altura, número y tamaño de las hojas de las 

plantas, comparada con las plantas control (D1-K599 y ND4-K5999) y las plantas 

silenciadas en DAO (D1-DAO y ND4-DAO). 
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Tabla 7. Colonización micorrícica luego de 30 días de tratamiento con hongos micorrícicos 

arbusculares, en raíces silenciadas en arginina decarboxilasa (ADC) y en diamino oxidasa (DAO) y 

no silenciadas (control K599) en genotipo de soja domesticado (D-1) vs no domesticado (ND-4). 

Los resultados se expresan como porcentajes. 

Tratamientos Colonización 

total (%) 

Colonización 

por hifas (%) 

Colonización 

por 

vesículas(%) 

Colonización por 

arbúsculos(%) 

D1-K599 28 a 22,5 b - - 

D1–DAO 26 a 26 a - 5,5 a 

D1–ADC 8 b 8 c - - 

ND4-K599 30 a 23,3 b - 6,6 a 

ND4-DAO 26,6 a 20 b - 6,6 a 

ND4-ADC 10 b 10 c - - 

Los datos son medias (n=10 plantas). Los valores con la misma letra en cada columna no son 

significativamente diferentes entre tratamientos según la prueba de Duncan (p<0,05). 

 

 

Figura 15. Dependencia micorrícica en parte aérea A) D-1: genotipo domesticado; B) ND-4: 

genotipo no domesticado; K599: Agrobacterium Rhizogenes; -DAO: Agrobacterium Rhizogenes 

+vector de red root resistente a la Kanamicina con segmento de ADN que silencia a la enzima 

DAO; –ADC: Agrobacterium Rhizogenes + vector de red root resistente a la Kanamicina con 

segmento de ADN que silencia a la enzima ADC. 
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Discusión 

Conocer el diálogo entre las plantas y los HMA es crucial para entender la diferente 

capacidad micorrícica entre los distintos genotipos. En este capítulo se analizó la 

importancia y participación de dos metabolitos, flavonoides y PAs, implicados en la 

colonización micorrícica. De acuerdo a nuestro conocimiento, la comparación de la 

cantidad de estos metabolitos entre las raíces micorrizadas de genotipos de soja no 

domesticados o domesticados es original, y permitirá mejorar la comprensión de la 

colonización micorrícica en la simbiosis HMA-soja. 

Es conocido que los flavonoides son metabolitos implicados en el desarrollo 

presimbiótico de los HMA en el suelo y en el proceso de reconocimiento de la interacción 

planta-HMA (Scervino et al. 2009.; Mandal et al. 2010). En ese sentido, en nuestros 

resultados, observamos una concentración endógeno mayor de flavonoides y fenoles 

totales en plantas CM en comparación a plantas SM. También observamos un incremento 

en el porcentaje de micorrización total y porcentaje de estructuras fúngicas a mayor 

concentración de flavonoides y fenoles. Estos resultados apoyan la idea de participación de 

los flavonoides y fenoles en la regulación de la colonización micorrícica. 

La concentración endógena de flavonoides y fenoles totales en raíces fueron 

mayores en el genotipo ND-4 CM que en las raíces del genotipo D-1 CM. Estos datos 

sugieren que la domesticación alteró negativamente los niveles de flavonoides en 

genotipos de soja domesticados y micorrizados y tal efecto podría haber influido en la 

variabilidad observada en la respuesta de soja domesticada a la colonización micorrícica 

(Salloum et al. 2016). 

En apoyo de esta idea, en función de la aplicación exógena de flavonoides totales, 

el genotipo ND-4 CM, presentó mayores porcentajes de micorrización que los observados 

en el genotipo D-1 CM, en todas las concentraciones de flavonoides totales estudiadas. Sin 

embargo, se observó que la aplicación de flavonoides exógenos mejoró la colonización 

micorrícica, en el genotipo de soja D-1, lo que le permitió alcanzar un nivel similar al 

genotipo ND-4. También, las diferencias de colonización observadas entre las 

concentraciones fueron más evidentes en el genotipo D-1, lo que podría indicar que los 

niveles endógenos de flavonoides en ND-4 están muy cerca del óptimo requerido para 

alcanzar buenos niveles de micorrización. Además, en el presente estudio, se observó que 

la adición exógena de flavonoides estuvo acompañada por un aumento en la formación de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4917562/#B103


79 

 

arbúsculos tanto en el genotipo ND-4 como en el D-1, lo que sugiere una relación entre los 

flavonoides y la formación de arbúsculos. Más aún, la aplicación exógena de flavonoides 

estimuló la formación de arbúsculos en el genotipo D-1, reforzando la idea que la 

domesticación alteró negativamente los niveles de flavonoides en soja domesticada y 

micorrizada, con un efecto específico en la formación de arbúsculos. 

La interacción de las plantas con microorganismos beneficiosos también induce 

cambios en el metabolismo de las PAs. La colonización de HMA parece depender de los 

niveles de PAs (Yao et al. 2010). Sannazzaro et al. (2004) han sugerido que las PAs 

desempeñan un papel importante en las etapas iniciales de la colonización micorrícica 

debido a que se encontraron varias PAs en esporas de HMA. En el presente estudio el 

porcentaje de colonización micorrícica y la concentración de PAs, fueron mayores en el 

genotipo ND-4. Tales resultados muestran cambios la concentración endógena de PAs en 

función de la domesticación de soja con raíces micorrizadas y sugieren una posible 

participación de las PAs en la regulación de la colonización micorrícica. En este contexto, 

Wu et al. (2010 b) observó que put, pero no spd o spm, mejoró el desarrollo micorrícico de 

la raíz y el crecimiento de la planta de Citrus trifoliada. Más aún, Wu et al. (2012 a) 

reportaron que las plántulas de mandarina inoculadas con HMA aumentaron tanto la 

actividad foliar como de raíz, de arginina y de ornitina descarboxilasa (ADC y ODC), 

estimulando así la síntesis de put. De forma similar, se observó que la aplicación exógena 

de PAs, especialmente put, permitió un mayor desarrollo en el crecimiento y una mayor 

colonización micorrícica en Citrus mandarina (Wu et al. 2010 a y c), Citrus limonia (Yao 

et al. 2010), Poncirus trifoliate (Wu et al. 2010 b) y Freesia híbrida (Rezvanypour et al. 

2015). Además, se ha investigado la posible participación de put en el desarrollo de 

micorrizas mediante aplicaciones exógenas de DL-α-difluorometilornitina (DFMO), un 

inhibidor competitivo de los pasos catalizados por ODC de la formación de put (Hummel 

et al. 2002). DFMO inhibió fuertemente la infección micorrícica de Pisum sativum y la 

inhibición se invirtió cuando se incluyeron exógenos de put en el tratamiento DFMO (El 

Ghachtouli et al. 1996). Sin embargo, la evidencia para apoyar el rol directo de estos 

procesos sigue siendo difícil de alcanzar. Según nuestro conocimiento, nuestros resultados 

son los primeros en mostrar que la concentración endógena de PAs de raíces de soja 

micorrizada fue alterado en función de la domesticación. 

Con el objetivo de avanzar en el conocimiento de la participación de PAs 

endógenas de raíces de soja micorrizadas en la regulación de la colonización micorrícica, 



80 

 

en esta tesis, informamos sobre el uso de técnicas moleculares que han facilitado la 

modulación de las PAs por sobreexpresión o regulación negativa de los genes de las 

enzimas biosintéticas de las PAs en plantas transgénicas o mutantes, revelando así el papel 

preciso de las mismas. Específicamente, se utilizó un enfoque de silenciamiento de RNAi 

para reducir la actividad de ADC en las raíces de soja con el objetivo de evaluar la 

capacidad de las plantas transgénicas para formar micorrización. Razonamos que si la ruta 

mediada por la ADC está implicada en la estimulación de la formación micorrícica y el 

crecimiento de las hifas en: Pisum sativum (El Gachtouli et al. 1996), Citrus tangerine (Wu 

et al. 2010 c) y Poncirus trifoliate (Wu et al. 2010 b, Wu et al. 2012 b), podríamos esperar 

que la regulación negativa por silenciamiento de la transcripción de ADC presente un 

efecto marcadamente depresivo sobre la formación de micorrizas en las raíces de soja. 

Concordando con lo mencionado, nuestros resultados mostraron que la regulación de la 

transcripción de GmADC tuvo un profundo efecto negativo sobre la colonización 

micorrícica y también afectó el desarrollo normal de la planta, las cuales presentaron 

crecimiento atrofiado; sin ramificación del tallo y con hojas pequeñas. Sánchez- Rengel et 

al. (2016) observaron resultados similares en una línea amiR: ADC de A. thaliana, lo que 

sugiere que el ADC desempeña un papel crucial en el crecimiento y desarrollo de las 

plantas durante su vida útil. Nuestros resultados muestran un efecto similar del 

silenciamiento en ADC a nivel fenotípico, en un genotipo de soja micorrizada. Más aun, 

estos resultados sugieren una posible participación del metabolismo de las PAs, 

particularmente la vía de ADC, tanto en la colonización micorrícica como en su efecto 

sobre la DM. 

Puesto que la degradación de la put es a través de la vía de DAO (Smith y Barker 

1988), para obtener más información sobre la participación de la misma en el proceso de 

colonización micorrícica se disminuyó la expresión de DAO. Es interesante destacar que, 

en las plantas silenciadas GmDAO, domesticadas y no domesticadas se observó expresión 

de los transcriptos en ADC, demostrando que la vía de síntesis de PAs continúo 

normalmente, cuando se suprimió la vía DAO de degradación. 

En ese sistema experimental, con presencia de transcriptos ADC, la colonización 

micorrícica y la DM no mostraron cambios, siendo similares a su control sin silenciar 

(K599). En consecuencia, estos resultados apoyan la importancia y posible participación de 

la vía ADC, no solo en la colonización micorrícica sino además en la DM. 

Finalmente, es interesante destacar que el silenciamiento en DAO, promovió la 

formación de arbúsculos en el genotipo D-1. Estos resultados resaltan la importancia de la 
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expresión de los transcriptos ADC tanto para la colonización micorrícica como para la DM 

tanto en genotipos domesticados como no domesticados. 
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Conclusiones 

Los resultados muestran que la colonización micorrícica y la formación de 

arbúsculos, se ven afectadas por la domesticación. Este efecto parece estar mediado por los 

niveles endógenos de metabolitos como los flavonoides y PAs (especialmente de put), ya 

que el genotipo ND-4 CM con mayor contenido endógeno de estos metabolitos, mostró 

mayor colonización micorrícica y mayor formación de arbúsculos. Consecuentemente, se 

acepta la hipótesis 2 que establece: los genotipos de soja domesticados y no domesticados 

presentan diferencias en la concentración de flavonoides y PAs lo que está influenciado 

por diferencias en la capacidad de colonización micorrícica, particularmente en la 

formación de arbúsculos. Predicción: las raíces de soja de los genotipos no domesticadas 

presentarán una mayor concentración de flavonoides y PAs con respecto a las raíces de los 

genotipos domesticados. 

