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RESUMEN

Prosopis alba Grisebach (algarrobo blanco) es una de las especies mas importantes en
el ecosistema natural del Chaco Occidental Semiarido de Argentina. Entre las estrategias para
asegurar el establecimiento y el adecuado desarrollo de los bosques implantados, la
produccion de plantines de buena calidad es un requisito indispensable. El objetivo de esta
tesis fue seleccionar y caracterizar indculos mixtos de hongos micorricicos arbusculares
(HMA) autoctonos que confieran mayor tolerancia frente al estrés por sequia en plantines de
algarrobo con especial énfasis en la regulacion del dafio oxidativo. Se aislaron dos in6culos
mixtos de HMA autdctonos de los sitios de Colonia Benitez (CB, humedo) y Padre Lozano
(PL, semiarido) en las provincias de Chaco y Salta respectivamente. En el sitio de CB se
identificaron HMA que se adaptan a diferentes condiciones ambientales, mientras que en las
plantas trampa de PL se identificé Diversispora spurca propia de suelos con alto contenido
orgénico y tolerante a la sequia. Asimismo, se desarrolld un sistema experimental bajo
condiciones controladas de riego y sequia moderada y severa, al 50 y 10 % de contenido
hidrico del suelo. En la simbiosis con P.alba, bajo condiciones de riego normal, ambos
indculos mostraron una capacidad similar para incrementar la respuesta micorricica (RM)
temprana. Sin embargo, bajo condiciones de riego, y a mas largo tiempo de tratamiento (de 60
dias en adelante) el indculo de CB, present6 mayor formacion de hifas y arbdsculos
comparado con el inoculo de PL, lo cual fue acompafiado de un incremento en la RM para el
crecimiento y el contenido de nutrientes como P y N en P.alba. Por el contrario, el in6culo de
PL aislado de una region semidrida, resultd6 promisorio en la mitigacion de la sequia,
comparado con el inéculo de CB y la mezcla de ambos (MIX) la cual no mostré un efecto
sinérgico bajo riego y/o sequia. La simbiosis P. alba-HMA (PL), se caracterizé por una mayor
capacidad en la formacion de arbdsculos, contenido en nutrientes como P y N, mayor didmetro
del tallo y mitigacion del dafio oxidativo. Ademas, el indculo de PL, fue el mas eficiente en
vivero y en condiciones de invernadero la supervivencia cuando fue sometido a sequia severa,
sugiriendo que su mayor capacidad para beneficiar a P. alba se relaciona con el sitio de origen

del indculo, siendo mejorado su efecto por la aplicacion de bajas tasas de fertilizacion.

Palabras claves: Prosopis alba, micorrizas, mitigacion, sequia y sobrevivencia.
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ABSTRACT

Prosopis alba Grisebach (algarrobo blanco) is one of the most important species in the
natural ecosystem of the Semi-arid Western Chaco of Argentina. Among the strategies to
ensure the establishment and proper development of implanted forests, the production of good
quality seedlings is an indispensable requirement. The objective of this thesis was to select and
characterize mixed inoculums of native arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) that confer
greater tolerance to drought stress in P. alba seedlings with special emphasis on the regulation
of oxidative damage. Two mixed native HMA inocula were isolated from the sites of Colonia
Benitez (CB, wet) and Padre Lozano (PL, semi-arid) in the provinces of Chaco and Salta
respectively. In the CB site, HMAs that adapt to different environmental conditions were
identified, while in the trap plants of PL, Diversispora spurca was identified in soils with high
organic content and drought tolerant. Likewise, an experimental system was developed under
controlled conditions of irrigation and moderate and severe drought, at 50 and 10% of soil
water content. In the symbiosis with P.alba, under normal irrigation conditions, both
inoculums showed a similar ability to increase the early mycorrhizal response (MR). However,
under irrigation conditions, and for longer treatment time (from 60 days onwards) the
inoculum of CB, presented greater formation of hyphae and arbuscules compared to the
inoculum of PL, which was accompanied by an increase in the MR for growth and nutrient
content such as P and N in P.alba. On the contrary, the inoculum of PL isolated from a semi-
arid region, was promising in the mitigation of drought, compared with the inoculum of CB
and the mixture of both (M1X) which did not show a synergistic effect under irrigation and / or
drought. The symbiosis P. alba-HMA (PL), was characterized by a greater capacity in the
formation of arbuscules, nutrient content such as P and N, larger stem diameter and mitigation
of oxidative damage. In addition, the inoculum of PL was the most efficient in nursery and
greenhouse conditions, when it was subjected to severe drought, suggesting that its greater
capacity to benefit P. alba is related to the site of origin of the inoculum, being improved its

effect by the application of low fertilization rates.

Keywords: Prosopis alba, mycorrhizal, mitigation, drought and survival.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL

Género Prosopis, Prosopis alba

El género Prosopis L. pertenece a la Fabaceae, subfamilia Mimosoideae, es un
género que comprende 44 especies (Burkart, 1976), de gran importancia en la composicion

arborea y arbustiva de zonas aridas y semiaridas.

Su distribucion abarca el Sureste de Asia (tres especies nativas), Africa tropical (una
especie nativa) y Ameérica (40 especies), llegando en este Ultimo continente desde el Sud
Oeste de Estados Unidos hasta la Patagonia Argentina y Chile.

En estos ambientes desérticos, algunas especies constituyen elementos conspicuos
principalmente debido a la habilidad de tolerar las condiciones edéaficas desfavorables y sus
adaptaciones a la herbivora (Villagra et al., 2010; Vega Riveros et al., 2011; Villagra et al.,
2011). Por este motivo, varias especies son consideradas en planes de forestacion y
revegetacion de areas degradadas, en sistemas agroforestales y/o silvopastoriles
(Capparelli, 2007; Alvarez y Villagra, 2010; Verzino y Joseau, 2013).

Asimismo, el algarrobo constituye una fuente importante de recursos para los
pueblos de zonas aridas y semiaridas sudamericanas. Su relevancia econdémica, social y
ecoldgica se basa en su reconocida tolerancia a la salinidad; y a la sequia (Felker et al.,
2001; Meloni et al., 2004; Taleisnik y Lopez Lauenstein, 2011), a lo que se suman las
propiedades nutritivas de sus hojas y frutos, con altos contenidos de proteinas y azlcares
utilizados en la alimentacién animal y humana (Felker et al., 2001). Ademas de aportar al
componente productivo, brinda servicios ecosistémicos. Por ejemplo, se considera que es
una especie estabilizadora del ambiente debido a su asociacion con bacterias del género

Rhizobium que permiten la asimilacion del nitrogeno del aire, y luego enriquecen el
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ecosistema con el aporte al suelo de ramas, hojas, flores y frutos, convirtiéndolos en el
componente estructurador de sistemas productivos diversos, adicionando sustentabilidad.

El género Prosopis se encuentra ampliamente distribuido en todo el territorio
argentino, abarcando ambientes de llanura hasta 3.000 msnm, y zonas con precipitaciones
anuales entre 80 a 1.400 mm (Roig, 1993), siendo el pais que concentra el mayor numero
de especies (60 % del total), incluyendo sus variedades, hibridos naturales y subespecies,
que comprenden desde arboles hasta subarbustos localizados en muy diferentes ambientes
(Hunziker et al., 1986; Karlin, 1988; Fontana et al., 2018). Los diversos usos asociados al
algarrobo permiten obtener, ademas de la renta capitalizada en base a la produccion de
madera, una renta anual proveniente de la diversificacion de la produccion a través de la
agricultura, la ganaderia, la produccion de frutos, la apicultura y la bioenergia. Estos
atributos, entre otros, tornan a los algarrobos como uno de los més valiosos recursos
madereros de la region Semiarida Argentina (Giménez, 1998; Juarez de Galindez et al.,
2005).

Esta realidad sumada a la existencia de grandes superficies inactivas con aptitud
forestal por ejemplo en el area de riego de Santiago del Estero, justifican emprender
acciones para recuperar estas zonas con actividades forestales mediante el cultivo de

bosques productivos de algarrobos (Ledesma et al., 2008).

Actualmente estan en vigencia planes del Estado Nacional que incentivan la
forestaciéon (Ley 25.080, 1999) y el algarrobo es una de las especies promocionadas en

Santiago del Estero para realizar plantaciones comerciales (Pece et al., 2008).

Dentro de estas especies, Prosopis alba Grisebach (P. alba o algarrobo blanco) es
una de las mas importantes en el ecosistema natural del Chaco Occidental Semiérido,
estabilizando el microambiente, minimizando el impacto de las oscilaciones climaticas y
constituyendo una fuente de madera y alimento para los herbivoros domésticos y silvestres
(Karlin, 1988; Martin et al., 1993; Lopez, 2005).

Prosopis alba se distribuye principalmente en la regién centro-norte del pais siendo
especialmente significativo en la Region Chaquefia, ocupando parte de la Mesopotamia
(Argentina), Salta, el Espinal en Formosa, Chaco, Corrientes, norte de San Luis, Cordoba y

centro de Santa Fe.
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El algarrobo blanco (P.alba) se encuentra preferentemente en zonas de 300 a 600
mm de precipitacion anual (puede llegar hasta los 1.200 mm), con temperaturas que van
desde los 48 °C hasta los -10 °C, desarrollandose en distintos tipos de suelo, especialmente
en los franco-arenosos, con pH de 6 a 8,5 (Galera y Bruno, 1995). El algarrobo blanco
crece naturalmente en la region del Chaco Semiarido, al norte de Argentina. Casi toda la
provincia de Santiago del Estero forma parte de dicha region y de las especies arbéreas de
esta zona, el algarrobo blanco pertenece a la categoria de especie secundaria (Juarez de
Galindez et al., 2005).

Es un arbol de porte mediano, de hasta 12 m de altura y un tronco de hasta 150 cm de
diametro (Barrios, 2009) (Fig. 1.1). Vive también en comunidades puras, fuera del bosque.
Es comun en el margen de represas y componente normal de galerias de rios, formando

cinturones alrededor de depresiones salinas suaves (Ayerza et al., 1986; Karlin, 1988).

Desde tiempos historicos el hombre utilizo el P. alba en diversos usos cotidianos
(Villagra y Morales, 2003). Esta especie es una de las mimosaceas argentinas de mayor
importancia econémica, siendo una especie multipropdsito para forraje, alimento humano,

lefia, carbon, madera, tintoreo (Lopez, 2005; Giménez et al., 2001; Di Marco, 2013).

En Santiago del Estero, P. alba es utilizado para la elaboracién de bebidas, dulces y
para complementar el forraje destinado a la alimentacién de los rebafios, para la
elaboracion de harinas (Carrizo et al., 2008). Su madera, de excelente calidad, es muy
apreciada para muebles, carpinteria de obra, parquet y revestimientos. Su creciente
utilizacion también para lefia, forraje y alimentos hace que este recurso forestal sea

explotado de manera irracional (Juarez de Galindez et al., 2005).

Como consecuencia de estas practicas no sustentables, el bosque se encuentra
deteriorado y limitado para atender las necesidades de un mercado altamente insatisfecho
de productos lefiosos. Para cubrir este déficit entre oferta y demanda es necesario disponer

de bosques implantados con esta valiosa especie (Guzman et al., 2011)
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Fig. 1.1. Ejemplar caracteristico de P. alba en el Norte de Salta (Gentileza Ing. Agr. Diego LOpez

Lauenstein).

P. alba puede crecer en ambientes muy adversos pero cuando el objetivo de una
plantacion es netamente maderero, no debe realizarse en ambientes extremadamente
marginales. A medida que la calidad de sitio disminuye, los objetivos productivos se
restringen a proyectos menos ambiciosos 0 mas diversificados, acompafiados de un manejo

mas especifico (Verzino y Joseau, 2013; Zarate et al., 2015).

Cuando los plantines de algarrobo son trasplantados a campo, se encuentran
sometidos a una amplia gama de condiciones ambientales, que podrian resultar en estres,
reduciendo su supervivencia y/o el crecimiento (Verzino et al., 2004; Verga et al., 2009).
A pesar de que los algarrobos son arboles adaptados a regiones aridas y semiaridas. Para
un crecimiento normal necesitan disponer de napas freaticas cercanas a la superficie (hasta
los 10 metros de profundidad) o crecer en lugares con precipitaciones superiores a los 800
mm anuales (Zarate et al., 2015). Siendo la profundidad de la napa de agua un factor que
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influye en el establecimiento de la plantacion: cuanto més superficial, las raices de los
arboles llegardn a la misma o alcanzaran la humedad que pueda aportar, acortando el
periodo de riego requerido. Se consideran sitios de buena calidad cuando los suelos poseen
textura franco limosa a franco-arcillosa, buena profundidad “efectiva”, drenaje bueno a
moderadamente bueno, relieve normal, napa de agua cercana a la superficie (hasta los 10
metros de profundidad) o bien con precipitaciones mayores a 800 mm/afio; y temperaturas

medias superiores a los 20 °C (Zarate et al., 2015).

Es importante mencionar que una mala calidad de los plantines puede afectar la
supervivencia y el desarrollo de la forestacion, lo cual suele confundirse con una mala
calidad de sitio (Zarate et al., 2015).

Entre las estrategias para asegurar el establecimiento y el adecuado desarrollo de los
bosques implantados, la produccion de plantines de buena calidad es un requisito
indispensable (Salifu y Jacobs, 2006; Contardi y Gonga, 2012). En general, este aspecto se
aborda en la fase de vivero, a través de la fertilizacion y rustificacion, y/o empleando la
inoculacion con microorganismos mutualistas como los hongos micorricicos o rizobios,
constituyen una herramienta de extrema utilidad en la sobrevida y adaptacion de las
especies vegetales (Bethlenfalvay, 1992; Sangabriel-Conde et al., 2010).

Por ello Palacios y Brizuela (2005), recomiendan la introduccién de

microorganismos simbi6ticos benéficos seleccionados para proveer a la planta de una

mayor resistencia a diferentes tipos de estrés durante la implantacion.

Micorrizas: Generalidades y su importancia en ecosistemas marginales

La microbiota del suelo juega un papel fundamental en la regulacion de los
ecosistemas terrestres, influyendo en la productividad, diversidad y estructura de las
comunidades vegetales (Van Der Heijden et al., 2008; Van Der Heijden et al., 2015). La
materia organica es descompuesta por la actividad de diferentes especies de bacterias y

hongos que liberan los nutrientes al suelo, dejandolos disponibles para que sean
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nuevamente absorbidos por las plantas. La absorcion puede ser directa a través de las
raices o indirecta a través de los microorganismos que forman simbiosis con las raices

(hongos formadores de micorrizas).

El término micorriza fue propuesto por el botanico aleman Albert Bernard Frank en
1885, quien lo tomé del griego, donde myco significa "hongo™ y rhiza "raiz"; siendo la
asociacion simbiotica entre ciertos hongos mutualistas del suelo y las raices de las plantas
(Riveraet al., 2003).

Varios son los tipos de micorrizas, basados en las caracteristicas de la infeccion y en
los organismos mutualistas que la establecen. A los efectos practicos se distinguen
principalmente dos grandes tipos de micorrizas: Ectomicorrizas (micorrizas ectotréficas) y
endomicorrizas (micorrizas endotréficas). Las ectomicorrizas que forman un verdadero
manto de hifas que recubre las raices, penetrando en los espacios entre las células
corticales, desarrollando lo que se denomina red de Hartig. Las endomicorrizas se
subdividen en varios grupos siendo, el mas importante el de los hongos micorricicos
arbusculares (HMA). Aproximadamente el 96 % de las plantas forman este tipo de
micorrizas (Wang y Qiu, 2006), siendo hoy en dia uno de los grupos de hongos
micorricicos mas abundante (Smith y Read, 2008), encontrandose en todos los continentes,
incluida la Antéartida (Cabello et al., 1994).

Los HMA son microorganismos simbidticos que pertenecen al subphylum:
Glomeromycotina (Spatafora et al., 2016) del phylum Glomeromycota (Tedersoo et al.,
2018). Entre las plantas que forman este tipo de asociaciones se encuentran la mayoria de
las leguminosas herbaceas y muchas lefiosas, los cereales, los frutales y la gran mayoria de
los cultivos horticolas (Quilambo, 2003, Ruscitti et al., 2011; Beltrano et al., 2013). Los
HMA son simbiontes obligados ya que para completar su ciclo de vida deben estar
asociados con raices vivas. Generalmente, la relacién que se establece entre el HMA y la
planta es mutualista, de manera que se favorece un intercambio bidireccional de nutrientes
y de carbono. Sin embargo, variaciones en los factores ambientales externos pueden
modular esta interaccion pasando a ser comensalista o incluso parasita (Martinez y Pugnaire,
2009).
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En el sistema radical micorricico arbuscular hay tres componentes principales: la
raiz, el micelio intra-radical (MIR: dentro del apoplasto de la raiz) y el micelio extra-
radical (MER: en el suelo circundante). EI MIR de los HMA esta involucrado en la
transferencia de nutrientes entre los simbiontes y se diferencia en: arbusculos
intracelulares, vesiculas intra o intercelulares y circunvoluciones (Fig. 1.2), cada una de

estas estructuras posee una funcién particular (Brundrett, 2002; Bernaza y Acosta, 2006).

La formacion de arbasculos constituye la caracteristica diagndstica de las micorrizas
arbusculares, siendo las estructuras caracteristicas. Consisten en hifas altamente
ramificadas que se desarrollan entre la pared celular y la membrana plasmatica de las
células y son las responsables del intercambio de nutrientes entre los simbiontes
(Brundrett, 2002; Bernaza y Acosta, 2006). En la zona de interface o apoplasto se produce
el intercambio, los nutrientes inorgénicos tales como el fosforo (P) y el zinc (Zn) fluyen
hacia la planta y los fotosintatos hacia el hongo (Smith y Read, 2010). Las vesiculas son
estructuras globosas que contienen lipidos y granulos de glicdgeno que sirven como un
organo de reserva para el hongo. Estas pueden estar formadas dentro o entre las células de
la corteza estan diferenciadas solo entre los miembros de los Glomerales y Diversisporales
(Oehl et al., 2011) o como propagulos (Biermann y Linderman, 1983). Se ha observado
que algunas especies de HMA incrementan la formacion de vesiculas cuando la simbiosis
ocurre en situaciones de alta oferta nutricional (Nijjer et al., 2010). Las células auxiliares
también sirven como drganos de reserva pero estas se forman fuera de las raices solamente
en miembros del orden Gigasporales. Las hifas intra y extra radiculares y el micelio son
importantes para establecer asociaciones micorricicas nuevas, para buscar y tomar los
nutrientes del suelo y para impulsar la agregacién de las particulas del suelo (Ruiz et al.,
2011; Van der Heijden et al., 2015). Las esporas asexuales formadas por los HMA estan
relacionadas con la dispersion y supervivencia de los hongos. Ellas son las esporas
fangicas del suelo méas grandes (entre 145 y 800w, con colores que varian desde el hialino

y amarillo palido hasta el marron, rojizo y negro (Ruiz et al., 2011).
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Fig. 1.2. Ciclo de las micorrizas arbusculares en la planta y en el suelo.

Referencia. 1) Micelio externo forma esporas asexuales que en condiciones adecuadas germinan y emiten
hifas, 2) al encontrar una raiz mediante la formacion de un apresorio penetra en la raiz, 3) dentro de la raiz se
extiende por los espacios intercelulares, 3A) por ramificaciones repetidas dentro de las células se forman los
arbusculos, que son las estructuras encargadas de realizar el intercambio entre el hongo y la planta, 3B)
algunas especies de hongos micorrricicos arbusculares forman vesiculas, que son las estructuras con
funciones de reserva y 3D) en conexion que coloniza la raiz, los HMA forman hifas externas . Estas son las
encargadas de extenderse por el suelo y absorber los nutrientes y agua. Estas hifas forman esporas asexuadas
y asi se vuelve a iniciar el ciclo. Fuente: Sainz (2018).

32



Las hifas extraradicales juegan un rol importante en la estabilizacion del suelo a
través de la formacion de agregados. A través del micelio intraradical el hongo recibe los
esqueletos carbonados de la planta hospedadora, aportandole a ésta nutrientes inorganicos.
Este micelio se desarrolla en un ambiente que es controlado por la homeostasis de la
planta. El micelio extraradical (MER) que se desarrolla en el suelo, cumple con la funcion
de absorber agua y nutrientes inorgénicos y estd expuesto a las variaciones en las
condiciones ambientales del suelo tales como pH, disponibilidad de nutrientes, humedad,
etc. (Marschner y Dell, 1994).

El MER es altamente afectado por la heterogeneidad del suelo y esté involucrado en
la busqueda de nuevas plantas y en la exploracién del suelo para la adquisicion de
nutrientes minerales que utilizan tanto el hongo como la planta. Las hifas del MER pueden
tener un crecimiento extenso (hasta 8 cm desde la raiz) (Sieverding, 1991; Castillo et al.,
2016), son capaces de conectar diferentes plantas hospedantes y establecer simbiosis
micorricica con diversas especies de plantas con las cuales se contactan (Giovannetti et al.,
2004).

Asimismo, dependiendo de la capacidad exploratoria del micelio del hongo, las
hifas pueden explorar un volumen de suelo inaccesible a las raices; y con ello la planta
aumenta considerablemente su superficie de absorcion, de 100 a 1.000 veces, mejorando su
capacidad de captacién de nutrientes y de agua (Gil, 1995; Ruiz-Lozano, 2003; Peterson et
al., 2004).

La absorcion de fosfato a través de HMA da lugar a un incremento en la absorcion
del P inorganico, elemento practicamente inmovil en el suelo y en el crecimiento de
plantas (Smith et al., 2011) adicionando los beneficios que, la simbiosis HMA-planta y
estabilidad de agregados en sistemas naturales ejerce en el suelo mismo, ya que aumenta su
capacidad de agregacion y las propiedades de retencion de agua (Borie et al., 2008). Los
HMA mejoran la estructura del suelo por la produccion de glomalina, que es una sustancia
gue actua como adherente, aglutinando particulas del suelo en agregados mas estables
(Rillig et al., 2002, Lovelock et al., 2004, Kumar et al., 2013).

Durante el crecimiento del MER se pueden diferenciar esporas y células auxiliares.
Las esporas de los HMA son estructuras que contienen lipidos, citoplasma y hasta 2.000-

3.000 nacleos y se forman asexualmente por diferenciacion de hifas del MER en el suelo o
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dentro de las raices. Las esporas pueden estar agregadas en grupos denominados
esporocarpos que funcionan como estructuras de reserva y propéagulos (Smith y Read,
2010). Los propéagulos de los HMA son las esporas, los fragmentos de raices colonizados y
los fragmentos de hifas o micelio del MER vy tienen la capacidad de iniciar la colonizacién
micorricica en una planta. Las principales fuentes de propéagulos en los ecosistemas
naturales son los fragmentos de raices micorrizadas y el MER (Faggioli, 2016). Mientras
que las esporas son consideradas propagulos a largo plazo (Kabir, 2005), ya que tardan
mas tiempo en germinar y hacer contacto con las raices que las hifas de un MER bien

desarrollado (Klironomos y Hart, 2002).

Funcién de los HMA en ecosistemas marginales

En el caso particular de los ecosistemas aridos y semiaridos, se ha reportado que el
establecimiento vegetal se incrementa cuando se utilizan plantas micorrizadas, las cuales
tienen mayor proteccion y tolerancia a las condiciones adversas del suelo y del clima
(Caravaca et al., 2003; Martinez y Pugnaire, 2009). De la misma manera, Hernandez-
Cuevas (2011) manifiestan que para la rehabilitacion ecoldgica de zonas degradadas, se
pueden utilizar in6culos micorricicos autoctonos y semillas de plantas también nativas. En
el caso de los suelos aridos y semiaridos, el establecimiento de arboles y arbustos lefiosos
es de importancia ecoldgica y econdmica, ademas de ser una alternativa productiva para

contrarrestar el proceso erosivo (Montafio y Monroy, 2000).

Utilizacion y beneficios de las micorrizas en los viveros forestales

El sistema de produccion de viveros es un factor importante para determinar la
calidad de las plantulas y el rendimiento en el campo. Se han observado una mayor

mortalidad de plantulas en algunas situaciones debido a la baja calidad de las plantulas
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(Vandresen et al., 2007). Una plantula de calidad debe tener un sistema de raices bien
desarrollado en las macetas con un sustrato adecuado. En viveros brasilefios, se han
utilizado para cultivar plantulas de especies lefiosas nativas sustratos organicos y sintéticos
y una mezcla de ambos. Sin embargo, estos sustratos, comiunmente carecen de propagulos
de HMA (Saggin-Junior y Lovato, 1999; Tristdo et al., 2006). Las plantulas de alta calidad
son cruciales para el éxito de los programas de restauracion y el uso de algunos
microorganismos del suelo ya que los biofertilizantes pueden ser Utiles para este propésito

(Ramirez Gémez et al., 2018).

Para establecer la simbiosis, la inoculacion con HMA debe realizarse durante el
desarrollo temprano de las plantulas (Zangaro et al., 2009). Las plantulas inoculadas
pueden mostrar mayores tasas de crecimiento, menores necesidades de recursos y pueden
ser mas tolerantes al estrés del trasplante, que son caracteristicas clave en la restauracion
de areas degradadas (Vandresen et al., 2007). ElI mutualismo que caracteriza la relacion
entre las raices finas y los HMA proporciona a la planta huésped un desarrollo mejorado,
principalmente debido a una mayor absorcion de nutrientes (principalmente P) y una
mayor resistencia al estrés hidrico y patégenos del suelo (Zangaro et al., 2002; Lynch y
Ho, 2005).

Algunas ventajas observadas en especies forestales en el manejo del vivero son: la
reduccion en la utilizacién de fertilizantes sintéticos hasta un 80 % dentro de la produccion
de planta forestal en viveros (Guerra, 2008), la supervivencia de las plantas una vez que
han sido llevadas a terreno y la adaptabilidad al suelo hasta en un 54 % bajo condiciones
naturales debido a la simbiosis mutualista ejercida por estos microorganismos (Monroy-
Ata et al.,, 2007). Todos estos beneficios proporcionan un potencial de aplicacion
comercial en la produccion de plantulas en contenedores (Biermann y Linderman, 1983;
Soka y Ritchie, 2014). Las estrategias de manejo que involucran el uso de HMA deben
aplicarse en las primeras etapas del crecimiento de la planta en vivero, antes de su
establecimiento en el campo. Es importante que la planta forestal producida en el vivero
esté micorrizada para asegurarle un buen desarrollo inicial y conseguir estabilidad en la
masa creada. Asi, dado que las micorrizas son simbiontes, la estrategia mas adecuada
consistird en lograr que la micorrizacién se produzca en el vivero, para introducirla en el

monte con mayor garantia de supervivencia (Serrada Fierro, 2000).
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Estrés por sequia y oxidativo en la simbiosis micorriza-planta

El mayor efecto de la micorrizacion sobre el desarrollo de plantulas en un ambiente
semiarido es el aumento de su tolerancia al estrés hidrico (Castillo, 1997; Harris-Valle,
2009).

Desde un punto de vista meteorol6gico como ambiental, se puede definir a la sequia
como la falta o insuficiencia de precipitaciones durante un periodo largo, que provoca un
desequilibrio hidrolégico considerable, por la restriccion en el suministro del agua
(Ponvert-Delisle y Damaso, 2016). Se presenta cuando la evapotranspiracion excede a las

precipitaciones durante un tiempo considerable (Mayorga et al., 2006; Cadena, 2006).

El estrés por sequia se considera uno de los estreses abidticos mas graves que limita
el crecimiento de las plantas y reduce la produccion de cultivos en numerosas regiones del
mundo. Se estima que cerca de un tercio de los suelos estdn sometidos al estrés por sequia,
lo que impide el desarrollo normal de las plantas (Calvo-Polanco et al., 2016). Muchos
factores influyen: la falta de lluvias, la distribucion irregular de las lluvias, la intensidad de
la sequia y la duracidn y la tasa del estrés son respuestas a la escasez de agua (Kumar et
al., 2013). El estrés por sequia es generado por un menor potencial hidrico del suelo, por
entrada a la planta e induciendo la deshidratacién celular, resultando en la inhibicion de la
expansion y division celular, tamafio de la hoja, alargamiento del tallo, proliferacion de
raices, oscilaciones estomaticas perturbadas, disminucion de la absorcion de nutrientes y
eficiencia del uso del agua (Kaushal y Wani, 2016). Ciertamente, las plantas también
desarrollan mecanismos complejos en términos morfolégicos, fisioldgicos y bioquimicos
para hacer frente al estrés por sequia, que se dividen escape, evitacion y la tolerancia a la
sequia (Khoyerdi et al., 2016).Como respuesta al estrés por sequia y a otros estreses se
produce un efecto denominado estrés oxidativo que incluye la generacion de especies
activas del oxigeno (EAO), tales como ion superédxido, perdxido y radical hidroxilo (Singh
et al., 2011). Estas cumplen una funcién dual: de sefializacién de la respuesta de defensa
frente al estrés y al aumentar en exceso, promueven dafios oxidativos en la planta,
Ilevandola incluso a la muerte. Las plantas han desarrollado muchas formas de superar el

estrés oxidativo. Una forma es la respuesta adaptativa, que consiste en una regulacion al
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alza compensatoria de los sistemas antioxidantes, dirigida a restablecer la homeostasis
redox (L&zaro et al., 2013; Garcia-Sanchez et al., 2014). El sistema de defensa
antioxidante vegetal incluye compuestos no enzimaticos de bajo peso molecular (glutation,
ascorbato (ASH) y a-tocoferol) y enzimas antioxidantes. Estas enzimas participan en la
exclusion de las EAO, ya sea directamente (superdxido dismutasa (SOD), catalasas (CAT)
y ascorbato o tiol-dependiente peroxidasas (POX) o indirectamente a través de la
restauracion de las dos principales moléculas redox en la célula, ascorbato y glutation
(glutation reductasa (GR), deshidroascorbato reductasa y monodeshidroascorbato
reductasa) (Rouhier et al., 2008; Singh et al., 2011).

Numerosas investigaciones han mostrado que una asociacién simbiética en las raices
con los HMA, mejora la resistencia del huésped al estrés (Smith y Read, 2010; Miransari,
2011). En la relacion planteada entre los HMA vy el estrés oxidativo, las plantas
micorrizadas con HMA poseen mayores actividades de enzimas antioxidantes y
concentraciones de antioxidantes no enzimaticas, que pueden servir para proteger a la
planta contra el dafio oxidativo, mejorando asi la tolerancia a la sequia (Wu et al., 2006;
Rapparini y Pefiuelas, 2014).

