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Resumen

Se evaluo la capacidad micotrofica y de esporulacion de consorcios microbianos con hon-
gos micorricicos arbusculares (HMA) nativos de suelos de la provincia de Buenos Aires (Ar-
gentina), y se determind si las caracteristicas edaficas y los parametros micorricicos po-
drian permitir seleccionar in6culos potencialmente benéficos. Se seleccionaron muestras
de suelo provenientes de 7 localidades, cada una bajo manejo agricola (A) y pristino (P).
Se instalaron plantas trampa y a las 10 semanas de crecimiento se evidencio colonizacion
micorricica en la raices. El nimero de esporas del suelo de campo fue bajo, mientras que
en el sustrato donde crecieron las plantas trampa varié entre 80-1175 esporas/100 g. El
analisis de componentes principales indicé que los contenidos de Py Fe en el suelo fueron
los principales moduladores de la capacidad micotréfica y de esporulacion. Se determiné
el potencial micorricico (PM) de muestras provenientes de tres localidades: Loberia,
Junin y Trenque Lauquen. Se verifico un PM elevado en las muestras provenientes de
Loberia con suelo pristino y en las de Trenque Lauquen bajo manejo agricola, mientras
que fue bajo en las de Junin. Finalmente, se evalud la eficiencia en condiciones contro-
ladas de suelos-indculo de Loberia bajo manejo agricola o pristino en plantas de maiz y
de tomate. Si bien los incrementos en la materia seca asociados a la inoculacién fueron
no significativos (p > 0,05), la respuesta micorricica fue superior al 40 % en tomate y al
25 % en maiz, particularmente con el indculo proveniente del sitio agricola. Los bajos
incrementos de crecimiento estarian asociados con la incipiente micorrizacion en ambas
especies. Se plantea la necesidad de profundizar los estudios a efectos de determinar los
factores involucrados que permitirian seleccionar indculos eficientes.
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Mycotrophic capacity and efficiency of microbial consortia of arbuscular mycorrhizal
fungi native of soils from Buenos Aires province under contrasting management

Abstract

We characterized the infective and sporulation capacities of microbial consortia of
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) native of Buenos Aires province (Argentina) and
determined if some soil characteristics and mycorrhizal parameters could allow to select
potentially beneficial inocula. Soil samples were selected from seven locations in Buenos
Aires province all under agricultural (A) and pristine (P) conditions. The AMF were
multiplied and mycorrhizal root colonization of trap plants was observed at 10 weeks of
growth. Spore number in field was low; however, after multiplication spore density
accounted for 80-1175 spores per 100 g of soil. The principal component analysis showed
that the P and Fe soil contents are the main modulators of infectivity and sporulation
capacity. The mycorrhizal potential was determined in three locations, being high in
Pristine Loberia and Agricultural Trenque Lauquen and low in Junin. Agricultural Loberia
(AL) and Pristine Loberia (PL) inocula were selected and their efficiency was evaluated
under controlled conditions. Even though shoot dry matter increases after inoculation
was not significant (p > 0.05) mycorrhizal response was greater than 40% for tomato and
25% for corn, particularly after inoculation with inocula from the agricultural management.
These results could be associated to the incipient development of mycorrhizae in both
species. Additional research should be conducted to further develop our findings in order

to determine the factors involved in the selection of efficient inocula.
© 2013 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espaia, S.L. All

rights reserved.

Introduccién

La explotacion intensiva del suelo de la provincia de Buenos
Aires producida por la agricultura convencional de las ulti-
mas décadas, con permanente extraccion de nutrientes,
acelero su degradacion y afecto su fertilidad natural, lo que
puso en peligro su productividad®. Sin embargo, las politi-
cas agricolas a nivel mundial estan tendiendo hacia siste-
mas agricolas sostenibles, destinados a la produccion de
cultivos con un mantenimiento del 6ptimo equilibrio fisico,
quimico y bioldgico en el suelo. En este sentido, la utiliza-
cion de microorganismos del suelo con potencialidad para
mejorar la nutricion mineral (Rhizobium, Azospirillum,
Pseudomonas, hongos formadores de micorrizas, entre
otros) se esta generalizando y permite disminuir el empleo
de fertilizantes. De este modo, se reducen los costos de
instalacion de los cultivos? y se mantiene la sostenibilidad
de los agroecosistemas.