El silenciamiento del gen ADC en las raíces de soja, alteró negativamente la 

colonización micorrícica, particularmente la formación de arbúsculos, y el fenotipo de 

ambos genotipos evaluados, sugiriendo su participación en el proceso de colonización. 

Proponemos, la selección de genotipos domesticados micorrizados que presenten 

una alta concentración endógeno de PAs y flavonoides totales como una estrategia para 

mejorar la micorrización en el cultivo de soja. 

En este sentido estamos realizando estudios que incluyen un mayor número de 

genotipos mejorados de soja para probar estos metabolitos como criterios de selección de 

genotipos de soja con mayor capacidad de colonización de HMA. Particularmente, a futuro 

proponemos evaluar la acumulación de transcriptos del gen ADC en raíces de soja y 

establecer su relación con la variabilidad en la capacidad de colonización y la DM. 
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Análisis de metabolitos implicados en la 

colonización micorrícica en genotipo de 

soja comercial vs genotipo de soja no 

domesticado 
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Introducción 

El análisis metabólico como una herramienta para identificar 

los mecanismos fisiológicos relacionados con la colonización 

micorrícica arbuscular de raíces de genotipos de soja 

domesticados vs no domesticados 

Para abordar cuestiones globales relacionadas con la agricultura, producción de 

biocombustibles y sostenibilidad ambiental, se están desarrollando nuevas tecnologías y 

enfoques que analizan exhaustivamente las complejas redes bioquímicas dentro de los 

sistemas de las plantas (Gemperline et al. 2016). 

Específicamente, el enfoque de "cascada ómica" de los sistemas en la biología investiga los 

cambios globales dentro de los genes, proteínas y metabolitos de un organismo (Dettmer et 

al. 2007; Pu y Brady 2010). Avances significativos se han establecido en genómica, 

transcriptómica y proteómica, mientras que las tecnologías para monitorear los efectos 

posteriores (por ejemplo, metabolómica) emergen lentamente (Weckwerth 2003; 

Gemperline et al. 2016). La metabolómica es una herramienta poderosa por medio de la 

cual es posible obtener una perspectiva integral de cómo están reguladas las redes 

metabólicas. El término ―metabolómica‖ es definido como el análisis cualitativo y 

cuantitativo de todas las moléculas pequeñas en un sistema biológico (Fiehn 2001). Hasta 

la fecha, se han desarrollado tecnologías para analizar los perfiles de metabolitos de una 

gran variedad de plantas que incluyen a tomate (Schauer et al. 2006; Oms-Oliu et al. 2011), 

Arabidopsis (Fiehn 2006; Schmidt et al. 2014), Medicago truncatula (Schliemann et al. 

2008; Zhang et al. 2014) y Glycine max (Benkeblia et al. 2007). 

Una de las técnicas más usadas hasta el momento para el estudio metabólico en 

plantas es la cromatografía gaseosa-espectrometría de masa (GC-MS), la cual permite la 

identificación y cuantificación de cientos de metabolitos en muestras vegetales que 

incluyen azúcares, alcoholes de azúcares, aminoácidos, ácidos orgánicos y poliaminas, 

resultando en la comprensión del metabolismo primario de las vías centrales (Obata y 

Fernie 2012). 

Dado que la interacción entre plantas y HMA genera cambios marcados en el 

metabolismo de las raíces, el análisis metabolómico podría ser útil para obtener una visión 

clara del proceso de simbiosis HMA-planta. En tal sentido, la interacción mutualista 
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requiere un ajustado control para que los beneficios sean mutuos (Kiers et al. 2011), y del 

lado de la planta implica cambios importantes en el metabolismo primario y secundario, y 

en la regulación de los mecanismos de defensa (Hause y Fester 2005). Particularmente, el 

análisis de metabolitos en función de la variabilidad genética entre los cultivares de soja 

podría proporcionar una oportunidad para entender el mecanismo subyacente a la 

colonización de soja micorrícica. Más aún, la identificación de metabolitos relacionados 

con la colonización podría permitir seleccionar cultivares de soja domesticados con mayor 

capacidad de colonización lo cual puede ser una estrategia útil para manejar los recursos de 

HMA del suelo. Los estudios metabolómicos en las asociaciones con HMA son poco 

frecuentes de encontrar, y la mayor parte del conocimiento actual sobre HMA y 

metabolismo se basa en estudios detallados que emplean isótopos marcados y 

espectroscopia de RMN (Bago et al. 2000, 2001; Pfeffer et al. 2001). Una de las 

investigaciones relacionadas con el tema, fue el estudio del perfil metabólico de M. 

truncatula (una leguminosa modelo estrechamente relacionada a M. sativa) inoculada con 

Glomus intraradices; donde los resultados revelaron niveles elevados de ciertos 

aminoácidos (glutamina y asparagina) acompañados por aumentos en las cantidades de 

algunos ácidos grasos (ácidos palmítico y oleico), indicando una activación específica del 

metabolismo de las micorrizas. Además, se observaron algunos ácidos grasos específicos 

de hongos (ácidos palmitvacénico y vacénico) los cuales fueron sugeridos como 

marcadores de colonización de raíces micorrizadas (Schliemann et al. 2008). Más 

recientemente, en nuestro grupo, se realizaron estudios de metabolómica comparando la 

respuesta al estrés por sequía de plantas de soja, micorrizadas y no micorrizadas 

(Grümberg 2015). En este estudio se utilizó el genotipo D-1 al igual que en esta tesis 

doctoral, y los resultados mostraron que bajo condiciones de sequía el genotipo D-1 

micorrizado, comparado con su control indujo metabolitos diferentes, algunos relacionados 

con la defensa antioxidante. 

No se ha reportado evidencia acerca del comportamiento metabolómico en raíces 

micorrizadas de genotipos de soja domesticados vs no domesticados, durante los primeros 

momentos (20 días) de la colonización micorrícica. Por lo que se propone su estudio, bajo 

la siguiente hipótesis: la respuesta diferencial en el perfil metabólico entre los genotipos 

domesticados vs no domesticados se relaciona con su capacidad contrastante de 

micorrización. Se predice que los genotipos no domesticados mostraran un aumento 

significativo de metabolitos asociados a PAs y flavonoides en sus raíces. 
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Para comprobar esta hipótesis se desarrolló un estudio metabolómico utilizando las 

raíces de los dos genotipos de soja con características contrastantes en su capacidad de 

colonización micorrícica: el genotipo D-1 que mostró una menor capacidad de 

colonización en comparación con el genotipo ND-4, el cual además presentó mayor 

formación de arbúsculos desde tiempos tempranos (20 días de edad foliar) (Salloum et al. 

2016). 

Para este estudio se aplicaron dos técnicas complementarias: el análisis no dirigido 

o no focalizado que permitió la detección de los metabolitos de estructura conocida y 

desconocida, presentes en las raíces de soja de los distintos tratamientos. Por otro lado, la 

existencia de columnas específicas para flavonoides favoreció un análisis dirigido (Hong et 

al. 2016, Tian et al. 2016). 
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Materiales y Métodos 

Material vegetal y fúngico 

Se utilizaron los genotipos de soja domesticado DM50048 (en lo sucesivo D-1) y el 

no domesticado PI90768 (en adelante ND-4), pertenecientes a la colección de 

germoplasma de la Estación Experimental Agropecuaria del Instituto Nacional de 

Tecnología Agropecuaria (EEA-INTA) -Marcos Juárez. Se utilizó el inóculo mixto de 

HMA descripto en Salloum et al. (2016). 

 

Diseño experimental y crecimiento de plantas 

El experimento de inoculación de HMA se realizó en un diseño factorial 

completamente al azar 2 x 2 x 1, con los dos genotipos (D-1 y ND-4), dos tratamientos de 

inoculación, inoculadas con HMA (CM) y sin inocular con HMA (SM) y un régimen 

hídrico: riego normal (80 % de CC). Las semillas de soja se esterilizaron e inocularon 

siguiendo la metodología utilizada en materiales y métodos 1 (ver capítulo 2). 

Se consideraron seis repeticiones biológicas por tratamiento (24 muestras en total). 

Las repeticiones biológicas hacen referencia a las raíces de 6 plantas para cada 

taratamiento (CM y SM) y para cada genotipo (D-1 y ND-4). Se tomaron raíces de plantas 

CM y SM a los 20 días de edad foliar y las muestras se almacenaron a -80º C hasta su 

análisis. Todas las muestras se extrajeron y procesaron en el laboratorio del Instituto de 

Biotecnología, Centro de Investigación en Ciencias Veterinarias y Agronómicas - Inta-

Castelar, bajo la dirección de la Dra. Marina Insani y el Dr. Fernando Carrari. 

Las muestras de las raíces de soja se molieron con nitrógeno líquido hasta alcanzar 

el estado de polvo con un peso registrado de (  80 mg). El polvo extraído se colocó en un 

tubo Eppendorf de 2 ml con 990 μl de metanol enfriado al 100% con el fin de detener la 

actividad enzimática, incluyendo 20 μl de stock ribitol (solución madre 0,2 mg / ml en 

metanol como patrón interno ES). Después del vórtex, las muestras se incubaron a 70° C 

durante 15 minutos mientras se agitaban a 1000 rpm. Luego se añadió agua fría ultra pura 

(480 μl), se mezcló bien y se centrifugaron durante 15 min a 13500 rpm. Una alícuota de 

20 μl del sobrenadante metanol/agua se redujo a sequedad bajo vacío (concentrador 

Eppendorf plus). El extracto seco se trató para su posterior análisis en el sistema GC. En 

resumen, todas las muestras se re disolvieron en 20 μl de clorhidrato de metoxiamina 30 

mg/ml en piridina y se trataron a 37 ºC durante 120 minutos mientras se mezclaba a 500 
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rpm. Seguido de un tratamiento de 30 minutos con una mezcla de 20 μl de N-metil-N-

trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA) y 1 μl de mezcla estándar de tiempo de retención 

compuesta por n-alcanos (C12, 15, 18, 22, 28, 32, 36) se mezclaron a 500 rpm (Lisec et al. 