Particularmente, (Grimberg et al., 2015) observé que plantulas de soja inoculadas
con dos cepas de HMA vy la mezcla de ambas con riego, mostraron comportamientos
parecidos al control sin HMA. Por el contrario, la biomasa disminuy6 en los tratamientos
de sequia y mas aun en las plantas no micorrizadas. Las cepas mejoraron el contenido de
agua y las concentraciones de P y N en soja. Asimismo los HMA durante el estrés por
sequia, mitigaron el incremento en malondialdehido (MDA), un metabolito relacionado
con la peroxidacion de lipidos de las membranas y el dafio oxidativo. Tal efecto fue
acompariado por un incremento en el contenido de clorofilas importante metabolito
relacionado con el buen funcionamiento del metabolismo fotosintético. Tales resultados
muestran que los HMA juegan un papel importante en la mitigacion de impactos de sequia
en soja, sugiriendo su participacion en la mitigacién del dafio oxidativo (Grimberg et al.,
2015).

Por todo lo expuesto, el potencial de P. alba para la recuperacion de éareas
degradadas, su importancia economica, y perspectivas, conjuntamente con los HMA y sus

beneficios, justifica el estudio de sus respuestas en condiciones de estrés por sequia.
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Ademas, los resultados permitirian conocer las variables fisioldgicas y respuestas
bioguimicas asociadas a esta simbiosis, sobre todo aquellas relacionadas con la mitigacion
del dafio oxidativo. Los resultados podran ser utilizados como una herramienta importante
para la utilizacion del P. alba en la restauracion y reforestacion de zonas marginales de
Argentina.

HIPOTESIS

*La mitigacion del estrés por sequia en Prosopis alba es mas eficiente en la simbiosis
con hongos micorricicos arbusculares autdctonos de suelos de algarrobales provenientes de
ambientes aridos.

*Los inoculos mixtos HMA autoctonos de suelos de algarrobales provenientes de
ambientes aridos aumentan la tolerancia a sequia de Prosopis alba, mediante una mejor
regulacién del dafio oxidativo, contenido hidrico y mayor aporte de nutrientes minerales
en la planta.

OBJETIVO GENERAL

Identificar y caracterizar inéculos mixtos de hongos micorricicos arbusculares
autoctonos que confieran mayor tolerancia frente al estrés por sequia en plantines de
Prosopis alba y contribuir al conocimiento de las bases fisioldgicas y bioquimicas de este

proceso, con especial énfasis en el estrés oxidativo y la defensa antioxidante.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aportar conocimiento morfo-taxonémico sobre los indculos mixtos de hongos
micorricicos arbusculares autoctonos provenientes de suelos de algarrobales del Parque

chaquerio con diferentes regimenes pluviométricos.

Caracterizar la simbiosis entre Prosopis alba-indculos mixtos de HMA autdctonos

bajo condiciones de riego.

Caracterizar la eficiencia micorricica de los hongos micorricicos arbusculares
autoctonos en simbiosis con Prosopis alba mediante la respuesta de mecanismos

fisioldgicos/bioquimicos, bajo diferentes condiciones hidricas.

Evaluar la interaccion entre la fertilizacion mineral y los hongos micorricicos
arbusculares autoctonos durante el crecimiento en vivero y tolerancia a la sequia de

plantulas de Prosopis alba
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CAPITULO 2

APORTES AL CONOCIMIENTO MORFO -
TAXONOMICO SOBRE LOS INOCULOS MIXTOS DE
HONGOS MICORRICICOS ARBUSCULARES
AUTOCTONOS PROVENIENTES DE SUELOS DE
ALGARROBALES DEL PARQUE CHAQUENO CON
DIFERENTES REGIMENES PLUVIOMETRICOS

INTRODUCCION

La diversidad de especies de hongos micorricicos arbusculares (HMA) en
ecosistemas naturales o0 en agroecosistemas, es de suma importancia para Su
funcionamiento (Toro et al., 2008; Cuenca et al., 2002), asimismo los estudios sobre
diversidad de especies de HMA tienen implicaciones biotecnoldgicas importantes,
especialmente en aquellas especies para forestacion, puesto que la productividad podria
mejorarse mediante la manipulacién de la comunidad de HMA autdctonos (Sieverding,
1991). En tal sentido, ha cobrado gran importancia el estudio de técnicas para aislar y
evaluar el rendimiento de estos organismos con el fin de aplicarlos al suelo como
biofertilizantes, ya que constituyen una alternativa para la soluciéon de problemas de
propagacion, aclimatacién y nutricion, al reducir los costos de produccion y permitir

sistemas mas eficientes y sostenibles (Cruz et al., 2014).

La diversidad de HMA ha sido estudiada a diferentes niveles jerarquicos, sin
embargo, se desconoce el papel de esta diversidad en el establecimiento de simbiosis
efectivas con Prosopis ante situaciones de estrés por sequia. Para ello, es fundamental
conocer la presencia, abundancia y riqueza de especies de HMA en los rodales de Prosopis
y en especial de P. alba, asi como el grado de asociacion entre los HMA y las raices de las

mismas. Con la finalidad de evaluar la eficiencia de cada especie, en términos de promover
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la nutricion, crecimiento, salud y produccion de las plantas, a los efectos de poder
seleccionar aquellas que tengan potencial como biofertilizantes o bioprotectores.

La seleccion de microorganismos nativos de una region da mayores posibilidades de
adaptacion y multiplicacion en el suelo, debido a que la diversidad funcional de los HMA
puede depender de la procedencia de los aislamientos, mas que de la especie fungica (Trejo
et al.,, 2011). En tal sentido, se ha reportado que los HMA autdctonos de ambientes
semiaridos incorporan agua y nutrientes mas eficientemente en suelos secos, confiriéndole
a la planta una mayor resistencia a la sequia (Marulanda et al., 2003; Porcel y Ruiz-
Lozano, 2004). Ademas, la utilizacién de in6culos mixtos de HMA autdctonos (que
contengan tres 0 mas especies de HMA) es de interés en ensayos de restauracion de areas
degradadas, tanto por su mayor adaptacion a las condiciones imperantes en el ecosistema,
como por la mayor diversidad de respuestas potenciales que varias especies de HMA
pueden ejercer sobre una planta hospedera (Barea et al., 2011; Allen et al., 2005).
Particularmente, las esporas pueden identificarse y complementar la evaluacion de la
diversidad de especies locales en diferentes ecosistemas. En tal sentido, los estudios
taxondmicos de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) se han basado
tradicionalmente en la morfologia y apariencia de las esporas. Actualmente, Schifler y
Walker (2010), propone la siguiente clasificacion taxondémica actual de los HMA (Fig.
2.1).

En ambientes severos donde las condiciones son criticas para otros microorganismos,
la presencia de los HMA es considerada clave para la supervivencia de las plantas y el
balance ecosistémico (Allen, 1991). En algunos casos, la adaptacion entre los HMA vy las
plantas hospedantes estd determinada por las condiciones edafoclimaticas, mostrando
diferencias estructurales y funcionales entre especies e incluso entre morfotipos dentro de

la misma especie de hongos (Maherali y Klironomos, 2007).

Otro aspecto a tener en cuenta es la utilizacion de inoculos mixtos, ya que es
conocido que aumentan las posibilidades de que los hongos mas apropiados se hagan
dominantes en la eventualidad de que las condiciones del suelo cambien con las diferentes
practicas agricolas, forestales (Klironomos, 2003) o el efecto dominante de una especie en

particular (efecto de seleccion; por ejemplo, Vogelsang et al., 2006).
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Fig. 2.1. Arbol filogenético de los “HMA” (Glomeromycota), modificado y actualizado a partir de SchiiBler et al.,
2001; SchiRler y Walker, 2010.

La capacidad de las micorrizas para promover el desarrollo de los cultivos depende
de dos factores: efectividad e infectividad. La efectividad, se refiere al potencial que tienen
los HMA para desarrollar la simbiosis micorricica e incrementar el crecimiento del
hospedero. Y la infectividad es la capacidad del hongo para penetrar e invadir la raiz
intensamente y explorar el suelo, asi como su habilidad de persistir en el sistema
productivo (Tapia—Goné et al., 2010).

El conocimiento del potencial micorricico de los suelos y su infectividad, junto con
su efectividad para la micorrizacion, es muy importante para el estudio de la ecologia y el

manejo de estos hongos (Herrera-Peraza et al., 2011).

51



En Argentina, se han observado HMA nativos en trigo (Schalamuk et al., 2006;
Cabello, 2013) en pasturas de gramineas y leguminosas y en gramineas forrajeras tales
como agropiro y festuca (Covacevich et al., 2007; Covacevich et al., 2006). Sin embargo,
existen pocos estudios sobre la diversidad de HMA nativos presentes en zonas de
algarrobales (Piatti e Iglesias, 2004; Mijaluk et al., 2011) donde solo se reportd su
colonizacion micorricica, pero no se identificaron las especies de HMA.

Hipdtesis: Las caracteristicas edafoclimaticas condicionan la diversidad e
infectividad de los HMA autdctonos de sitios de algarrobales, potencialmente benéficos

para la simbiosis con P. alba.

En consecuencia, los objetivos de este capitulo fueron: 1) seleccionar sitios, area de
muestreo y realizar la recoleccion de las muestras de suelo, 2) estimar la infectividad de los
HMA presentes en dos sitios de algarrobales bajo condiciones edafoclimaticas
contrastantes (himedo y semiarido) del Parque Chaquefio, 3) aislar y propagar los hongos
micorricicos arbusculares en plantas trampa, 4) evaluar el potencial micorricico de los
indculos generados en plantas trampa a partir de los suelos contrastantes 5) identificacion
morfo- taxondmica de las especies de HMA presentes en los suelos de los sitios de CB y

PL y en los in6culos mixtos a partir de plantas trampa.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion de los sitios, area de muestreo y recoleccion de las muestras de

suelo

Las muestras de suelo fueron colectadas en primavera, entre fines de noviembre y
mediados de diciembre de 2012 de dos sitios del Parque Chaquefio Argentino de rodales
puros de P. alba Griseb: Colonia Benitez (CB) 27°20'00" S, 58°55'60” W, de la provincia
de Chaco con un régimen pluviométrico anual de 1.300 mm y Padre Lozano (PL)

23°12'51" S, 63°50'39" W, NE de la provincia de Salta, con un régimen pluviométrico
anual de 650 mm (Figura 2.2) (Cabrera, 1976).
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Fig. 2.2. Ubicacion geogréfica (A) y climograma de los sitios de muestreo Colonia Benitez (B) y Padre Lozano(C) en la
region chaquefia de Argentina. Se muestran las temperaturas maximas (cuadrados rojos) y minimas (cuadrados azules) y
precipitaciones medias mensuales de cada sitio como barras blancas. Los datos fueron tomados de la base de datos
WorldClim (Hijmans et al., 2005).

El sitio de Padre Lozano (PL), pertenece a la region Chaco Semiarido de la provincia
de Salta (Fig. 2.2 y Fig. 2.3A). El clima es de tipo semiarido, con una precipitacion media
anual de 650 mm y gran variacion interanual en los registros pluviométricos. Las
precipitaciones se concentran en verano Yy la evapotranspiracion potencial genera déficit
hidrico todo el afio. Desde un enfoque fitogeografico, la region se ubica en el Distrito
Chaquefio Occidental, correspondiente a un bosque xerofilo caducifolio con dos especies
dominantes: quebracho colorado (Schinopsis gquebracho-colorado) y quebracho blanco
(Aspidosperma quebracho-blanco), acompafiados en un segundo estrato de mistol
(Zizyphus mistol), algarrobos (Prosopis alba, Prosopis nigra, Prosopis elata, Prosopis
torcuata), guayacan (Caesalpinia paraguariensis) y yuchan (Ceiba insignis), y con un
tercer estrato arbustivo. El estrato herbaceo ha desaparecido debido a la presion del
ganado, que desencadena procesos de desertificacion (Camardelli et al., 2015). El sitio de

Colonia Benitez (CB), pertenece a la region Chaco Humedo de la Provincia del Chaco
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(Fig. 2.2 y Fig. 2.3B), se encuentra en la region oriental, recibe precipitaciones abundantes
que llegan a promediar los 1.300 mm anuales. Se caracteriza por un paisaje salpicado de
esteros, lagunas, bafiados y zonas anegadizas. Los suelos de esta region pueden definirse, a
grandes rasgos, como sedimentarios de origen fluvial y lacustre, formados por material
fino como arcilla, arena y limos. La relacion entre las temperaturas y las precipitaciones es
un factor decisivo para el desarrollo de la vegetacion. En, Eco-regiones de la Argentina
(Rodriguez, 2003), clasifico a Colonia Benitez como Chaco Humedo. En esta ecorregion,
la comunidad floristica mas importante la constituyen los quebrachales, con predominio
del quebracho colorado chaquefio (Schinopsis balansae) y, en menor cantidad, el
quebracho blanco (Aspidosperma quebracho-blanco), de menor porte que el anterior. A
estos se les suma el guayacan (Caesalpinia paraguariensis), el algarrobo negro (Prosopis
nigra), el algarrobo blanco (P. alba) y el mistol (Ziziphus mistol) entre muchas otras

especie (Rodriguez, 2003).

De un rodal puro de P. alba, se eligieron 5 arboles de algarrobo equidistantes entre si
(20 m aproximadamente). Al momento del muestreo se elimind la capa superficial del
material no descompuesto, y fueron obtenidas a una profundidad entre 0 y 20 cm; las
muestras se sacaron debajo de la proyeccidn de los arboles. Por sitio se eligieron 5 arboles
de algarrobo equidistantes entre si. Se tomaron 6 submuestras por cada arbol conformando
una muestra homogeénea Unica por arbol (Becerra y Cabello, 2008; Arévalo Hernandez,
2016), la cual fue mantenida a 4 °C hasta su utilizacion. Posteriormente fueron secadas a
temperatura ambiente y tamizadas en tamiz de 2 mm de malla. Parte de las muestras fueron
enviadas para su analisis fisico-quimico al Laboratorio de Suelos de la Facultad de

Ciencias Agropecuarias, de la Universidad Nacional de Coérdoba.
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Fig. 2.3. Rodales de P. alba Griseb en los sitios de Padre Lozano (A) y Colonia Benitez (B).

Andlisis fisico-quimico de los suelos provenientes de sitios de algarrobales bajo
condiciones edafoclimaticas contrastantes: hiumedo y semiarido del Parque
Chaquefio. De cada sitio muestreado se determino: contenido de fosforo extractable (Bray
y Kurtz, 1945), nitrogeno (Bremmer, 1965), carbono organico (Walkley y Black, 1934),
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fracciones de arena, arcilla y limo (Gee y Bouder, 1986), materia organica (Nelson y
Sommers, 1996), pH (Thomas, 1996), capacidad de intercambio catiénico (CIC) (Sumner
& Miller, 1996), los cationes intercambiables, se midieron en el extracto de NH,OAc 1M,
pH 7, obtenido del desplazamiento de cationes producido en el analisis de CIC. La
cuantificacion de Ca”*, Mg®*, Na* y K* intercambiables se realizé por espectrofotometria
de absorcion atébmica con un equipo Metrolab 4200.

Estimacion de la infectividad de los HMA presentes en dos sitios de
algarrobales bajo condiciones edafoclimaticas contrastantes (humedo y

semiarido del Parque Chaquefio

Bioensayo de infectividad con HMA de los suelos provenientes de algarrobales bajo
condiciones edafoclimaticas contrastantes. Para estimar la infectividad de los suelos de
cada sitio, se realizaron 3 diluciones de cada suelo proveniente de cada uno de los 5
arboles (1:0, 1:4 y 1:40 v/v) en mezcla estéril de perlita: vermiculita (1:1 v/v) (Diaz y
Honrubia, 1993). Se utiliz6 alfalfa (Medicago sativa L.) como planta hospedadora, por su
alta capacidad de establecer simbiosis con HMA y producir una respuesta positiva a la
inoculacion micorricica (Cabello, 1997). Se sembraron, 2 semillas por maceta, para cada
sitio teniendo en cuenta los 5 arboles muestreados, las 3 diluciones y los 3 tiempos (15, 30
y 60 dias de iniciado el ensayo) y 6 plantas por muestreo, 270 plantas (135 macetas) y por
los dos sitios, 540 plantas (270 macetas) las cuales fueron alojadas en una camara de
crecimiento en condiciones controladas (temperatura 25 + 2 °C y con un fotoperiodo de 16
h (luz) - 8 h (oscuridad)) y regadas con agua filtrada. Para observar el estado de
micorrizacion de las raices, se realizaron muestreos a los 15, 30 y 60 dias de iniciado el
ensayo en los que se tomaron para cada tiempo de muestreo: 6 plantulas de cada dilucion

para los 2 sitios, dando un total de 180 plantas (90 macetas).
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Aislamiento y propagacion de los hongos micorricicos arbusculares en

plantas trampa.

Para el aislamiento de los HMA, se emplearon alfalfa (Medicago sativa L.), sorgo
(Sorghum bicolor (L.) Moench) y algarrobo blanco (P. alba) como plantas trampa, las dos
primeras son altamente micotréficas y compatibles con diferentes HMA, poseen sistemas
radicales fibrosos y ampliamente extendidos, que aseguran la posibilidad de colonizacion
de diferentes sitios por los HMA y las plantas de P. alba por ser la especie en estudio. Las
semillas fueron desinfectadas en hipoclorito de sodio 1 % (v/v) por 5 min, se enjuagaron
con agua, se dejaron sumergidas en agua destilada por 24 h a temperatura ambiente para su
imbibicidn. Posteriormente fueron sembradas en macetas de 5 kg con una mezcla de 250 g
del suelo de campo de los sitios muestreados (que contienen los tres tipos de propagulos de
los HMA: esporas, micelios y raices colonizadas) y sustrato tindalizado conformado por
una mezcla de suelo: arena: vermiculita: perlita (1:1:1:1 v/v) (Schalamuk y Cabello, 2010).
El sustrato se tindaliz6 en autoclave durante 1 h se dej6 reposar 24 h y luego se repitio la
operacion una vez mas al dia siguiente (Sieverding, 1991). Por cada suelo rizosférico de
cada arbol de los dos sitios muestreados, se utilizaron 15 macetas, colocando 6 plantas por
maceta de cada una de las especies utilizadas como planta trampa (150 macetas totales), las
cuales fueron colocadas en invernaculo a temperatura 25 £ 2 °C y con un fotoperiodo de 16
h de luz-8 h oscuridad, (intensidad de luz 400 pmol m 2 s ™) y regadas con agua filtrada
para reducir el contenido de cloro. Luego de un afio de crecimiento en presencia de los
HMA nativos, las raices de las plantas trampa se recolectaron, cortaron y mezclaron con
parte del sustrato conteniendo hifas y esporas. A esta mezcla se le adicion6 nuevamente,
tierra y arena estériles en una relacion 3:1:1 (mezcla de indculo: tierra: arena v/v) y se
mantuvo en las mismas condiciones y con las mismas especies de planta trampa por un afo
mas. De este modo, se conformo el inoculo de cada sitio para ser utilizado en los distintos
ensayos. Se dejaron dos macetas de cada sitio para la identificacion de las especies de
HMA en los in6culos, mientras que las otras macetas se multiplican constantemente en

plantas trampa, para su utilizacion en los distintos ensayos.
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Evaluacion del potencial micorricico de in6culos generados en plantas

trampa a partir de los suelos contrastantes

Potencial micorricico de los inéculos de CB y PL de HMA autoctonos obtenidos de
plantas trampa. El potencial micorricico es la capacidad de iniciar la formacion de
asociaciones micorricicas a partir de una cantidad de inoculo, el cual estd formado por
esporas, micelio y raices micorrizadas (Duponnois et al., 2005). EI potencial micorricico
del inéculo se estimd segun Plenchette et al., 1989. Esta metodologia se basa en una
relacion dosis-respuesta empleando plantulas de puerro (Allium porrum L.) por su alta
capacidad de establecer simbiosis con HMA crecidas durante 28 dias en diferentes

concentraciones del indculo y sustrato estéril bajo condiciones controladas.

Semillas de Allium porrum se desinfectaron con una solucion de H,O; al 10 % (v/v)
por 5 min. Luego se enjuagaron con agua destilada y se sembraron en cdmara himeda en
estufa a 25 °C con luz. A los 8 dias, se emplearon macetas de 250 g de capacidad y se
trasplantaron diez plantulas de puerro por maceta con los indculos de ambos sitios en
porcentajes 100 %, 30 %, 10 % y 3 % p/p, completados hasta el 100 % del peso con tierra
esteril. Se utilizaron 4 macetas para cada dilucion del suelo. Las plantulas fueron
mantenidas en una camara bajo condiciones controladas (cdmara de crecimiento de
condiciones controladas con temperatura 25 + 2 °C y con un fotoperiodo de 16 h (luz)-8 h
(oscuridad)) y regadas con agua filtrada. A los 28 dias, se muestrearon 40 plantulas de cada
tratamiento y porcentaje de indculo. Se tifieron las raices y la presencia de al menos un
punto de entrada o inicio de colonizacion micorricica en la raiz se considerd6 como un
registro positivo.

Para el célculo del potencial micorricico, se generaron curvas de regresion entre el
porcentaje de plantas con presencia de micorrizas en funcion de la concentracion de
indculo, expresado como peso seco de suelo. Mediante la funcion de regresiones lineales
(Y = aX + b) se obtuvo el indice de Infectividad Micorricica del Suelo (indculo, en este
trabajo) (IMSsg), que es .la cantidad de inéculo necesario para infectar el 50 % de las

plantas.
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Evaluacion de la micorrizacion. Tanto para el bioensayo de infectividad como para la
determinacion del potencial de inoculo, se tomaron muestras del sistema radical de las
plantas y se tifieron siguiendo la metodologia propuesta por Phillips y Hayman, (1970)
modificado (sin fenol). Las raices fueron clarificadas con KOH 10 % (p/v) durante 30 min
a 85 °C, luego se las lavé con agua corriente y para avanzar con el aclaramiento y
acidificacion, las muestras se cubrieron con HCL 1 % (p/v) durante 30 min a temperatura
ambiente, al cabo de ese tiempo se retird la solucion y se les agregd azul de anilina (0,05 %
p/v) en lactoglicerol (acido lactico: glicerol: agua en proporcion 1:1:1 v/v) por 15 min a 90
°C, para su tincion, luego se las enjuagaron con abundante agua. Los porcentajes de
micorrizacion fueron determinados segun el método de McGonigle et al. (1990) y se
observo la posible presencia de otros hongos radicales mediante observacion al

microscopio optico Olympus BX40.

Identificacién morfo- taxondmica de las especies de HMA presentes en
los suelos de los sitios de CB y PL y en los inéculos mixtos a partir de

plantas trampa

Identificacién de las especies de HMA presentes en los suelos de algarrobales
muestreados y en los indculos obtenidos. Tanto para la identificacion de las especies de
HMA de los suelos como para las de los in6culos de CB y PL, se procedi6 a aislar esporas
utilizando el método del tamizado himedo y decantado, se toman 250 g de suelo se hace
una suspension en 1 litro de agua. Se deja reposar la suspension algunos segundos para que las
particulas graves se sedimenten. Se tamiza el sobrenadante usando tamices de diferente tamafio
de poros empezando con un tamiz con (Gerdemann y Nicolson, 1963), seguido de una
centrifugacion en gradiente de sacarosa al 80 % (p/v) (Walker et al., 1982). Las esporas de
HMA se montaron en portaobjeto con alcohol polivinilo (Omar et al., 1979) con y sin
agregado de reactivo de Melzer (Morton, 1988). Se examinaron por microscopia Optica e
identificaron morfologicamente por el sistema taxondmico propuesto por Schiifler y

Walker (2010), por comparaciones con las descripciones de especies publicadas en el sitio
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web de International Culture Collection of Vesicular Arbuscular Mycorrhizal Fungi
(INVAM, 2018), y material del cepario del Instituto Spegazzini.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos del anélisis de suelo se trataron estadisticamente mediante un
analisis de varianza (ANOVA). Los medios ajustados se compararon a posteriori mediante
la prueba DGC utilizando InfoStat (Di Rienzo et al., 2017). Los datos se presentan como
el promedio * desvio estandar. Los valores de p < 0,05 se consideraron estadisticamente

significativos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Seleccion de los sitios, area de muestreo y recoleccion de las muestras de

suelo

Analisis fisico-quimico de los suelos provenientes de sitios de algarrobales bajo
condiciones edafoclimaticas contrastantes: humedo y semiarido del Parque
Chaquefio. Desde el punto de vista climéatico fueron aislados dos sitios con precipitaciones
contrastantes: CB con promedio de precipitaciones anuales de 1.300 mm y PL con 650 mm
(Tabla 2.1), ambos sitios presentaron una textura franco-arenosa. En el analisis
fisicoquimico mostraron similar contenido de magnesio y capacidad de intercambio
cationico del suelo (CIC), mientras que en el resto de los pardmetros medidos hubo
diferencias significativas (p < 0,05) (Tabla 2.1). El porcentaje de materia organica y los
contenidos de carbono organico y nitrogeno total fueron mayores en PL, con una mayor
relacion C/N. Ademas, el suelo de PL presentd un alto contenido en fosforo e incrementos
significativos de calcio y potasio, con un pH ligeramente acido (Soil Quality Test Kit
Guide USDA, 1999). Por su parte, CB mostré6 mayor contenido en sodio (5 meq / 100 g),

presentando un mayor porcentaje de Sodio Intercambiable (PSI=21,3) y el pH del suelo de
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7,5 considerandolo un suelo sédico, asociado con una menor concentracion de materia
orgénica (Lavado y Taboada, 2017)

Factores como la acidez, las concentraciones de materia organica, fosforo, nitrégeno,
aluminio, cobre y zinc en el suelo, influyen sobre el buen establecimiento y desempefio de
la simbiosis con HMA, lo cual se refleja en la capacidad de colonizacion de hospederos y
la produccion de esporas de los hongos (Bhatia et al., 1996; Lovelock et al., 2003).

Tabla 2.1. Caracteristicas fisicoquimicas de los sitios de colecta de las muestras de suelos de Colonia
Benitez (CB) y Padre Lozano (PL).

Colonia Padre Lozano
Benitez
Precipitaciones promedio [mm 1.300 650
anuales]
Textura Franco arenosa  Franco arenosa
Materia organica [%] 22+04Db 5+1a
Carbono organico [%] 1,3+0,2b 29+0,7a
Nitrégeno total [%] 0,12+0,02b 0,22+0,05a
Relacion C/N 10,2+0,4b 11,3+09a
Fosforo [ppm] 32+8b 122+19a
pH 75+04a 6,0+£0,3b
PSI 213+t4a 20+06b
CIC [meq/ 100 g] 2489+1a 24,14+ 1a
Cationes intercambiables [meq / 100 g]
ca’ 15+2b 21+2a
Mg** 3+1la 2+1a
Na* 5+2a 0,46 £ 0,06 b
K* 1,3+0,2b 29+06a

Referencias: PSI, porcentaje de Sodio intercambiable; CIC, capacidad de intercambio catiénico del suelo. Letras
diferentes indican diferencias significativas (ANOVA p<0,05).
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Estimacion de la infectividad de los HMA presentes en dos sitios de
algarrobales bajo condiciones edafoclimaticas contrastantes (himedo y
semi arido) del Parque Chaquefio

Bioensayo de infectividad con HMA de los suelos provenientes de algarrobales bajo
condiciones edafoclimaticas contrastantes. El bioensayo de infectividad del suelo de CB
con plantulas de alfalfa de 15 y 30 dias de iniciado el tratamiento, no mostro diferencias de
micorrizacion en las tres diluciones probadas, con un porcentaje al 10 % (Fig. 2.4 A). A los
60 dias, el suelo sin diluir (1:00) alcanzé un 35 % de colonizacion micorricica, mientras
que las plantulas con las diluciones 1:4 y 1:40 alcanzaron alrededor del 70 % de

micorrizacion.
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Fig. 2.4. Infectividad de los suelos de CB (A) y PL (B). Se muestran los porcentajes de micorrizacion de las
plantas de alfalfa a los 15, 30 y 60 dias, tratadas con el suelo puro (1:0), y con diluciones suelo: sustrato
estéril (perlita: vermiculita 1:1 v/v) en proporcién 1:4 y 1:40 v/v. Los resultados estan expresados como

promedio * error estandar (n=5). El asterisco indica diferencias significativas segin ANOVA (p < 0.05).
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Por su parte, el bioensayo de infectividad con HMA del suelo puro de PL (Fig. 2.4B)
aumentd progresivamente el porcentaje de micorrizacion alcanzando cerca de 10 %, 20 %
y 30 % de plantas micorrizadas a los 15, 30 y 60 dias luego de la inoculacion. No se

observaron diferencias significativas (p>0.05) entre las diluciones.

Si se compara la capacidad de micorrizacion entre CB y PL a los 60 dias, se observa
que los suelos puros de CB y de PL presentaron un porcentaje de micorrizacion similar
(del 30 %). Sin embargo, el suelo de CB logr6 generar el doble de porcentaje de
micorrizacion al ser diluido con sustrato estéril (alrededor del 70 % en ambas diluciones,
1:4 y 1:40), resultando en una mayor infectividad. Esto sugiere la posible presencia de
compuestos inhibitorios de la micorrizacién en el suelo de CB, que al ser diluidos reducen

el efecto perjudicial.

Entre los componentes del suelo que podrian tener efectos inhibitorios sobre los
HMA se encuentran el pH y el Na. El pH del suelo tiene un marcado efecto en las
comunidades de HMA en agroecosistemas y cultivos (Yang et al., 2013; Bainard et al.,
2015; Hazard et al., 2013), pero las respuestas reportadas son variables (Clark et al., 1999)
encontrandose respuestas positivas, negativas o neutras de algunos HMA en pH acidos y
de otros en pH alcalino (Clark et al., 1999). Por otra parte, el sodio es un factor que afecta
el crecimiento y viabilidad de las hifas (Garcia y Mendoza, 2008). En el caso de los suelos
de PL y CB, el andlisis fisico-quimico del suelo de algarrobales proveniente de CB mostré
pH moderadamente alcalino, asociado con mayores valores de Na* (5,01 meg/ 100 g) y
PSI. (19,68 %), lo cual sugiere que la presencia de Na en el suelo de CB podria ser el

causante del efecto inhibitorio observado en los ensayos, cuando se encontraba puro.