Las tendencias actuales hacia una agricultura sustenta-
ble involucran cambios en las practicas de manejo, asi
como la utilizacion de microorganismos promotores del cre-
cimiento vegetal.

Los hongos formadores de micorrizas arbusculares (HMA)
constituyen un grupo de microorganismos cosmopolitas’.
Son habitantes del suelo pertenecientes al Phylum Glome-
romycota®*, que forman asociaciones simbioticas con las
raices de las plantas. Presentan destacada importancia,
particularmente por su papel como agentes de transporte
de nutrientes de baja movilidad, como Py Zn, hacia la plan-
ta%, por lo que son utilizados como biofertilizantes luego de
una correcta seleccion de los HMA mas eficientes?.

La mayoria de los cultivos de importancia agricola for-
man micorrizas arbusculares y, en muchos casos, evidencian

incrementos de la nutricion mineral y el crecimiento?. Aun-
que algunos estudios han comunicado efectos beneficiosos
de la formacion de micorrizas sobre el crecimiento de cul-
tivos agricolas, es dificil evaluar la contribucién de los HMA
en condiciones de campo'@.

En la Argentina, varios autores han comunicado la pre-
sencia de HMA nativos. Diehl y Fontenla™ comunicaron la
asociacion simbidtica de HMA con Araucaria araucana (Mo-
lina), una conifera ampliamente distribuida en los bosques
andino-patagénicos del sur de Argentina y Chile. En ensayos
de larga duracion en la zona de La Plata*?*, se determind
elevada biodiversidad natural de HMA asociados a cultivos
de trigo. En el sudeste bonaerense, se describid la coloniza-
cion micorricica espontanea en trigo', en pasturas de gra-
mineas y leguminosas’ y en gramineas forrajeras tales
como agropiro y festuca'.

Las propiedades del suelo y su historia de uso podrian
modular la infectividad de los HMA'. Algunas investigacio-
nes indican que las practicas agricolas reducen la abundan-
cia y diversidad de los HMA, otras han documentado que
niveles elevados de P en el suelo afectan negativamente a
los HMAZe,

En la provincia de Buenos Aires (Argentina), Covacevich
et al.">' determinaron que, para una misma area agroeco-
logica, diferentes manejos pueden afectar el potencial mi-
corricico y la capacidad micotréfica por HMA. Schalamuk y
Cabello*32 comunicaron cambios en la densidad y diversi-
dad de HMA asociados al manejo y al estado fenoldgico de
los cultivos. Djuuna et al.'® utilizaron datos provenientes
de 291 muestras de suelo de Australia para evaluar el grado de
asociacion entre la infectividad de los HMA y las propieda-
des del suelo, empleando dos modelos estadisticos. Para
nuestras condiciones, alin no se cuenta con informacion su-
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ficiente para generar modelos de simulacion. Nuestra hipo-
tesis de trabajo es que las caracteristicas edaficas podrian
contribuir a seleccionar HMA nativos de Argentina infectivos
y potencialmente benéficos.

Los objetivos del trabajo fueron los siguientes: a) carac-
terizar la capacidad micotrofica y de esporulacion de con-
sorcios microbianos con HMA nativos de sitios con aptitud
agricola de la provincia de Buenos Aires bajo manejos con-
trastantes (agricolas y pristinos); b) determinar si las carac-
teristicas edaficas o de manejo a las que estos estuvieron
expuestos y sus capacidades micotroficas podrian permitir
la seleccion de indculos potencialmente benéficos.