2006 con ligeras modificaciones). 
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Análisis del perfil metabólico no focalizado 

Los perfiles completos de metabolitos se obtuvieron mediante GC/MS cuadripolar 

único 5977B (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU.). Los análisis de 

metabolitos de los genotipos D-1 y ND-4 de plantas CM y SM, se extrajeron y trataron 

según Roessner-Tunnali et al. (2003), Lisec et al. (2006) y Dias et al. (2015).  

Después se inyectaron volúmenes de muestra de 1 μl en el GC/MS usando la 

técnica de modo splitless. Los cromatogramas y los espectros de masas se evaluaron 

utilizando AMDIS Software, Versión 2.71 (2012). La identificación y la cuantificación 

relativa de los metabolitos detectados se realizaron con el software Tag Finder 4.0 

(Luedemann et al. 2008) y en comparación con los datos espectrales de masa de la 

biblioteca pública GMD@CSB.DB (The Golm Metabolome Database, Kopka et al. 2005).  

La estandarización del conjunto de datos completo se realizó teniendo en cuenta el 

valor de intensidad del ribitol (IS) en cada muestra y el peso fresco exacto. La 

cuantificación relativa, en términos de intensidad, se expresó como cambios de pliegue en 

comparación con los medios del grupo de tratamiento con los del grupo diseñado como 

control. Se realizó un análisis adicional sobre los datos de metabolitos normalizados, log-

transformados y auto-escalados. Por último, la visualización de los metabolitos en las vías 

metabólicas para la interpretación biológica se realizó a través de las bases de datos Kegg – 

Encyclopedia of Genes and Genomes de Kyoto (Ogata et al. 1999), mapas de rutas de 

Kegg y la integración de datos de red y visualización gráfica con el software Cytoscape 

(Shannon et al. 2003). 

 

Análisis del perfil metabólico selectivo 

Para la determinación de isoflavonas, las raíces previamente congeladas a -80  C de 

los genotipos de soja se morterearon con nitrógeno líquido, hasta obtener un polvo de peso 

(  200 mg) y se extrajeron con 2,5 ml de metanol: agua fría de 90:10 v / v. Después de la 

centrifugación, se filtró una alícuota del sobrenadante transparente a través de membranas 

de politetrafluoroetileno (PTFE) (diámetro de poro de 0,45 μm, AgilentTech., Santa Clara, 

EE.UU.) y se analizó mediante HPLC. La cromatografía se llevó a cabo con el mismo 

equipo de HPLC descripto anteriormente. La columna analítica era una columna ODS-

Hypersil C18 (250 x 4,6 mm, tamaño de partícula 5 \ mu m). La detección de compuestos 

se realizó con un detector UV-Vis de longitud de onda múltiple (MWV G1365B) a 250 

nm. La fase móvil utilizada para la separación fue un gradiente lineal de ácido 
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trifluoroacético al 0,1% (disolvente A) y acetonitrilo: ácido trifluoroacético al 0,1% 80:20 

(disolvente B). El gradiente fue de 68% a 30% de A en 16 minutos. Los resultados se 

expresaron como µg/g Pf. 

Las curvas de calibración con compuestos puros de genisteína y daidzeína se usaron 

como patrones (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU.). La daidzeína total y la genisteína se 

evaluaron después de liberar la molécula de azúcar de los glicosídicos por hidrólisis 

química. Luego, un volumen igual de HCl 0,25 M y extracto de isoflavonas se puso en 

viales sellados y se incubó durante 2 h a 100ºC. Cuando las muestras alcanzaron la 

temperatura ambiente, se filtraron a través de membranas de poli-tetrafluoroetileno (PTFE) 

(diámetro de poro de 0,45 μm) y se analizaron por HPLC usando las mismas condiciones 

cromatográficas descriptas. 

 

Análisis estadístico 

Se aplicó análisis univariado y multivariado (software Infostat, Di Rienzo 2011). 

Primero, se probó el conjunto de datos para los valores atípicos. Después de verificar la 

homogeneidad y la normalidad, se compararon las diferencias estadísticas de las 

abundancias medias de cada uno de los compuestos mediante la prueba de Duncan, 

considerando: los dos genotipos (D-1 y ND-4), el tratamiento (CM y SM) y los genotipos 

de interacción por tratamiento. La significación se estableció en p <0,05. Además se utilizó 

el análisis de conglomerados jerárquico y el Análisis de Componentes Principales (ACP) 

para la visualización de la relación entre las variantes relevantes (metabolitos) y genotipos 

/ tratamientos e identificar los patrones dominantes en los datos (Figura 16 y 17). 
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Resultados 

A los 20 días del tratamiento de inoculación con HMA, en condiciones de riego 

normal (80 % de CC), se detectaron 68 metabolitos en total, de los cuales 31 fueron de 

identidad desconocida. Entre los identificados se encontraron aminoácidos, polioles, ácidos 

orgánicos, azúcares, entre otros. De ellos, 32 mostraron diferencias significativas entre los 

genotipos micorrizados D-1 y ND-4. 

Con el objetivo de obtener una información general del comportamiento de los 

distintos metabolitos en los diferentes tratamientos, se realizó un análisis de componentes 

principales (ACP) (Figura 16). En dicho análisis los primeros 2 ejes, basados en el biplot, 

explicaron el 92% de la variación total entre tratamientos para las variables medidas 

(Figura 16). El componente principal 1 (CP1) explicó el 76% de la variabilidad de los 

datos, mientras que el componente principal 2 (CP2) explicó el 16%. 

A lo largo del CP1 se separó el tratamiento del genotipo D-1 CM de los 

tratamientos del genotipo ND-4 CM y SM. Mientras que a lo largo del CP2 se separó el 

tratamiento del genotipo D-1 SM, del tratamiento del genotipo D-1 CM. La mayor 

cantidad de metabolitos (representados como puntos en la figura 16) se asociaron al 

genotipo ND-4 tanto CM como SM. 

En el análisis de conglomerado jerárquico (Figura 17), nuevamente, se observó que 

el tratamiento del genotipo D-1 presentó una clara separación entre las plantas CM y SM. 

Es interesante destacar que el tratamiento del genotipo D-1 SM se encontró conglomerado 

con el grupo del genotipo ND-4 CM y SM, mientras el genotipo D-1CM se separó de todos 

los tratamientos. 
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Figura 16. Análisis de componentes principales por (GC-MS) de metabolitos secundarios 

(puntos) en las raíces de genotipos de soja con y sin micorrizas, bajo condiciones de riego normal 

(80 % de CC) y luego de 20 días de tratamiento. D-1 CM: genotipo de soja domesticado inoculado 

con hongos micorrícicos arbusculares (HMA); D-1 SM: genotipo de soja domesticado sin inocular 

con HMA; ND-4 CM: genotipo de soja no domesticado inoculado con HMA; ND-4SM: genotipo 

de soja no domesticado sin inocular con HMA. 
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Figura 17. Análisis jerárquico de los metabolitos secundarios (GC-MS) en las raíces de genotipos 

de soja con y sin micorrizas, bajo condiciones de riego normal (80 % de CC) y luego de 20 días de 

tratamiento. D-1CM: genotipo de soja domesticado inoculado con HMA; D-1 SM: genotipo de soja 

domesticado sin inocular con HMA; ND-4 CM: genotipo de soja no domesticado inoculado con 

HMA; ND-4 SM: genotipo de soja no domesticado sin inocular con HMA. 

 

En el genotipo ND-4, independientemente de si estaba o no inoculado con HMA, 

comparado al genotipo D-1 CM y SM, aumentó el nivel de los ácidos quínico, mirístico, 

galacturónico, glucónico, galactopironosido, cinámico y glucurónico (Tabla 8). Además, se 

observaron en el mismo genotipo mayores niveles de polioles como sorbitol, manitol, 

pinitol, inositol y viburnitol (Tabla 9). También, presentó mayores niveles de azúcares 

como glucosa, fructuosa, galactosa y calystegine B1 (Tabla 10) y mayores niveles de los 

aminoácidos metionina, lisina y asparagina (Tabla 11). 

Por otro lado, la inoculación con HMA, provocó diferentes efectos sobre el 

contenido de metabolitos evaluados según el genotipo. En ambos genotipos en presencia 

de HMA se registró la presencia de ácidos, los que aumentaron diferencialmente según el 

genotipo. Así en el genotipo D-1, la presencia de HMA, comparado con su control SM, 

solo mostró el incremento de los ácidos cítrico e isocítrico, mientras que en el ND-4 CM 

comparado con su control SM se observó un incremento significativo de otros ácidos tales 



94 

 

como málico, butírico y aspártico (Tabla 8). Además, el genotipo ND-4 CM mantuvo los 

niveles de los restantes metabolitos ácidos, tales como malónico, fosfórico, piroglutámico, 

glutámico, glutárico, isocítrico, cítrico, galactopiranosido, quínico, mirístico, 

galacturónico, glucónico, cinámico, glucurónico y shikímico (Tabla 8), polioles tales 

como, treitol, pinitol, viburnitol, sorbitol y manitol (Tabla 9), azúcares, tales como 

fructuosa, galactosa y glucosa, alcaloide tal como calystegine B1 (Tabla 10) y aminoácidos 

tales como, metionina, espermina, lisina, asparagina y serina (Tabla 11), similares a su 

control SM. Mientras que el aminoácido cadaverina (Tabla 11) y el poliol inositol (Tabla 

9) se encontraron disminuidos en el genotipo ND-4 CM comparado con su control SM. 

Por el contrario en el genotipo D-1 CM la inoculación afectó negativamente, 

numerosos metabolitos comparados con su control SM. Así, en el genotipo D-1 CM se 

encontraron disminuidos los niveles de metabolitos ácidos tales como, malónico, fosfórico, 

piroglutámico, butírico, málico, glutárico, mirístico, galacturónico, glucónico, cinámico, 

glucorónico y shikímico (Tabla 8); polioles, tales como, treitol, pinitol, inositol, sorbitol y 

manitol (Tabla 9); azúcares y alcaloide como glucosa y calystegine B1 (Tabla 10), y 

aminoácidos como spermina (Tabla 11). Además, en el genotipo D-1 CM los restantes 

metabolitos, ácidos, tales como: glutámico, quínico y galacturónico (Tabal 8), polioles, 

tales como viburnitol (Tabla 9), azúcares, tales como fructuosa y galactosa (Tabla 10) y 

aminoácidos como cadaverina, metionina, lisina, asparagina y serina (Tabla 11), se 

mantuvieron en niveles similares a su control SM. 