En este estudio se observd que las menores tasas de colonizacion micorricica
correspondientes al suelo puro y diluido de PL, estuvieron acompafiadas por niveles de
fosforo casi 4 veces mayor, respecto de los encontrados en CB (PL: 122,70 ppm, CB:
32.38 ppm). El suelo de PL también presentd mayores niveles de carbono organico y

nitrégeno total y mayores valores de calcio y potasio (Tabla 2.1 y Fig. 2.4).

Resultados similares fueron reportados por Pérez et al. (2011), quienes observaron

los menores porcentajes de colonizacion micorricica en raices del pasto colosoana,
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pertenecientes a suelos con valores altos de calcio (32,2 meq/100 g), potasio (1,3 meqg/100

9).

Altos niveles de N y P han sido asociados a bajos niveles de colonizacion,
relacionados con efectos negativos sobre el desarrollo de las micorrizas arbusculares y la
estimulacion del crecimiento en las plantas (Treseder y Allen, 2002; Alvarado et al., 2004;
Yang et al., 2018). Tanto los altos, como los bajos niveles de fosforo y la fertilizacion
nitrogenada, disminuyen el porcentaje de infeccion de los hongos micorricicos, mientras
que niveles moderados de fosforo, incrementa los niveles de nitrégeno y la infeccion por
estos hongos (Cheng et al., 2013). La forma del nitrégeno inorganico en el suelo influye en
el porcentaje de colonizacion, la longitud de las raices y la presencia de estructuras

colonizantes, asi como los arbusculos y vesiculas (Xin et al., 2005).

Aislamiento y propagacion de los hongos micorricicos arbusculares en

plantas trampa

Cumplido el periodo de un afio de las plantas trampa (Fig. 2.5), las mismas fueron
seleccionadas al azar dentro de cada maceta se evalué la micorrizacion, para ello se
tomaron muestras de raices de alfalfa, sorgo y algarrobo, de los cinco y de los dos sitios en

estudio.
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Fig. 2.5. Plantas trampa de 370 dias de edad foliar de alfalfa (Medicago sativa), sorgo (Sorghum bicolor) y algarrobo
blanco (P. alba) con suelos de algarrobales de P. alba provenientes de Padre Lozano y Colonia Benitez.

Las raices se tifieron y observaron a posteriori bajo microscopio, para verificar la
presencia de las estructuras caracteristicas de las micorrizas, obteniéndose las imégenes

que se muestran en la Fig. 2.6.
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Figura 2.6. Estructuras de las micorrizas observadas en las plantas trampa, obtenidas del sitio de CB: A) y

B) arbuUsculos e hifas, C) vesiculas. PL: D) arbusculos, E) circunvoluciones y F) vesiculas.

Evaluacion del potencial micorricico de inéculos generados en plantas

trampa a partir de los suelos contrastantes

Potencial micorricico de los in6culos de HMA nativos obtenidos de plantas trampa de
CB y PL. El desarrollo de una infeccion micorricica es afectado por varios factores, el mas
importante de ellos es el nimero y tamafio de las propagulos infectivos: hifas, fragmentos
de raices micorrizadas y esporas (Hart y Reader, 2005). En este caso, para caracterizar los
sitios bajo estudio se determiné el potencial de infectividad, midiendo el porcentaje de
plantas infectadas generado por los in6culos provenientes de los dos sitios. En la Fig. 2.7
se muestra el potencial micorricico de 10 plantulas de puerro por maceta, inoculadas con
los inéculos de ambos sitios en porcentajes 100 %, 30 %, 10 % y 3 % p/p, completados

hasta el 100 % del peso con tierra estéril. Solo en la proporcion del indculo al 3 %, se
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observaron diferencias significativas de plantas infectadas entre los dos indculos. En esta
proporcion, el indculo aislado de CB obtuvo un porcentaje de plantulas infectadas de méas
del doble (60 %) que el indculo de PL. En proporciones mayores de inéculo (30 % o

indculo puro) ambos produjeron 100 % de plantulas infectadas.
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Fig. 2.7. Potencial micorricico de los inéculos obtenidos de plantas trampa de CB y PL. A) Porcentaje
de plantas infectadas en raices de puerro. Los cuadrados negros muestran los resultados obtenidos para el
sitio CB y los blancos para el sitio PL. Los resultados se expresan como porcentaje de plantas
micorrizadas obtenidas en un experimento representativo. B) Coeficientes de regresion y estimacion del
indice IMSs a partir de bioensayo mostrado en (A). IMSs, indica la minima cantidad de indculo en g por

cada 100 g de suelo seco, necesaria para infectar el 50 % de las plantas.

Se calculd el indice de Infectividad Micorricica del Suelo (IMSsp) que indica la
minima cantidad de indculo necesaria para infectar el 50 % de las plantulas (Plenchette et
al., 1989), mediante el coeficiente de regresion entre el porcentaje de plantas con presencia
de micorrizas en funcion de la concentracion del inoculo (Fig.2.7 B). Los resultados de la
cuantificacion de puntos de entrada, e hifas y algunas estructuras de reciente formacion
como arbusculos y/o vesiculas en las raices infectadas con los dos indculos de HMA,
muestran una infectividad 3,4 veces mayor en CB que en PL (Fig. 2.7 B). Los resultados
sugieren una diferencia en la infectividad de los inoculos segun el sitio de procedencia. Tal

resultado concuerda con Martinez y Pugnaire (2009), quienes propusieron que la velocidad
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y el grado en que los HMA colonizan las raices de las plantas dependen del origen del
indculo. Por otro lado, Hart y Reader (2002), observaron que exponiendo una especie
vegetal hospedante a iguales cantidades de inoculo, la estrategia de colonizacion de las
especies fangicas presentes fue un factor critico en las etapas iniciales de la infeccion
radical. Es decir que el origen del indculo, y las especies caracteristicas del mismo, podrian

determinar el grado de colonizacion de las raices.

Identificaciébn morfo- taxondmica de las especies de HMA autdctonas
presentes en los suelos de los sitios de CB y PL y en los in6culos mixtos a

partir de plantas trampa

Determinar la presencia de los HMA en funcion de las esporas resulta ser un método
practico que se ha empleado con éxito en distintos ecosistemas como una aproximacion al
conocimiento de la integracion y funcionalidad de las comunidades de HMA (Gonzalez-
Cortés, et al., 2012; Carballar-Hernandez et al., 2013). Las esporas colectadas a campo dan
una idea de la abundancia y de la diversidad de especies HMA que esporulan en esas
condiciones ambientales (Btaszkowski, 2012). En la Tabla 2.2 se registran las especies de
HMA identificadas morfo-taxonmicamente de las esporas presentes en los suelos de
ambos sitios. En general, las esporas observadas fueron pequefias y escasas. En el sitio de
CB, se observaron al menos cuatro especies de HMA, mientras que en PL solo se
identifico una especie y se encontraron tres especies no identificadas de Glomus; mientras

Acaulospora laevis fue identificada en ambos sitios (Fig. 2.8 y Fig. 2.9).

Identificacion de las especies de HMA presentes en los suelos de algarrobales
muestreados Como aspecto de interes, en el suelo de CB, se identifico Funneliformis
geosporum que es una especie que produce muchas esporas de manera sostenida,
fendmeno que le permite tener una amplia distribucion temporal dentro del ecosistema

(Varela-Cervero et al., 2016). Adicionalmente, se ha reportado que esta especie de HMA
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se adapta facilmente a diferentes condiciones ambientales y a sus cambios (He et al.,
2014). También se encontraron esporas de las especies Entrophospora y Acaulospora, las
cuales fueron también registradas en la Puna en jarillales (Lugo et al., 2005, 2008) y en
bromeliaceas en Parque Nacional Sierra de las Quijadas (San Luis, Argentina) (Rivero
Mega et al., 2014); Las especies Acaulospora laevis y Funneliformis geosporum coinciden
con lo reportado por Lara (2004), que encontrd estas especies de HMA en suelos de

huertas de aguacate.

En las muestras de suelo de PL, se encontraron esporas identificadas como Glomus, pero

sin poder hacerlo con la especie, y se identificd esporas de Acaulospora laevis.

Tabla 2.2. Identificacion morfo-taxonomica de las especies de HMA de los suelos de Padre Lozano y Colonia

Benitez.
Familia Especie Colonia Padre
Benitez Lozano

Glomeraceae Glomus sp. 1 - +

Glomus sp. 2 - +

Funneliformis geosporum + -

Rhizophagus intraradices + -

Acaulosporaceae Acaulospora laevis + +

Entrophosporaceae Entrophospora nevadensis + -

Referencias: (+) indica presencia (-) indica ausencia.
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Fig. 2. 8. Microfotografia de esporas encontradas en los suelos de CB que pertenecen a las siguientes
especies: A) Entrophospora nevadensis B) Acaulospora laevis, C) Rhizophagus intraradices, D)

Funneliformis geosporum Las fotografias fueron tomadas, con una cdmara digital (Olympus, modelo
SP.360) con un microscopio 6ptico (Leitzdia lux 20EB), en el Instituto Spegazzini, de La Plata.

Fig. 2.9. Microfotografia de esporas encontradas en los suelos de PL que pertenecen a las siguientes

especies: A) Glomus sp., B) Acaulospora laevis, C) y D) Glomus sp Las fotografias fueron tomadas,
con una camara digital (Olympus, modelo SP.360) con un microscopio 6ptico (Leitzdia lux 20EB), en

el Instituto Spegazzini, de La Plata
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Identificacion de las especies de HMA presentes en los inoculos obtenidos. Dado que
una alta proporcion de HMA produce esporas estacionalmente (Brundett et al., 1999), y
que la especie vegetal puede influir en la diversidad de especies de HMA que proliferan en
el suelo, la estimacion de la diversidad de especies de HMA se realizd
complementariamente en los indculos propagados en plantas trampas de sorgo, alfalfa y
algarrobo a partir de las muestras de suelos de los sitios himedo y semiarido. En la Tabla
2.3, se identificaron morfo-taxondmicamente las esporas de HMA presentes en el indculo
aislado a partir de plantas trampa. En ambos sitios se observaron tres especies compartidas:
Funneliformis mosseae, Rhizophagus intraradices y Claroideoglomus etunicatum; dos
especies exclusivas de CB, Septoglomus constrictum y Rhizophagus clarus; y dos especies

exclusivamente en PL, Clareidoglomus claroideum y Diversispora spurca (Fig. 2.10).

La Unica especie encontrada en ambos inoculos que coincidid con las especies
encontradas en suelo (sélo en el suelo de CB), fue Rhizophagus intraradices. Las demas
especies fueron identificadas en uno o en ambos sitios, pero exclusivamente en suelos
(Tabla 2.2) o en indculos (Tabla 2.3). Estos resultados reafirman la necesidad de
complementar la identificacion de HMA en suelo con su propagacion mediante plantas

trampa, que permitan identificar HMA con bajo niumero de esporas en los suelos.
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Tabla 2.3: Identificacién morfo-taxondmica de las especies de HMA de Padre Lozano y Colonia Benitez
aislados y propagados en plantas trampas luego de 2 afios.

Familia ) Colonia Padre
Especie )
Benitez Lozano
Glomeraceae Funneliformis mosseae + +
Septoglomus constrictum + -
Rhizophagus intraradices + +
Rhizophagus clarus + -
Claroideoglomeraceae Claroideoglomus
+ +
etunicatum

Claroideoglomus

claroideum

Diversisporaceaea Diversispora spurca - +

Referencias: (+) indica presencia (-) indica ausencia.

En ambos indculos aislados de plantas trampa se registro la presencia predominante
de la familia Glomeraceae que coincide con lo observado en ecosistemas semiaridos de
Brasil (de Souza et al., 2016), en ecosistemas semiaridos del estado de Oaxaca, México
(Carballar —Hernandez et al., 2013) y en un estudio de la influencia del pastoreo en plantas
del desierto en el cual se reportd una diversidad de 13 especies, la mayoria de ellas de la
familia Glomeraceae (Ba et al., 2012). La identificacion de familias de HMA como
Glomeraceae y Claroideoglomeraceae coincide con estudios realizados en pastizales
semiaridos (Xu et al., 2017). Los miembros de la familia Glomeraceae son capaces de
producir grandes cantidades de esporas en periodos cortos de tiempo y regular su
crecimiento como parte de las funciones como hospedante. Estas, caracteristicas
corresponden a especies con estrategias de tipo R, como ser generalistas y con gran
produccion de propagulos que garantizan la supervivencia de la especie en el sitio
(Chagnon et al., 2013), por lo que suele ser dominante en areas perturbadas de diversos
ambientes dominantes desde estepas (Ba et al., 2012), praderas de pastizales (Stover et al.,

2012) y bosques de sabanas, hasta humedales y selvas (Brundrett y Ashwath, 2013).
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En este estudio se han identificado especies de HMA como Claroideoglomus
etunicatum, Funneliformis mosseae y Rhizophagus intraradices, frecuentemente reportadas
en asociacion con la vegetacion de ecosistemas aridos y semiaridos de Estados Unidos de
Norteamérica (Stutz et al., 2000), México (Montafio et al., 2012; Chimal-Sanchez et al.,
2015; Pezzani et al., 2006) y Africa (Uhlmann et al., 2006). El género Rhizophagus
presenta gran tolerancia al estrés ambiental y al pastoreo (Yang et al., 2013), mientras
Glomus establece relaciones simbidticas con numerosas especies vegetales (Cai et al.,
2014; Mendoza et al., 2002).

Funneliformis mosseae, ha sido reportada en una amplia gama de ecosistemas
terrestres y se caracteriza por su ubicuidad (Davison et al., 2015; Oehl et al., 2010). Esta
especie ha logrado sobreponerse exitosamente a las practicas agricolas relacionadas con la
produccién de soja, tales como el uso de pesticidas y la fertilizacion, las cuales afectan
negativamente a ciertas especies de Glomeromycota (Schalamuk et al., 2006; Druille et al.,
2015) y puede aprovechar las tres fuentes de indculos: posee elevada produccion de
esporas, las hifas son altamente infectivas incluso en situaciones de déficit hidrico (Jasper
et al., 1989) y forma vesiculas intrarradicales que les permite iniciar nuevas infecciones
(Biermann y Linderman, 1983). Sin embargo, ha resultado sensible a altas presiones de
pastoreo (Tao y Zhiwei, 2005), de forma similar a Diversispora spurca, que tolera bien
condiciones de sequia (Soteras et al., 2013). Algunas especies de Diversispora predominan
en ambientes ricos en humus, indicando que es frecuente en suelos de bajo historial de uso
antropico (Liu et al., 2015).También se encontré gran abundancia de Diversisporales en

suelos de una reserva natural tropical (Saks et al., 2013; Camenzind et al., 2014).

Clareidoglomus etunicatum ha sido encontrado en areas degradadas (Irrazabal et al.,
2005; Cabello, 2013), y resulta muy eficiente cuando las plantas estan expuestas a

condiciones de altos niveles de estrés ambiental (Lozano-Ruiz et al., 1995).

Rhizophagus intraradices es una especie considerada nitrofilica por lo que se le
encuentra con mayor frecuencia asociada a plantas leguminosas con alto contenido de
nitrdgeno (Barrer, 2009); en los suelos de algarrobales analizados se identifico en CB
(Tabla 2.2) y en ambos sitios cuando se analizaron las plantas trampa (indculos) (Tabla

2.3). El predominio de Rhizophagus intraradices en los dos sitios de muestreo puede

73



deberse a que dicha morfoespecie es tolerante a ambientes secos del tropico, la que ha sido
reportada bajo condiciones de estrés hidrico, Marulanda et al. (2006, 2007).

el ek TS RSP g
% ,

Fig. 2.10. Microfotografias de esporas pertenecientes a los indculos mixtos de HMA, aislados con
plantas trampa de alfalfa, sorgo y algarrobo blanco. CB: A) Rhizophagus clarus, B) Funneliformis
mosseae, C) Claroideoglomus etunicatum. PL: D) Claroideoglomus claroideum E) Rhizophagus
intraradices, F) Diversispora spurca. Las fotografias fueron tomadas con una cdmara digital (Olympus
modelo SP-350) en un microscopio estereoscépico (Olympus SZ61) y con un microscopio éptico
(Leitzdia lux 20EB), en el Instituto Spegazzini, La Plata

La diversidad de especies de HMA en 100 sitios representativos de los matorrales
xeréfilos del Valle del Mezquital result6 alta (29 morfo-especies) en comparacion con lo
que se registrd en comunidades aridas del desierto de Sonora (23 especies) (Bashan et al.,
2007), de Chihuahua (24 especies) (Montafio et al., 2012) en México; y en las selvas
tropicales lluviosas de China (27 especies) (Zhao et al., 2003). En este trabajo se reporta
una diversidad de especies menor (8 especies en cada sitio, considerando tanto las especies
identificadas del suelo como del indculo), similar a lo reportado por Lopes Leal et al.
(2009), en un analisis comparativo entre diversos ecosistemas, desde pasturas hasta
bosques, en el que reportan entre 5 y 14 especies por ecosistema; similar también a la
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riqueza observada, de nueve especies, en el Parque Nacional de las Sierras de las Quijadas,
San Luis (Argentina) (Rivero Mega et al., 2014). Esta diferencia en la riqueza de especies,
podria estar influenciada no sélo por las caracteristicas edafoclimaticas, sino también por
otros factores tales como la profundidad y los usos del suelo y la diversidad de especies

vegetales (Bashan et al., 2007).

El método de plantas trampa tiene la ventaja de proporcionar inoculo fresco,
conteniendo una posible gama de especies representativas del habitat muestreado; esto es
importante en zonas aridas donde se ha reportado baja o nula esporulacién de algunas
especies de HM como un fendmeno comun (Bashan et al., 2007); de esta manera se puede
obtener mayor informacién sobre la morfologia de las especies en estudio, facilitando su
identificacion y futuras pruebas de compatibilidad con plantas de interés (Salas et al.,
2004). Ademas, esta fuente de inoculo permite separar morfotipos, debido a que las
esporas son recientes y sus caracteres morfolégicos son mas claros y constantes; esto es
una gran ventaja al comparar las esporas obtenidas en muestras ambientales, las cuales
suelen tener cierto grado de degradacion natural o parasitismo, dificultando su

identificacion por la confusion o falta de caracteres.

El tiempo de permanencia de los aislados en las plantas trampa resulté un tiempo
adecuado para la colonizacion de especies de colonizacion lenta y rapida (Hart y Reader,
2002). El sistema de planta trampa seleccionado en nuestro trabajo para la multiplicacion
de esporas resultd apropiado, ya que los niveles de colonizacion micorricica alcanzaron
porcentajes de 60 % y 70 %. Sin embargo, el nimero de esporas presentes en el indculo
resulté bajo si lo comparamos con los ensayos de Hernandez (2008), que se utiliz6 como
inoculante de Glycine max L., a Glomus hoi que contenia 40 esporas por gramo. Por lo
cual se puede inferir que las esporas no habrian constituido una fuente de indculo exitosa y
la colonizacion se deberia fundamentalmente a las redes de micelio y fragmentos de raices

micorrizadas.

El utilizar in6culos mixtos se justifica plenamente, debido a que en condiciones
naturales las plantas estan expuestas a una mezcla de especies de HMA y de este modo se
incrementan las posibilidades de que mas de una especie fungica colonice a la planta y
eventualmente promueva su crecimiento (Van der Heijden et al., 1998; Cuenca et al.,
2003).
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CONCLUSIONES

Este es el primer estudio en Argentina en donde se mide la infectividad de los suelos
y de los inéculos obtenidos de ellos y se reportan las especies de HMA autoctonas de

suelos y de indculos aislados de sitios con P. alba del Parque chaquefio.

Los sitios de CB (himedo) y PL (semiarido) presentan diferencias edafoclimaticas
significativas. El sitio de PL tiene las menores precipitaciones y el P es abundante en el
suelo, presenta pH acido mientras que el pH del suelo de CB es levemente alcalino. Este
ultimo, por su parte, contiene mayor concentracion de sodio, considerandose un suelo

salino.

Las diferencias edafoclimaticas de ambos suelos no afectan la capacidad de

micorrizacion.

La dilucién del suelo de CB muestra un incremento en el porcentaje de
micorrizacion, sugiriendo la presencia de compuestos toxicos o fenémenos de competencia

entre especies de HMA.

En el sitio de CB se identifican especies de HMA que se adaptan a diferentes
condiciones ambientales como Funneliformis geosporum, Rhizophagus intraradices,
Rhizophagus clarus y Entrophospora nevadensis. Mientras que en plantas trampa de PL se
identifica Diversispora spurca propia de suelos con alto contenido organico y tolerante a la
sequia.

El sistema de plantas trampa es eficiente para la obtencion de especies que se
encuentran micorrizando raices en el suelo, cuyas esporas no son halladas e identificadas
en el suelo, también resulta util para obtener un indculo mixto de los suelosy es util para
la reproduccion del inéculo nativo asociado a P. alba, ya que los porcentajes de

micorrizacion son del 60 % al 70 %.

Ambos inoculos, provenientes de CB y PL seran utilizados para realizar, los

ensayos de esta tesis doctoral.
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CAPITULO 3

CARAQTERIZACION DE LA SIMBIOSIS ENTRE Prosopis
alba - INOCULOS MIXTOS DE HMA AUTOCTONOS BAJO
CONDICIONES DE RIEGO

INTRODUCCION

Los HMA constituyen una estrategia promisoria para mejorar el crecimiento de los
plantines tanto en viveros forestales, como asi también, su supervivencia cuando son

trasplantados a condiciones de campo (Bashan et al., 2000; Kapoor et al., 2008).

Se define eficiencia micorricica como la capacidad de un endofito de influir
positivamente sobre el crecimiento de la planta, aumentar el nimero de propagulos o
mejorar la transferencia de nutrientes, siendo el resultado de la interaccion fisiologica
entre los simbiontes (Janos, 2007). La eficiencia de la micorrizacién, dependiendo de las
especies asociadas, se relaciona directamente con los costos netos de la simbiosis y los
beneficios que obtiene la planta (Eissenstat et al., 1993; Morgan et al., 2005). Es decir, el
gasto energético que implica la manutencion del hongo se compensa cuando existen
ventajas en cuanto a disponibilidad de nutrientes y uso eficiente del agua por la interaccion
con los HMA (Bever et al., 2009; Black et al., 2000). La forma de cuantificar la eficiencia
micorricica es mediante la evaluacion de la respuesta de la planta hospedante en su
crecimiento (RM) (Janos, 2007) y esta determinada por el tipo de hongo micorricico. En
este sentido, los HMA autdctonos de un entorno determinado, pueden estar mejor
adaptados a las condiciones prevalecientes, siendo mas efectivos que las especies
introducidas (Lambert et al., 1980). En los Gltimos afios, se ha puesto especial interés en
caracterizar especies de HMA autoctonos por considerarse mas efectivos como inoculantes

bajo condiciones ambientales estresantes (Bothe et al., 2010).
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En condiciones naturales las plantas estan expuestas a una mezcla de especies de
HMA, de este modo se incrementan las posibilidades de que los hongos colonizan a la
planta y eventualmente promuevan su crecimiento, por lo que se justifica la utilizacion de
indculos mixtos (Van der Heijden et al., 1998; Cuenca et al., 2003). Adicionalmente, los
indculos mixtos, aumentan las posibilidades de que los hongos més apropiados se hagan
dominantes en la eventualidad de que las condiciones del suelo cambian con las diferentes
practicas agricolas, forestales y en etapas sucesivas (Abbott y Gazey, 1994; Pérez et al.,
2011). 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 diferenciacion de
nichos y facilitacion entre las especies fungicas (efecto de complementariedad; por
ejemplo, Maherali y Klironomos (2007) o el efecto dominante de una especie en particular
(efecto de seleccidn; por ejemplo, Vogelsang et al. (2006)). Ademas existe interés por la
utilizacion de indculos de HMA mixtos, porque se ha reportado que la inoculacion con una
comunidad fangica mixta y compleja tendria una mayor capacidad de amortiguacién
contra el estrés hidrico, que un solo in6culo fungico (Caravaca et al., 2005; Armada
Rodriguez, 2015).

La eficiencia micorricica esta determinada por el tipo especifico de suelo o sustrato,
su grado de fertilidad y disponibilidad de agua (Somasundaram, 1996). En tal sentido, se
han demostrado diferencias en el comportamiento de tolerancia al estrés osmotico segin
los HMA sean aislados desde sitios estresados 0 no estresados. Ademas se ha observado
que existen diferencias en las comunidades de HMA entre diferentes continentes y zonas
climaticas (Opik et al., 2006; Opik et al., 2013). Esto guarda relacion con la
compatibilidad entre los HMA, las condiciones del suelo y la planta en la rizosfera (Opik
et al., 2006; Opik et al., 2013). Recientemente, se ha observado que las cepas autdctonas
estdn presumiblemente pre-adaptadas a las condiciones semiaridas y por lo tanto, son
colonizadores competitivos en su suelo original y medio ambiente. En condiciones menos
fértiles las cepas nativas resultaron ser colonizadores mas eficaces, sobre todo en cuanto a

la riqueza y abundancia micorricica (Armada Rodriguez, 2015).

El aumento en la sobrevivencia de las plantas micorrizadas en campo sugieren que la

recuperacion de la cubierta vegetal usando plantas silvestres y hongos autdctonos es un
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método viable y acorde con la comunidad a restaurar. Piotrowski et al. (2004), sefialan que
el efecto de los simbiontes, en la fertilidad y retencion de agua en el suelo, depende tanto
del hongo como del hospedero, pudiéndose presentar una interaccion altamente positiva o
una pobremente efectiva, por lo que se debe establecer cuél es la mejor asociacion

micorricica para buscar determinado beneficio.

Investigaciones realizadas en la interaccion HMA-lefiosas muestran que en Prosopis
laevigata (Willd.) M. C. Johnst, las micorrizas son de suma importancia (Cervantes
Gonzaélez, 2014), ya que aumentan la posibilidad de que las raices accedan a la humedad y
al fésforo, dos recursos normalmente escasos en las regiones aridas; asi conforme el hongo
se esparce por el suelo y coloniza nuevas raices, transmite nutrientes a las plantas. Rivas
Saavedra (2012), observo un efecto positivo en las variables de crecimiento (altura,
diametro y numero de pinnas) y una mejor nutricion al asociarse con los HMA

provenientes de la rizosfera de Bouteloua gracilis.

Resultados similares se encontraron en estudios realizados en invernadero por Torres
(2011) y Montafio (2000), quienes reportan que Acacia schaffneri y Prosopis laevigata
micorrizadas, registraron mayor altura que las plantas testigo, sugiriendo que la simbiosis
micorricica es eficiente para trasladar nutrientes y obtener un buen crecimiento en
invernadero. En cuanto a la supervivencia de plantas con micorrizas de Prosopis laevigata
presentaron un mayor nimero de supervivientes que las no micorrizadas. En suelo
esterilizado, la inoculacién de Prosopis juliflora dio como resultado aumentos en altura,
namero de hojas, didmetro del collar y produccion de biomasa con o sin adiciones de P, en
relacion con el tratamiento no inoculado (Félix de Aguiar et al., 2004). Por su parte,
Garcia Sanchez (2005), mostro que las plantas micorrizadas de Prosopis en condiciones de
invernadero a partir de semillas tuvieron una respuesta positiva en las variables de

crecimiento y en su supervivencia a la sequia a campo.

Particularmente, en la interaccion P.alba-HMA, Scambato et al. (2011; 2013),
realizaron algunos estudios que indicaron que la inoculacion con HMA favorece la
supervivencia de plantulas de P. alba cuando son trasplantadas a lugares mas aridos y/o
salinos. Sin embargo, faltan estudios mas sistematicos que muestren la eficiencia
micorricica de inoculos mixtos de HMA autdctonos, por ejemplo, de regiones

pluviométricas contrastantes.
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Hipotesis: La mayor eficiencia micorricica de un inéculo mixto de HMA autdctono se
relaciona con las caracteristicas edafocliméaticas del sitio del que fuera aislado.
Especificamente, se predice que, bajo condiciones de riego, el indculo de HMA autdctono
aislado de una region humeda como la de CB presenta mayor eficiencia micorricica en
simbiosis con P. alba, comparada con el indculo de HMA aut6ctono aislado de un sitio

semi arido como PL.

Por lo expuesto, el objetivo general de este capitulo fue caracterizar la eficiencia
micorricica entre P.alba-in6culos mixtos de HMA autdctonos de sitios con regimenes
pluviométricos contrastantes Parque Chaquefio Argentino, bajo condiciones de riego y
como objetivos especificos, evaluar 1) variables de crecimiento, 2) colonizacion
micorricica y 3) contenido de nutrientes minerales bajo condiciones de riego, en la

simbiosis P.alba-indculos mixtos de HMA aut6ctonos.

MATERIALES Y METODOS

Evaluaciéon del porcentaje de micorrizacion, variables de crecimiento y
contenido de nutrientes minerales bajo condiciones de riego, en la
simbiosis P. alba-in6culos mixtos de HMA autéctonos de sitios con

regimenes pluviométricos contrastantes del Parque Chaquefio Argentino

Condiciones generales de los ensayos. El ensayo se efectu6 en un experimento
Trifactorial: 2 X 2 x 4 en un disefio completamente al azar. Los factores fueron: a) inéculo:
PL y CB, b) plantulas micorrizadas (M) y plantulas no micorrizadas (NM) y c) tiempo de
muestreo: 30, 60, 90 y 120 dias. Las macetas fueron regadas a capacidad de campo (CC)
durante todo el ensayo. Los ensayos fueron realizados en camara de cria de plantas con
condiciones controladas. Se fabricaron macetas solidas de tubos PVC de 5 cm de diametro
por 50 cm de alto (para que la raiz profundice sin impedimento fisico), el fondo de la

maceta fue tapado con tela mosquitera de plastico y fuertemente pegado al tubo. Las
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mismas fueron lavadas y esterilizadas con hipoclorito de sodio al 10 % durante 8 horas y
enjuagadas antes de su uso.

El sustrato empleado en todos los ensayos consistié en la mezcla de suelo: arena (2:1
v/v), previamente tratado en autoclave dos veces durante 1 hora, con 24 horas de
diferencia. El suelo usado en los experimentos contenia 4,8 ppm N-NOs; 2,5 ppm S-SOy;
5,9 ppm P; 3,09 % de materia organica; 1,79 % de carbono organico; 0,162 % N total;
11,1 C: NypHde6,7.

Las semillas de P.alba fueron provistas por el Banco de Germoplasma de la Facultad
de Ciencias Agropecuarias, de la Universidad Nacional de Cdrdoba, registradas bajo la
denominacion: R12, provenientes de estacion Plaza, provincia de Chaco.