Materiales y métodos
Recoleccién y seleccion de las muestras de suelo

Se seleccionaron muestras de suelos (Proyecto INTA AERN-
295561) de sitios con aptitud agricola de la provincia de
Buenos Aires, cada uno bajo manejo contrastante (agricola
y sin actividad -pristino-). Las muestras de suelo fueron
georreferenciadas y compuestas por 10 submuestras extrai-
das a no mas de 50 m de radio del punto de georreferencia.
Estas fueron obtenidas a una profundidad del perfil entre 0
y 20 cm, en similar posicion de relieve y del area mas repre-
sentativa de cada lote, y fueron mantenidas en oscuridad a
4 °C hasta su procesamiento.

Parte del suelo fue secado a 30 °C, tamizado y utilizado
en el Laboratorio de Suelos de la EEA INTA-Balcarce para la
determinacion del contenido de materia organica (MO)?, del
pH (relacion suelo:agua de 1:2,5), del P-Bray® y de los catio-
nes intercambiables. El Ca y el Mg se determinaron median-
te absorcion atoémica® (Shimadzu AA-6200, EE. UU.) y el Na
y el K por fotometria de llama® (Corning Flame Photometer
410, EE. UU.), previa extraccion con CH,COONH, (1 N,
pH 7). La determinacion del contenido de Fe, Mn, Cuy Zn
disponible se realiz6 mediante la extraccion con acido die-
tilentriaminopentaacético (DTPA), con posterior cuantifica-
cion por espectrofotometria de absorcion atomica®. La
determinacion del B disponible se realizé en el Laboratorio
Suelo-Fértil (Asociacion de Cooperativas Argentinas Coop.
Ltda., Pergamino) mediante la cuantificacion por colorime-
tria%, previa extraccion con agua caliente.

A partir de los resultados de los analisis quimicos de los
suelos de 120 sitios, se seleccionaron aquellas localidades
que presentaron, al menos en uno de los dos manejos eva-
luados, valores de P-Bray mayores de 28 mg/kg de acuerdo
al umbral establecido por Covacevich et al.™ y ubicacion
espacial diferente dentro la provincia de Buenos Aires. En
tal sentido fueron seleccionadas las localidades de Benito
Juarez (BJ), Carlos Casares (CC), Coronel Dorrego (CD),
Junin (J), Loberia (L), Madariaga (M) y Trenque Lauquen
(TL), y de cada una se obtuvieron muestras de suelo bajo
manejo agricola (A) y pristino (P), lo que resultd en 14 sitios
de colecta (7 localidades x 2 manejos).

Capacidad micotrofica

El suelo de las localidades seleccionadas fue utilizado para
montar cultivos trampa, mezclando el suelo nativo de cada

sitio con arena de rio estéril (suelo/arena 2:1) en macetas
de 100 ml con 4 repeticiones. Para obtener plantas hospe-
dadoras de los HMA nativos, se sembraron semillas de rai-
gras (Lolium multiflorum Lam.) previamente desinfectadas
con un tratamiento que consisti6 en enjuague con H,O des-
tilada, etanol 90 % durante 3 min, enjuague con H,0 desti-
lada, NaClO comercial al 3,5 % durante 3 min y enjuague
con H,0 destilada. Las plantas fueron criadas en camara de
crecimiento (Laboratorio de Microbiologia de Suelos-Ul
FCA-EEA INTA, Balcarce, 12 h luz/12 h oscuridad; 23 °C),
regadas diariamente con H,0 destilada y con solucién Hoa-
gland con P al 50 % cada dos semanas. Luego de 10 semanas,
las plantas fueron descalzadas, parte de las raices fueron
lavadas con agua y procesadas para la tincion con azul de
tripan usando una modificacion de la metodologia propues-
ta por Phillips y Hayman?, en la que se omitio el uso de
fenol en los reactivos. Para ello, las raices fueron clarifica-
das con KOH 10 % durante 30 min a 60 °C, lavadas con H,0,
acidificadas con HCL 0,1 N, lavadas con H,0 y tefidas con
azul de tripan (0,05 %) en lactoglicerol (acido lactico, glice-
rol, agua destilada en proporcion 1:1:1, 15 min, 50 °C). Se
realizo la cuantificacion microscopica® del grado de coloni-
zacion micorricica y de arbusculos en las raices mediante
observacion al microscopio optico (OLYMPUS BH-2, EE.UU.),
registrando los segmentos de raiz colonizados con estructu-
ras de HMA (hifas, arblsculos). A partir de la relacién entre
las observaciones donde se registraron estructuras de HMA
y las observaciones totales, se calculé el porcentaje de
arbUsculos (Ar %) y el de infeccion total (MA %), que com-
prendié los segmentos con arblsculos, con hifas y/o con
vesiculas de HMA. El sustrato y las raices no utilizados fue-
ron secados en oscuridad a temperatura ambiente, y con-
servados para posteriores usos y determinaciones.