Por otro lado a través de la técnica de HPLC, con análisis dirigido o específico, se 

midió el contenido de isoflavonas en las raíces de soja de ambos genotipos. En el genotipo 

D-1 CM, se destacó la disminución de las tres isoflavonas medidas (daidzeína, genisteína y 

daidzeína total), mientras que en el genotipo ND-4 CM, se observó incremento de 

genisteína y mantuvo valores similares de daidzeína y daidzeína total con respecto a su 

control SM (Tabla 12). 
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Tabla 8. Análisis de varianza: efecto de la inoculación con hongos micorrícicos arbusculares 

(HMA), sobre la cuantificación relativa de ácidos grasos, en raíces de genotipo de soja domesticado 

(D-1) y no domesticado (ND-4) a tiempos tempranos (20 días) de la colonización micorrícica, bajo 

condiciones de riego normal (80 % CC). CM: inoculado con HMA; SM: sin inocular con HMA. 

Tratamientos 

Metabolitos 

D-1 (SM) D-1(CM) ND-4 (SM) ND-4 (CM) 

Ácido malónico 66,86 a 9,12 c 35,12 b 34,01 b 

Ácido fosfórico 119,56 a 37,09 b 53,16 b 66,56 b 

Ácido málico 95,86 a 51,25 b 86,59 ab 90,65 a 

Ácido aspártico 1,02 b 0,61 c 1,75 ab 2,23 a 

Ácido piroglutámico 18,56 a 14,94 ab 8,78 b 10,86 b 

Ácido butírico 7,39 b 4,40 c 12,37 ab 15,78 a 

Ácido glutámico 5,34 a 7,53 a 5,32 a 4,87 a 

Ácido glutárico 2,43 a 0,39 c 1,52 bc 1,74 b 

Ácido isocítrico 1,31 b 3,74 a 1,54 b 0,98 b 

Ácido cítrico 45,46 b 142,01 a 51,33 b 45,46 b 

Ácido 

galactopiranosido 

17,28 ab 7,73 b 28,62 a 22,39 a 

Ácido quínico 1,32 b 0,2 b 4,17 a 3,05 a 

Ácido mirístico 14,18 b 1,59 c 35,23 a 26,7 a 

Ácido galacturónico 1,19 b 0,35 b 3,5 a 2,67 a 

Ácido glucónico 1,74 b 0,24 c 4,9 a 3,74 a 

Ácido cinámico 4,0 b 0,62 c 11,43 a 9,33 a 

Ácido glucurónico 0,72 b 0,13 c 1,47 a 1,37 a 

Ácido shikímico 1,52 a 0,76 b 1,75 a 1,7 a 

Los datos son medias (n=6 plantas). Los valores de las medias con la misma letra en cada fila no 

son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de Duncan (p ≤0,05). 
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Tabla 9. Análisis de la varianza: efecto de la inoculación con hongos micorrícicos arbusculares 

(HMA), sobre la cuantificación relativa de polioles, en raíces de genotipo de soja domesticado (D-

1) y no domesticado (ND-4) a tiempos tempranos (20 días) de la colonización micorrícica, bajo 

condiciones de riego normal (80 % CC). CM: inoculado con HMA; SM: sin inocular con HMA. 

Tratamientos 

Metabolitos 

D-1 (SM) D-1 (CM) ND-4 (SM) ND-4 (CM) 

Treitol 1,56 a 0,79 b 1,45 a 1,49 a 

Pinitol 31,05 ab 13,86 b 54,2 a 42,12 a 

Viburnitol 1,29 b 0,23 b 3,8 a 2,79 a 

Inositol 6,09 c 0,82 d 18,05 a 13,18 b 

Sorbitol 

Manitol 

1,75 b 0,38 c 4,02 a 3,95 a 

Los datos son medias (n=6 plantas). Los valores de las medias con la misma letra en cada fila no 

son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de Duncan (p≤0,05). 

Tabla 10. Análisis de la varianza: efecto de la inoculación con hongos micorrícicos arbusculares 

(HMA), sobre la cuantificación relativa de azúcares, en raíces de genotipo de soja domesticado (D-

1) y no domesticado (ND-4) a tiempos tempranos (20 días) de la colonización micorrícica, bajo 

condiciones de riego normal (80 % CC). CM: inoculado con HMA; SM: sin inocular con HMA. 

Tratamientos 

Metabolitos 

D-1 (SM) D-1 (CM) ND-4 (SM) ND-4 (CM) 

Fructuosa 65,21 b 9,10 b 215,23 a 214,14 a 

Galactosa 1,11 b 0,17 b 2,92 a 2,28 a 

Glucosa 63,63 b 15,87 c 140,32 a 126,11 a 

Calystegine B1 3,77 b 1,01 c 8,71 a 7,72 a 

Los datos son medias (n=6 plantas). Los valores de las medias con la misma letra en cada fila no 

son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de Duncan (p≤0,05). 
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Tabla 11. Análisis de la varianza: efecto de la inoculación con hongos micorrícicos arbusculares 

(HMA) sobre la cuantificación relativa de aminoácidos, en raíces de genotipo de soja domesticado 

(D-1) y no domesticado (ND-4) a tiempos tempranos (20 días) de la colonización micorrícica, bajo 

condiciones de riego normal. CM: inoculado con HMA; SM: sin inocular con HMA. 

Tratamientos 

Metabolitos 

D-1 (SM) D-1 (CM) ND-4 (SM) ND-4 (CM) 

Cadaverina 1,33 b 1,21 b 4,86 a 2,15 b 

Metionina 2,36 b 1,39 b 4,32 a 4,65 a
 

Espermina 3,04 a 0,73 b 3,73 a 3,23 a 

Lisina 0,49 b 0,22 b 1,25 a 0,96 a 

Asparagina 2,67 b 0,38 b 7,4 a 5,64 a 

Serina 3,83 a 3,69 a 5,32 a 4,70 a 

Los datos son medias (n=6 plantas). Los valores de las medias con la misma letra en cada fila no 

son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de Duncan (p≤0,05). 

 

  



98 

 

Tabla 12. Análisis de la varianza: efecto de la inoculación con hongos micorrícicos arbusculares 

(HMA), sobre la concentración de isoflavonas en raíces de genotipos de soja domesticado (D-1) y 

no domesticado (ND-4), crecidos bajo condiciones de riego normal. CM: inoculado con HMA; 

SM: sin inocular con HMA. Los resultados se expresaron como µg/g PF. 

Tratamientos 

Isoflavonas 

D-1 (SM) D-1 (CM) ND-4 (SM) ND-4 (CM) 

Daidzeína 158,93 b 71,05 c 348,53 a 307,94 a 

Genisteína 18,66 b 6,38 c 23,70 b 35,76 a 

Daidzeína 

total 

158,93 b 71,05 c 348,53 a 307,94 a 

Los datos son medias (n=6 plantas). Los valores de las medias con la misma letra en cada fila no 

son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de Duncan (p≤0,05). 
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Discusión 

El análisis de conglomerado jerárquico y el ACP son algunos de los métodos 

exploratorios más populares usados para reducir la complejidad de los datos multivariados, 

son métodos de elección para identificar patrones, y destacar similitudes y diferencias entre 

las muestras. Su utilización permitió identificar diferencias entre los genotipos de soja y 

tratamientos con y sin micorrizas, en donde los resultados obtenidos serían la primera 

evidencia del contenido de metabolitos en raíces de la simbiosis HMA-soja de genotipos 

domesticados y no domesticados. En general, hemos podido identificar metabolitos cuyos 

niveles variaron significativamente según la inoculación con HMA y otros que fueron 

afectados negativamente en función de la domesticación del genotipo de soja. 

 

Metabolitos en raíces de genotipos de soja en función de la 

domesticación 

Dentro de los metabolitos que se encontraron con niveles más altos en las raíces del 

genotipo ND-4 en comparación con el genotipo D-1, independientemente de si estaba o no 

inoculado con HMA, destacamos los siguientes ácidos, como quínico, mirístico, 

galacturónico, glucónico, galactopironosido, cinámico y glucurónico; polioles como 

sorbitol, manitol, pinitol, inositol, azúcares como glucosa, fructosa, galactosa y el 

aminoácido metionina. 

La acumulación de ácidos grasos y o carboxílicos han sido relacionados con la 

tolerancia de las plantas tanto en el estrés biótico como en el abiótico (Upchurch 2008). 

Estos metabolitos se encontraron en mayor cantidad en el genotipo ND-4 comparado al 

genotipo D-1, sugiriendo que la domesticación en soja alteró la acumulación de ácidos 

grasos o carboxílicos en las raíces de soja. La simbiosis con HMA no alteró este 

comportamiento. Dado que la acumulación de estos metabolitos se relaciona con el estrés 

ambiental, sería de interés observar tal comportamiento bajo condiciones de estrés abiótico 

(Upchurch 2008), por ejemplo, en raíces de soja con y sin micorrizas. 

La acumulación de polioles como sorbitol, pinitol y manitol, ha sido relacionada 

con dos funciones: facilitar el ajuste osmótico y controlar el poder redox (Streeter et al. 

2001). Nuestros resultados muestran que el genotipo ND-4 induce la acumulación de estos 

polioles sugiriendo tal comportamiento, que el genotipo ND-4 estaría en condiciones de 

soportar mejor el estrés abiótico. En apoyo de esta idea, cuando el genotipo ND-4 fue 
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sometido a sequía mostró mayor tolerancia, evaluada en parámetros de crecimiento y 

bioquímicos, comparado con el genotipo de soja, D-1 (Salloum et al. 2017). Por otro lado, 

el contenido de pinitol y manitol fue similar con y sin inoculación micorrícica en el 

genotipo ND-4, lo cual podría relacionarse con el hecho que las plantas se encontraban en 

condiciones de riego normal sin necesidad de requerir de los HMA para el aumento de 

estos metabolitos al no estar sometidas a un estrés. En apoyo de esta idea, Patel y 

Williamson (2016) enunciaron que el manitol puede actuar como un osmoprotector en 

plantas y hongos bajo estrés abiótico, así como servir como un antioxidante. Además, en 

ensayos realizados en genotipos de soja micorrizadas en condiciones de sequía, se observó 

que la soja micorrizada D-1 mantuvo un alto nivel de pinitol en sequía, sugiriendo que la 

simbiosis con HMA induce la acumulación de metabolitos osmoprotectores para mitigar el 

estrés abiótico (Grümberg 2015). Por su parte, el inositol es un carbohidrato similar al 

azúcar producido por la mayoría de las plantas, el cual, también se encontró aumentado en 

las raíces del genotipo ND-4. Este metabolito es considerado de gran importancia por 

participar en la vía de metabolismo del fosfato, la biosíntesis de la pared celular, la 

producción de moléculas relacionadas con el estrés, la comunicación de célula a célula, el 

almacenamiento y el transporte de hormonas vegetales (Loewus y Loewus 1983; Loewus y 

Murthy 2000).  