Para cada ensayo las semillas fueron desinfectadas en hipoclorito de sodio 1 % (v/v)
por 5 min, se enjuagaron con abundante agua, se dejaron sumergidas en agua destilada por
24 h a temperatura ambiente para su imbibicién. Luego se colocaron en bandejas con
papel humedecido y cubiertas con bolsas transparentes de plastico y puestas en una cdmara

de germinacidn, (temperatura 25 °C y fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad).

Las plantulas de algarrobo fueron trasplantadas en el estadio de primera hoja
verdadera expandida, colocando una planta por maceta, con un sustrato esterilizado

compuesto por tierra y arena en una relacion 2:1.

Se define como unidad de andlisis en todos los ensayos a la maceta que contiene el
sustrato y una planta de P. alba (Fig. 3.1).

Los tratamientos de micorrizacion consistieron en el agregado del indculo (obtenido
segun se describe en el Capitulo 2), en una dosis de 20 g, al momento del trasplante. A los
plantines del lote No Micorrizado (NM), se les agregd el producto de la filtracion del
indculo-suelo con todos los microorganismos propios del indculo mixto, pero sin los
hongos micorricicos presentes en el indculo original (Kohler et al., 2008). Para ello, 20 g
de indculo se filtraron con un tamiz de 37 micrones y papel filtro Whatman No. 1, que
retuvo los fragmentos de raices, hifas y esporas de hongos micorricicos (Mortimer et al.,
2008). De este modo, las diferencias observadas en los distintos tratamientos,

corresponden a la presencia o ausencia de HMA (Kohler et al., 2008). El riego se realizé
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con agua filtrada, a fin de evitar la reduccion de la poblacion de los HMA, ya que el agua

corriente posee cloro en su constitucion.

Los muestreos en las plantas micorrizadas y no micorrizadas se realizaron a partir de
los 30 dias de inoculado, y a intervalos de 30 dias, durante un periodo de 120 dias, se
seleccionaron al azar 8 plantas (planta entera, muestreo destructivo) por cada tratamiento,
de un total de 128 plantas. Cuatro plantas se destinaron a evaluar los parametros de
crecimiento. Y en las cuatro plantas restantes, se evalué el contenido de nutrientes

minerales (iones) en la parte aérea y en la raiz, el porcentaje de micorrizacion.

Fig. 3.1. Detalle de las macetas utilizadas (macetas sélidas de tubos PVC de 5 cm de didmetro por 50

cm de alto) y las plantulas de P. alba recién trasplantadas, colocando una planta por maceta.
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Evaluacion variables de crecimiento bajo condiciones de riego, en la simbiosis P.
alba-indculos mixtos de HMA autdctonos. Se seleccionaron al azar 4 plantas de cada
uno de los tratamientos a partir de los 30 dias de inoculado, y a intervalos de 30 dias,
durante un periodo de 120 dias, (planta entera, muestreo destructivo) por cada tratamiento.
A fin de caracterizar el efecto que produce la simbiosis con los HMA de cada uno de los
indculos mixtos en el crecimiento de P. alba bajo condiciones de riego, se determinaron

diversas variables relacionados al crecimiento vegetativo de las plantulas:

- Numero de hojas: se contd el nimero de entrenudos desde el nudo cotiledonar

hasta el ultimo foliolo totalmente expandido a los 30, 60, 90 y 120 dias.

- Longitud del tallo: se midid la altura del tallo desde el cuello (definido como la
zona donde se produce la diferenciacion de color entre el tallo y la raiz) hasta el apice

caulinar de la planta, con una ruleta. Los valores fueron expresados en centimetros.

- Didmetro del cuello, se midi6 a nivel del cuello, con un calibre digital y expresado

en milimetros.

- Longitud de la raiz: se midi6 desde el cuello de la planta hasta el extremo de la

raiz principal, fue determinada con una regla graduada, expresando en centimetros.

- Peso fresco aéreo y radical: se pesé por separado la parte aérea y la parte radical
en una balanza de precision, La parte radical, se lavo con agua y se secO con papel
absorbente antes de pesarla. Los valores se expresaron en gramos.

- Peso fresco total: se calculd6 mediante la suma del peso fresco de la parte aérea y

peso fresco de la parte radical, se expres6 en gramos.

- Peso seco aéreo y raiz: el material se coloco en bolsas de papel manteniendo
separadas la parte aérea y la parte radical de cada plantula. Se secaron en estufa a 70° C
por 24 horas hasta obtener un peso seco constante, en una balanza de precision. Los

valores se expresaron en gramos.

- Peso seco total: se calculd mediante la suma del peso seco del tallo y el peso seco

de la raiz. Los valores se expresaron en gramos.
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Evaluacion del porcentaje de micorrizacion bajo condiciones de riego, en la simbiosis
P. alba-inéculos mixtos de HMA autdctonos. Las plantas inoculadas y no inoculadas de
cada uno de los tratamientos se extrajeron en un muestreo destructivo a partir de los 30
dias de inoculado, y a intervalos de 30 dias, durante un periodo de 120 dias. Para lo cual se
seleccionaron al azar 4 plantas y se destinaron las raices para evaluar el porcentaje de
micorrizacion. Se siguié segun una modificacion de la metodologia propuesta por Phillips
y Hayman (1970), en la que se omitid el uso de fenol en los reactivos y los tiempos fueron
alargados teniendo en cuenta la constitucion de la raiz. Para ello, se realizo el muestreo de
todo el sistema radicular de cada plantula, se lavé cuidadosamente con agua corriente, se
aclaré en KOH al 10 % durante 1 hora 15 min a 90 °C en bafio maria (este procedimiento
permite la digestion de las paredes y cubiertas celulares de la raiz), se enjuagaron con
abundante agua corriente tres veces, se les coloco peroxido de hidrogeno (H20,) al 10 %
durante cinco minutos (blanqueo) para eliminar los residuos de pigmentos que pudieran
afectar la observacion, y se retir6 la solucion. Luego, se le agregé HCL al 1 % durante 1
hora a temperatura ambiente (neutraliza y prepara a las raices para la entrada del
colorante), se retir6 la solucién y se les colocd azul de anilina (0,05 % en lactoglicerol)
para su tincién, durante 15 min en bafio maria a 92 °C se lavaron las raices tefiidas
cuidadosamente con agua corriente y se las colocd en tubos con el agregado de acido
lactico hasta tapar las raices, las cuales se conservaron en heladera hasta la realizacion de
los preparados. Los preparados para cada planta se hicieron por quintuplicado y se
observaron a microscopio Optico, la determinacion de la colonizacién micorricica se

realiz6 mediante la técnica de McGonigle et al. (1990).

Evaluacion del contenido de nutrientes minerales (iones) bajo condiciones de riego, en
la simbiosis P. alba-inéculos mixtos de HMA aut6ctonos. De las plantas muestreadas
para la determinacion del porcentaje de micorrizacion, se utilizd la parte aérea para la

determinacion del contenido de nutrientes minerales.

Los extractos de hoja se determinaron por cromatografia idnica con conductimetria,
segun Cataldi et al. (2003). El tejido vegetal (100 mg de peso fresco) se homogeneizé en
nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino. Se resuspendié con agua milli-Q hasta 2 ml.

Todas las muestras se agitaron en vortex por 15 min y luego se centrifugaron a 3.000 rpm
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por 10 min. Se filtr6 el sobrenadante con un filtro de nylon 0,22 um de diametro de poro.
La corrida se realizo en el equipo HPLC Shimadzu A20 con horno e inyector automatico
de capacidad maxima 100 pL. El detector es un conductimetro. La columna fue Shim-pack
IC-SA3 con precolumna. La fase movil que se utilizé Na, CO3; 3,6 mM, desgasificada con

sonicador. La temperatura de corrida fue 45 °C.

Analisis estadistico

El ensayo se realiz6 con un experimento Trifactorial: 2 x 2 x 4 en un disefio
completamente al azar. Los factores fueron: a) inoculo: PL y CB, b) plantulas
micorrizadas (M) y plantulas no micorrizadas (NM) y c) tiempo de muestreo: 30, 60, 90 y

120 dias, con riego a capacidad de campo (CC).

Se calculd la respuesta micorricica (RM) para cada variable de crecimiento, y
contenido de nutrientes minerales, variable considerada indicador de la eficiencia
micorricica, de acuerdo a la relacién descrita por Cavagnaro et al. (2003),
RM= [(M - media NM)/media NM) x 100]. Donde M corresponde al parametro individual
de las plantas inoculadas y la media NM corresponde a las plantas no inoculadas. Los
porcentajes obtenidos fueron analizados mediante ANOVA. Las diferencias entre medias
fueron comparadas con test de diferencias minimas significativas (LSD) Fisher, con un
nivel de significancia de p < 0,05. Los anlisis estadisticos se llevaron a cabo mediante el
empleo del programa Infostat Profesional version 2017 (Di Rienzo et al., 2017).
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RESULTADOS y DISCUSION

Evaluacion de las variables de crecimiento, porcentaje de micorrizacion,
y contenido de nutrientes minerales bajo condiciones de riego, en la
simbiosis P. alba-indculos mixtos de HMA autoctonos de sitios con

regimenes pluviométricos contrastantes del Parque Chaquefio Argentino

Evaluacion de variables de crecimiento bajo condiciones de riego, en la simbiosis P.
alba-inoculos mixtos de HMA autdctonos. En el presente trabajo de tesis se evaluo el
efecto de la simbiosis con HMA en el crecimiento de las plantulas de P. alba, crecidas en

presencia o ausencia de micorrizas, en riego a capacidad de campo.

La RM con respecto a dos variables de interés (diametro de los tallos y el nimero de
hojas) para la supervivencia, fue positiva para los dos in6culos en casi todos los tiempos
medidos, lo cual indica que los tallos de plantas micorrizadas presentaron un mayor
desarrollo que los de plantas no micorrizadas. A partir de los 30 dias (tiempos tempranos),
ambos indculos mostraron una capacidad similar para mejorar el crecimiento de P. alba,
con una RM positiva tanto en el didametro como en el nimero de hojas (Fig. 3.2 y 3.3). Sin
embargo, la RM en ambas variables, si bien continué aumentando a los 60, 90 y 120 dias
de tratamiento, mostr6 un comportamiento diferente segun los indculos probados. El
inoculo de CB aumento significativamente (p < 0,05) la RM para el diametro y el nimero
de hojas (Fig. 3.2 y 3.3). Por el contrario, en las plantulas inoculadas con PL (proveniente
de un sitio semiarido), la RM para el diametro y el nimero de hojas fue marcadamente
menor y se redujo drasticamente al alcanzar los 120 dias de tratamiento en condiciones de

riego normal.
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Fig. 3.2. Respuesta Micorricica (RM) (%) a partir de la aplicacion de indculos de CB y PL en
simbiosis con P. alba, sobre la variable: Diametro, con riego normal (CC), a los 30, 60, 90 y 120
dias. Los resultados se muestran como Letras diferentes indican diferencias significativas

(ANOVA, p < 0,05).
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Fig. 3.3. Respuesta Micorricica (RM) (%) a partir de la aplicacion de inéculos de CB y PL en
simbiosis con P. alba, sobre la variable: N° de hojas, con riego normal (CC), a los 30, 60, 90 y
120 dias. Los resultados se muestran como Letras diferentes indican diferencias significativas

(ANOVA, p < 0,05).
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La evaluacion de la longitud aérea y radical y total, mostro inicialmente (30 dias)
una respuesta negativa para las plantas inoculadas con CB, pero la RM se incrementd
desde los 60 dias, tanto de la parte aérea como radical, manteniéndose positiva hasta el
final del ensayo (Fig. 3.4y 3.5).

Por el contrario, las plantulas inoculadas con PL, mostraron una respuesta positiva
en longitud aérea y radical y total a los 30 y 60 dias post-trasplante e inoculacion (Fig. 3.4
y 3.5), alcanzando el maximo a los 60 dias para la longitud de la parte aérea. Luego, a los
90 dias las respuestas se hicieron practicamente nulas y a los 120 dias, se observaron
respuestas negativas para ambas partes vegetativas, con una gran reduccion de la parte

aérea en las plantas inoculadas con PL (20 % aproximadamente).
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Fig. 3.4. Respuesta Micorricica (RM) (%) a partir de la aplicacién de inéculos de CB y PL en
simbiosis con P. alba, sobre la variable: longitud aérea y radical, con riego normal (CC), a los 30,
60, 90 y 120 dias. Los resultados se muestran como Letras diferentes indican diferencias
significativas (ANOVA, p <0,05).
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Fig. 3.5. Respuesta Micorricica (RM) (%) a partir de la aplicacién de indculos de CB y PL en
simbiosis con P. alba, sobre la variable: longitud total, con riego normal (CC), a los 30, 60, 90 y
120 dias. Los resultados se muestran como Letras diferentes indican diferencias significativas
(ANOVA, p <0,05).

Las RM del peso fresco (Fig. 3.6) y peso seco (Fig. 3.7), como asi también el peso
seco total (Fig. 3.8) de las plantulas a la micorrizacion con CB, fueron negativas a los 30
dias, tanto para el peso fresco aéreo como el radicular. A partir de los 60 dias, las RM

fueron en general, positivas hasta los 120 dias.

Lo contrario ocurrio con las plantulas de PL que presentaron desde los 30 dias una
respuesta positiva, a los 60 dias los porcentajes fueron los mayores, pero los mismos

fueron disminuyendo hasta obtener respuestas negativas a los 120 dias (Fig. 3.6, 3.7 y 3.8).
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Fig. 3.6. Respuesta Micorricica (RM) (%), de los inéculos de CB y PL en la simbiosis con P. alba
en el peso fresco (PF) aéreo y radical, en tiempos de muestreo de 30, 60, 90 y 120 dias, de la
simbiosis. Letras diferentes, indican diferencias significativas (ANOVA, p < 0,05).
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Fig. 3.7. Respuesta Micorricica (RM) (%) a partir de la aplicacion de inéculos de CB y PL en
simbiosis con P. alba, sobre la variable: peso seco (PS) aéreo y radical, con riego normal (CC), a
los 30, 60, 90 y 120 dias. Los resultados se muestran como Letras diferentes indican diferencias
significativas (ANOVA, p < 0,05).
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Aun asi, las diferencias en PF Total y PS Total a los 90 dias para las plantas

inoculadas con CB y PL dieron valores que fueron estadisticamente no significativos

(p > 0,05) (B y BC), sin embargo, su RM fue positiva para CB y negativa para PL (Fig.

3.8).

Estos resultados coinciden con Montero et al. (2010),que para altos niveles de

humedad en el sustrato, las cepas no manifestaron influencia que favoreciera el

crecimiento radical, lo que se puede atribuir a que las plantas tuvieron agua disponible en

el sustrato durante todo el desarrollo de su ciclo bioldgico para satisfacer sus necesidades

hidricas.
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Fig. 3.8. Respuesta Micorricica (RM) (%) a partir de la aplicacion de indculos de CB y PL en
simbiosis con P. alba, sobre la variable: peso fresco (PF) y seco (PS) Total, con riego normal
(CC), a los 30, 60, 90 y 120 dias. Los resultados se muestran como Letras diferentes indican
diferencias significativas (ANOVA, p < 0,05).
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Evaluacion del porcentaje de micorrizacion bajo condiciones de riego, en la simbiosis
P. alba-inéculos mixtos de HMA auté6ctonos. En esta tesis doctoral se obtuvieron dos
inculos mixtos de HMA nativos de sitios pluviométricos contrastantes, los que al ser
probados en simbiosis con P. alba en condiciones de riego, mostraron un comportamiento

diferente en la colonizacién micorricica.

Al evaluar las raices de las plantas control no micorrizadas, se comprobd la ausencia
de micorrizacion. Asimismo, al cuantificar la capacidad de micorrizacion de P. alba con
ambos inoculos, se observo que las plantulas muestreadas a los 30 dias, no presentaron
estructuras de micorrizacion, tales como hifas, arbisculos y vesiculas, probablemente a
consecuencia del corto tiempo de exposicion de las plantas a los indculos. Por el contrario,
se registrd la aparicion de estructuras caracteristicas de los HMA, a los 60 dias, y el
porcentaje total de micorrizacion fue mayor para el indculo proveniente de CB. A los 90
dias de tratamiento, el porcentaje total de micorrizacion alcanz6 su mayor aumento, el cual

fue similar en ambos inéculos, manteniéndose constante hasta los 120 dias

Las plantas inoculadas con CB presentaron una temprana formacion de hifas, desde
los 60 y hasta los 120 dias, mientras que el inoculo de PL mostré un incremento en las

hifas recién a partir de los 90 dias (Tabla 3.1).

Es conocido que los arbusculos facilitan el intercambio bidireccional de nutrientes
entre las plantas y los hongos (Smith y Smith, 2011), la presencia de los mismos es critica
para la funcion simbidtica y se ha asociado con un aumento de la actividad metabolica en
las plantas micorrizadas. Park et al. (2015), demostraron que la formacion de arbasculos se
relaciona con diferentes niveles de colonizacion y de simbiosis productiva. El inoculo de
CB demostr6 una importante y significativa capacidad para generar arbulsculos
tempranamente, desde los 60 dias de tratamiento, comparado con el indculo proveniente de
PL (Tabla 3.1). No obstante y a partir de los 90 dias y hasta los 120 dias de tratamiento,
ambos indculos formaron arbusculos con similar intensidad. La presencia y numero de
vesiculas, fue igual en ambos indculos, observandose tempranamente desde los 60 dias y

hasta el final del ensayo (Tabla 3. 1).

En general, en una misma especie, la colonizacion micorricica puede ser muy
variable; por ejemplo, en Prosopis laevigata se registro de 3,5 % hasta 53 % (Monroy-Ata

et al., 2007; Garcia-Sanchez et al., 2008), mientras que en Cassia tomentosa (Jacq.), de 41
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a 76 % (Garcia-Gallegos et al., 2009). Estas diferencias en la colonizacion se asociaron
con el origen de los in6culos de HMA analizados (Garcia-Gallegos et al., 2009). Algunos
trabajos muestran que distintas especies vegetales responden diferencialmente a inoculos
que provienen de localidades distintas. Por ejemplo, Garcia-Sanchez, (2011) evaluo el
efecto de in6culos de HMA procedentes de tres zonas distintas de un matorral del Valle de
Mezquital, Hidalgo, México, sobre las variables de crecimiento en dos especies de
leguminosas (Prosopis laevigata y Mimosa biuncifera) en condiciones de invernadero.
Después de 105 dias se observé en las dos especies vegetales un incremento en todas las
variables de crecimiento, debido a la micorrizacion. A pesar de que los resultados no
permitieron sugerir patrones de compatibilidad funcional entre las distintas procedencias
de los HMA, se observd que los HMA produjeron efectos diferentes en ambas
leguminosas. En Cassia tomentosa las diferencias en la colonizacién se asociaron con el
origen de los indculos de HMA probados (Garcia-Gallegos et al., 2009). Por otro lado, en
algunas rosaceas cultivadas del género Prunus se han observado micorrizaciones menores
al 10 % y cerca del 80 %, en funcion de las especies de hongos micorricicos utilizadas
(Calvet et al., 2004). Ley-Rivas et al. (2015), evaluaron el efecto de los hongos
micorricicos arbusculares (HMA), autéctonos Glomus sp. 1, Glomus sp. 2, Glomus clarum
y Glomus intraradices en el cultivo de tomate (Solanum lycopersicum L. Var., Amalia) en
condiciones controladas. Las 4 cepas mostraron altos niveles de colonizacion micorrizica
superiores al 63 %. La cepa Glomus sp. 1 presento6 los valores estables mas bajos mientras
que G. intraradices fue mas estable con los valores més altos donde destacan diferencias

con el resto de los tratamientos a los 90 y 120 dias.
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Tabla 3.1. Caracterizacion de la variabilidad en el porcentaje y estructuras de colonizacién micorricica

arbuscular en la simbiosis P. alba - Inéculos de HMA de CB (Colonia Benitez) y PL (Padre Lozano) en

condiciones de riego normal. Los datos son medias (n=4). Los valores con letras diferentes indican

diferencias significativas entre tratamientos segln la prueba de LSD Fisher (ANOVA, p<0,05).

In6culo | Tiempo | Micorrizacion| Micorrizacion | Micorrizacion| Micorrizacion

(dias) por hifas por arbusculos | por vesiculas | total
(%) (%) (%) (%)

PL 30 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 d

60 3,54 bc 0,63 cd 36,88 ab 41,05 c

90 13,96 a 521 b 35,00 ab 54,17 ab

120 15,00 a 8,54 ab 3313 b 56,67 ab

CB 30 0,00 ¢ 0,00.c 0,00 ¢ 0,00 d

60 11,67 a 4,79 bc 33,96 ab 50,42 b

90 9,58 ab 7,09 ab 42,88 a 58,75 a

120 11,67.a 9,59..a 35,97 ab 57,22 ab

Referencias: A partir de 30 dias de efectuado el trasplante e inoculacion y en intervalos de 30 dias hasta completar los

120 dias

Resumiendo, nuestros resultados mostraron que ambos in6culos de HMA

colonizaron en forma contrastante durante los primeros momentos del ensayo. Asi a los 60

dias de tratamiento, el in6éculo de CB mostro una micorrizacion total de HMA

significativamente superior al in6culo de PL, y en esta diferencia fue importante la

formacion de hifas y de arblsculos. De este modo, los resultados confirman y

complementan lo observado en el capitulo 2, donde la cuantificacion de puntos de entrada,

e hifas y algunas estructuras como arbusculos y/o vesiculas en las raices infectadas con los

dos inéculos de HMA, mostraban una infectividad 3,4 veces mayor en CB que en PL,

sugiriendo una diferencia en la infectividad de los in6culos segln el sitio de procedencia.

Cabe destacar que, en funcion del tiempo de simbiosis, el porcentaje de micorrizacion fue

similar para ambos indculos.
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Evaluacion del contenido de nutrientes minerales (iones) bajo condiciones de riego,
en la simbiosis P. alba-in6culos mixtos de HMA nativos. En este estudio, el pequefio
tamanfo de la plantula a los 30 dias no permitio la evaluacion del contenido de iones, por
lo que la misma se realiz6 a partir de los 60 dias. Los resultados mostraron un
comportamiento diferente segin el tiempo del tratamiento y el indculo utilizado. A
tiempos tempranos, 60 dias, el ensayo mostr6 una RM positiva para el contenido de
fosfatos y nitratos en el indculo de HMA autoctonos de CB, la cual se incrementé a los
120 dias, solo para el contenido en fosfatos. Un mayor contenido de P foliar, como efecto
de la inoculacién, concuerda con lo expuesto por Green (1998), quien indican que este
efecto es una respuesta importante producida por los micosimbiontes a nivel foliar en las

plantas, ya que favorecen la fotosintesis y actla en el metabolismo de las plantas en
forma de ATP.
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Fig. 3.9. Respuesta Micorricica (RM) (%) a partir de la aplicacion de indculos de CB y PL en
simbiosis con P. alba, en el contenido de fosfato foliar con riego normal (CC), a los 60, 90 y 120
dias. Los resultados se muestran como Letras diferentes indican diferencias significativas
(ANOVA, p <0,05).
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Por el contrario, el indculo de PL presenté una RM negativa durante todo el ensayo
para el contenido de fosfatos (Fig. 3.9) mientras que presentd una RM positiva para el
contenido en nitrogeno a los 60 dias (Fig. 3.10). Numerosos estudios han demostrado que
la presencia de HMA hace un aporte considerable a la absorcion de N por la planta a partir
del suelo, habiéndose reportado casos en los cuales hasta el 42 % del N total absorbido por
la planta es aportado a través de las hifas (Smith y Read, 2008).
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Fig. 3.10. Respuesta Micorricica (RM) (%) a partir de la aplicacion de indculos de CB y PL en
simbiosis con P. alba, en el contenido de nitrato foliar con riego normal (CC), a los 60, 90 y 120
dias. Los resultados se muestran como Letras diferentes indican diferencias significativas
(ANOVA, p <0,05).

El alcance de los resultados obtenidos solo permite sugerir que en la simbiosis de
P.alba con el inoculo de PL, podria estar incrementada de algin modo la movilidad de tan
importante nutriente. Aunque poco se ha estudiado sobre la nutricién del P en plantas
lefiosas (Rennenberg y Herschbach, 2013), existen investigaciones que muestran que en

general, en la especies lefiosas y en particular en el olivo, el P se recicla con facilidad a
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pesar de ser un elemento inmovil en el suelo (Kurita et al., 2014; Barrelet et al., 2006). La
longitud de las raices es uno de los factores mas importantes en la absorcion de P (Guangli
et al., 2009). Ensayos con diferentes cultivos en campo indican una estrecha relacion entre
la longitud radical y el P absorbido, mientras que en maceta, las diferencias en la
absorcion de P se relacionan con cambios en volumen de suelo més que con la densidad
radical (Otani y Ae, 1996). En apoyo de esta idea y de la utilizacion de nitrogeno es de
destacar que a tiempos tempranos, 60 dias de tratamiento, la simbiosis P.alba con el
indculo de PL mostré un estimulo en todas las variables de crecimiento, incluido el PF y
PS de las raices (Fig. 3.6 y Fig. 3.10)

El contenido en sulfatos mostré una RM negativa durante todo el ensayo y tal

comportamiento fue similar en ambos indculos (Fig. 3.11).
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Fig. 3.11. Respuesta Micorricica (RM) (%) a partir de la aplicacion de inéculos de CB y PL en
simbiosis con P. alba, en el contenido de sulfato foliar con riego normal (CC), a los 60, 90 y 120
dias. Los resultados se muestran como Letras diferentes indican diferencias significativas
(ANOVA, p <0,05).
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La eficiencia micorricica se ha definido como la capacidad de un endofito de influir
positivamente sobre el crecimiento de la planta, aumentando el nimero de propagulos o
mejorando la transferencia de nutrientes (Janos, 2007). El establecimiento y desarrollo de
las plantas, representan una etapa donde la alta demanda de nutrientes supera el
suministro, lo que puede producir un déficit nutricional; por ello el rapido establecimiento
de la colonizacion por HMA representa una alternativa en la incorporacion de nutrientes
en ambientes pobres (Koide, 1991; Cavagnaro et al., 2014). En la simbiosis con P.alba,
bajo condiciones de riego normal, los in6culos muestran capacidad para incrementar la
eficiencia micorricica, aumentando la RM temprana (entre los 30 y 60 dias de

tratamiento).

Dicho comportamiento podria estar relacionado en parte, con la presencia
predominante de la familia Glomeraceae en ambos indculos (Ver resultados del capitulo
2). Los miembros de dicha familia son capaces de producir grandes cantidades de esporas
en periodos cortos de tiempo y regular su crecimiento como parte de las funciones como
hospedante. Estas, caracteristicas corresponden a especies con estrategias de tipo R, como
ser generalistas y con gran produccion de propagulos que garantizan la supervivencia de la
especie en el sitio (Chagnon et al., 2013). Un buen desarrollo de las plantas en sus etapas
iniciales de crecimiento les confiere ventajas adaptativas, ya que al ser mas vigorosas y
tener sistemas radicales bien conformados seran capaces de tolerar mejor el trasplante.
Diversos autores han expresado que un aumento en la biomasa representa mayores
probabilidades de establecimiento exitoso en campo (Gonzalez-Monterrubio et al., 2005;
Monroy-Ata et al., 2007; Estrada-Luna y Davies, 2008), lo cual es critico para especies
destinadas a programas de restauracion (Ferrari y Wall, 2004; Rondon y Vidal, 2005). Una
relacién eficiente entre biomasa aérea y biomasa radical (BA / BR) es un indicador de la
condicion de la planta, y de sus posibilidades de supervivencia, sobre todo en ambientes

con limitaciones de humedad (Rodriguez Trejo, 2008).

La eficiencia de la micorrizacion, ha sido relacionada directamente con los costos
netos de la simbiosis y los beneficios que obtiene la planta (Eissenstat et al., 1993; Morgan
et al., 2005). A partir de los 90 dias y hasta el final del ensayo, bajo condiciones de riego,
el indculo de CB, aislado de regiones mas humedas, presentd mayor eficiencia para la

formacion de hifas y arbusculos que el de PL. Tal efecto fue acompafiado de un

108



incremento en la RM para el crecimiento y el contenido de nutrientes como fosfatos y
nitratos en P.alba. Estos resultados sugieren que el gasto energético que implica la
manutencion del hongo, podrian ser facilmente compensados en el indculo de CB, cuando
existen ventajas de disponibilidad de nutrientes y agua (Bever et al., 2009; Black et al.,
2000).

Por el contrario, las plantulas en simbiosis con in6culo provenientes de PL, de
zonas semidaridas, muestra solo RM positivas a tiempos cortos (30 y 60 dias) en donde la
provision de agua es utilizada posiblemente para sus necesidades primarias de crecimiento.
Mientras que a tiempos mas largos (90 y 120 dias) con riego normal, las plantulas en
simbiosis presentan RM negativas para las variables de crecimiento y contenido en
nutrientes, sugiriendo un mayor gasto energético destinado al mantenimiento del hongo
(Bever et al., 2009; Black et al., 2000).

El agregado de HMA esté considerado una estrategia de interés para aumentar la
supervivencia en areas degradadas (Bashan et al., 2000; Hernandez-Martinez et al., 2006;
Kapoor et al., 2008). La baja especificidad en la asociacion micorricica permite que una
misma especie fungica se asocie con diferentes especies vegetales y viceversa, sin
embargo la eficiencia en la interaccion cambia y diferentes especies y aislados de la misma
especie de HMA pueden variar bastante en su efectividad (Bethlenfalvay et al., 1989), y
eso puede depender del origen de las especies asociadas y de las condiciones ambientales
(Bucher, 2007; Quilambo, 2003; Wu et al., 2007).

Finalmente, estos resultados también podrian guardar relacién con la funcionalidad
de las especies de HMA encontradas en el sitio de CB, comparadas con las especies
halladas en PL. En el capitulo 2, se identificaron en CB especies que se adaptan a
diferentes condiciones ambientales como Funneliformis geosporum, Rhizophagus
intraradices, Rhizophagus clarus y Entrophospora nevadensis. Mientras que en plantas
trampa de PL se identifica Diversispora spurca propia de suelos con alto contenido
organico Yy tolerante a la sequia. En este sentido, los HMA autdctonos de un entorno
determinado, y con una mayor riqueza de especies, pueden estar mejor adaptados a las
condiciones prevalecientes. Numerosas investigaciones demuestran que los inoculos

mixtos, aumentan las posibilidades de que los hongos mas apropiados se hagan
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dominantes en la eventualidad de que las condiciones del suelo cambian (Abbott y Gazey,
1994; Pérez et al., 2011; Hoeksema et al., 2010; Verbruggen y Kiers, 2010).