Capacidad de esporulacion

Tanto del suelo colectado a campo como del sustrato de cre-
cimiento de las plantas trampa, se procedid a la extraccion
de esporas de HMA a partir de muestras de 40 g mediante la
técnica de tamizado (malla: 450, 124, 53 y 30 um) en hime-
do y decantado y centrifugacion (Giumelli Z-29, Argentina)
en gradiente de sacarosa al 60 % (http://www.dcs.ufla.br/
micorriza/fma_metodos_extracao_de_esporos.html).

Por observacion en lupa binocular (Zeiss Stemi SV8, Ale-
mania) se cuantifico el nimero de esporas que evidenciaron
nicleos en su interior como un estimador de viabilidad
(http://www.biomedcentral.com/1471-2148/11/51).

Se calculo la abundancia de esporas como un indicador
de la capacidad de esporulacion, expresando el n.° de espo-
ras/100 g.

n° de esporas de spx

100 g de suelo

Potencial micorricico

El suelo de tres localidades representativas del norte, su-
deste y oeste de la provincia de Buenos Aires (Junin, Lobe-
ria y Trenque Lauquen, respectivamente), cada uno bajo
manejo agricola y pristino, fue utilizado para la determina-
cion del potencial micorricico. El suelo fue pasado por ta-
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miz de 2 mm de malla, separando los restos vegetales. Par-
te del suelo fue procesado para erradicar los propagulos
viables de HMA con el agregado de 10 ul de formaldehido/g
suelo™. Se instalaron 6 series experimentales (3 localidades
x 2 manejos) en macetas de 100 ml; cada una consistié en un
sistema de diluciones decimales seriadas® compuestas por
mezclas del suelo nativo y suelo desinfectado de HMA em-
pleando 4 repeticiones por dilucién.

Se sembraron plantas trampa con la metodologia ante-
riormente indicada, las que fueron mantenidas en camara de
crecimiento. Luego de 10 semanas, las macetas fueron des-
calzadas y las raices se procesaron para la observacion
de presencia-ausencia de colonizacién por HMA. El potencial
micorricico fue estimado como el nimero mas probable
(NMP) de propagulos micorricicos/100 g suelo empleando las
tablas de Alexander, para diluciones 10" y sucesivas (p =
0,05)5.