El contenido de inositol fue menor en el genotipo ND-4 CM comparado a su 

control ND-4 SM. Por el contario, Schliemann et al. (2008) observaron aumentos en los 

niveles de inositol en las raíces de Medicago Truncatula a los 35 días de su inoculación 

con Glomus intraradices. 

Los incrementos en azúcares como glucosa, fructuosa y galactosa en las raíces del 

genotipo ND-4 sugieren un mayor metabolismo de la vía de la glucólisis (Figura 18) y en 

la vía del ciclo del citrato (Figura 19) proporcionando esqueletos de C en el genotipo ND-

4. Tal efecto, podría permitir al genotipo ND-4 estar mejor preparado para mantener una 

futura simbiosis, ya que es conocido que durante la interacción de la simbiosis el carbono 

fluye hacia el hongo y los nutrientes inorgánicos se mueven hacia la planta (Smith y Read 

2008). Particularmente, en el citosol, los niveles de azúcar aumentan debido al aumento de 

la fotosíntesis, lo que favorece las altas tasas de flujo de C entre el arbúsculo y la célula 

huésped (Gaude et al. 2015). 

 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2017.01403/full#B34


101 

 

 

Figura 18. Descripción esquemática del metabolismo de polioles y azúcares. Tomado de 

Krasensky y Jonak (J. Exp. Bot. 2012). 

 

Otro metabolito aumentado en las raíces fue la metionina, que es fundamental en 

las células vegetales dado su rol como constituyente de las proteínas y en la traducción del 

ARNm. Es conocido que la metionina tiene una vida media corta debido a un metabolismo 

rápido hacia S-adenosilmetionina (SAM) (Amir 2008) y desde allí controla los niveles de 

varios metabolitos claves de las PAs (Figura 19) y del etileno. La presencia de metionina 

fue mayor en el genotipo ND-4, comparado con el D-1, CM y SM, lo cual podría guardar 

relación con una mejor regulación de las vías mencionadas. En apoyo de esta idea, nuestros 

resultados mostraron aumentos endógenos de las PAs en las raíces del genotipo ND-4 CM 

y SM, comparado con el D-1 (Salloum et al. 2018, aceptado y en proceso de publicación). 

Por su parte, Zsögön et al. (2008) sugirieron que el etileno podría jugar un importante 

papel en el control del crecimiento intraradical micorrícico. 

En resumen en el genotipo ND-4, con y sin HMA, se encontró un mayor contenido 

de metabolitos relacionados con las vías de los azúcares, de los polioles y de la metionina, 

mientras que en el D-1 estos metabolitos se vieron disminuidos. Tales resultados sugieren 

que el proceso de domesticación de soja alteró de algún modo, las vías metabólicas 

mencionadas. 
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Metabolitos en raíces de genotipos de soja en función de la 

inoculación con HMA 

En relación al efecto de la inoculación con HMA, en las raíces del genotipo ND-4, 

comparado con su control SM, se encontraron aumentados los niveles de los siguientes 

ácidos: ácido málico, ácido butírico y ácido aspártico. En general éstos ácidos en forma 

soluble son participantes claves en el metabolismo general de las plantas, siendo su papel 

principal como constituyente de proteínas (Medici et al. 2004 a, b). También actúan como 

intermediarios de la vía metabólica y en el almacenamiento de moléculas de nitrógeno 

(Ferreira et al. 2005). Es interesante destacar que todos los ácidos mencionados en el ND-4 

CM, mostraron aumentos significativos, comparados con el genotipo D-1 CM. 

El malato ocupa un papel central en el metabolismo de las plantas. Su importancia 

en la nutrición mineral se refleja en el papel que desempeña en la fijación simbiótica de 

nitrógeno y la adquisición de fósforo (Gietl 1992; Martinoia y Rentsch 1994; Schulze et al. 

2002). El ácido málico y su anión, el malato, juegan un papel muy importante en la 

bioquímica y fisiología de las plantas, y además de su participación en el ciclo de Krebs, 

puede convertirse en un reservorio de CO2. También, puede servir como un transportador 

indirecto de equivalentes reductores, amortiguador del pH y de la osmolaridad del citosol, 

quelante de cationes tóxicos y acidificantes del suelo para solubilizar los fosfatos 

insolubles (Camacho y Salinas 2005). En el genotipo ND-4 CM los mayores niveles de 

málico en las raíces podrían ser eficaces en la adquisición del fósforo, comparado con el 

genotipo D-1 CM. En este sentido, en Salloum et al. (2017) se observaron mayores niveles 

de micorrización y contenido de P04 en el genotipo ND-4, comparado con el D-1. Además, 

el malato es el sustrato primario para la respiración bacteroidal, en los nódulos radicales 

fijadores de nitrógeno, alimentando así la enzima nitrogenasa (Driscoll y Finan 1993); y 

además proporciona los esqueletos de C para la asimilación de nitrógeno fijado en 

aminoácidos (Rosendahl et al. 1990). El papel crítico que desempeña el malato en los 

nódulos radiculares se evidencia por el hecho de que los nódulos ineficaces, (ya sea 

inducida por cambios en las bacterias o el genotipo de la planta), han reducido 

drásticamente los niveles de malato en comparación con los nódulos efectivos (Schulze et 

al. 2002). Posiblemente, la presencia de malato en mayor nivel en el genotipo ND-4 CM 

podría también relacionarse con el mayor número y peso de los nódulos observados, 

comparado con el genotipo D-1 CM (ver capítulo 2 y Salloum et al. 2016). 
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Figura 19. Descripción esquemática del metabolismo de los aminoácidos. Tomado de 

Krasensky y Jonak 2012. (J. Exp. Bot. 2012). 

 

Es conocido que, en la simbiosis con HMA, el carbono se trasloca como hexosas a 

los arbúsculos e hifas fúngicas intraradicales y posteriormente se metaboliza a trehalosa, 

glucógeno y lípidos. Los lípidos se traslocan a las hifas extraradicales donde se usan para 

el crecimiento y mantenimiento del hongo (Shachar-Hill et al. 1995; Javot et al. 2007). En 

tal sentido, Gaude at al. (2012) observaron cambios transcripcionales en genes implicados 

en el metabolismo de los lípidos durante la simbiosis con HMA y especialmente durante el 

desarrollo y el funcionamiento de los arbúsculos, en las raíces de Medicago truncatula 

inoculadas con Glomus intraradices, lo que conllevó a concluir la importancia del 

metabolismo de los lípidos en la simbiosis. Los resultados mencionados estarían en 

estrecha relación con el aumento en la formación de arbúsculos del genotipo ND-4 CM 

(Ver capítulo 2 y Salloum et al. 2016), comparado con los genotipos de soja domesticados, 

donde el genotipo D-2 mostró un número más reducido de arbúsculos, mientras el D-1 no 

formó arbúsculos en todo el ensayo. 

Los resultados obtenidos en el análisis metabolómico sobre el genotipo ND-4 CM, 

mostraron la importancia de la participación de los HMA en el aumento de metabolitos 

relacionados con la fijación de nitrógeno, del carbono y la adquisición del fósforo, 

Butanoate Metionina 
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sugiriendo que el proceso de domesticación de soja afectó la colonización micorrícica 

alterando estas vías claves. 

Por su parte, en el genotipo D-1 CM se encontraron incrementos en los contenidos 

de ácido cítrico e isocítrico, en comparación con las raíces SM. Estos compuestos están 

implicados en el ciclo de Krebs (Figura 19), y participan en la fijación de C, carboxilación 

y descarboxilación, anabolismo y catabolismo (Gawronska y Niewiadomska 2015). Sin 

embargo, la inoculación con HMA disminuyó significativamente el resto de los 

metabolitos con respecto a su control D-1 SM, y el genotipo D-1 no tuvo un buen 

desarrollo en el crecimiento, comparado con el resto de los genotipos (Ver capítulo 2). 

Nuestros hallazgos concuerdan con varios autores que informaron aumento de la fijación 

de C incluso en ausencia de una respuesta de crecimiento significativo de la planta 

(Schliemann et al. 2008; Moche et al. 2010, Walker et al. 2012). Consecuentemente 

sugerimos que, en el caso del genotipo D-1, las micorrizas le estarían causando un 

detrimento en su crecimiento, debido a una mayor demanda de los compuestos carbonados, 

estableciéndose un estado de parasitismo, en donde la planta se está perjudicando en 

relación a un estado no simbiótico (Smith y Smith 2015). 

 

Metabolitos relacionados con las vías metabólicas de las 

poliaminas y los flavonoides, en la simbiosis HMA-soja 

domesticada vs no domesticada 

En el genotipo ND-4 CM, se observó un aumento significativo del ácido butírico, el 

cual interviene en el metabolismo del butanoato, precursor de glutamato, aspartato, 

arginina y prolina (Kanehisa et al. 2016) (Figura 19). Tanto glutamato como el aspartato 

participan activamente en la síntesis de PAs claves (Figura 19). Así, el glutamato es el 

precursor de la ornitina que es un aminoácido dibásico, sintetizado en el citosol, el cual, a 

través de la acción de la ornitina descarboxilasa, es el punto de partida para la síntesis de 

PAs tales como la put (Tiburcio et al. 1997). Es interesante destacar que en el capítulo 3, la 

put fue una de la PAs que aumentó significativamente en el genotipo ND-4 CM, 

comparado con el D-1 CM. 

Govindarajulu et al. (2005) y Schliemann et al. (2008), reportaron aumentos en la 

molécula de aspartato en las raíces de Daucus carota y Medicago truncatula inoculadas 

con HMA. El aspartato es un precursor común de los aminoácidos esenciales: lisina, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5214758/
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treonina, isoleucina y particularmente metionina (Azevedo et al. 2006), siendo esta última 

precursora en la síntesis de PAs claves. Es conocido que las PAs son biosintetizadas en 

presencia de metionina, debido a la transferencia de un grupo aminopropilo proporcionado 

por una molécula de S-adenosil metionina descarboxilada. El genotipo ND-4 CM y SM 

mostró altos valores de metionina y esto unido al hecho que el ND-4 CM presentó 

aumentos significativos de ácido butírico, sugiere la activación de la vía de síntesis de PAs 

en este genotipo. Apoyando esta idea, nuestros resultados mostraron un mayor contenido 

de PAs en las raíces del genotipo ND-4 CM y SM, comparado con el genotipo D-1 CM y 

SM (Salloum et al. 2018, aceptado y en proceso de publicación). 