CONCLUSIONES

Se confirma la hipotesis de que la mayor eficiencia micorricica de un inéculo mixto
de HMA autdctono se relaciona con las caracteristicas edafoclimaticas del sitio del que
fuera aislado.

El sistema experimental desarrollado en funcion del tiempo pone de manifiesto las
diferencias en el comportamiento de los in6culos de HMA probados. Bajo condiciones de
riego, el in6culo de HMA autdctono aislado de una region hdimeda como la de CB
presenta mayor eficiencia micorricica en simbiosis con P. alba a partir de los 60 dias y
hasta el final del tratamiento, comparada con el in6culo de HMA autdctono aislado de un

sitio semiarido como PL.

BIBLIOGRAFIA CITADA

Abbott L.K. and Gazey C. 1994. An ecological view of the formation of VA mycorrhizas.
Plant Soil 159: 69-78.

Armada Rodriguez E. 2015. Efecto de microorganismos rizosféricos autoctonos (bacterias
y hongos micorrizicos arbusculares) sobre la tolerancia de las plantas al déficit
hidrico en zonas semiaridas: mecanismos implicados- Tesis doctoral. Universidad
de Granada. 318 pp.

Barrelet T., Ulrich A., Rennenberg H. and Krahenbuhl U. 2006. Seasonal profiles of
Sulphur, phosphorus and potassium in Norway spruce wood. Plant Biol. 8:462-469.

110



Bashan Y., Davis E. A., Carrillo-Garcia A. and Linderman R.G. 2000. Assessment of
mycorrhizal inoculum potential in relation to the establishment of cactus seedlings
under mesquite nurse-trees in the Sonora Desert. Applied Soil Ecology 14: 165-
175.

Bethlenfalvay G. J., Brown M.S., Franson R.L. and Mihara L. K. 1989. The Glycine-
Glomus-Bradyrhizobium  symbiosis.  IX  Nutritional, morphological and
physiological responses of nodulated soybean to geographic isolates of the
mycorrhizal fungus Glomus mosseae. Physiol. Plantarum 76: 226-232.

Bever J.D., Richardson S.C., Lawrence B.M., Holmes J.and Watson M. 2009. Preferential
allocation to beneficial symbiont with spatial structure maintains mycorrhizal
mutualism. Ecology Letters 12:13-21.

Black K.G., Mitchell D.T. and Osborne B.A. 2000. Effect of mycorrhizal-enhanced leaf
phosphate status on carbon partitioning, translocation and photosynthesis in
cucumber. Plant Cell & Environment 23: 797-809.

Bothe H., Turnau K. and Regvar M. 2010. The potential role of arbuscular mycorrhizal
fungi in protecting endangered plants and habitats. Mycorrhiza 20: 445-457.

Bucher M. 2007. Functional biology of plant phosphate. New Phytologist 173: 11-26.

Calvet C., Estaun V., Camprubi A., Hernandez-Dorrego A., Pinochet J. and Moreno M. A.
2004. Aptitude for mycorrhizal root colonization in Prunus root stocks. Scientia
Hort. 100: 39-49.

Caravaca F., Alguacil M.M., Hernandez J.A. and Roldan A. 2005. Involvement of
antioxidant enzyme and nitrate reductase activities during water stress and recovery
of mycorrhizal Meerut’s communism and Phillipe angustifolia plants, Plant Science
169: 191-197.

Cataldi T., Angelotti M., D'Erchia L. and Altieri G. 2003. lon-exchange chromatographic
analysis of soluble cations, anions, and sugars in wilk whey. European Food
Research and Technology 216:75-82.

Cavagnaro R.A., Oyarzabal M., Oesterheld M. and Grimoldi A.A. 2014. Screening of
biomass production of cultivated forage grasses in response to mycorrhizal
symbiosis under nutritional deficit conditions. Japanese Society of Grassland
Science, Grassland Science 60: 178-184.

Cavagnaro T.R., Smith F.A., Ayling S.M and Smith S.E. 2003. Growth and phosphorus

nutrition of a Paris-type arbuscular mycorrhizal symbiosis. New Phytologist 157:
127-134.

Cervantes Gonzalez C. S. 2014. Establecimiento de plantas de Prosopis laevigata y Agave
salmiana inoculadas con hongos micorrizogenos arbusculares en condiciones de
invernadero. Tesis: Titulo de Bidlogo. Facultad de Estudios Superiores Zaragoza.
Universidad Nacional Autonoma de México, 73 pp.

111



Chagnon P.L., Bradley R.L., Maherali H. and Klironomos J.N. 2013. A trait-based
framework to understand life history of mycorrhizal fungi. Trends Plant Sci.18:
484-490.

Cuenca G., de Andrade Z., Lovera M., Fajardo L., Meneses E., Marquez M. y Machuca R.
2003. Pre-seleccion de plantas nativas y produccién de inoculos de hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) de relevancia en la rehabilitacion de areas
degradadas de La Gran Sabana, estado Bolivar, Venezuela. Ecotropicos 16: 27-40.

Di Rienzo J.A., Casanoves F., Balzarini M.G., Gonzalez L., Tablada M. & Robledo C.W.
2017. InfoStat Version 2017. Grupo InfoStat, Universidad Nacional de Cordoba,
Cordoba, Argentina.

Eissenstat D.M., Graham J.H., Syvertsen J.P. and Drouillard D.L. 1993. Carbon economy
of sour orange in relation to mycorrhizal colonization and phosphorus status.
Annals of Botany 71: 1-10.

Estrada-Luna A. A. y Davies F. T. 2008. Estado nutrimental y crecimiento de plantas
micropropagadas de nopal (Opuntia albicarpa Scheinvar cv. 'Reyna’) colonizadas
con tres cepas seleccionadas de endomicorrizas. In: Micorrizas Arbusculares en
Ecosistemas Aridos y Semiaridos. N M Montafio-Arias S. L., Camargo-Ricalde R.,
Garcia-Sanchez A., Monroy-Ata (eds.). Grupo Mundi-Prensa. México, pp.203-213.

Félix de Aguiar R. L., Costa Maia L., Salcedo I. H., Valadares E., Sampaio S. and Arvore
B. R. 2004. Interagdo entre fungos micorrizicos arbusculares e fosforo no
desenvolvimento da algaroba, Vicosa-MG, 28:589-598.

Ferrari A. E. y Wall L. G. 2004. Utilizacion de arboles fijadores de nitrégeno para la
revegetacion de suelos degradados. Rev. Fac. Agron. 105:63-87.

Garcia-Gallegos E., Gomez G., Vazquez O. G. y Zamora E. M. 2009. Respuesta de Cassia
tomentosa desarrollada en tepetate con inoculacion micorrizica bajo condiciones de
invernadero. Revista UDO Agricola 9: 816-825.

Garcia-Sanchez R. 2005. Restauracion de la cubierta vegetal de los matorrales semiaridos
del Valle del Mezquital, Hidalgo, Meéxico. (En linea). Cuba. Disponible en: www.
dama.gov.co).

Garcia-Sanchez R. 2011. Diversidad funcional de los hongos micorrizdgenos arbusculares
de islas de recursos del Valle del Mezquital, Hidalgo. Tesis Doctoral. Colegio de
Postgraduados. Institucion de Ensefianza e Investigacion en Ciencias Agricolas
Campus Montecillo Postgrado de Botanica. Montecillo, Texcoco, Estado de
México.125 pp.

Garcia-Sanchez R., Monroy-Ata A., Chimal-Sanchez E. 2008. Hongos micorrizogenos
arbusculares asociados a diferentes plantas y matorrales del Valle del Mezquital,
Hidalgo, México. In: Montafio N.M., Camargo-Ricalde S.L., Garcia-Sanchez R.,

112



Monroy-Ata (eds.) Micorrizas arbusculares en ecosistemas aridos y semiéridos.
Mundi Prensa, México, pp. 123-136.

Gonzéalez-Monterrubio C., Monroy-Ata A., Garcia-Amador E. M., Orozco-Almanza M. S.
2005. Influencia de hongos micorrizogenos arbusculares (HMA) en el desarrollo de
plantulas de Opuntia streptacantha Lem. sometidas a sequia, en condiciones de
invernadero. Rev. Esp. Ciencias Quim. Bidl. 8: 5-10.

Green C. 1998. Transpiration of detached leaves from mycorrhizal and non-mycorrhizal
cowpea and rose plants varying abscission acid, pH, calcium and phosphorus.
Mycorrhiza 8: 93-99.

Guangli X., Tingxuan L., Xizhou Z., Haiying Y., Huagang H. and Gupta D.K. 20009.
Uptake and accumulation of phosphorus by dominant plant species growing in a
phosphorus mining area. J. Hazardous Materials 171:542-550.

Hernandez-Martinez M., Cetina-Alcala V.M., Gonzélez-Chavez M.C., Cervantes-Martinez
C.T. 2006. Inoculacién micorrizica y su efecto en el crecimiento de dos
leguminosas arboreas. Terra Latinoamericana [en linea]: [Fecha de consulta: 22 de
mayo de 2018] Disponible http://www.redalyc.org/articulo.oa

Hoeksema J.D., Chaudhary V.B., Gehring C.A., Johnson N.C., Karst J., Koide R., Pringle
A., Zabinski C., Bever J.D., Moore J.N. et al. 2010. A meta-analysis of context-
dependency in plant response to inoculation with mycorrhizal fungi. Ecology
Letters 13: 394-407.

Janos D. P. 2007. Plant responsiveness to mycorrhizas differs from dependence upon
mycorrhizas. Mycorrhiza 17:75-91.

Kapoor R., Sharma D. and Bhatnagar A.K. 2008. Arbuscular mycorrhizae in
micropropagation systems and their potential applications. Scientia Horticulturae
116: 227-239.

Kohler J., Tortosa G., Cegarra J., Caravaca F. and Roldan A. 2008. Impact of DOM from
composted "alperujo™ on soil structure, AM fungi, microbial activity and growth of
Medicago sativa. Waste Management 28:1423-1431.

Koide R. 1991. Nutrient supply, nutrient demand and plant response to mycorrhizal
infection. New Phytologist 117: 365-386.

Kurita Y., Baba K., Ohnishi M., Anegawa A., Shichijo C., Kosuge K., Fukaki H. and
Mimura T. 2014. Establishment of a shortened annual cycle system; a tool for the
analysis of annual re-translocation of phosphorus in the deciduous woody plant
(Populus alba L.). J. Plant Res. 127:545-551.

Lambert D.H., Cole H.C. and Baker D.E. 1980. The role of boron in plant response to
mycorrhizal infection. Plant and Soil 57:431-438.

113


http://www.redalyc.org/articulo.oa
http://www.scielo.edu.uy/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2301-15482011000200001#KoideyKabir2000
http://www.scielo.edu.uy/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2301-15482011000200001#KoideyKabir2000

Ley-Rivas J.F., Sanchez J. A., Ricardo N. E., Collazo E. 2015. Efecto de cuatro especies de
hongos micorrizogenos arbusculares en la produccion de frutos de tomate.
Agronomia Costarricense 39: 47-59.

Maherali H. y Klironomos J.N. 2007. Influence of phylogeny on fungal community
assembly and ecosystem functioning. Science 316: 1746-1748.

Mc Gonigle T. P., Millers M. H., Evan D. G., Fairchild G. L. and Swan J. A. 1990. A new
method which gives an objective measure of colonization of roots by vesicular-
arbuscular mycorrhizal fungi. New Phytologist 115: 495-501.

Monroy Ata A., Estévez Torres J., Garcia Sanchez R., Rios Gomez R. 2007.
Establecimiento de plantas mediante el uso de micorrizas y de islas de recursos en
un matorral xerdfilo deteriorado. Boletin de la Sociedad Botanica de México 80:49-
57.

Montafio N.M. 2000. Potencialidad de Hongos Micorrizogenos Arbusculares de las Islas
de Fertilidad del Mezquite (Prosopis laevigata) de dos agostaderos semiaridos del
Valle de Actopan, México Central, enfoque ecologico para recuperar la vegetacion.
Tesis de Licenciatura. UNAM. 167 pp.

Montero L., Duarte Carmen., Cun R y Cabrera J. A. 2010. Efectividad de biofertilizantes
micorrizicos en el rendimiento del pimiento (Capsicum annuum L. var. Verano 1)
cultivado en diferentes condiciones de humedad del sustrato. Cultivos Tropicales,
31(3), 00.

Morgan J., Bending G. and White P. 2005. Biological costs and benefits to plant-microbe
interactions in the rhizosphere. Journal of Experimental Botany 56: 1729-1739.

Mortimer P.E., Perez Fernandez M.A. and Valentine A.J. 2008. The role of arbuscular
mycorrhizal colonization in the carbon and nutrient economy of the tripartite
symbiosis with nodulated Phaseolus vulgaris. Soil Biology & Biochemistry 40:
1019-1027.

Opik M., Moora M., Liira J.and Zobe M. 2006. Composition of root-colonizing arbuscular
mycorrhizal fungal communities in different ecosystems around the globe. J. Ecol.
94: 778-790.

Opik M., Zobel M., Cantero J.J., Davison J., Facelli J,M, Hiiesalu 1., Jairus T., Kalwij
J.M., Koorem K., Leal M.E.et al. 2013. Global sampling of plant roots expands the
described molecular diversity of arbuscular mycorrhizal fungi. Mycorrhiza 23:411-
430.

Otani T. and Ae N. 1996. Sensitivity of phosphorus uptake to changes in root length and
soil volumen. Agronomy J. 88:371-375.

Park H. J., Floss D. S., Levesque-Tremblay V., Bravo A. and Harrison M. J. 2015. Hyphal
Branching during Arbuscule Development Requires Reduced Arbuscular
Mycorrhiza. Plant Physiology 169:2774-2788.

114


https://scholar.google.com/scholar?q=%22author:HJ+Park%22
https://scholar.google.com/scholar?q=%22author:DS+Floss%22
https://scholar.google.com/scholar?q=%22author:V+Levesque-Tremblay%22
https://scholar.google.com/scholar?q=%22author:A+Bravo%22
https://scholar.google.com/scholar?q=%22author:MJ+Harrison%22
https://doi.org/10.1104/pp.15.01155
https://doi.org/10.1104/pp.15.01155
https://doi.org/10.1104/pp.15.01155

Pérez C.A., Rojas J.S. and Montes D.V. 2011. Hongos formadores de micorrizas
arbusculares: Una alternativa bioldgica para la sostenibilidad de los
agroecosistemas de praderas en el Caribe colombiano. Rev. Colombiana Cienc.
Anim. 3:366-385.

Phillips J. M. and Hayman D.S. 1970. Improves procedures for clearing roots and staining
parasitic and vesicular arbuscular mycorrhizal fungi for rapid assessment of
infection. T. Brit. Mycol. Soc. 55:158-161.

Piotrowski T., Denich J.S., Klironomos J.N., Graham J.M and Rilling M.C. 2004. The
effects of arbuscular mycorrhizae on soil aggregation depend on the interaction
between plant and fungal species. New Phytol. 164: 365-373.

Quilambo O.A. 2003. The vesicular-arbuscular mycorrhizal simbiosis. African Journal of
Biotechnology 2: 539-546.

Rennenberg H. and Herschbach C. 2013. Phosphorus nutrition of woody plants: many
questions — few answers. Plant Biology 15: 785-788.

Rivas Saavedra M. D. 2012. Translocacion de fdésforo y nitrégeno en dos leguminosas
inoculadas con hongos micorrizogenos arbusculares (HMA), bajo condiciones de
invernadero. Tesis para obtener el titulo de bidlogo. Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza. Universidad Nacional Autonoma de México, 76 pp.

Rodriguez Trejo D. A. 2008. Indicadores de Calidad de Planta Forestal. Universidad
Auténoma Chapingo-Mundi-Prensa, S.A. de C.V., México, D. F. México. 156 pp.

Rondon J. y Vidal Y. 2005. Establecimiento de la cubierta vegetal en areas degradadas
(Principios y métodos). Rev. For. Lat. 38: 63-82.

Scambato A.A. 2013. Influencia de la simbiosis con micorrizas arbusculares y rizobios
sobre el crecimiento y la tolerancia a estrés salino en especies forestales de
Prosopis. Tesis Doctoral, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de
Buenos Aires, Argentina, 184 pp.

Scambato A.A., Echeverria M., Sansberro P., Ruiz R.V.and Menéndez A.B. 2011. Glomus
intraradices improved salt tolerance in Prosopis alba seedlings by improving water
use efficiency and shoot water content. Braz. J. Plant Physiol. 22:285-2809.

Smith S.E. and Read D.J. 2008. Mycorrhizal Symbiosis. 3rd ed. Elsevier/ Academic Press,
Amsterdam. The Netherlands, 787 pp.

Smith S.E. and Smith F.A. 2011. Roles of arbuscular mycorrhizas in plant nutrition and
growth: new paradigms from cellular to ecosystems scales. Annu. Rev. Plant Biol.
63: 227-250.

Somasundaram E., Srinivasan G. and Manoharan M. L. 1996. Effect of green manuring
Sesbania rostrata and fertilizers application on chemical properties of soil and
grain yield in rice—rice crop sequences. Agricultural Journal 83: 758-760.

115



Torres A.B.A. 2011. Establecimiento de plantulas de Acacia schaffneri inoculadas con
Hongos Micorrizicos Arbusculares bajo dos tratamientos. Tesis de Licenciatura.
FES- Zaragoza UNAM, 71 pp.

Van der Heijden M.G.A., Boller T., Wiemken A. and Sanders I.R. 1998. Different
arbuscular mycorrhizal fungal species are potential determinants of plant
community structure. Ecology 79: 2082-2091.

Verbruggen E., Roling W. F. M., Gamper H. A., Kowalchuk G. A., Verhoef H. A. and Van
der Heijden M. G. A. 2010. Positive effects of organic farming on below-ground
mutualists: large-scale comparison of mycorrhizal fungal communities in
agricultural soils. New Phytologist 186: 968-979.

Vogelsang K.M., Reynolds H.L. and Bever J.D. 2006. Mycorrhizal fungal identity and
richness determine the diversity and productivity of a tallgrass prairie system. New
Phytol.172: 554-562.

Wu Q-S., Zou Y-N., Xia R-X. and Wang M-Y. 2007. Five Glomus species affect water
relations of Citrus tangerine during drought stress. Botany Studies 48: 147-154.

116



CAPITULO 4

CARACTERIZACION DE LA EFICIENCIA
MICORRICICA DE LOS HONGOS MICORRICICOS
ARBUSCULARES AUTOCTONOS EN SIMBIOSIS CON
Prosopis alba MEDIANTE LA RESPUESTA DE
MECANISMOS FISIOLOGICOS/BIOQUIMICOS, BAJO
DIFERENTES CONDICIONES HIDRICAS.

INTRODUCCION

El agua es indispensable en la vida de las plantas e influye en su crecimiento y
productividad. La poca disponibilidad de agua en el suelo puede ocasionar que la
transpiracion exceda el agua absorbida por las raices, lo que se conoce como estrés hidrico
(Munns y Tester, 2008). Se la puede definir como una tension ambiental a la que esta
expuesta la planta, que segun su intensidad, oportunidad y duracién puede producir desde
lesiones leves, alteraciones metabolicas, hasta la muerte de organos y del individuo
(Soriano, 1982).

La sequia afecta procesos morfoldgicos, fisioldgicos, bioquimicos y moleculares de
las plantas (Asrar y Elhindi, 2011; Habibpor et al., 2011), que alteran el crecimiento, el
rendimiento, la calidad y las relaciones hidricas (Abdel-Fattah et al., 2002; Wu y Xia,
2006; Ibrahim et al., 2011). La intensidad y duracion del estrés hidrico por sequia influye
en los efectos y la capacidad de las plantas para resistirlo (Song et al., 2011; Luna Flores et

al., 2012), Los efectos de la sequia en el crecimiento de las plantas dependen de varios
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factores, como la resistencia genética de las plantas, la etapa de crecimiento y duracion de

la exposicion de la planta a la sequia, etc. (Echave et al., 2005).

Por lo tanto, es crucial entender los mecanismos que utilizan las plantas para
responder al estrés por sequia (Vankova et al., 2012). Durante el estado de plantula se
experimenta mayor estrés hidrico porque los individuos ain no han desarrollado un sistema
radicular extenso ni profundo y su acceso al agua del suelo es limitado (Tyree et al., 2003;
Littge, 2007). Esta etapa condiciona el establecimiento de las especies vegetales ya que el
estrés hidrico puede provocar su muerte; por ello es necesario estudiar sus respuestas

fisioldgicas y morfoldgicas ante condiciones de baja humedad del suelo (Cregg, 2004).

La distribucién de biomasa, crecimiento y area foliar bajo condiciones de sequia ha
sido ampliamente estudiada en cultivos agricolas. En un estudio realizado en Barleria
lupulina, planta arbustiva de ciclo perenne, bajo tres regimenes de riego, se encontrd que el
estrés hidrico afect6 la distribucion de asimilados. La relacion area foliar (RAF) y el area
foliar especifica, disminuyeron en las plantas bajo estrés hidrico severo (Paz et al., 2003).

En otro estudio realizado en plantas de Prosopis argentina y Prosopis alpataco
bajo condiciones de estrés hidrico, Villagra y Cavagnaro (2006) encontraron una
disminucion en la biomasa total y por componentes (biomasa de hojas, tallos y raices) en

las plantas sometidas a estrés hidrico.

Delatorre (1996), observo que tanto el volumen radicular como el area foliar de
plantas de dos afios de edad de Prosopis chilensis (Mol) Stuntz y Prosopis tamarugo
(Phil), disminuyen con el déficit hidrico, siendo la ultima variable la méas afectada.
Probablemente esto es una respuesta de adaptacion de las plantas, a fin de disminuir el area
foliar reduciendo con esto las pérdidas de agua por transpiracion. Por su parte, Lopez
Lauenstein et al. (2005) reportan que, bajo condiciones 6ptimas de humedad del suelo, P.
chilensis es el que muestra mayor crecimiento, comparado con el menor crecimiento de
P.flexuosa. Cuando a P. flexuosa se lo somete a condiciones de estrés moderado, pierde sus
hojas como P. chilensis, pero a diferencia de éste, el consumo de agua disminuye
significativamente y su crecimiento se ve sumamente afectado. Estas observaciones se
corresponderian con una estrategia de resistencia frente a la falta de agua a través del cierre

estomatico para, posiblemente, una mejor recuperacion frente a una lluvia.

118



Numerosas investigaciones muestran que la simbiosis con HMA puede mitigar
tanto el estrés abidtico como el bidtico en las plantas (Smith y Read, 2008).
Especificamente, existen diversas estrategias entre las que se encuentra la interaccion con
HMA que les permiten a las plantas crecer y desarrollarse en ambientes propensos a la
sequia (Ashraf, 2010; Gianinazzi et al., 2010), mejorando su aptitud (Goh et al., 2013;
Schouteden et al., 2015; Doty, 2016).

En la busqueda de soluciones sustentables a los dafios observados en plantas
expuestas a ambientes estresantes como los aridos y semiaridos, Camargo-Ricalde et al.
(2003) y Garcia-Sanchez et al. (2008) indicaron que los HMA pueden ser un componente
microbiano importante para la mitigacion de esos efectos perjudiciales. Dicha capacidad se
ha relacionado con una mayor provision de nutrientes y absorcién de agua (Smith y Read,
2008; Harris-Valle et al., 2009; Zaouchi et al., 2013; Cruz Hernandez et al., 2014). En
general, la baja disponibilidad de agua en el suelo, limita la asimilacion de nutrientes, en
especial, los de baja movilidad como el fosforo (Barea et al., 2011). Al respecto, Gonzalez-
Chavez et al. (2008) sugirieron que en este tipo de ecosistemas, las plantas requieren
asociarse con los HMA, como una estrategia ecologica para solventar la demanda de
nutrientes esenciales. De este modo, aumentan las probabilidades de éxito en el
establecimiento y sobrevivencia de las plantas ante condiciones adversas. Se ha observado
que las plantas colonizadas por HMA suelen resistir mejor la sequia que las plantas no
colonizadas (Augé y Moore, 2005), y que este efecto muchas veces depende de las
diferentes combinaciones planta —hongo (Augé, 2001; Augé et al., 2007; Subramanian et
al., 2006). Existe una respuesta diferencial en la planta en funcién del ecotipo de HMA
asociado, ya que hay comunidades de HMA vy plantas que estan adaptadas a ciertas
condiciones ambientales (Klironomos, 2003). Diferentes especies de HMA modulan
diferencialmente la tasa fotosintética, la conductancia estomatica y la eficiencia de uso de

agua (EUA) de sus plantas hospederas bajo déficit hidrico (Augé, 2001).

Aislados de HMA nativos de una region semiarida mejoran el crecimiento, la
produccién, la asimilacion relativa de agua y la adquisicién de nutrientes en cultivos de
interés comercial, en comparacion con la micorrizacién de especies flngicas procedentes
de otros climas, lo que estd relacionado con la funcionalidad de la asociacion y el
desarrollo del micelio en el suelo (Cho et al., 2006; Davies et al., 2005; Marulanda et al.,

2006; Seguel Fuentealba, 2014). En particular, los HMA nativos de ambientes semiaridos
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incorporan agua y nutrientes mas eficientemente en suelos secos, confiriéndole a la planta
una mayor resistencia a la sequia (Ruiz-Lozano y Azcén, 1995; Marulanda et al., 2003;
Porcel y Ruiz—Lozano, 2004). Ademas se ha reportado que los hongos aislados de zonas
aridas y semiaridas resultaron ser mas efectivos frente al estrés por sequia, que las especies
exoticas (Marulanda et al., 2007; Estrada Luna y Davies, 2008), mientras que los exudados
fangicos promovieron la cohesion de las particulas del suelo e incrementaron la retencion
de agua en el sustrato (Rillig y Mummey, 2006). Particularmente, se ha visto que la
micorrizacion con especies nativas es mas efectiva para incrementar la asimilacion relativa
de agua y la adquisicion de N+ y K+ que con las micorrizas exdticas (Augé et al., 2003).
En sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench cv. ‘DK40Y’] y lechuga (Lactuca sativa L. cv.
‘Romana’), la inoculacién con hongos procedentes de regiones semidridas incrementaron
en mayor medida los niveles de P, la asimilacion de agua y el crecimiento, en comparacion
con la inoculacion de especies exoticas procedentes de una coleccion del INVAM (2018)
(International Culture Collection of Arbuscular and Arbuscular-Vesicular Mycorrhizal
Fungi) (Ruiz-Lozano y Azcédn, 2000; Marulanda et al., 2003; Cho et al., 2006). Sin
embargo, estos estudios no se han realizado en condiciones de déficit hidrico. Por ejemplo,
Marulanda et al., 2006 y Ruiz Lozano et al., 2003 sugirieron que Glomus intraradices
podria ser una especie candidata para utilizar en la mitigacion del estrés por sequia. En
trabajos en olivo, se observaron que hubo diferencias al usar HMA nativos con la cepa de
referencia Funneliformis mosseae, y que por lo tanto, los HMA nativos deben considerarse

como una herramienta biologica para mejorar la tolerancia a la sequia (Fouad et al., 2014).

Estos efectos positivos tendrian relacién, entre otros mecanismos, con incrementos
en las defensas antioxidantes, que involucran al sistema enzimético y antioxidante no
enzimatico (Baslam et al., 2010; Abbaspour et al., 2012; Fouad et al., 2014) en plantas
micorrizadas. En estudios realizados en la “palmera datilera” (Benhiba et al., 2015) y en
Citrus reticulata (Sarkar et al., 2016), se observé un incremento de la tolerancia a la sequia
inducido por HMA, mediante el incremento de la defensa antioxidante de las plantas

hospedadoras aliviando los efectos del estrés por sequia.

Una de las primeras respuestas de las plantas a la sequia es la acumulaciéon de
especies activas de oxigeno (EAO) que son responsables de muchas reacciones
degenerativas tales como la peroxidacion de lipidos y proteinas y la oxidacion de acidos

nucleicos (Ruiz-Lozano, 2003). Es bien conocido que la tolerancia de la planta al estrés
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hidrico es asociado con la reduccion del dafio oxidativo a través de induccion de enzimas
antioxidantes (Wu et al., 2006). De acuerdo con varias investigaciones, la simbiosis con
HMA mejora la actividad de las enzimas antioxidantes, que ayuda a las plantas a hacer
frente a las EAO generadas por el déficit hidrico (Wu et al., 2006; Abbaspour et al., 2012).
La colonizacion de raices por HMA en varias especies de plantas induce la acumulacién de
prolina cuando el agua es limitante (Goicoechea et al., 1998; Yooyongwech et al., 2013;
Nufez-Vazquez et al., 2017). EI aminoacido prolina actualmente es considerado no solo un
osmolito compatible sino también antioxidante y posible inhibidor de la muerte celular

programada (Chen y Dickman, 2005).

En Argentina no existen reportes regionales que involucren el efecto de
comunidades nativas o0 autdctonas de HMA, sobre el crecimiento y la respuesta a la sequia
de plantas nativas de P. alba con uso potencial en estrategias de rehabilitacion vy
restauracion, de zonas marginales. En este trabajo de Tesis se evalud el comportamiento de
ambos indculos y de su mezcla (MIX). El probar in6culos mixtos se justifica plenamente,
debido a que las plantas estdn expuestas a una mezcla de especies de HMA las que
incrementan las posibilidades de que diferentes especies fangicas respondan a condiciones
de estrés ambiental (Griimberg et al., 2015). Finalmente, fue de interés, evaluar los
distintos tratamientos y su relacion con el alivio del dafio oxidativo inducido por el estrés

por sequia.

Hipdtesis: La mayor eficiencia micorricica de in6culos mixtos de HMA nativos de
P.alba frente a la tolerancia a sequia, se relaciona con las caracteristicas edafoclimaticas
del sitio del que fuera aislado. Especificamente, se predice que, bajo condiciones de sequia
severa, el indculo de HMA nativo aislado de una region pluviométrica semiarida como la
de PL presenta mayor eficiencia micorricica en simbiosis con P. alba, y tal efecto guarda

relacién con una mayor capacidad para mitigar el dafio oxidativo.