Eficiencia micorricica

Para la seleccion de indculos destinados a ser sometidos a
un ensayo exploratorio de eficiencia, se consideraron las
tres localidades donde se habian determinado todos los pa-
rametros micotroéficos (Junin, Loberia y Trenque Lauquen).
La seleccion contemplé que los suelos de los cuales prove-
nian los inoculos pertenecieran a la misma localidad y exhi-
bieran caracteristicas edaficas contrastantes, especialmen-
te en lo referido a P-Bray, MO, Fe y Zn. En este sentido, se
seleccionaron los indculos provenientes de Loberia bajo
manejo agricola (LA) y en condicion pristina (LP). Para eva-
luar la eficiencia micorricica, se montd un ensayo en cama-
ra de crecimiento con macetas de 100 ml que fueron llena-
das con un sustrato compuesto de suelo procesado con 10 pl
formaldehido/g (para la erradicacion de HMA) mezclado
con perlita y vermiculita autoclavada, en proporcion 2:1:1,
respectivamente. Los tratamientos comprendieron 2 espe-
cies vegetales (maiz y tomate) y 3 tratamientos de inocula-
cion, con 4 repeticiones por especie y tratamiento (total:
24 unidades experimentales): maiz inoculado con suelo-
inoculo de Loberia agricola o de Loberia pristino y maiz no
inoculado; tomate inoculado con suelo-indculo de Loberia
agricola o de Loberia pristino y tomate no inoculado. Las
macetas fueron mantenidas en camara de crecimiento y ro-
tadas al azar semanalmente; las plantas fueron regadas dia-
riamente con agua destilada.

El in6culo utilizado consistio en un suelo-indculo prove-
niente de los cultivos trampa realizados para determinar la
capacidad micotroéfica. Las raices fueron cortadas en seg-
mentos pequeios y mezclados con el suelo-indculo, el que
habia sido previamente tamizado utilizando malla de
124 um, a los efectos de eliminar las particulas de sustrato
cuyo tamafo no se corresponderia con propagulos de HMA.
Esto fue confirmado bajo lupa binocular. Cada maceta de
tratamiento con inoculacion recibié 2 g del suelo-inéculo
correspondiente.

Se sembraron dos semillas previamente desinfectadas
por maceta (maiz: hibrido DK 670, tomate: Florensa
N.° 143). Una vez germinadas, se realizo un raleo de plantas
dejando solo una por maceta. Luego de la emergencia, los
tratamientos no inoculados recibieron un filtrado bacteria-
no destinado a equilibrar la carga con los tratamientos ino-

culados. Para ello, 8 g de cada inoculo (LA 'y LP) fueron ho-
mogeneizados en 50 ml de agua destilada estéril mediante
agitacion durante 5 min en agitador magnético (Hanna Ins-
truments HI 300N, EE. UU.). Luego se filtré (Whatman N.° 2)
y se colectaron 40 ml de filtrado, que fueron distribuidos a
razon de 5 ml en cada maceta no inoculada?®.

Se colectd el material vegetal de las plantas de maiz y de
tomate a 15 y 23 dias después de la siembra (DDS), respec-
tivamente. En ambos casos, la parte aérea fue separada de
la radical y llevada a estufa a 60 °C durante 72 h. La cuan-
tificacion de la materia seca aérea (MSA) se realizoé por gra-
vimetria.

Para cada especie y tratamiento de inoculacion se calcu-
16 la respuesta micorricica (RM), parametro considerado
indicador de la eficiencia micorricica, de acuerdo a la rela-
cion descrita por Cavagnaro et al.’

MSAi — media MSAni
M = x 100
media MSAni

Donde MSAI corresponde al parametro individual del peso
seco de las plantas inoculadas con cada uno de los indculos
y la media MSAni corresponde al peso seco promedio de las
plantas no inoculadas.

El material radical de cada tratamiento fue tefiido con
azul de tripan para la cuantificacion microscopica del MA %
y Ar % con la metodologia anteriormente indicada.

Analisis de los resultados

Los resultados fueron analizados por analisis de la varianza
(ANOVA). Cuando las diferencias entre tratamientos fueron
significativas, las medias fueron separadas utilizando la
prueba estadistica de diferencias minimas significativas
(DMS) (p < 0,05). Se realizo el analisis de correlacion lineal
de Pearson y de componentes principales (PCA), este Ultimo
utilizando el programa CANOCO?¥, relacionando los resulta-
dos de los analisis quimicos de las muestras de suelo con los
parametros de capacidad micotréfica y abundancia de espo-
ras de HMA.