Relacionado con el contenido de las isoflavonas, se midieron tres isoflavonas 

específicas de soja: daidzeína, genisteína y daidzeína total, consideradas como compuestos 

fenólicos típicos que actúan como potentes antioxidantes. Es de destacar que las 

isoflavonas totales en la soja son en general, el 37 por ciento daidzeína, 57 por ciento de 

genisteína y 6 por ciento glycitein, según datos de USDA. Es conocido el efecto positivo 

de los flavonoides sobre la germinación de las esporas, el crecimiento de las hifas y la 

colonización de las raíces por HMA (Scervino et al. 2009). Además la participación de los 

flavonoides es importante en la nodulación de las raíces (Weston y Mathesius 2013; Liu y 

Murray 2016). 

Los cambios registrados en los niveles de isoflavonoides en raíces durante la 

micorrización, pueden depender de dos factores: (i) la especie de planta involucrada y/o la 

especie micorrícica y (ii) el tiempo de cosecha de las raíces micorrizadas (Harrison y 

Dixon 1993; Larose et al. 2002). 

En general, el análisis dirigido o específico mostró mayores niveles de las tres 

isoflavonas en el genotipo ND-4 CM y SM comparado al genotipo D-1 CM y SM. 

Concordando con este resultado en el genotipo ND-4 CM y SM, el análisis no dirigido, 

registró un incremento del ácido quínico precursor de fenilpropanoides tales como 

isoflavonas. Según nuestros resultados, en el genotipo ND-4 CM, la genisteína, 

identificada como la flavona mayoritaria en soja, fue la única que aumentó 

significativamente, comparada con su control SM. Se conoce que la genisteína en soja, es 

requerida para el establecimiento de la simbiosis fijadora de nitrógeno induciendo la 

expresión del gen nod rhizobial (Subramanian et al. 2006; Juan et al. 2007). Aunque se 

dispone de pocos datos sobre el efecto de la genisteína en la simbiosis con HMA, 

encontraron genisteína acumulada en las raíces colonizadas por HMA in vitro en M. sativa 

independientemente del HMA utilizado (Larose et al. 2002). 

https://es.wikipedia.org/wiki/Geniste%C3%ADna
https://es.wikipedia.org/wiki/Glycitein
https://es.wikipedia.org/wiki/United_States_Department_of_Agriculture
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La inoculación con HMA en el genotipo D-1, mostró niveles disminuidos de las 

tres isoflavonas evaluadas en raíz, comparado a su control SM. Schliemann et al. (2008) 

reportaron que la estimulación de la biosíntesis de las isoflavonas se produjo sólo en etapas 

tardías de la micorrización (a partir de los 35 días). Nuestros datos en general, fueron 

evaluados a tiempos más tempranos (20 días). 

Resumiendo, el análisis metabólico de las raíces de soja reveló una alteración en los 

metabolitos en respuesta a la domesticación. Este análisis demuestra claramente los 

cambios en las vías metabólicas de flavonoides específicos de soja o de algunos 

metabolitos precursores de las síntesis de PAs que pueden afectar el crecimiento y el 

desarrollo de la soja. 

El presente estudio tiene potencial para apoyar la mejora asistida por metabolómica 

para el desarrollo de variedades de soja con mayor capacidad de colonización micorrícica.  

Además de revelar la alteración dinámica en las vías metabólicas, los enfoques 

metabolómicos también proporcionan una visión paralela de la composición del metabolito 

que puede utilizarse para proyectos de mejora de cultivos (Fernie et al. 2009). Estudios en 

tomates que utilizan perfiles metabólicos integrales revelaron rasgos para mejorar la 

calidad de los cultivos (Schauer et al. 2006). Los estudios también han informado sobre la 

importancia emergente del uso de metabolitos como marcadores de selección para cultivos, 

ya que los biomarcadores de metabolitos están asociados con rasgos relevantes bajo 

distintas condiciones (Eldakak et al. 2013; Ramalingam et al. 2015). 
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Conclusiones 

La domesticación de genotipos de soja promovió un efecto negativo en el contenido 

de numerosos metabolitos, y la inoculación con HMA en soja D-1, fue incapaz de revertir 

el efecto. 

Se acepta la hipótesis 3: la respuesta diferencial en el perfil metabólico entre los 

genotipos domesticados vs no domesticados se relaciona con su capacidad contrastante de 

micorrización. Se predice que los genotipos no domesticados mostraran un aumento 

significativo de metabolitos asociados a PAs y flavonoides en sus raíces. 
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Discusión general 

Como las plantas y sus comunidades microbianas asociadas dependen una de la otra 

(Vandenkoornhuyse et al. 2015), una comprensión más completa de estas relaciones es 

crítica para los esfuerzos de administrar o manipular el microbioma de la planta para 

mejorar los rendimientos de los cultivos (Farrar et al. 2014). Las investigaciones se han 

centrado en la importancia de la salud del suelo para los agroecosistemas (Altieri y 

Nicholls 2003), pero no han tenido en cuenta el papel central de la planta huésped en la 

conversión de la salud del suelo en rendimiento. Los microorganismos de la rizósfera como 

los HMA pueden reducir la necesidad de insumos externos ayudando en la adquisición de 

recursos escasos, resultando una estrategia atractiva para los sistemas de agricultura 

sustentable (Douds et al. 2010). 

La transición de los ecosistemas silvestres a la agricultura moderna se ha centrado 

en seleccionar los rasgos que produjeron la mayor producción de superficie con niveles 

crecientes de manejo de cultivos e insumos de nutrientes. La contribución de los genotipos 

silvestres a la agricultura moderna, que ayuda a aumentar el rendimiento, la calidad y la 

resistencia a las enfermedades, es significativa (Foyer et al. 2016). En esta tesis doctoral se 

propuso estudiar al cultivo de soja en función de la domesticación en simbiosis con HMA, 

con el objetivo de contribuir al desarrollo de estrategias sustentables mediante la 

generación de conocimiento básico y aplicado sobre la capacidad de colonización 

micorrícica de genotipos de soja domesticados. 

Se eligió utilizar un inóculo nativo de HMA aislado de raíces de soja, creciendo en 

suelos de tradición sojera de la EE INTA Manfredi. Esta decisión se apoya en el 

conocimiento que el efecto de esta simbiosis sobre la respuesta de defensa del hospedante 

también depende del HMA involucrado (Bezemer y van Dam 2005) y es conocido el 

mayor beneficio de utilizar especies de HMA autóctonas por sobre las especies 

introducidas de banco (Querejeta et al. 2006; Marulanda et al. 2007). 

Dada la heterogeneidad de microorganismos en el suelo, se hace sumamente 

complejo entender el efecto particular de la simbiosis micorrícica, y es en este aspecto 

donde el desarrollo de sistemas experimentales en condiciones controladas puede brindar 

conocimientos valiosos. Consecuentemente, otro de los aportes de esta tesis doctoral fue la 

construcción del sistema experimental en condiciones controladas, donde se pudo evaluar 
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en función del tiempo, los efectos de la simbiosis HMA-soja, en la formación de 

arbúsculos y otras estructuras. 

Es conocido que el proceso de domesticación y la selección de germoplasma en 

condiciones fertilizadas pueden reducir la simbiosis micorrícica y la frecuencia de genes 

que promueven asociaciones de micorrizas (Pérez Jaramillo et al. 2016). Existe abundante 

información sobre la mayor asociación de los HMA con plantas silvestres en comparación 

con sus parientes domesticados en numerosos cultivos de trigo (Zhu et al. 2001) maíz (An 

et al. 2010) árbol de pan (Xing et al. 2012) trigo duro (Singh et al. 2012) sorgo (Leiser et 

al. 2016). Sin embargo datos sobre el efecto de la domesticación en el cultivo de soja en 

simbiosis con HMA no han sido reportados desde Khalil et al. (1994, 1999), por lo que 

esta tesis doctoral aportaría resultados actualizados en el efecto domesticación HMA- soja. 

En tal sentido, nuestros resultados confirmaron que la domesticación de genotipos de soja 

disminuyó la capacidad de colonización micorrícica total y como otro aporte sumamente 

original, se observó disminuida la formación de arbúsculos y nódulos, en los genotipos de 

soja domesticados en comparación a los no domesticados. Recientemente, Park et al. 

(2015) demostraron que la formación de arbúsculos se relaciona con diferentes niveles de 

colonización y de simbiosis micorrícica productiva. 

Las asociaciones con HMA provocan significativos cambios en las plantas 

hospedadoras, tanto a nivel nutricional como en posibles mecanismos de tolerancia 

(Rapparini y Peñuelas 2014) y esta tesis plantea diferencias en la dependencia micorrícica 

(DM), en función de la domesticación de soja. En general, los genotipos de soja no 

domesticados mostraron una respuesta temprana y positiva en la DM evaluada como 

parámetros de crecimiento, contenido en nutrientes y bioquímicos relacionados con la 

defensa antioxidante. Esta tesis doctoral aporta datos muy originales acerca del 

comportamiento del estrés oxidativo durante la domesticación de la soja-HMA, mostrando 

una respuesta variable en la capacidad de la defensa antioxidante con la domesticación de 

soja-HMA. 