Por lo expuesto, el objetivo general de este capitulo fue caracterizar la simbiosis P.
alba - hongos micorricicos arbusculares autéctonos mediante la respuesta de mecanismos
fisiolégicos/ bioquimicos, bajo diferentes  condiciones hidricas y como objetivos
especificos: 1) Poner a punto un sistema experimental para evaluar el crecimiento de
P.alba bajo diferentes condiciones hidricas, 2) Evaluar los indculos de HMA autéctonos y
la mezcla de ambos (MIX) sobre las variables de crecimiento de plantulas de P.alba
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sometidas a sequia moderada y severa, 3) Determinar el porcentaje de micorrizacion en la
simbiosis P. alba — inéculos mixtos de HMA autdctonos de sitios con regimenes
pluviométricos contrastantes, en sequia moderada, severa y su control a capacidad de
campo, 4) Evaluar la efectividad de los in6culos mixtos de HMA autdctonos y su mezcla
(MIX) en simbiosis con P. alba frente a condiciones de seguia moderada y severa, en la
mitigacion del dafio oxidativo y su defensa antioxidante, 5) Evaluar la efectividad de los
indculos mixtos de HMA autdctonos y su mezclas (MIX) en simbiosis con P. alba frente a

condiciones de seguia moderada y severa, en el contenido de nutrientes minerales (iones).

MATERIALES Y METODOS

Caracterizar la simbiosis P. alba - hongos micorricicos arbusculares
autoctonos mediante la respuesta de mecanismos fisioldgicos/

bioquimicos, bajo diferentes condiciones hidricas

Puesta a punto de un sistema experimental para la evaluacion del crecimiento de
P. alba bajo diferentes condiciones hidricas Este ensayo se realiz6 con el objetivo de
evaluar el nivel de sequia (expresado como contenido hidrico del suelo (CHS) en % de la
capacidad de retencion de agua (Capacidad de campo=CC) capaz de provocar estrés en

plantulas de P. alba sin inocular.

Los ensayos fueron realizados en camara de cria de plantas con condiciones
controladas. Se utilizaron las mismas macetas que en el Capitulo 3, tubos de PVC de 5 cm
de diametro por 50 cm de alto (para que la raiz profundice sin impedimento fisico). Las
mismas fueron lavadas y esterilizadas con hipoclorito de sodio al 10 % durante 8 horas y

enjuagadas antes de su uso.
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El sustrato empleado en todos los ensayos consistié en la mezcla de suelo: arena (2:1
v/v), previamente tratado en autoclave dos veces durante 1 hora, con 24 horas de
diferencia. El suelo usado en los experimentos contenia 4,8 ppm N-NOs; 2,5 ppm S-SOy;
5,9 ppm P; 3,09 % de materia organica; 1,79 % de carbono organico; 0,162 % N total; 11,1
C:NypHde6,7.

Las semillas de P.alba fueron provistas por el Banco de Germoplasma de la Facultad
de Ciencias Agropecuarias, de la Universidad Nacional de Cdrdoba, registradas bajo la

denominacién: R12, provenientes de estacion Plaza, provincia de Chaco.

Para cada ensayo las semillas fueron desinfectadas en hipoclorito de sodio 1 % (v/v)
por 5 min, se enjuagaron con abundante agua, se dejaron sumergidas en agua destilada por
24 h a temperatura ambiente para su imbibicién. Luego se colocaron en bandejas con papel
humedecido y cubiertas con bolsas transparentes de plastico y puestas en una camara de

germinacién, (temperatura 25 °C y fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad).

Las plantulas de algarrobo fueron trasplantadas en el estadio de primera hoja
verdadera expandida, colocando una planta por maceta. Se define como unidad de analisis

en todos los ensayos a la maceta que contiene el sustrato y una planta de P. alba.

Para determinar el contenido hidrico del suelo (CHS), antes de iniciar el ensayo se
registrd el peso de cada una de las macetas vacias y del sustrato seco. Se regaron las
macetas hasta saturacion y se las dejo drenar por 24 horas. Luego se pesé cada una de las
macetas, determinandose de este modo la capacidad de campo para cada una de ella

(100 % CHS), equivalente a la maxima cantidad de agua capaz de retener el sustrato.

Cuando tuvieron las primeras hojas desarrolladas, las plantulas fueron trasplantadas a
las macetas-tubo de PVC, con un sustrato esterilizado compuesto por tierra y arena en una

relacion 2:1.

Las plantulas fueron regadas con agua filtrada y cuando alcanzaron el tiempo de
crecimiento (correspondiente a la micorrizacion del 50 %, segun resultados del capitulo 3,
a los 90 dias), se inici0 la sequia, interrumpiendo el riego en la mitad de las plantulas y el

resto de las mismas se siguié regando a capacidad de campo.
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El nivel de sequia fue regulado pesando cada una de las macetas diariamente para
controlar la disminucion del CHS. Cuando el contenido hidrico del suelo (CHS) disminuyd
al 50 %, 25 %, 10 % y 5 %, se realizd el muestreo (destructivo) de las plantas sometidas a
sequia y de su control a capacidad de campo y se tomaron muestras foliares y de raiz para
la medicién de variables de crecimiento. Las variables de crecimiento que se midieron en
cada muestreo fueron: peso fresco (PF) y peso seco (PS) de la parte aérea de las plantas y

de la raiz y peso total fresco y aéreo.

Caracterizacion de la eficiencia micorricica de los hongos micorricicos

arbusculares autdctonos en simbiosis con P.alba

Evaluacion de los inoculos de HMA autéctonos expresado como Respuesta
Micorricica (RM) de las variables de crecimiento de plantulas de P. alba sometidas a
sequia moderada y severa Los ensayos fueron realizados en cdmara de cria de plantas
con condiciones controladas. Se utilizaron las mismas macetas que en el Capitulo 3, tubos
de PVC de 5 cm de diametro por 50 cm de alto (para que la raiz profundice sin
impedimento fisico). Las mismas fueron lavadas y esterilizadas con hipoclorito de sodio al

10 % durante 8 horas y enjuagadas antes de su uso.

El sustrato empleado en todos los ensayos consistid en la mezcla de suelo: arena (2:1
v/v), previamente esterilizado en autoclave dos veces durante 1 hora, con 24 horas de
diferencia. El suelo usado en los experimentos contenia 4,8 ppm N-NOs; 2,5 ppm S-SOy;
5,9 ppm P; 3,09 % de materia organica; 1,79 % de carbono organico; 0,162 % N total; 11,1
C:NypHde6,7.

Las semillas de P.alba fueron provistas por el Banco de Germoplasma de la Facultad
de Ciencias Agropecuarias, de la Universidad Nacional de Cérdoba, registradas bajo la

denominacién: R12, provenientes de estacion Plaza, provincia de Chaco.

Para cada ensayo las semillas fueron desinfectadas en hipoclorito de sodio 1 % (v/v)

por 5 min, se enjuagaron con abundante agua, se dejaron sumergidas en agua destilada por
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24 h a temperatura ambiente para su imbibicion. Luego se colocaron en bandejas con papel
humedecido y cubiertas con bolsas transparentes de pléstico y puestas en una camara de

germinacion, (temperatura 25 °C y fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad).

Las plantulas de algarrobo fueron trasplantadas en el estadio de primera hoja
verdadera expandida, colocando una planta por maceta. Se define como unidad de anélisis
a la maceta que contiene una planta de P. alba.

Los tratamientos de micorrizacion consistieron en el agregado del indculo, (obtenido
segun se describe en el Capitulo 2), en una dosis de 20 g, al momento del trasplante. A los
plantines del lote No Micorrizado (NM), se les agrego6 el producto de la filtracion del
inéculo-suelo con todos los microorganismos propios del inéculo mixto, pero sin los
hongos micorricicos presentes en el indculo original (Kohler et al., 2008). Para ello, 20 g
de indculo se filtraron con un tamiz de 37 micrones y papel filtro Whatman No. 1, que
retuvo los fragmentos de raices, hifas y esporas de hongos micorricicos (Mortimer et al.,
2008). De este modo, las diferencias observadas en los distintos tratamientos, corresponden
a la presencia o ausencia de HMA (Kohler et al., 2008). El riego se realizd con agua
filtrada, a fin de evitar la reduccion de la poblacion de los HMA, ya que el agua corriente

posee cloro en su constitucion.

El disefio de este experimento consisti6 en un disefio tri-factorial en bloques
completamente al azar. Los factores fueron: 1) factor sitio (origen de los indculos): Padre
Lozano, Colonia Benitez y la mezcla de ambos (MIX); 2) factor micorrizacion con dos
niveles: plantines M y NM y 3) factor riego con tres niveles: riego (control) y sequia
moderada y severa al nivel detectado en el ensayo anterior (el contenido hidrico del suelo
tenia el 100 % de agua, cuando llegd a una sequia moderada del 50 % y cuando la sequia

fue severa del 10 %).

El estrés fue iniciado a los 90 dias (previo control de la micorrizacion), por
suspension del riego en las macetas hasta alcanzar el CHS de 50 % y 10 % por pesada

periddica de las macetas, como se describio previamente.

En cada muestreo se tomaron 10 unidades de cada tratamiento, de un total de 180

plantulas. De estas 10 plantulas, se procesaron cinco para medir las variables de
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crecimiento y cinco se destinaron a medir en su parte aérea las variables del estrés
oxidativo MDA, clorofila y antioxidantes no enziméticos (FRAP), prolina y contenido de
nutrientes. Y en las raices se destinaron a la evaluacion del porcentaje de micorrizacion.

A fin de caracterizar el efecto que produce la simbiosis con los HMA de cada uno de
los indculos mixtos y su mezcla (MIX) en el crecimiento de P. alba, se determinaron

diversas variables relacionadas al crecimiento vegetativo de las plantulas:

- Numero de hojas, longitud del tallo, didmetro del cuello, longitud de la raiz, peso
fresco caulinar y radical, peso fresco total, peso seco del tallo y raiz, peso seco total

(fueron determinados segun se describi6 previamente en el Capitulo 3) .

Determinacion del porcentaje de micorrizacion en la simbiosis P. alba — in6culos
mixtos de HMA autoctonos de sitios con regimenes pluviométricos contrastantes, en
sequia moderada, severa y su control a capacidad de campo Se determind segun lo
descripto en el Capitulo 3.

Evaluacion de la efectividad de los indculos mixtos de HMA autoctonos - P. alba
frente a condiciones de seguia moderada y severa, en la mitigacion del dafio oxidativo
y su defensa antioxidante. Las 5 plantulas de cada muestreo se procesaron en su parte
aérea para medir las variables del estrés oxidativo MDA, clorofila y antioxidantes no

enzimaticos (FRAP), prolina, segun los siguientes protocolos:

- Dafio oxidativo, se midi6 mediante la determinacién del contenido de lipidos
peroxidados de membrana, que se estimd mediante el contenido de sustancias reactivas al
acido 2-tiobarbitdrico y se expres6 como equivalentes de malondialdehido (MDA)
(Hodges et al., 1999). Para cada muestra se homogeneizaron 100 mg de tejido en 1 ml de
etanol 80 % v/v. Se centrifugo el homogenato a 12.000 rpm x 15 min y se recupero el
sobrenadante. Se tomo una alicuota de 200 pL de sobrenadante y se le agregaron 400 pL
de la mezcla de reaccion de acido tiobarbitdrico (TBA 0,65 % p/v) mas 4acido
tricloroacético (TCA 20 % p/v) y se incubd durante 20 min a 90 °C en barfio térmico. La
reaccion se freno colocando los tubos en hielo. Cada reaccion se hizo por triplicado y

fueron medidos a 532 nm. Las mediciones se corrigieron para la turbidez inespecifica
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restando la absorbancia 600 nm. Para cada muestra se realizé un control sin TBA. La
concentracion de MDA fue calculada utilizando un coeficiente de extension molar de
155M™ cm™ Los resultados fueron expresados en nanomoles de MDA por miligramos de

peso fresco (nm/g PF).

-Contenido de clorofilas totales, se estimd mediante la extraccion de hojas enteras
de peso fresco las cuales se homogenizaron con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo
fino, que se suspendid en 1 o 1,5ml de etanol al 80 % v/v. El extracto se centrifug6 15 min
a 12.000 rpm a 4 °C (se separaron 100 pL del sobrenadante para determinacion de FRAP)
y el pellet con el resto del extracto se mezcld nuevamente usando un vortex, se incubo 30
minutos a 80 °C y una vez frio se centrifugd 10 min a 12.000 rpm a 25 °C (Wintermans y
De Mots, 1965).

-Defensa antioxidante, se evalud a traves del contenido en FRAP (Ferric Reducing
Ability Plasma), el cual es un indicador de la capacidad antioxidante total no enzimética
(Benzie y Strain, 1996). El ensayo se basa en la reduccion del ion férrico a ferroso y el
procedimiento implica la obtencion de un extracto alcoholico del extracto vegetal, que al
mezclarse con la mezcla de reaccién se vuelve azul en la medida que se reduce el hierro.
Las muestras (100 mg PF) se homogeneizaron en 1 ml de etanol 80 % v/v. El homogenato
de cada muestra se centrifugd a 12.000 rpm x 15 min y se recuperé el sobrenadante. De
este Ultimo, se colocé por triplicado de cada muestra 20 L del sobrenadante en una placa
multipocillos a los que se le agregaron 180 pL de la mezcla de reaccién (5 ml buffer
acetato 0,3 M; 0,5 ml TPTZ 10 mM; 0,5 ml FeClz 200 mM), para iniciar la reaccion que
fue llevada a saturacion (40 minutos a 25°C). La curva de calibracion se realizd con
diluciones de TROLOX (62,5; 125; 187,5 y 250 uM). La absorbancia se midi6é a 600 nm.
Los resultados fueron expresados en micromoles de hierro reducido por gramo de peso
fresco (uM/g PF).

- Contenido de prolina, se homogeneizaron 100 mg (peso fresco) de material
vegetal y se incubaron en agua destilada durante 30 minutos en bafio a 100 °C. Se usaron
entre 700 y 1.500 puL para mantener aproximadamente una relacion 1:10 P: V. Una vez
frias, las muestras se centrifugaron a 12.000 rpm durante 20 minutos. El sobrenadante (150
pL) se incubd durante 20 minutos en bafio a 80 °C con 1 mL de reactivo de ninhidrina (0,5

g de ninhidrina, 30 mL de acido acético glacial y 20 mL de agua destilada), protegido de la
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luz. Una vez enfriada, se adicion0 a esa mezcla 2 mL de tolueno, se agité en vortex a fin de
separar la fase acuosa (superficial) de la orgénica. La fase acuosa se empled para
determinar la absorbancia a 520 nm de la fase superior, la cual se midi6 la absorbancia en
cubeta de cuarzo y se compar6 con una curva patron de entre 5 y 20 uM de prolina (Troll y

Lindsley, 1954).

Evaluacion de los indculos mixtos de HMA autdctonos en simbiosis con P. alba frente
a condiciones de seguia moderada y severa, en el contenido de nutrientes minerales
(iones). Con parte de las 5 plantulas de cada muestreo se procesaron en su parte aérea para

medir

- Contenido de nutrientes minerales, en los extractos de hoja se determiné por
cromatografia i6nica con conductimetria (Cataldi et al., 2003). El tejido vegetal (100 mg
de peso fresco) se homogeneizé en nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino. Se
resuspendid con agua milli-Q hasta 2 ml. Todas las muestras se agitaron en vortex por 15
min y luego se centrifugaron a 3.000 rpm por 10 min. Se filtr6 el sobrenadante con un
filtro de nylon 0.22 um de diametro de poro. La corrida se realizd en un equipo HPLC
Shimadzu A20 con horno e inyector automatico de capacidad maxima 100 pL. El detector
es un conductimetro. La columna fue Shim-pack IC-SA3 con precolumna. La fase movil
que se utilizd Na,CO3 3,6 mM, desgasificada con sonicador. La temperatura de corrida fue
45 °C.

Analisis estadistico

El disefio de este experimento consistio en un disefio tri-factorial en bloques
completamente al azar. Definiéndose como unidad de anélisis 0 repeticion en todos los
ensayos a la maceta que contiene el sustrato y una planta de P. alba. Los factores fueron:
1) factor sitio (origen de los indculos): PL, CB y la mezcla de ambos (MIX), 2) factor
micorrizacion con dos niveles: plantines M y NM y 3) factor riego con tres niveles: riego
(control), sequia moderada y severa al nivel detectado en el ensayo anterior (el contenido
hidrico del suelo de 100 %, una sequia moderada del 50 % y sequia severa del 10 %).
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Para el ensayo de sequia, se cre6 una nueva variable que es “diferencia” de cada
variable con la media de su control. En todos los casos, fue necesario realizar una
correccion por heterogeneidad por CHS. Las medias ajustadas fueron comparadas con el
test de Fisher (p<0,05). Los analisis estadisticos se llevaron a cabo mediante el empleo del

programa InfoStat Profesional versién 2017 (Di Rienzo et al., 2017).

Para todas las variables medidas, se calculd la respuesta micorricica (RM), como
indicador de la eficiencia micorricica, de acuerdo a la relacion descrita por Cavagnaro et
al., (2003): MR = [(M -media NM)/media NM) x 100]. Donde M corresponde al pardmetro
individual de las plantas inoculadas y la media NM corresponde a las plantas no
inoculadas. Los porcentajes obtenidos fueron analizados mediante ANOVA. Las
diferencias entre medias fueron comparadas con test de diferencias minimas significativas

(LSD) Fisher, con un nivel de significancia de p <0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizar la simbiosis P.alba - hongos micorricicos arbusculares
autoctonos mediante la respuesta de mecanismos fisioldgicos/

bioquimicos, bajo diferentes condiciones hidricas

La intensidad y duracion del estres hidrico influye en los efectos y la capacidad de
las plantas para resistirlo (Engelbrecht, 2001; Garau et al., 2009). Consecuentemente, en
este trabajo de tesis se desarroll6 un sistema experimental en condiciones controladas de
camara, donde se registro la relacion entre el crecimiento de P.alba y la disminucion
gradual en el contenido hidrico del suelo (CHS), buscando identificar un nivel de sequia

donde plantulas de P.alba mostraran sintomas evidentes.
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Puesta a punto de un sistema experimental para la evaluacion del crecimiento de P.
alba bajo diferentes condiciones hidricas. Entre los principales efectos del estrés hidrico
sobre el crecimiento esta la reduccién en la altura, tallo, raices, area foliar, peso foliar
especifico y biomasa de la planta (Engelbrecht, 2001; Khurana y Singh, 2004; Singh y
Singh, 2006; Moreno, 2009) y estas fueron las principales variables elegidas para
caracterizar la tolerancia a sequia de plantulas de P. alba. Los resultados obtenidos de las
variables de crecimiento medidas en plantas sin inocular, sometidas a suspension de riego,
y se muestran en las Fig. 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5 y 4.6. Los resultados fueron expresados
como la diferencia entre el peso obtenido en sequia y su control a CC, y en general se
observd una reduccién continua en los distintos parametros de crecimiento evaluados en
funcién de la disminucion del CHS. Particularmente, la mayor diferencia en la disminucién
del peso fresco total, del aéreo, de la raiz y de los pesos seco total, aéreo, y de la raiz, se
registro al 50 % del CHS y se mantuvo similar hasta el 25 % CHS. Tales diferencias se

incrementaron al alcanzar el 10 % y el 5 % de CHS, respectivamente.
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Fig. 4.1. Diferencia del peso fresco aéreo en pléntulas de P. alba en sequia. Los resultados
se muestran como Diferencia entre cada uno de los contenidos hidricos del suelo y su
control a CC. Letras diferentes indican diferencias significativas (ANOVA, p < 0,05).
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Fig. 4.2. Diferencia del peso fresco de raiz en plantulas de P. alba en sequia respecto del
control en riego. Los resultados se muestran como Diferencia entre cada uno de los
contenidos hidricos del suelo y su control a CC. Letras diferentes indican diferencias
significativas (ANOVA, p < 0,05).
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Fig. 4.3. Diferencia del Peso Fresco Total en plantulas de P. alba en sequia respecto del
control en riego. Los resultados se muestran como Diferencia entre los contenidos hidricos
del suelo y su control a CC. Letras diferentes indican diferencias significativas
(ANOVA, p <0,05).
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Fig. 4.4. Diferencia del Peso Seco Aéreo en plantulas de P. alba en sequia respecto del
control en riego. Los resultados se muestran como Diferencia entre los contenidos hidricos
del suelo y su control a CC. Letras diferentes indican diferencias significativas (ANOVA, p

<0,05).
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Fig. 4. 5. Diferencia del Peso Seco de Raiz en plantulas de P. alba en sequia respecto del
control en riego. Los resultados se muestran como Diferencia entre los contenidos hidricos

del suelo y su control a CC. Letras diferentes indican diferencias (ANOVA, p < 0,05).
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Fig. 4.6. Diferencia del Peso Seco Total en plantulas de P. alba en sequia respecto del
control en riego. Los resultados se muestran como Diferencia entre los contenidos hidricos
del suelo y su control a CC. Letras diferentes indican diferencias significativas
(ANOVA, p £0,05).

A partir de estas observaciones, se realizaron sistemas experimentales donde se
suspendid el riego obteniéndose una sequia moderada cuando las plantulas de P.alba

Ilegaron al CHS del 50 % mientras que una sequia severa correspondié al CHS del 10 %.

Caracterizacion de la eficiencia micorricica de los hongos micorricicos

arbusculares autoctonos en simbiosis con P.alba

Evaluacion de los inoculos de HMA autdctonos expresado como Respuesta
Micorricica (RM) de las variables de crecimiento de plantulas de P.alba sometidas a
sequia moderada y severa. La Respuesta Micorricicas en el diametro de las plantulas

inoculadas con PL fue positiva para todas las situaciones, el indéculo de CB presentd una
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respuesta positiva al 100 %, mientras que la sequia al 50 % y al 10 % fue negativa, las

plantas inoculadas con la MIX, presentaron RM negativa, a lo largo del tratamiento

(Fig. 4.7).
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Fig. 4.7. Respuesta Micorricica (RM) a partir de la aplicacion de indculos de CB, PL y MIX en
simbiosis P. alba, sobre la variable: Diametro, con riego normal (CC), sequia moderada (50 %) y
sequia severa (10 %) de CHS. CB: Colonia Benitez, PL: Padre Lozano, MIX: mixto, CHS:
contenido hidrico del suelo. Letras diferentes indican diferencias significativas (ANOVA, p <

0,05).
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Fig. 4.8. Respuesta Micorricica (RM) a partir de la aplicacion de indculos de CB, PL y MIX en
simbiosis P. alba, sobre la variable: N° de hojas, con riego normal (CC), sequia moderada (50 %)
y sequia severa (10 %) de CHS. CB: Colonia Benitez, PL: Padre Lozano, MIX: mixto, CHS:

contenido hidrico del suelo. Letras diferentes indican diferencias significativas (ANOVA, p <
0,05)

La RM del nimero de hojas con PL y la MIX fue positiva en el 100 %, mientras
que no tuvo efecto el in6culo de CB. A medida que disminuyo el CHS, se observo una
tendencia hacia una respuesta negativa en los tres indculos aunque para el inoculo MIX
esta tendencia fue menos pronunciada (Fig. 4.8).
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Fig. 4.9. Respuesta Micorricica (RM) a partir de la aplicacion de inéculos de CB, PL y MIX en
simbiosis P. alba, sobre la variable: Longitud aéreo, con riego normal (CC), sequia moderada (50
%) y sequia severa (10 %) de CHS. CB: Colonia Benitez, PL: Padre Lozano, MIX: mixto, CHS:

contenido hidrico del suelo. Letras diferentes indican diferencias significativas (ANOVA, p <
0,05)

En la medicién de la longitud aérea se pudo observar que PL mostro una RM
positiva constante tanto al 10 % como al 50 % CHS. Por el contrario, en el indculo de CB

la RM disminuy6 al 10 % y fue siempre menor que PL. La inoculacion con la MIX tuvo
una respuesta negativa en los tres CHS (Fig. 4.9).
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Fig. 4.10. Respuesta Micorricica (RM) a partir de la aplicacién de in6culos de CB, PL y MIX en
simbiosis P. alba, sobre la variable: Peso Fresco aéreo y radicular, con riego normal (CC), sequia
moderada (50 %) y sequia severa (10 %) de CHS. CB: Colonia Benitez, PL: Padre Lozano, MIX:
mixto, CHS: contenido hidrico del suelo. Letras diferentes indican diferencias significativas
(ANOVA, p <0,05).
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Fig. 4.11. Respuesta Micorricica (RM) a partir de la aplicacién de in6culos de CB, PL y MIX en
simbiosis P. alba, sobre la variable: Peso seco aéreo y radicular, con riego normal (CC), sequia
moderada (50 %) y sequia severa (10 %) de CHS. CB: Colonia Benitez, PL: Padre Lozano, MIX:
mixto, CHS: contenido hidrico del suelo. Letras diferentes indican diferencias significativas
(ANOVA, p <£0,05)
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Las variables PF y PS total aéreo y PF y PS total de raiz tuvieron una RM positiva
con la inoculacion con PL aun cuando el contenido hidrico del suelo fue del 10 % (sequia
severa). La RM de las plantas inoculadas con CB fue variable y menor que la RM de PL,
durante todo el ensayo. Mientras que las plantulas inoculadas con la MIX, tuvieron una
RM negativa en todas las situaciones de CHS, para todas las variables medidas (Fig. 4.10,
411y 4.12).
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Fig.4.12. Respuesta Micorricica (RM) a partir de la aplicacién de indculos de CB, PL y MIX en
simbiosis P. alba, sobre la variable: Peso fresco y seco Total, con riego normal (CC), sequia
moderada (50 %) y sequia severa (10 %) de CHS. CB: Colonia Benitez, PL: Padre Lozano, MIX:
mixto, CHS: contenido hidrico del suelo. Letras diferentes indican diferencias significativas
(ANOVA, p <0,05).

El estrés por sequia a menudo causa un menor potencial hidrico del suelo, lo que
provoca en la planta deshidratacion celular, finalmente resulta en la inhibicion de la
expansion y division celular, tamafio de la hoja, elongacion, tallo, proliferacion de la raiz,
oscilaciones estomaticas perturbadas, agua de la planta, nutrientes y eficiencia del uso del

agua (Kaushal y Wani, 2016). Ciertamente, las plantas también desarrollan mecanismos
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sofisticados y complejos morfoldgicos, fisiologicos, y caracteristicas bioquimicas, que se
dividen en escapes, evitacion y tolerancia a la sequia, para hacer frente al estrés por sequia
(Khoyerdi et al., 2016). Numerosas investigaciones han demostrado que la inoculacién
con HMA ha sido efectiva en la mitigacion de los efectos fisioldgicos mencionados
(Rapparini y Pefiuelas, 2014).

En la simbiosis P. alba con los inéculos de PL, seguido por CB y la MIX
confirmaron los resultados, en general, de la capacidad de dichos in6culos para mitigar los
cambios en el crecimiento, debido a la disminucion en el CHS. Estos resultados
concuerdan con Wu y Xia (2006) y Wu et al. (2008) quienes observaron en plantulas
micorrizadas de Citrus mandarina y Poncirus trifoliada una mayor cantidad de brotes y
peso seco de raices, altura de la planta, area foliar, nimero de hojas por planta y didametro
del tallo en condiciones de buen riego y con estrés hidrico que las plantulas no
micorrizadas correspondientes. Resultados similares han sido reportados para otras
especies de plantas (Kaya et al., 2003; Wu y Xia, 2006). Las RM fueron positivas para la
inoculacion con HMA, en la produccion de biomasa de tomate obtenidas por Thougnon
Islas et al. (2014), al igual que las obtenidas por Mujica Pérez y Fuentes Martinez (2012).
Ademas, Subramanian et al. (2011) informaron que plantas de tomates inoculados,
presentaban una RM mayor en altura en tratamientos sometidos a sequia severa. Este
comportamiento pudo deberse a que las raices de las plantas, al estar expuestas a un bajo
nivel de humedad en el sustrato, recibieron los beneficios de la simbiosis de estos
microorganismos, lo que permitié una mayor absorcidn de agua y nutrientes, y contribuyo
mas eficientemente al incremento de este 6rgano de la planta en condiciones de estrés
hidrico (Montero et al., 2010). Se ha demostrado que las hifas del hongo mejoran a
indicadores como la conductividad hidraulica de la raiz, lo cual disminuye su resistencia al
paso del agua, aspecto que ha sido comprobado en plantas de Ulmus americana (Muhsin y
Zwiazek, 2002). Ademas, la simbiosis hongo-planta es tipicamente mutualista, pues el
hongo depende de la planta para la obtencion de fotoasimilados y la planta recibe a cambio
una variedad de beneficios, que le permite incrementar su crecimiento y mejorar sus
relaciones hidricas (Dell’Amico et al., 2002). En condiciones de estrés hidrico, la
micorrizacion juega un papel esencial en activar la difusion de los iones y el agua hacia las
raices de las plantas hospederas, lo que le permite soportar las condiciones de sequia
(Harris-Valle et al., 2009).
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Estos resultados cuantitativos de crecimiento fueron confirmados por
comparaciones cualitativas como se observa en la Fig. 4.13, donde es evidente que en riego
(CHS 100 %) la simbiosis de P.alba con los inoculos de HMA de los tres sitios, PLM,
CBM y MIXM, muestra un mejor crecimiento que sus controles NM. Tanto en los
controles NM como en los M, la mezcla, MIX, de ambos in6culos resulta cualitativamente
mejor, seguida por CB y PL al 100 % del CHS.

Con la sequia del CHS 50 % y el 10 % la simbiosis de P.alba con los inoculos de
HMA de los tres sitios (Fig. 4.13), muestra que PLM tiene mayor eficiencia micorricica,

con una mayor RM comparado con CBM y la MIXM.