Existen antecedentes previos que muestran la importancia y participación de los 

flavonoides y PAs, en la colonización micorrícica de plantas de Trifolium repens (Ponce et 

al. 2004; Scervino et al. 2009), Pisum sativum (El Ghachtouli et al. 1996), melón 

(Akiyama et al. 2002), Citrus tangerine (Wu et al. 2010 a). Sin embargo la participación de 

estos metabolitos en la colonización micorrícica en genotipos de soja domesticados vs no 

domesticados, no ha sido reportada. Por lo expuesto, esta tesis doctoral aporta 

conocimientos originales sobre el efecto de estos metabolitos en la colonización 
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micorrícica, en función de la domesticación del cultivo de soja. Mediante el desarrollo de 

sistemas experimentales que regulan el nivel de flavonoides (agregado exógeno de 

flavonoides totales) y PAs (por silenciamiento de genes claves en las raíces micorrizadas) 

pudimos revertir el efecto de la domesticación, sobre la colonización micorrícica, 

estimulando la formación de arbúsculos en el genotipo domesticado, y confirmando la 

participación de estos metabolitos en la formación de arbúsculos durante la colonización 

micorrícica. Por otro lado, existen antecedentes de la presencia de especies reactivas del 

oxígeno (EROs) durante la colonización con HMA. Así, en la simbiosis M. truncatula, 

Salzer et al. (1999) y Hause y Fester (2005) reportaron acumulación de H2O2 en la 

proximidad de la membrana periarbuscular, especialmente en las células arbusculares. Más 

recientemente, Wu et al. (2009) sugirieron que el H2O2 interviene en la degradación de los 

arbúsculos, y además observaron O2 en los arbúsculos de raíces micorrizadas durante la 

sequía de citrus. Teniendo en cuenta que entre las funciones de los flavonoides y las PAs 

en las plantas se incluye la regulación de las EROs (Falcone Ferreyra et al. 2012; Alet et al. 

2008), proponemos que en función de la domesticación de soja la disminución de la 

colonización micorrícica, particularmente la formación de arbúsculos observada, podría 

guardar relación con la disminución de estos metabolitos y su capacidad para regular la 

generación de EROs.  

Es conocido que la metabolómica se usa para medir la abundancia diferencial de 

metabolitos a nivel global; y se ha utilizado con éxito en muchos cultivos como la soja, el 

arroz, el maíz y la cebada (Shu et al. 2008; Takuji et al. 2010; Frank et al. 2012; Saito et al. 

2013; Jung et al. 2015). En la actualidad, los estudios metabolómicos de cultivos 

importantes desde el punto de vista económico, como la soja que se utiliza para la 

alimentación, son de especial interés y son útiles para la selección asistida por genómica 

para que los mejoradores de plantas desarrollen germoplasma mejorado y liberen nuevas 

variedades resilientes en el futuro (Fernie et al. 2009). Particularmente, esta tesis aporta 

conocimiento original, sobre el comportamiento metabolómico de genotipos de soja 

domesticados y no domesticados en simbiosis con HMA, hasta entonces no estudiados. 

Los resultados del análisis metabolómico, mostraron la presencia disminuida de 

flavonoides específicos y de precursores de las PAs, en soja domesticada, confirmando los 

resultados previamente hallados en el contenido endógeno de estos metabolitos. 

A futuro, se propone realizar un estudio más profundo y detallado, evaluando un 

mayor número de genotipos provenientes de banco de germoplasma de soja, que permita 
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confirmar la presencia de metabolitos como PAs y flavonoides en la colonización de 

genotipos de soja micorrizados domesticados y no domesticados. 
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Conclusiones generales 

El relevamiento morfotaxonómico de un inóculo de HMA nativo de suelos con 

tradición sojera, permitió identificar 6 especies de esporas de Glomeromycotina: siendo F. 

mosseae la especie mayoritaria (57,78 %) seguida por P. Occultum (23,68 %); D. spurca 

(15,15 %); A. scrobiculata (2,87 %) y Gigaspora sp.1 (0,41 %). 

En genotipos de soja domesticados de interés comercial se pudo confirmar la 

existencia de variabilidad en la respuesta a la micorrización. Algunos mostraron baja 

capacidad de colonización y escasa formación de arbúsculos y otros un comportamiento 

similar a los genotipos no domesticados. 

En la simbiosis HMA-soja la domesticación se relacionó con variabilidad en la 

respuesta de flavonoides y PAs relacionados con la regulación de la colonización 

micorrícica y formación de estructuras, especialmente arbúsculos. 

La variabilidad observada en estas respuestas entre los genotipos domesticados, 

sugiere que la selección de genotipos de soja con una buena y temprana colonización 

micorrícica, particularmente alta relación arbúsculos / hifas y la mayor concentración de 

flavonoides y PAs en sus raíces, podría ser una estrategia útil para el desarrollo de 

genotipos que optimicen la contribución de los HMA en los sistemas agrícolas. 
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Anexo A: Estimación de los peróxidos de lípidos evaluados 

como contenido en malondialdehido (MDA) 
 

Preparación de los reactivos 

TCA 0,1% 

 

Reactivo Cantidad 

TCA 100% 0,1 ml 

Se completa a 100 ml con agua destilada 

TCA 20% 

Reactivo Cantidad 

TCA 100% 20 ml 

Se completa a 100 ml con agua destilada 

TCA 20% + TBA 0,5% 

Reactivo Cantidad 

TCA 100% 20 ml 

Ácido tiobarbitúrico 0,5 g 

Se completa a 100 ml con agua destilada 

 

Procedimiento 

Se molieron con mortero y aire líquido 100 mg aproximadamente de hojas  con 1,5 

ml de ácido tricloroacético (TCA) 0,1%. Los homogenatos fueron centrifugados a 12000 

rpm durante 10 minutos. El cromógeno se formó mezclando 0,5 ml del sobrenadante con 

0,5 ml de una solución de TCA 20% y acido 2-tiobarbitúrico (TBA) 0,5%. La mezcla se 

incubó a 92 °C durante 20 minutos. Los tubos se centrifugaron a 12000 rpm durante 10 

minutos cuando alcanzaron la temperatura ambiente y este sobrenadante se utilizó para las 

lecturas espectrofotométricas de absorbancia (Abs) a 532, 600 and 440 nm (Heath and 

Packer 1968). La lectura a 600 nm se utiliza para descontar la turbidez de la muestra y la 

lectura a 440 nm se incluyó con el fin de descontar los azúcares. Se preparó un blanco 

reemplazando la muestra por el medio de extracción, y los controles para cada muestra 

fueron preparados sin TBA, al igual que Hodges et al. 1999. 

 

Mezcla de reacción 

 Problema (+TBA): 0,5 ml de muestra + 0,5 ml de TCA 20% / TBA 0,5% 

 Testigo (-TBA): 0,5 ml de muestra + 0,5 ml de TCA 20%  

Blancos: 
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 Problema (+TBA): 0,5 ml de TCA 0,1% + 0,5 ml de TCA 20% / TBA 0,5% 

 Testigo (-TBA): 0,5 ml de TCA 0,1%  + 0,5 ml de TCA 20%  

 

 

Cálculos posteriores 

A= [(Abs 532+TBA - Abs 600+TBA) – (Abs 532-TBA - Abs 600-TBA)] 

B= [(Abs 440+TBA - Abs 600+TBA) *0,0571] 

Equivalentes de MDA (nmol/ml)= [(A-B)/ ɛ] *10
6
 

 

MDA (nmoles/mg)=equivalentes MDA x Vol. extracción x dilución 

                                                                 PF  

 

Vol. de extracción: en este caso es 1,5 ml. 

Dilución: Vol. Final de reacción/ vol. Alícuota (en este caso 1/0,5=2) 

ɛ: Coeficiente de extinción molar 155 mM
-1

 cm
-1 

PF (mg): peso fresco de muestra, en este caso va a ser entre 100 y 150 mg. 

10
6: 

para convertir de mM a nmoles/ml 

 

Bibliografía 
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Anexo B: Tinción de raíces y cuantificación de micorrizas 
 

Preparación de las soluciones 

KOH 10% 

Reactivo Cantidad 

KOH 10 g 

A 100 ml de agua destilada agregar lentamente 

mientras se mezcla la droga sólida. 

HCl 1% 

Reactivo Cantidad 

Agua destilada 99 ml 

HCl 1 ml 

Azul tripán 

Reactivo Cantidad 

Ácido láctico 475 ml 

Azul tripán 0,03 g 

Se completa a 500 ml con agua destilada y se 

conserva a temperatura ambiente en frasco color 

caramelo. 

 

Procedimiento 

Las raíces seleccionadas fueron aclaradas colocándolas en una solución de KOH 

10% e incubándolas a 80° C en baño térmico durante 20 min. Luego, fueron enjuagadas en 

agua corriente y colocadas en una solución de HCl al 1%, incubándolas a temperatura 

ambiente durante 45 minutos. Se descartó el HCl y se colocó en la solución de Azul 

Tripán. Después de una incubación en baño térmico a 90° C durante 20 minutos, las raíces 

se enjuagaron con agua corriente y se conservaron en ácido láctico.  

El porcentaje de micorrización de las diferentes muestras se determinó mediante la 

técnica de Magnified intersection method (McGonigle et al. 1990).Con tal fin se colocaron 

fragmentos de raíz en paralelo en porta objetos con PVLG, y estos preparados 

semipermanentes se observaron usando un microscopio óptico (Olympus Optical, Modelo 

BX40F-3) con un aumento de 200X. Se realizaron 3 preparados por cada muestra, y en 

cada uno de ellos se contaron entre 80 y 100 intersecciones (I) entre el campo visual y un 

fragmento de raíz.  

Se calculó la colonización total, por arbúsculos y por vesículas:  

Colonización total (%)  = 100 * (nº de I con alguna estructura micorrícica/ nº de I totales) 

Colonización por arbúsculos o vesículas (%) = 100 * (nº de I con arbúsculo o vesícula / 

nº de I con alguna estructura micorrícica) 
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Anexo C: Estimación del contenido en clorofila total 
 

Procedimiento 

Se realizó la extracción del material foliar (50 mg) en etanol 80% (10 ml) con una 

incubación de 15 minutos a 80°C en baño térmico. Se dejó enfriar y se midió la 

absorbancia a 652 nm. La concentración en o de clorofila total (ClT) fue calculada de 

acuerdo a Arnon (1949).  

 

Cálculos posteriores 

ClT (mg clorofila/ mg PF) = Abs652 x Vol. ext 

                                                       34,5 x PF 

 

Vol. Ext (ml): volumen del extracto (en este caso sería 10 ml) 

PF (mg): peso fresco de muestra de hoja (en este caso sería 50 mg) 

 

 

Bibliografía 

Modificado a partir de: 

Arnon DI (1949) Copper enzymes in isolated chloroplasts. Polyphenol oxidase in Beta 

vulgaris. Plant Physiology, 24(1): 1  
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Anexo D: Estimación del contenido en FRAP 
 

Reactivos  

 Buffer Acetato de Sodio 0,3 M pH 3,6 

 Cloruro Férrico 200 mM 

 TPTZ 2, 4,6 Tris (2 pyridyl) s- triazine 10 mM 

 TROLOX 250 mM  6 Hidroxy-2,5,7,8 tetra methyl chrommane- 2- carboxylic acid 

Preparación de reactivos 

Buffer Acetato de Sodio 0.3 M pH 3,6 

Acetato de sodio PM: 82.03 g VF: 100 ml 

2.4609 g de Acetato de Sodio en 50 ml de agua.  