Los resultados cuantitativos y cualitativos de esta tesis sugieren efectos fisioldgicos
relacionados con la procedencia del indculo de PL de regiones semiaridas. Asi, durante la
sequia, en los distintos parametros de crecimiento como didmetro, biomasa fresca y seca
total (Fig. 4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11 y 4.12), se observd una RM positiva y mayor en la
simbiosis de P.alba con PL. Al respecto, las investigaciones muestran que el efecto de la
procedencia de los HMA fue diferente para cada hospedante. En Prosopis laevigata la
procedencia de los HMA afect6 la altura, el peso seco total, el area foliar, la concentracién
de potasio, magnesio y clorofila total. En la concentracion de nitrégeno y fésforo foliar no
se detectaron diferencias (Garcia-Sanchez, 2011). En el caso de Mimosa biuncifera la
procedencia de los HMA modificaron el peso seco total, el area foliar, el area foliar
especifica, la relacion raiz/vastago, los contenidos de potasio, fosforo, calcio, magnesio,
clorofila total y actividad nitrato reductasa en hoja (Garcia-Sanchez, 2011). Asimismo,
Querejeta et al., (2006) observaron que el crecimiento a largo plazo del olivo (Olea
europea L.) y de espino negro (Rhamnus lycioides L.), asi como su estado hidrico y
nutricional mejoraba en plantas inoculadas con especies de Glomus procedente de zonas
semiaridas en relacién a las plantas inoculadas con Glomus que no estaban adaptados a la
sequia. A su vez, Marulanda et al. (2007) observaron que las plantas de lavanda
(Lavandula spica Cav.) inoculadas con dos especies diferentes de Glomus sp. (G.
intraradices y G. mosseae) procedentes de ecosistemas aridos, producian mayor biomasa
de raices y eran mas eficientes en la absorcion de N y K que en las plantas inoculadas con

la misma especie de Glomus procedente de zonas de ecosistemas mas xericos.
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100 2% CHS

10 2% CHS

PLINM PLM CBINM CBM MIXNM MIX

Fig. 4.13. Iméagenes de plantulas de P. alba con contenido hidrico del suelo del 100 %, del 50 % y
10 %. Las plantulas de algarrobo estan micorrizadas con inéculo de PL, CB y MIX.
PL: Padre Lozano, CB: Colonia Benitez, MIX: Mezcla de los dos indculos en partes iguales (v/v),
CHS: Contenido Hidrico del Suelo, M: Micorrizado y NM: No Micorrizado.
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Determinacion del porcentaje de micorrizacion en la simbiosis P. alba — indculos
mixtos de HMA autdctonos de sitios con regimenes pluviométricos contrastantes, en
sequia moderada, severa y su control a capacidad de campo. Cuando el CHS fue del
100 % tanto para las plantas inoculadas con PL, CB y MIX mostrando un porcentaje total
de micorrizacion similar. Tal comportamiento se determind por un porcentaje de
arbusculos y de vesiculas similar en los tres inoculos, aunque el nimero de hifas fue
significativamente menor en la MIX. En funcién de la disminucion en el CHS, el
porcentaje de micorrizacion total disminuyo con un CHS del 50 % y del 10 %, en los tres
inéculos probados. Esto concuerda con lo revisado por Wu et al. (2013), donde el estrés
por sequia inhibi6 considerablemente el desarrollo de micorrizas en las plantas de citricos.
La colonizacion de HMA en raices en arboles adultos de pomelo (Citrus grandis Osbeck
cv. Shatianyou) aumentdé de un suelo desecado a suelo bien regado, aunque luego
disminuy6 con el aumento del estado hidrico del suelo, debido a la baja concentracion de
02 (Xue, 2004). Como resultado, el registro del agua del suelo generalmente inhibi6 el

desarrollo de micorrizas en las raices y el suelo (Wu et al., 2013).

Por otro lado, el porcentaje de micorrizacion total y la formacién de estructuras
micorricicas vario segun la procedencia del in6culo. Asi, cuando el CHS fue del 50 %
como del 10 %, las raices inoculadas con PL, presentaron mayores valores de
micorrizacion total, comparado con los otros inoculos. Tal comportamiento fue
caracterizado por un incremento en el porcentaje de arbusculos y vesiculas en las plantulas
micorrizadas con PL. Es conocido que los arblisculos son importantes en sequia ya que
ésta estructura fangica es la principal responsable del intercambio de nutrientes entre los
simbiontes (Herrera-Corrales et al., 2014). Por su parte, los in6culos de CB y la MIX,
disminuyeron marcadamente el nimero de arblsculos y vesiculas. Y solo recuperaron el

porcentaje de hifas (Tabla 4.1).
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Tabla 4.1. Caracterizacion de la variabilidad en el porcentaje y estructuras de colonizacién micorricica
arbuscular en la simbiosis P. alba - Indculos de HMA de CB (Colonia Benitez) y PL (Padre Lozano) y su
mezcla (M1X) en sequia moderada, severa y su control (CC).

Micorrizacion

Micorrizacion

Micorrizacion

In6culos | CHS (%) |por por por Micorrizacion
hifas (%) arbusculos (%) |vesiculas (%) | Total (%)
PL
100 24,89 a 8,00 b 30,89 b 63,78 a
50 9,11 cd 9,78 a 43,78 a 62,67 a
10 14,18 bc 3,91 bc 24,45 Db 42,53 b
CB
100 20,67 b 8,67a 28,44 b 57,78 a
50 10,22 cd 1,11c¢ 12,67 d 40,74 b
10 22,59 a 2,04 c 16,11 cd 24,00 ¢
MIX
100 14,44 bc 7,33 ab 22,44 bc 44,22 b
50 511d 111c 24,89 b 31,11c
10 14,22 bc 1,11c¢ 15,33 cd 30,67 ¢

Referencias: Se midio el porcentaje de micorrizacion y el porcentaje de sus estructuras. En condiciones de CHS
del 100 % (CC), de sequia moderada (50 %) y sequia severa y sequia severa (10 %). Las plantulas de P.alba
permanecieron en simbiosis con PL, CB o la MIX bajo condiciones de riego durante (90 dias). A la edad foliar de (90
dias) se interrumpid el riego en un grupo de plantas hasta alcanzar el 50 % y luego otro grupo hasta alcanzar el 10 % de
CHS. Los datos son medias (n=4). Los valores con letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos
segun la prueba de LSD Fisher (ANOVA, p<0,05).

Resumiendo, los resultados muestran que la colonizacion micorricica en P. alba en

riego no mostrd cambios, pero en sequia si bien afecto la colonizacion micorricica

disminuyéndola en los tres indculos, fue evidente que estos formaron distintas estructuras

micorricicas segun su procedencia. Asi se destaco la formacion de arbusculos por parte del

indculo aislado de PL sugiriendo una mayor capacidad para la absorcion de nutrientes y

agua.
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Evaluacion de la efectividad de los indculos mixtos de HMA autdctonos en simbiosis
con P.alba frente a condiciones de seguia moderada y severa, en la mitigaciéon del
dafio oxidativo y su defensa antioxidante ElI fendbmeno de estrés oxidativo se ha
mencionado como un mecanismo fisiologico relacionado con la tolerancia a sequia en las
plantas. Méas aun la mitigacion de dicho estrés abiotico por la simbiosis con HMA ha sido
estrechamente relacionada con la regulacion del estrés oxidativo (Rapparini y Pefiuelas,
2014). En el presente trabajo de tesis se evaluaron variables claves del estrés oxidativo

relacionados con el dafio oxidativo y su regulacion.

El contenido en clorofilas fue elegido como pardmetro, para evaluar la capacidad de
mitigacion del dafio oxidativo en plantas con y sin micorrizas. Esto, porque ademas de ser
una variable relacionada con el crecimiento a través de la fotosintesis, numerosas
investigaciones muestran que el nivel de clorofilas, es susceptible al dafio oxidativo
(Anjum et al., 2011). La clorofila es la base sustancial para la fotosintesis del trigo, por lo
que el contenido podria ser uno de los indices para evaluar fotosintesis, Shao et al. (2007).
Moran et al. (1994) afirman que la disminucion de la clorofila o las concentraciones de
proteinas serian un tipico sintoma del estrés oxidativo que se habia observado en plantas
con resistencia a la sequia. Los tres in6culos se comportaron diferentes en su respuesta a la
micorrizacion en el contenido del pigmento (Fig. 4.14). Las plantulas inoculadas con PL
tuvieron una respuesta inicial positiva con un CHS de 100 % pero en las situaciones de
estrés moderado (50 %) y estrés severo (10 %) la RM fue negativa. En cambio la MIX,
respondio de forma negativa cuando se vio afectada por un descenso brusco del CHS al
50 %, respondiendo de manera positiva con un CHS del 10 %. Y las plantulas inoculadas
con CB, presentaron una RM negativa al comienzo del ensayo, para luego en las dos

situaciones de estrés por sequia mostraron RM positiva.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en plantas de caléndula, donde el
total de pigmentos fotosintéticos aumento en un 60 % en condiciones de buen riego, por la
colonizacion micorricica. Pero ante un estrés por sequia severa se observo la disminucion
de los pigmentos totales en las plantas (Asrar et al., 2011). La disminucién del contenido
de clorofila como resultado del déficit de agua en las plantas de caléndula micorrizadas ha
sido reportado por varios autores (Dhanda et al., 2004; Shao et al., 2007) y citricos (Wu y
Xia, 2006).
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Por el contrario, Rahimi et al. (2017) en su estudio en condiciones de estrés por
sequia, observé que los hongos micorricicos aumentaron la clorofila de la borraja (Borago
officinalis L.). Y el aumento de pigmentos fotosintéticos como resultado de la colonizacion
micorricica también fue apoyado por Aboul-Nasr (1996) y Wu y Xia (2006). Por lo que se
puede inferir, que el aumento o disminucion del contenido de clorofilas, se puede deber a
la composicion de cada indculo en cuanto a las especies de HMA que los conforman, a su

comportamiento ante condiciones de riego o de sequia.
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Fig. 4.14. Respuesta Micorricica (RM) a partir de la aplicacién de in6culos de CB, PL y MIX en
simbiosis P. alba, sobre el contenido de Clorofila foliar, con riego normal (CC), sequia moderada
(50 %) y sequia severa (10 %) de CHS. CB: Colonia Benitez, PL: Padre Lozano, MIX: mixto, CHS:
contenido hidrico del suelo. Letras diferentes indican diferencias significativas (ANOVA, p < 0,05).

El MDA es un producto de la peroxidacion de lipidos de membrana y su aumento
ha sido registrado en condiciones de estrés por sequia como un sintoma claro de dafio
oxidativo. En general, las plantas inoculadas con micorrizas han demostrado capacidad
para disminuir el contenido en MDA en condiciones de estrés por sequia. Asi, en
palmeras datileras bajo estrés por sequia encontraron una reduccion del contenido de

MDA en hojas de plantas inoculadas con HMA que en los controles sin inocular, Benhiba
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et al. (2015). Resultados similares se observaron en pistacho (Abbaspour et al., 2012), en
maiz (Zhu et al., 2011), en citricos (Wu y Xia, 2006), en soja (Porcel y Ruiz-Lozano,
2004) bajo estrés por sequia. La inoculacion de HMA disminuyd el nivel de MDA en
hojas y raices en dos variedades de trigo. El contenido de MDA fue més alto en hojas y
raices en una variedad a diferencia de la otra, bajo condiciones de estrés,
independientemente de los tratamientos de HMA (Rani, 2016). Pero la inoculacion de
micorrizas disminuy6 el contenido de MDA 10,3 y 20,2 % en comparaciéon con las
plantas sin inocular en la etapa de macollaje y grano, (Rani, 2016). Los resultados en esta
tesis, en plantulas P. alba inoculadas con PL, la RM fue positiva para el contenido en
MDA en ausencia de estrés hidrico. Luego, cuando el CHS fue disminuyendo las
plantulas con inoculo de PL se tornd a una RM negativa, que interpretamos como
disminucion del dafio de membranas evaluado como MDA. Con el inéculo CB no se
observaron cambios en la RM a medida que el CHS disminuia , mientras con el indculo
MIX se observo una RM positiva al 50 % CHS y una respuesta negativa al 10 % CHS
(Fig. 4.15). Consecuentemente, el indculo de PL comparado con los otros dos, fue el
anico que mostré una RM negativa constante para el contenido de MDA, sugiriendo una

mayor capacidad para disminuir el dafio oxidativo, durante todo el tratamiento de sequia.
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Fig. 4.15. Respuesta Micorricica (RM) a partir de la aplicacion de indculos de CB, PL y MIX en
simbiosis P. alba, sobre el contenido de MDA foliar, con riego normal (CC), sequia moderada (50
%) y sequia severa (10 %) de CHS. CB: Colonia Benitez, PL: Padre Lozano, MIX: mixto, CHS:
contenido hidrico del suelo. Letras diferentes indican diferencias significativas (ANOVA, p < 0,05)

El contenido en FRAP fue evaluado como un indicador de la capacidad
antioxidante total no enzimatica (Benzie y Strain, 1996). En tal sentido, la medicién de
FRAP incluye y vincula el contenido de una variedad de moléculas antioxidantes como

polifenoles, tocoferoles, glutation y acido ascorbico.

Los resultados de esta tesis, muestran que la RM con respecto al contenido del
FRAP fue negativa por parte de las plantulas inoculadas con CB y PL cuando el CHS fue
del 100 % mientras que las plantulas inoculadas con la MIX dieron RM positiva (Fig.
4.16). Al reducir el CHS al 50 % se produjo una inversion de la respuesta obtenida para
CB y PL, siendo la RM para el FRAP positiva, tal resultado podria ser interpretado como

un aumento de las defensas antioxidantes no enzimaticas al estrés moderado. En tal
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sentido, el aumento de FRAP se ha interpretado como un incremento en la defensa

antioxidante no enzimaética en las plantas micorrizadas (Jugran et al., 2015).

Por el contrario, en un estres severo del 10 %, se puede observar que todas las RM
de las plantulas a los distintos inoculos han sido negativas para el contenido en FRAP. Una
posible explicacion, a comprobar, podria estar relacionada con una mayor utilizacion de la
defensa antioxidante en los tres inoculos. En apoyo de esta idea, nuestros resultados
muestran una mayor mitigacion del dafio oxidativo, segin lo sugiere la RM disminuida
para el contenido en MDA, observado en los indculos ensayados. Este resultado para el
FRAP, fue también observado en condiciones de sequia en genotipos de soja por Salloum

et al. (2018) y fue acompafado igualmente por disminuciones en la RM relacionada con el
contenido en MDA.
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Fig. 4.16. Respuesta Micorricica (RM) a partir de la aplicacion de in6culos de CB, PL y MIX en
simbiosis P. alba, sobre la capacidad antioxidante total no enzimatica foliar, con riego normal (CC),
sequia moderada (50 %) y sequia severa (10 %) de CHS. CB: Colonia Benitez, PL: Padre Lozano,
MIX: mixto, CHS: contenido hidrico del suelo. Letras diferentes indican diferencias significativas
(ANOVA, p <0,05).
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Durante la sequia moderada el indculo de CB promovi6 un marcado aumento en la
RM para prolina, sugiriendo su relacion con una mitigacion del estrés relacionado con
la regulacion osmotica. Este comportamiento concuerda con lo observado por
numerosos investigadores que relacionaron un aumento de contenido en prolina en las

plantas micorrizadas con el control osmotico en sequia (Rapparini y Pefiuelas, 2014).
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Fig. 4.17. Respuesta Micorricica (RM) a partir de la aplicacion de indculos de CB, PL y MIX en
simbiosis P. alba, sobre el contenido de prolina foliar, con riego normal (CC), sequia moderada
(50 %) vy sequia severa (10 %) de CHS. CB: Colonia Benitez, PL: Padre Lozano, MIX: mixto,

CHS: contenido hidrico del suelo. Letras diferentes indican diferencias significativas (ANOVA, p
<0,05).

Las plantas colonizadas por HMA exhibieron una respuesta variada en
concentraciones de aminoacidos bajo estrés por sequia (Ogawa y Yamaunchi, 2006). La
mayor concentracion de aminoacidos en las raices y brotes de HMA reveldé una mayor
capacidad de osmorregulacién a través de la acumulacion de aminoacidos en estas plantas
(Kapoor et al., 2013). Asimismo, Kadian et al., (2014) encontraron que el contenido de

prolina aumento bajo estrés por sequia en plantas colonizadas por HMA.
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Sin embargo, en funcién de la disminucion del CHS al 10 %, el inéculo de CB,
mostr6 una RM negativa para prolina. También, cabe destacar que una disminucién en el
contenido de prolina desde el inicio de la sequia se observé en PL y la MIX (Fig. 4.17).
Esto concuerda con lo reportado en varios estudios (Ruiz - Sanchez et al., 2010; Fan y Liu,
2011; Abbaspour et al., 2012; Asrar et al., 2012; Doubkova et al., 2013, Rapparini y
Pefiuelas, 2014) donde en respuesta al déficit de agua, se observo una menor acumulacién
de prolina en las plantas con micorrizas en relacion a contrapartes no micorrizadas.
También, la inoculacion con Funneliformis mosseae en Poncirus trifoliada expuesto a la
sequia disminuy6 la acumulacion de prolina en los tejidos, aunque mejord su crecimiento,
rendimiento y produccion de biomasa comparada con las plantas no micorrizadas (Zou et
al., 2013). Al respecto, Rapparini y Pefiuelas (2014) han mencionado que el metabolito
prolina puede ser también utilizado como antioxidante. En tal sentido, la disminucion de
prolina en plantas micorrizadas, se acompafia con un menor dafio oxidativo, evaluado
como MDA, sobre todo en sequia severa del 10 % de CHS. Consecuentemente no
podemos asegurar, en estos resultados, si la menor RM de prolina en CB, PL o incluso en

la MIX, puede estar guardando relacién con su utilizacion como antioxidante.

Resumiendo, en el in6culo de CB en sequia moderada se podria sugerir un efecto
osmoético relacionado con su aumento en el contenido de prolina, mientras que en los
inéculos de PL y la MIX no se puede descartar en sequia severa un control antioxidante

por prolina. Estas hipétesis debieran ser consideradas y probadas a futuro.

Evaluacion de la efectividad de los in6culos mixtos de HMA aut6ctonos en simbiosis
con P.alba frente a condiciones de seguia moderada y severa, en el contenido de
nutrientes minerales (iones). Los hongos micorrizicos pueden suministrar a las plantas
una amplia gama de nutrientes minerales, como fésforo, nitrégeno, azufre, zinc o cobre
(Neumann y George, 2010; Giovannetti et al., 2017). El beneficio mas importante para la
nutricion de las plantas parece ser la contribucion de los HMA a la absorcion de P. Esto se
debe a que las demandas de P en las plantas son altas, pero la biodisponibilidad y
movilidad de este elemento en la solucion del suelo puede ser muy baja (Gonzélez
Caniizares et al., 2015). Augé, (2001) mostré que la inoculacion con HMA provoco el

desarrollo del sistema radicular y aumentd la concentracion de fosforo en la hoja. También,
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el efecto del hongo micorricico sobre el crecimiento de la planta huésped bajo estrés por
sequia se ha reportado a través de la mejora de la disponibilidad de fosforo porque el
acceso al fosforo disminuye en los suelos secos (Subramanian et al., 2006). Ruiz-Lozano
y Azcon, (1995) demostraron que la mitigacion del efecto de sequia por diferentes especies
de hongos micorrizicos se puede atribuir a la absorcion fisioldgica especifica (fijacion de
CO2, transpiracion, eficiencia del uso del agua) y nutricional (P y K) (Gholamhoseini et
al., 2013). En particular, los HMA pueden mejorar la concentracion de P en las plantas y
posteriormente, mejorar la tolerancia a la sequia en las mismas (Gholamhoseini et al.,
2013). La inoculacion con G. mosseae en girasol mejoré la disponibilidad de P y minimizé
el impacto de la sequia sobre el porcentaje de aceite en la semilla y el rendimiento de
aceite (Gholamhoseini et al., 2013). Por su parte, Tobar et al., 1994 y Pérez Moncada,
2011, demostraron que plantas de lechuga micorrizadas, no sélo se incrementaba el
contenido de nitrogeno en los tejidos, sino que los hongos micorricicos eran capaces de
asimilar nitrato proveniente del sustrato. Nuestros resultados mostraron que en general la
sequia disminuyé la RM relacionada con el contenido foliar de PO,4; NO3 y S04 en los tres
indculos ensayados. Sin embargo, cabe destacar que el indculo aislado de PL promovio
una mejor RM para los nutrientes, ya que fue constante y positivo sobre el contenido foliar
de P0,4, pero ademas mostr6 una tendencia a incrementar el nivel de NO; en la hoja, tanto
al 50 % como al 10 % de CHS. Mientras que el in6culo de CB y la MIX, mostraron RM
variables al 10 % CHS, tanto para PO, como para el NO3 (Fig. 4.18 y Fig. 4.19).
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Fig. 4.18. Respuesta Micorricica (RM) a partir de la aplicacién de in6culos de CB, PL y MIX en
simbiosis P. alba, sobre la variable: fosfato foliar, con riego normal (CC), sequia moderada (50 %) y
sequia severa (10 %) de CHS. CB: Colonia Benitez, PL: Padre Lozano, MIX: mixto, CHS:
contenido hidrico del suelo. Letras diferentes indican diferencias significativas (ANOVA, p < 0,05).
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Fig. 4.19. Respuesta Micorricica (RM) a partir de la aplicacion de inéculos de CB, PL y MIX en
simbiosis P. alba, sobre la variable: nitrato foliar, con riego normal (CC), sequia moderada (50 %) y
sequia severa (10 %) de CHS. CB: Colonia Benitez, PL: Padre Lozano, MIX: mixto, CHS:
contenido hidrico del suelo. Letras diferentes indican diferencias significativas (ANOVA, p < 0,05).
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En el contenido de sulfatos, solo se obtuvieron respuestas positivas de la inoculacion
con PL y MIX a CC y las diferencias entre ellas fueron significativas (p < 0,05) s6lo a la
condicion del 100 % del CHS. Ya que cuando fueron sometidos a una sequia moderada

(50 %) tuvieron los tres indculos una RM negativa y sequia severa (10 %) (Fig. 4.20).
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Fig. 4.20. Respuesta Micorricica (RM) a partir de la aplicacién de in6culos de CB, PL y MIX en
simbiosis P. alba, sobre la variable: sulfato foliar, con riego normal (CC), sequia moderada (50 %)
y sequia severa (10 %) de CHS. CB: Colonia Benitez, PL: Padre Lozano, MIX: mixto, CHS:
contenido hidrico del suelo. Letras diferentes indican diferencias significativas (ANOVA, p < 0,05).

Consecuentemente, los resultados sugieren la importancia de la seleccién de
indculos de HMA nativos de sitios aridos los cuales serian mas promisorios para mitigar el
efecto de la sequia. Es comdn encontrar las mismas especies de HM en distintos
ambientes; sin embargo, se ha propuesto la existencia de una diferenciacion eco-tipica,
explicada por la historia natural de los aislados; es decir, los HM aislados en condiciones

de aridez suelen desarrollarse mejor bajo condiciones similares a su sitio de origen
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(Caravaca et al., 2003). Esto resalta la importancia de caracterizar los HM de plantas que
crecen en zonas poco exploradas; las que se encuentran en climas poco favorables suelen
ser buenos candidatos como biofertilizantes, debido a su historia de vida bajo condiciones

de estrés, como puede ser suelos salinos y escasez de agua (Symanczik et al., 2014).

Cabe destacar que la mezcla de ambos indculos (MIX), tanto en riego como bajo
condiciones de sequia, no mostré un efecto sinérgico sobre los distintos parametros
evaluados. Al respecto existen investigaciones contradictorias sobre los beneficios de la
mayor diversidad de especies de HMA. Asi, Gosling et al. (2016), probando el efecto de la
inoculaciéon entre 1 y 7 especies de HMA en todas sus posibles combinaciones, no
encontraron diferencias en el comportamiento, bajo condiciones de riego, sugiriendo que
los beneficios de la diversidad en HMA comienzan a ser evidentes en condiciones de

distintos factores de estrés ambiental.

Recientemente, Crossay et al. (2019) observaron que la co-inoculacion de 6
especies de HMA, bajo estreses por deficiencia en nutrientes o por metales pesados, fue
mas eficiente mejorando la nutricion mineral y la biomasa en el hospedante endémico
Metrosideros laurifolia de Nueva Caledonia. Tal comportamiento fue interpretado como
un efecto complementario entre las distintas especies de HMA ante condiciones de estrés.
Sin embargo, en nuestros resultados bajo condiciones de sequia, la mezcla de ambos
inéculos de HMA en la MIX, no promovi6 efecto sinérgico tanto en los pardmetros de
crecimiento como micorrizacion, nutrientes y dafio oxidativo, sugiriendo la no
complementariedad de las especies de HMA frente a dicho estrés. Un resultado similar fue
observado en soja inoculada individualmente o con una mezcla de HMA, en condiciones
de sequia por Grimberg et al. (2015). Los autores no observaron efectos de
complementariedad entre los in6culos ensayados y sugirieron mas bien un efecto de

seleccion de HMA, en la mitigacion del estrés por sequia de soja.
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CONCLUSIONES

Se confirma la hipétesis de que la mayor eficiencia micorricica de un indculo mixto
de HMA autdctono se relaciona con las caracteristicas edafoclimaticas del sitio del que

fuera aislado.

El inéculo aislado de una region semi arida como PL resulta promisorio, seguido
por el indculo de CB y la mezcla de ambos, en la mitigacion de la sequia de P. alba. La
mayor eficiencia micorricica es acompariada por una mayor capacidad en la formacion de

arbusculos y la mitigacion del dafio oxidativo.

La mayor diversidad de HMA por la mezcla de ambos in6culos no mostré un efecto
sinérgico en la simbiosis con P. alba, tanto bajo condiciones controladas de riego como de

sequia.
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CAPITULO5

EVALUACION DE LA INTERACCION ENTRE LA
FERTILIZACION MINERAL Y HONGOS MICORRICICOS
ARBUSCULARES EN EL CRECIMIENTO DE VIVERO Y
TOLERANCIA A LA SEQUIA DE PLANTULAS DE Prosopis
alba

INTRODUCCION

Las plantulas de buena calidad son necesarias para garantizar el establecimiento y
desarrollo apropiado de los bosques implantados (Salifu y Jacobs, 2006). Las plantas de
vivero requieren cantidades adecuadas de nutrientes del medio para un equilibrio
adecuado, para procesos fisioldgicos basicos y para promover el crecimiento y el
desarrollo. En general, este aspecto se aborda en el vivero a través de la fertilizacion,
rusticacion y la inoculacién con microorganismos mutualistas, como la micorriza / o
rizobios (Jacobs y Landis, 2009).

La fertilizacion es una de las practicas culturales mas importantes para obtener
plantines de calidad, especialmente en la produccién en contenedores, donde limitaciones
del volumen de los recipientes restringen seriamente el crecimiento (Landis, 1989). La
aplicacion de fertilizantes quimicos es una practica comun que se realiza en los viveros, ya
que en general se utilizan sustratos inertes, con la desventaja que de dafios ambientales,

como son la contaminacidn de las aguas subterraneas y del suelo.

Estudios con HMA y nutrientes han mostrado que éstos, ademas de favorecer la
absorcion de elementos nutritivos para las plantas, incrementan la eficiencia en el uso de

fertilizantes, tanto quimicos como organicos (Quifiones-Aguilar et al., 2012; Cruz
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Hernandez et al., 2014), reducen el tiempo de manejo en vivero, y promueven el
establecimiento exitoso en campo de especies forestales (Quintos y Valdés, 1987). Tales
efectos son atribuidos a mayores valores en altura, biomasa de las plantas micorrizadas
(Qiang-Sheng y Ren-Xue, 2006), mayor enraizamiento de estacas y regeneracion de las
raices, aumento en la tolerancia a las sales y la reduccién en el estrés producido por la
sequia y los patogenos (Castellano y Molina, 1989). Por todos estos beneficios, los HMA
tienen potencial para la aplicacion comercial en la produccion de plantas en macetas

(Biermann y Linderman, 1983).

Sin embargo, existe escasa informacion acerca de los requerimientos nutricionales
de leguminosas nativas en vivero y del modo en que estos regimenes influencian el
establecimiento y mantenimiento de la simbiosis con microorganismos (Goicoechea et al.,
2004; Hahne y Schuch, 2006). Ademas, la colonizacion por los HMA decrece cuando la
fertilidad se incrementa, la aplicacion de altos niveles de fésforo (P) y nitrégeno (N) este
ultimo bajo la forma de amonio (NH4") han sido citados como factores depresores de la
colonizacion (Biermann y Linderman, 1983; Baath y Spokes 1989). Ademas, las diferentes
préacticas de manejo aplicadas en el vivero pueden afectar drasticamente el establecimiento
de la simbiosis micorricica (Rodriguez-Morelos et al., 2011), ya que se ha observado que
la fertilizacion produce cambios en la composicion y el desarrollo de los HMA (Liu et al.,
2012). Por otra parte, el uso de HMA en vivero implica modificar los regimenes de
fertilizacion y riego para apoyar las asociaciones de micorrizas (Wilkinson, 2009).

P. alba (algarrobo blanco) es un importante recurso forestal y una de las especies
nativas de mayor valor comercial porque tiene usos multiples y proporciona una amplia
gama de productos. Debido a sus atributos, este recurso ha sido sobreexplotado, lo que
lleva a la degradacion de los bosques en su area de dispersion. En estas condiciones, las
plantulas de Prosopis estan expuestas a una amplia gama de condiciones ambientales que
pueden producir estrés hidrico, reduciendo su supervivencia y/o crecimiento (Villagra et
al., 2010; Carevic et al., 2017). Consecuentemente, existe la necesidad del establecimiento
de plantulas con fines comerciales y/o para restauracion de areas degradadas (Salto et al.,
2017).

Particularmente, el empleo de soluciones ajustadas para Eucalyptus grandis,

durante la produccion en vivero de plantines de P. alba en contenedor, ha probado ser (til
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y apropiado (Salto et al., 2016). Ademas, Salto et al., (2017) reportaron informacion sobre
las condiciones de manejo de viveros en una especie de gran potencial econémico y
ecologico, como P. alba, contribuyendo a la mejora de su produccién y conservacion, sin
embargo, faltan datos sobre la aplicacion de fertilizantes quimicos y el efecto combinado
de los HMA.

Hipdtesis: La aplicacion de HMA, puede sustituir parcial o completamente el uso

de fertilizantes quimicos en el crecimiento de P. alba en condiciones de vivero.

El objetivo general de este capitulo fue evaluar bajo condiciones de vivero, el
efecto e interaccion de la inoculacion con HMA autoctonos de algarrobales y la
fertilizacion, y los objetivos especificos fueron: 1) evaluar el efecto de dos in6culos HMA
autoctonos y su mezcla (MIX) y la fertilizacion en las variables de crecimiento de las
plantulas de P. alba en condiciones de vivero y 2) evaluar la capacidad de rebrote de
HMA - P.alba después de un estrés por sequia en condiciones de invernadero.

MATERIALES Y METODOS

Evaluacion del efecto de in6culos HMA autdctonos y su mezcla (MIX) y
la fertilizacion en las variables de crecimiento de las plantulas de P. alba

en condiciones de vivero

Inoculos a utilizar Los in6culos corresponden a los sitios de Colonia Benitez y Padre
Lozano, y la mezcla de ambos (MIX), (descriptos en el Capitulo 2). Se utilizo el indculo de
HMA cuando la colonizacion micorricica en las raices de las plantas presentd al menos el
50 % (Sieverding, 1991).

Ensayo en vivero El ensayo se realizd en el vivero forestal de la Estacion Experimental
Agropecuaria Concordia, perteneciente al Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria,
(INTA), ubicado en la ciudad de Concordia (31 ° 22 'Sy 58 ° 07" O; 47 msnm), provincia

de Entre Rios, Argentina. La region tiene un clima templado célido sin estacion seca, con
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una temperatura media anual de 18,7 °C y una precipitacién media anual de 1.345 mm. Las
semillas de P. alba se recolectaron de arboles de La Paz, Entre Rios (30° 56'25 "S, 59°
36'18" W). Los pasos de tratamiento de germinacion previa incluyeron la escarificacion
mecanica de la semilla con arena, la inmersién en agua a 100 °C y finalmente el
enfriamiento a temperatura ambiente y el mantenimiento en agua durante 24 h. Las
semillas se sembraron en recipientes de pléstico de 125 cm® (Tubetes, R125, Dassplastic
del Mercosur®), usando una mezcla (2: 1: 1 v/ v) de corteza de pino compostada, perlita
(Perlome® Grueso) y vermiculita (Intersum® Mediano F1) como sustrato. La inoculacién
se realizé en la siembra aplicando 20 g de in6culo HMA (comprendido por esporas, hifas y
raices micorrizadas y el sustrato que contenia las plantas trampa) en el hoyo de siembra por
recipiente de PL, CB y una mezcla de cantidades similares de ambos inéculos (MIX). Un

tratamiento no fue inoculado (NI).

El uso de solucidn nutritiva durante la produccion de vivero de plantulas de P. alba
en contenedores ha demostrado ser Gtil y apropiado (Salto et al., 2016) y se utilizd para
este ensayo. Los tratamientos de fertilizacion con macro y micronutrientes fueron:
fertilizacion (100 %); fertilizacion diluida (25 %) consistié en diluir la solucion de
nutrientes del 100 % al 25 % (v/v) y el tratamiento no fertilizado (NF). Las formulaciones

de soluciones de nutrientes se detallan en Salto et al., (2017).

Los tratamientos de fertilizacion comenzaron 30 dias después de la siembra
durante la fase de crecimiento. La fase de rusticacion, consistio en una etapa controlada de
estrés (pleno sol, bajas cantidades de nutrientes disponibles y humedad del suelo limitada)
para la aclimatacién de las plantas antes de ser llevadas a la plantacion y establecimiento a
campo (Jacobs y Landis, 2009), se inicié 80 dias después de la siembra, con una solucion
bajo en fosforo para todos los tratamientos. En todos los casos, las soluciones de
fertirrigacion preparadas se aplicaron manualmente dos veces por semana; hasta que la

saturacion del sustrato.

El disefilo experimental aplicado fue dividido en parcelas con bloques
completamente aleatorizados con ocho repeticiones y 16 plantas por parcela. Las variables
analizadas fueron el didmetro del cuello, la altura total y el numero de hojas por pléantula,
medido en plantulas de 120 dias de edad. El porcentaje de colonizacion micorrizica se

determiné en una muestra de cinco plantulas por tratamiento, utilizando el método de
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Philips y Hayman, (1970). Las estructuras de AMF se visualizaron en un microscopio
optico, haciendo 120 observaciones por muestra, de acuerdo con McGonigle et al. (1990).

Evaluacion de la capacidad de rebrote de HMA - P.alba después de un

estrés por sequia en condiciones de invernadero.

Ensayo de sequia Quince plantulas de P. alba de 120 dias de edad por tratamiento del
ensayo de vivero se transfirieron al invernadero a 20-25 °C, luego de su traslado al Instituto
de Fisiologia y Recursos Genéticos Vegetales. Las plantulas se aclimataron mediante riego
con agua filtrada dos veces por semana para mantener el contenido de agua del suelo cerca
de la capacidad del campo durante los primeros 10 dias. Posteriormente todos los tubetes
se dejaron secar hasta aproximadamente el 10 % del contenido hidrico del suelo. Al final
de este experimento, las plantulas de 145 dias se regaron hasta su capacidad maxima
durante 10 dias y se midi6 la supervivencia, como la capacidad de rebrotado (Nolan et al.,
2014; Zeppel et al., 2015), por lo cual se evalud contando el nimero de plantas con hojas

verdes nuevas. El disefio experimental fue completamente aleatorizado.

Analisis estadistico

Se us6 un modelo lineal mixto para el disefio aplicado en el vivero usando el
procedimiento MIXED; cuando hubo diferencias significativas (p < 0.05) entre
tratamientos, la prueba de comparacion de medias se realizo utilizando la declaracion
LSMEANS vy la opcion ADJUST = TUKEY en SAS® V.9.1 (SAS Institute Inc.). Un
modelo generalizado con una familia binomial y la funcién de enlace logit se utilizo para
el ensayo de sequia. Los medias ajustados se compararon a posteriori mediante la prueba

DGC utilizando InfoStat v. 2017 (Di Rienzo et al., 2017).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion del efecto de dos in6culos HMA autdctonos y su mezcla
(MIX) y la fertilizacion en las variables de crecimiento de las plantulas de

P. alba en condiciones de vivero

Ensayo de vivero De todos los factores que afectan el establecimiento y la funcién de la
micorriza arbuscular en las plantas, el nivel de fertilizante es uno de los més importantes,
en tal sentido, el uso de formulaciones de fertilizantes con menos contenido de P es el que

permite la formacion de las micorrizas (Linderman y Davis, 2004).

En la Tabla 5.1 se observa que los tratamientos no inoculados no presentaron
colonizacion micorricica (p > 0.05). Los tratamientos no fertilizados (NF), e inoculados
con PL, CB y la MIX de ambos, mostraron un porcentaje de colonizacién micorricica
alrededor del 60 %, el cual fue similar para los tres indculos ensayados con P.alba, luego
de 120 dias en vivero. La adicion de soluciones de fertilizacion, al 100 % y al 25 %, a los
tratamientos inoculados con HMA no promovid diferencias estadisticamente significativas
(p = 0,4561) en el porcentaje de colonizacion micorricica y fue similar en los tres indculos
HMA, con valores entre 60 % y 70 %, lo que sugiere que el agregado de fertilizante con
menor contenido de P no altera la capacidad de colonizacion micorrizica, siendo ésta
similar en los tres inéculos (Tabla 5. 1). Ademas, no inhibié la formacion de las
estructuras caracteristicas de HMA, tales como arbusculos, vesiculas e hifas, en las raices

de plantulas de P. alba.

Otros estudios han demostrado que altos niveles de P pueden provocar un efecto
inhibitorio en el crecimiento de HMA, como consecuencia de la disminucion de la
permeabilidad de las membranas celulares radicales, lo que reduce la concentracion de
carbohidratos solubles y compuestos nitrogenados que son los inductores de la formacion
de la simbiosis (Natale et al., 2004). Por su parte, Yong et al. (2011) sugirieron gue un alto
nivel de fertilizacién reduciria la actividad de los simbiontes micorricicos y daria como
resultado una gran perdida de diversidad de HMA. En particular, algunas especies de

HMA son mas sensibles que otros a las condiciones especificas de fertilizacion. Esto
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probablemente esté relacionado con la diferente capacidad en la absorcion de nutrientes de
las especies de HMA. Por ejemplo, se han demostrado que especies de Acaulospora son
muy eficaces en la absorcion de P, y en la transferencia a la planta huésped, en
comparacion con las especies de Glomeraceae (Jakobsen et al., 1992). En linea con estos
hallazgos, las especies de Acaulosporaceae disminuyen su actividad con la fertilizacion
con alto aporte de P o en suelos ricos en P (Lin et al., 2012). Lo mismo se ha observado
para Gigasporaceae en suelos enriquecidos con N (Lin et al., 2012; Johnson et al., 2003).
Y en especies de Glomeraceae, como Rhizophagus intraradices, son capaces de hacer
frente a ambientes ricos en nutrientes (Lin et al., 2012, Liu et al., 2012; Berruti et al.,
2014).

Tabla 5.1. Porcentaje de micorrizacidn (%) en distintos niveles de fertilizacion en plantines de P. alba
de 120 dias de edad

Fertilizacion
Inéculo

100 % 25 % Sin Fert.
PL 63.95 63.47 65.14
CB 69.61 69.58 59.21
MIX 59.93 70.71 61.45
NI 0.00 0.00 0.00

La respuesta de las variables de crecimiento (el largo total y aéreo, el PS y el PF
aéreo y el diametro) en los tratamientos de fertilizacion 25 % y 100 % sin inocular fueron
significativos (p<0,05), siendo proporcional al incremento de la concentracion del
fertilizante (Tabla 5.2 y Fig. 5.1). En los tratamientos sin fertilizar pero con el agregado de
los indculos de HMA, se incrementd los valores de las variables de crecimiento (Tabla 5.2
y Fig. 5.1 A).

En el tratamiento no inoculado (NI), los pardmetros de crecimiento respondieron
positivamente a la fertilizacion. La adicion de HMA autoctono aumentd el nimero de
hojas en los tratamientos sin fertilizantes; y el inoculo PL también favorecio el aumento

del didmetro del cuello y el alto total (Tabla 5.2 y Fig. 5.1).
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El estimulo en el crecimiento por HMA también fue observado por Bashan et al.
(2009), evaluando tres especies de leguminosas inoculadas con HMA, entre ellas Prosopis
articulata S. Watson, los autores obtuvieron respuestas positivas para altura total, nimero

de ramas, diametro de la base del tallo, entre otras variables.

La tasa de fertilizaciébn mas alta (100 %) estimuld el crecimiento en altura de las
plantulas inoculadas con PL, lo que sugiere que los HMA del in6culo PL favorecieron la
asimilacion de nutrientes. Ademas, el mayor nimero de hojas fue obtenido con el indculo
PL inoculado sin fertilizar (Tabla 5.2). La mayor produccion de hojas en plantas
inoculadas sugiere que las micorrizas estimulan la ontogenia y retrasa la senescencia de las

hojas (Beltrano y Ronco 2008).

Las plantas inoculadas con CB con el agregado del fertilizante del 25 % obtuvieron
mayor respuesta en la mayoria de las variables medidas. En cuanto a las plantas inoculadas

con la MIX, las respuestas fueron similares a las obtenidas por el indculo CB (Tabla 5.2).

La aplicacion simultanea de los in6culos de HMA 'y 25 % del fertilizante, mejord el
comportamiento de la mayoria de las variables (Tabla 5.2 y Fig. 5.1B). Ademas, al
incrementar el fertilizante al 100 % el crecimiento en el tratamiento con el inéculo de PL

fue mayor que con los indculos de la MIX y CB (Tabla 5.2 y Fig. 5.1C).
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Tabla 5.2. Evaluacion de variables de crecimiento en Prosopis alba Griseb con y sin micorrizas y con y sin
el agregado de fertilizante en un 100 % y 25 %.

Largo |Largo |Largo N° de|Peso Peso
Tratamiento | Nivel de aéreo |raiz Total Hojas |Fresco |Seco Diametro
fertilizacion aereo aereo
(%) (cm) |(cm) |(cm) (9) (9) (mm)
0 194d |14,04a |33/4c 110b |0,85¢ (0,31d |1,85¢C
Testigo 25 280c |158a [438Db 130b |227b |1,33d [3,37a
100 388b |16,2a [520a 130b |347a |1,94b |361la
0 274c |144a |418b 142b |159c¢ ]0,61d |2,25¢C
PL 25 364b |13,6a |50,0a 124b |329a |153b |3,73a
100 410a |144a |554a 92b [38la |225a |4,00a
0 19,8d |148a |346¢C 130b |0,84c ]0,31d |181lc
CB 25 31,2c |142a |454Db 174a |266b [1,09c |2,87b
100 30,0c |132a [432b 166a |345a [166b [3,38a
0 234d |144a |37.8c 134b |132c [044d |2,18¢c
MIX 25 296c |134a [430b 16,2a |2,01b ]0,83d |243c
100 282c¢ |128a [410b 158a |2,68b [1,18bc [2,91b

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

En Prosopis juliflora (SW). DC., encontraron un efecto sinérgico de los HMA y la

fertilizacion con fosforo (0, 20 y 40 mg de P.kg™ de suelo) y atribuyeron la similitud de

crecimiento en altura entre las plantas inoculadas y las no inoculadas en la dosis mas alta

de P, a que la cantidad de P adicionado fue suficiente para satisfacer las necesidades

nutricionales y en consecuencia los HMA no promovieron un crecimiento adicional (Félix

de Aguiar et al. ,2004). La comprension en las interacciones entre microbios, fertilizantes y

plantas es importante, ya que al obtener mas nutrientes en los tejidos de las plantas por el

uso de inoculantes microbianos, serd posible la aplicacion de menores cantidades de

fertilizantes aumentando la efectividad de su uso (Adesemoye y Kloepper, 2009).
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Fig. 5.1. Imagenes correspondientes a plantulas de P. alba con los tratamientos con riego normal, ubicados
en el siguiente orden: Testigo, CB, PL y MIX. A) Tratamiento con 0 % de fertilizacion, B) Tratamiento con
25 % de Fertilizacion y C) Tratamiento con 100 % de fertilizacion. CB. Colonia Benitez, PL: Padre Lozano

y MIX: Mezcla en partes iguales de los indculos de CB y PL.

Estos resultados revelan que existe una interaccibn muy positiva entre la
fertilizacion de P. alba y la aplicacion de in6culos de HMA. En general la simbiosis
P. alba- HMA no vio afectada su capacidad de colonizacion micorricica por el agregado de
fertilizantes. Ademas la inoculacién con HMA fue mejorada por la fertilizacion, sobre todo

con el inéculo aislado del sitio de PL.
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Evaluacion de la capacidad de rebrote de HMA - P.alba después de un

estrés por sequia en condiciones de invernadero.

Ensayo de sequia EIl rebrote se considera un rasgo funcional clave de la planta,
relacionado con la capacidad de algunas plantas para formar nuevos brotes y aumentar la

capacidad de supervivencia después de la destruccion de los tejidos vivos

(Pausas et al., 2016). Muchas especies lefiosas han desarrollado estrategias de rebrote para
asegurar una recuperacion rapida Vesk y Westoby (2004). Esta estrategia promueve
menores tasas de mortalidad, y mayor capacidad de recuperacion, la cual se relaciona con
un retorno mas rapido de los flujos de carbono y agua a los niveles previos a la
perturbacion (Nolan et al., 2014). Por el contrario, Pausas et al. (2016) establecieron que
las plantas rebrotadas pueden ser vulnerables a la mortalidad por sequia causada por el
agotamiento de los carbohidratos y / o la falla hidraulica. Los HMA puede mejorar la
adquisicion de agua de las plantas hospedantes, lo que podria afectar la respuesta de los
arboles al estrés por sequia (Rapparini y Pefiuelas, 2014), sin embargo, la capacidad de

rebrote no se asocié con la simbiosis HMA.

En esta tesis, la capacidad de rebrote de P. alba, después de las condiciones de
estrés por sequia, vario con los diferentes niveles de indculos y fertilizacion. El tratamiento
no inoculado y no fertilizado exhibi6 el indice de rebrote mas bajo de todos los
tratamientos. Por el contrario, el efecto del tratamiento (indculo HMA x Fertilizacion) fue
significativo (p < 0.05) aumentando la capacidad de rebrote (Fig. 5.3). Comparaciones a
posteriori indican que la proporcién de plantas rebrotadas en los tratamientos PL sin
fertilizacion (PL_0%) y PL bajo fertilizacion 25% (PL_25%) fueron significativamente
maés altos que el resto del ensayo (Fig. 5.3). Por lo tanto, el efecto del indculo de PL se
mejord mediante la aplicacion de fertilizantes a la tasa mas baja (dilucion del 25 %), lo
cual es consistente con observaciones reportadas por Cruz Hernandez et al. (2014) en
plantulas de Nicotiana glauca Graham. Ellos mostraron que al aplicar el 75 % de
fertilizante mineral + 0.50 kg de Glomus cubense era posible obtener una produccion con
igual rendimiento y calidad que al aplicar el 100 % de fertilizante mineral.
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Es ademaés interesante destacar que, el agregado al inoculo de PL de fertilizante al
100 %, tuvo un efecto totalmente negativo en la capacidad de rebrote y de igual manera se
observé para la MIX y CB (Fig. 5.2 C), sugiriendo que altas concentraciones de
fertilizante podria afectar negativamente la capacidad de supervivencia en la simbiosis
HMA-P. alba.

Fig. 5.2. Imagenes correspondientes a plantulas de P. alba de 155 dias de edad foliar en condiciones
de invernaculo, en recuperacién después de un periodo de sequia, ubicados en el siguiente orden:
Testigo, PL, CB y MIX. Los tratamientos, después de la sequia fueron: A) Tratamiento con 0 % de
Fertilizacién, B) Tratamiento con 25 % de Fertilizacion y C) Tratamiento con 100 % de
Fertilizacién. Las plantulas fueron sometidas a un tratamiento de sequia durante 15 dias. Las
imagenes corresponden a su recuperacion después de 10 dias en que fueron regadas normalmente.
CB: Colonia Benitez, PL: Padre Lozano y MIX: Mezcla en partes iguales de los indculos de CB y
PL.
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Fig. 5.3. Capacidad de rebrote de P. alba, expresado como la cantidad de plantas rebrotadas después
de estrés por sequia y su recuperacion. Efecto del estrés por sequia en bajo diferentes fertilizaciones
y regimenes de inoculacion con HMA provenientes de los sitios, Padre Lozano y Colonia Benitez,
con precipitaciones pluviométricas contrastantes. Las barras verticales indican el error estandar de
la media y las letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) de acuerdo con la prueba
de DGC.

De la comparacion cualitativa en la Fig. 5.3, se observa que el inoculo de PL
seguido por la MIX muestran mejor capacidad de rebrote que su control sin micorriza y el
inéculo de CB. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que un inéculo HMA aislado de
las regiones semiaridas, como PL, en simbiosis con P. alba, podria presentar mayor
capacidad de rebrote y mejor supervivencia. Estos resultados concuerdan con las
observaciones reportadas por Ruiz-Lozano et al. (1995), Klironomos (2003) y Marulanda
et al. (2006), quienes encontraron que las diferencias en la eficiencia para aumentar la
tolerancia a la sequia y el crecimiento de la planta, dependian del origen de la HMA.

Los resultados de esta tesis destacan el papel de los HMA para lograr una mayor
eficiencia en el uso de los recursos y una mayor eficiencia en la produccién de plantulas de
calidad, evitando altos insumos de fertilizacion y la mejora de su supervivencia bajo estrés

hidrico.
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CONCLUSIONES

La aplicacion combinada de HMA autoctono y la fertilizacion (con bajo contenido
de fosforo) no afectan la colonizacion micorricica y favorecen formacion de las diferentes
estructuras de HMA.

El in6culo PL, originado en regiones de baja precipitacion, es el mas eficiente en
vivero y sequia en condiciones de invernadero, lo que sugiere, que su mayor capacidad
para beneficiar a P. alba se relaciona con las condiciones ambientales del sitio de origen
del in6culo, con su efecto siendo mejorado por la aplicacion de bajas tasas de fertilizacion.

HMA es un aporte microbiologico prometedor para el desarrollo de la produccion
sostenible de plantulas de P. alba; por lo tanto, dado el papel de HMA en el
funcionamiento de los ecosistemas y su potencial como fertilizantes bioldgicos, se
propone incluir la inoculacion con HMA en los sistemas de produccion. Ademas, los
resultados obtenidos muestran que la fertilizacién a los niveles estudiados estimula el

efecto de la HMA en simbiosis con P. alba.

Estos resultados de la supervivencia de plantas son relevantes para trabajos de
recolonizacion vegetal con especies nativas en ecosistemas deteriorados, por lo que se
muestra que la micorrizacion favorece la supervivencia de las plantas en el periodo mas

seco, debido posiblemente al suministro hidrico que aportan los HMA a su hospedero.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES GENERALES

Las plantas del género Prosopis (Fabaceae) son un componente fundamental de los
bosques chaquefios y pueden establecer simbiosis con hongos micorricicos arbusculares
(HMA). Estos microorganismos pueden promover su sobrevivencia, crecimiento y
tolerancia a distintos tipos de estrés. En este estudio se parte de una hipotesis general en
donde se plantea que “la mayor eficiencia micorricica de un in6culo de HMA nativo mixto

se relaciona con las caracteristicas edafoclimaticas del sitio del que fuera aislado”.

Se realizaron muestreos de suelos de rodales de P. alba, de dos sitios del Parque
Chaquefio Argentino, con regimenes pluviométricos contrastantes, de zona semiarida (PL)
y de zona himeda (CB), los cuales constituyeron la base inicial para la obtencion de
indculos mixtos de HMA autdctonos y (con més de una especie de hongo) aislados de cada

uno de estos lugares elegidos, con especies de HMA con funciones propias.

Este es el primer estudio en Argentina en donde se mide la infectividad de los suelos
y de los inéculos obtenidos de ellos y se reportan las especies de HMA autdctonas de

suelos y de indculos aislados de sitios con P. alba del Parque chaquefio.

Los sitios de CB (himedo) y PL (semiarido) presentan diferencias edafoclimaticas
significativas. El sitio de PL tiene las menores precipitaciones y el P es abundante en el
suelo, presenta pH acido mientras que el pH del suelo de CB es levemente alcalino. Este
ualtimo, por su parte, contiene mayor concentracién de sodio, considerandose un suelo

salino.

Las diferencias edafoclimaticas de ambos suelos no afectan la capacidad de

micorrizacion.

La dilucion del suelo de CB muestra un incremento en el porcentaje de
micorrizacion, sugiriendo la presencia de compuestos toxicos o fenémenos de competencia

entre especies de HMA
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En el sitio de CB se identifican especies de HMA que se adaptan a diferentes
condiciones ambientales como Funneliformis geosporum, Rhizophagus intraradices,
Rhizophagus clarus y Entrophospora nevadensis. Mientras que en plantas trampa de PL se
identifica Diversispora spurca propia de suelos con alto contenido organico y tolerante a la

sequia.

El sistema de plantas trampa es eficiente para la obtencion de especies que se
encuentran micorrizando raices en el suelo, cuyas esporas no son halladas e identificadas
en el suelo, también resulta util para obtener un in6culo mixto de los suelos 'y es dtil para
la reproduccion del inéculo nativo asociado a P. alba, ya que los porcentajes de
micorrizacion son del 60 % al 70 %.

Ambos inoculos, provenientes de CB y PL seran utilizados para realizar, los

ensayos de esta tesis doctoral.

Se confirma la hipétesis de que la mayor eficiencia micorricica de un in6culo mixto
de HMA autdctono se relaciona con las caracteristicas edafocliméticas del sitio del que

fuera aislado.

El sistema experimental desarrollado en funcién del tiempo pone de manifiesto las
diferencias en el comportamiento de los in6culos de HMA probados. Bajo condiciones de
riego, el in6culo de HMA autoctono aislado de una region méas himeda como la de CB
presenta mayor eficiencia micorricica en simbiosis con P. alba, comparada con el in6culo

de HMA autdctono aislado de un sitio semiarido como PL.

Se confirma la hipotesis de que la mayor eficiencia micorricica de un in6culo mixto
de HMA autdctono se relaciona con las caracteristicas edafoclimaticas del sitio del que
fuera aislado.

El inéculo aislado de una region semi arida como PL resulta promisorio, seguido
por el indculo de CB y la mezcla de ambos, en la mitigacion de la sequia de P. alba. La
mayor eficiencia micorricica es acompafada por una mayor capacidad en la formacion de

arbasculos y la mitigacion del dafio oxidativo.
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La mayor diversidad de HMA por la mezcla de ambos indculos no mostro un efecto
sinérgico en la simbiosis con P. alba, tanto bajo condiciones controladas de riego como de
sequia.

La aplicacion combinada de HMA autoctono vy la fertilizacion (con bajo contenido
de fosforo) no afecta la colonizacion micorricica y favorecen la formacién de las

diferentes estructuras de HMA.

El in6culo PL, originado en regiones de baja precipitacion, es el mas eficiente en
vivero y sequia en condiciones de invernadero, lo que sugiere, que su mayor capacidad
para beneficiar a P. alba se relaciona con las condiciones ambientales del sitio de origen

del indculo, siendo mejorado por la aplicacion de bajas tasas de fertilizacion.

HMA es un aporte microbioldgico prometedor para el desarrollo de la produccién
sostenible de pléantulas de P. alba; por lo tanto, dado el papel de HMA en el
funcionamiento de los ecosistemas y su potencial como fertilizantes bioldgicos, se
propone incluir la inoculacion con HMA en los sistemas de produccion. Ademas, los
resultados obtenidos muestran que la fertilizacion a los niveles estudiados estimula el

efecto de la HMA en simbiosis con P. alba.

Estos resultados de la supervivencia de plantas son relevantes para trabajos de
recolonizacion vegetal con especies nativas en ecosistemas deteriorados, por lo que se
muestra que la micorrizacién favorece la supervivencia de las plantas en el periodo méas

seco, debido posiblemente al suministro hidrico que aportan los HMA a su huésped.
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FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

En general los indculos obtenidos: CB y PL, seguiran siendo utilizados en ensayos
con Prosopis y probados en otras especies nativas de arboles y arbustos con problematicas

ambientales.

Dentro del Marco del PICT-2017-1321, se realizaran aislamientos de HMA
autoctonos de sitios con diferente nivel de degradacion en P. flexuosa. Los métodos,
protocolos, obtencion de indculos, bioensayos estudiados y aprendidos seran empleados en

la aplicacion de los HMA como estrategia de regeneracion de ecosistemas degradados.

Particularmente se evaluard la interaccion triple algarrobos-rizobios-HMA, con
Inoculacién de plantines con aislamientos seleccionados de rizobios y/o HMA en

invernaculo y condiciones semi-naturales.

Se evaluara en condiciones de campo (i.e. en ecosistemas boscosos), el crecimiento
y la sobrevivencia de plantines de P. flexuosa inoculados con los dos aislamientos de

rizobios y HMA que sean las mas eficientes en condiciones semi-naturales.
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ANEXO

Cuadro Comparativo de la “Identificacion y caracterizacion de los
hongos micorricicos arbusculares autoctonos en simbiosis con Prosopis alba
y los mecanismos fisioldgicos/ bioquimicos bajo condiciones de riego, sequia

y en vivero”.

Sitio de Colonia Benitez Sitio de Padre Lozano
I "
1.300 mm anuales 650 mm anuales
I <
- Suelo con concentraciones altas de
Suelo sédico
PVN
Especies de HMA en el Especie de HMA en comun:
suelo: Funneliformis Acaulospora laevis
geosporum, Rhizophagus
intraradices, @ Especies de HMA en el
Infec_;tividad del _suelo, aumenta a Bajo porcentaje de micorrizacion
medida que se diluye. aun diluido

Especies de HMA com0n entre los dos
indculos Funneliformis mosseae,
Rhizophagus intraradices, Claroideoglomus

Especies de HMA en I Especies de HMA en plantas
plantas trampa: trampa:
: =)
Septoglomus constrictum,

Rhizophagus clarts Claroideoglomus claroideum,

Diversispora spurca

Potencial micorrico de los inéculos

V2 N

3.4 veces mayor potencial Menor potencial micorricico
micorricico que CB
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Ensayo de RIEGO

Mayor respuesta micorricica de Mayor respuesta micorricica
las variables de crecimiento a de las variables de
partir de los 60 dias. crecimiento hasta los 60 dias

|} ]

Porcentaje de micorrizacion similar en ambos indculos, a partir de los 90
dias

! U

Mayor contenido de PO, Menor Contenido de PO, en
en hojas hojas

ENSAYO DE SEQUIA Y SU CONTROL A CAPACIDAD DE CAMPO

100 % CHS 100 % CHS
RM (+): Todas las i RM (+): Todas las
variables, menos PFA vy Variables de | | ariables medidas.
PET ¢———| crecimiento |__———
MIX RM+ diametro
AUMENTA ¢ | MDA Je====> AUMENTA
MIX
RM - ——— FRAP  E—— RM-
MIX RM +
e — PROLINA | RM-
RM +
MIX
(—— PO, — RM +
RM + MIX
RM +
NO; | ===
RM + <:’:' 3 MIX
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50 % CHS 50 % CHS
RM (+): Diam, PFR,PS Ay RM (+): Todas las variables
RyPST. _ medidas.
¢&————=1| Variables de >
MIX. RM- crecimiento
AUMENTA —— MDA ——> DISMINUYE
MIX
RM + — ERAP ————RM +
MIX. RM-
RM +++ & PROLINA ——>RM +
MIX. RM- PO,
RM + & e ¥ RM ++
MIX RM 0
- 3 l:’:>
MIX. RM-
10 % CHS 10% CHS
RM (+): Long Aérea, PF _ RM (+): Todas las
Aérea y PS Raiz Variables de variables medidas.
crecimiento 4
MIX RM-
AUMENTA « - MDA — : DISMINUY
MIX
RM + RM-
R — FRAP _
MIX
RM + RM +
———— PROLINA —
MIX RM-
RM + PO RM +
 ——) 4 > MIX
RM - RM +
NO; _ MIX
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ENSAYO EN VIVERO
Con inoculacién y fertilizacion

Porcentaje de
micorrizaciéon

—J

—
—

Porcentaje de
micorrizacion

SIN FERTILIZAR E INOCULADO

Largo aéreo y Largo
Total.

MIX

Largo Raiz, Nimero
de hojas, PF aéreo, PS

<

)

Largo aéreo y Largo
Total

Largo Raiz, Numero de
hojas, PF aéreo, PS

aéreo, Diametro.&—————=

MIX

v aéreo, Didmetro.

25 % DE FERTILIZANTE E INOCULADO

Largo aéreo y Largo
Total, PF aéreo, PS
aéreo, Didmetro.

MIX

NUmero de Hojas.

MIX

Largo aéreo y Largo
Total, PF aéreo, PS
aéreo, Diametro.

NUmero de Hojas

Largo Raiz| n1x

Largo Raiz <—|—' —_—
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100 % DE FERTILIZANTE E INOCULADO

Largo aéreo y Largo Largo aéreo y Largo
Total, PF aéreo, PS Total, PF aéreo, PS
aéreo, Diametro. L < » aéreo, Didametro.

MIX excepto PFA, PST y
PFA, PST y Diam. <CB

Numero de Hojas, > .y NUmero de Hojas
MIX
Largo Raiz e |_" Largo Raiz| pix

ENSAYO SOMETIDO A SEQUIA Y RECUPERACION

Capacidad de Rebrote

Poca capacidad de rebrote PL-NF, PL-25% mejor
capacidad de rebrote

< MIX
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