Llevar a peachímetro y ajustar el pH con ácido acético glacial. Enrasar con agua hasta 100 

ml. 

Cloruro Férrico 200 mM 

PM: 162.2 g VF: 1 ml 

0.0324 g de Cloruro Férrico en 1 ml de agua. 

TPTZ 10 Mm 

PM: 312.33 g VF: 2 ml 

0.00624 g TPTZ y disolver en 2 ml de HCl 40 mM. 

HCl 40 mM 

PM: 36.46 d: 1.19 Kg/L N: 12.07 VF: 10 ml 

33.1 uL de HCl y 9.96 ml de agua.  

TROLOX uM. 

A partir de TROLOX 2 mM. VF: 10 ml 
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1.25 ml de TROLOX 2 Mm y 8.75 ml de alcohol 80%.  

Procedimiento 

Se pesaron 100 mg de muestra vegetal aproximadamente, luego se molieron con 

mortero y aire líquido. Se añadió 1 ml de alcohol 80%. Posteriormente se trasvaso a 

eppendorf y se centrifugó durante 20 minutos a 12.000 – 14.000 rpm a 4 ºC 

Se transfirió el sobrenadante a tubo limpio y se le agregó 1 ml de alcohol 80 % 

(volumen final: 2 ml) 

Se realizó una dilución 1:3 previo al sembrado en placa. (50 microlitros de extracto 

+ 100 microlitros de alcohol 80%. Volumen Final: 150 microlitros). 

Se Sembró en placa 30 microlitros de la dilución (por triplicado) y 30 microlitros de 

cada uno de los puntos de la curva por duplicado.  

El volumen final de siembra en la placa fue de 300 microlitros, los cuales se 

completarán añadiendo 270 microlitros de solución mix (Buffer acetato de sodio 0,3 M pH 

3,6 + Cloruro Férrico 200 mM y TPTZ) a los 30 microlitros de dilución. 

Se incubó la placa a temperatura ambiente y al resguardo de la luz durante 40 

minutos y posteriormente se realizó su lectura en el lector de ELISA a 600 nm. 

 

Preparación de la curva de calibración: TROLOX 250 uM 

 

TROLOX ALCOHOL 80% 

0 100 

15 85 

30 70 

45 55 

60 40 
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Anexo E: Extracción de ARN y síntesis de ADN 

complementario 

 
Procedimiento 

A partir de un pool de hojas para cada tratamiento se extrajo ARN total mediante el 

método de TRIZOL
®

, según el siguiente protocolo especificado por el fabricante y 

utilizando materiales libres de ARNasas. Se molieron 100 mg de muestra en mortero con 

aire líquido y se mezclaron con 1,5 ml de TRIZOL
®
e incubaron a temperatura ambiente 

durante 10 minutos, continuando mezclando cada 2 minutos. Luego se agregó 0,3 ml de 

cloroformo y se  agitó vigorosamente durante 15 segundos. Se dejó reposar 2 a 3 minutos a 

temperatura ambiente y se centrifugó 15 minutos a 12000 rpm a 4 °C. Se recuperó la fase 

superior en un nuevo tubo para repetir los pasos de agregado de cloroformo y 

centrifugación. A la nueva fase acuosa recuperada se agregó 0,8 ml de isopropanol y se 

incubó 10 minutos en  hielo con el objetivo que precipite el ARN. Luego de una 

centrifugación de 12 minutos a 12000 rpm a 4 °C, se descartó el sobrenadante. Al pellet 

obtenido se lo lavó dos veces con etanol, agregando1 ml de etanol 75%, vortereando y 

centrifugando 5 minutos a 10000 rpm a 4 °C. Se descartó el sobrenadante y se secó el 

pellet al aire 5 a 10 min. No permitir que seque demasiado porque decrece su solubilidad. 

Finalmente se resuspendió en 25 µl de agua MilliQ estéril, se incubó 5 minutos a 65 °C y 

se mantuvo a -80 ° C.  

 

Purificación del ARN 

Con el fin de eliminar restos de ADN de las muestras de ARN se realizó un 

tratamiento con una ADNasa (RQ1 RNase-Free DNase, Promega). 

Se realizó la siguiente mezcla de reacción: 

2 µg de ARN + 1µl de DNAsa (1 U/ µl) + 1 µl de buffer 10X + agua MilliQ estéril  hasta 

un volumen final de 10 µl. 

Se incubó a 37ºC durante 30 minutos. Luego se agregó 1 µl de Solución de stop y 

se incubó a 65 ºC durante 10 minutos para inactivar la enzima. 

Se realizó la cuantificación de las muestras a través de la absorbancia a 260 nm en 

un espectrofotómetro NanoDrop. También se calcularon las relaciones de absorbancia 

260/280 y 260/230 para evaluar la pureza de la muestra, ya que las proteínas poseen una 

absorbancia máxima a 280 nm y otros contaminantes presentes en la muestra como 



150 

 

carbohidratos tienen su pico de absorción a 230 nm. Una relación de 2 es generalmente 

aceptado como un ARN ―puro‖. 

 

Gel de ARN 

Las muestras de ARN fueron corridas en gel desnaturalizante de agarosa al 1,2% 

para comprobar su integridad. 

 

Preparación de soluciones 

TAE 50X 

Reactivo Cantidad 

Tris base 121 g 

Ácido acético glacial 28,55 ml 

EDTA 0,5 M pH 8 50 ml 

Se completó a 500 ml con agua MilliQ estéril. 

TAE 1X 

Reactivo Cantidad 

TAE 50X 6 ml 

Se completa a 300 ml con agua MilliQ estéril. 

EDTA 0,5 M pH 8 

 

Reactivo Cantidad 

EDTA 9,305 g 

Se completa a 50 ml con agua MilliQ estéril. 

 
Reactivo Cantidad 

Gel de ARN 1,2% Agarosa 0,3 g 

 
TAE 1X 25 ml 

 
Se disolvió la agarosa en microondas. 

 

Se prepararon todas las soluciones usando materiales libres se ARNasas, 

esterilizando las probetas, vasos y espátulas en estufa. Se volcó la preparación del gel en el 

soporte y se dejó gelificar. 

Las muestras se prepararon mezclando 2 µl de muestra de ARN con 2 µl de buffer 

muestra  con formaldehido (comercial). Incubamos  5 minutos a 65ºC en baño seco y 

sembramos todo el volumen en el gel. 
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Corrimos en cuba de electroforesis 20 minutos a 100 V usando TAE 1X como 

buffer de corrida. Finalmente teñimos las bandas incubando el gel en bromuro de etidio 

durante 10 minutos y luego lavándolo en agua para su observación.  

En la figura se visualizan para los distintos tratamientos, el bandeado característico 

de una extracción de ARN total de planta en un gel de agarosa. 

 

    Gel sin invertir                   Gel invertido 

 

                                K1 K4 A1 A4 D1 D4     K1 K4 A1 A4 D1 D4 

 

 

Síntesis de ADN  complementario 

Se utilizó la enzima Transcriptasa reversa MMLV (Promega) y se procedió según el 

protocolo especificado por el fabricante. 

Se comenzó mezclando 11 µl de ARN tratado con ADNasa con 1 µl de oligo dT 

100 pmol/µl y 1 µl de agua MilliQ estéril. Se incubó a 70 °C durante 5 minutos, e 

inmediatamente se colocó en hielo. 

Se agregó la mezcla de reacción (12µl =  5µl de Buffer 5X + 1,25µl de dNTPs 10 

mM + 1 µl de RNAsin + 1 µl de Transcriptasa reversa MMLV + 3,75 µl de agua MilliQ 

estéril), se incubó a 1 hora a 42 °C y luego 10 minutos a 70 °C. 

Se realizó una dilución 1/5 del producto de esta reacción para utilizar como molde 

en las reacciones de PCR. 

  



152 

 

Anexo F: Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) – 

Enzimas del sistema antioxidante y del metabolismo de las 

poliaminas 

 

Las secuencias de los cebadores utilizados fueron las siguientes: 

Enzima Cebador F Cebador R 

TEF 5’ TGTTGCTGTTAAGGATTTGA 

AG CG 3’ 

5’ AACAGTTTGACGCATGTCCCTA 

AC 3’ 

ADC 5’ GAATGTTTTTGGGTGGGGCT 

TA C 3’ 

5’ CCTTTGACAGAATGCCTTATCTG 

CTG 3’ 

DAO 5’ CAGGATGGAAAGATAGAA 

GC 3’ 

5’ GGAAGACTGGCCAGTTATGC 3’ 

 

Mezcla de reacción 

Reactivos 
Cantidad 

Agua MilliQ estéril 5,8 µl 

Buffer 5X 4 µl 

dNTPs 2 mM 2 µl 

Cebador F 2 µM 3 µl 

Cebador R 2 µM 3 µl 

Enzima Taq polimerasa 0,2 µl 

ADN complementario (dil 1/5) 2 µl 

 

Procedimiento 

Se preparó la mezcla de reacción y se amplificaron las secuencias en un 

termociclador con un protocolo de temperaturas y ciclos que tuvo algunas variaciones para 

los genes de las distintas enzimas. 

Protocolo general: 

1) 94 °C – 2 minutos 

2) 94 °C – 1 minuto 

3) Ta – 30 segundos 
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4) 72 °C – 1 minuto 

5) Repetición de los pasos 2, 3 y 4 (Número de ciclos) 

6) 72 °C – 10 minutos 

 

Variaciones del protocolo para cada gen: 

 

Gen 

Producto de 

amplificación (pb) 

 

Ta (°C) 

 

Número de ciclos 

TEF 400 58 30 

ADC 320 64 25 

DAO 337 60 35 

 

Las bandas de expresión se observaron en geles de agarosa al 1,2 %, luego de una 

corrida electroforética a 100 V usando buffer de corrida TAE 1X durante 20 minutos o 

hasta que el frente de corrida llegó hasta el final del gel. Cada corrida se realizó en 

presencia de un marcador de tamaño molecular (Cien Marker Promega®) que cuenta con 

fragmentos desde 100 a 100 pb. 

La tinción se realizó con bromuro de etidio y las bandas se cuantificaron utilizando 

el software ImageJ. Se realizó una cuantificación relativa al factor de elongación de la 

trascripción α1 (TEF) y el valor obtenido para cada tratamiento se relacionó con el 

obtenido para el tratamiento CR en cada tiempo de muestreo 
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