Resultados y discusion
Muestras de suelo

Los resultados del analisis fisicoquimico de las muestras de
suelo evaluadas se presentan en la tabla 1, donde ademas,
se sefalan los valores promedio y desvios estandar globales
calculados para los manejos contrastantes, agricola (A) y
pristino (P). El rango de valores para algunas caracteristicas
fue amplio, como por ejemplo, el contenido de P-Bray, con
diferencias de hasta 15 veces entre sitios, y en general, fue
mayor para los sitios pristinos que para los agricolas. Los
contenidos de Zn y P-Bray presentaron una elevada variabi-
lidad entre sitios, independientemente del manejo. El pH
fue el parametro que evidencio el menor cambio entre ma-
nejos de suelos. En general, los suelos bajo actividad agri-
cola exhibieron una disminucién en la concentracion de la
mayoria de los nutrientes, a excepcion del Mny del Fe, pero



Tabla 1 Ubicacion, historia de manejo y caracteristicas fisicoquimicas de los sitios de colecta de las muestras de suelo
Sitio Manejo Latitud Longitud CIC? K Mg Ca Na Zn Mn Cu Fe B P & pH MO*
Grados decimales (mmol_, (mg/ % %
kg) kg)
Benito A (S/T) 37,599 59,845 28,40 1,50 2,26 16,15 0,34 0,74 42,40 2,01 124,50 2,37 12,38 71,28 6,24 5,85
Juarez
P 37,612 59,848 21,40 2,18 4,64 12,62 1,48 1,31 53,40 2,45 105,80 3,24 80,00 97,79 7,58 6,64
Carlos A(T/S2°/ 35,629 61,319 15,20 1,18 1,76 6,52 0,28 0,98 36,00 1,02 89,20 1,71 13,60 64,04 6,29 3,10
Casares S1°/M)
P 35,628 61,318 14,80 2,12 2,08 7,84 0,28 599 35,70 1,26 105,90 2,55 161,36 83,25 6,23 4,02
Coronel A(T/ Ce/T) 38,467 61,398 20,60 1,92 2,06 7,40 0,43 0,26 36,50 1,53 63,50 1,80 28,19 57,32 5,90 2,58
Dorrego
P 38,461 61,391 16,80 1,48 1,96 12,47 0,33 0,26 22,20 1,20 16,50 1,20 11,78 96,71 7,54 2,89
Junin A 34,830 60,984 14,20 0,96 1,18 5,94 0,30 0,73 25,50 0,66 60,80 1,35 8,83 58,99 6,30 2,99
P (Clausura) 34,820 60,986 15,20 1,66 2,31 8,42 0,24 8,01 34,50 1,36 126,40 2,86 96,00 83,07 6,48 3,44
Loberia A(S1°/S1°) 37,844 58,579 29,20 2,02 1,70 11,74 0,36 1,96 52,80 1,06 178,40 3,13 30,98 54,19 5,93 6,11
P (Parque) 37,839 58,573 23,60 1,50 1,96 12,69 0,30 8,47 3390 1,25 156,30 3,50 58,08 69,71 6,07 5.99
Madariaga A 37,197 57,130 24,80 2,04 1,53 10,77 0,35 2,79 34,30 0,80 245,30 3,15 16,45 59,23 6,07 6,80
P 37,197 57,130 23,40 2,41 2,30 18,06 0,36 12,46 40,50 3,96 189,40 4,27 286,43 98,83 6,81 6,50
Trenque A (M/S1°/M) 35,833 62,503 15,20 2,06 1,49 5,95 0,45 1,15 26,70 1,04 117,50 2,38 16,09 65,44 6,38 3,27
Lauquen
P (lotey 35,832 62,505 19,00 5,00 3,88 7,10 3,80 8,34 31,50 1,51 147,00 4,65 219,05 103,1 6,63 6,64
alambrado)
Promedio A 36,771 60,251 21,09 1,67 1,71 9,21 0,36 1,23 36,31 1,16 125,60 2,27 18,07 61,50 6,16 4,39
Desvio A 1,15 1,49 5,47 0,39 0,27 3,15 0,05 0,65 6,50 0,35 49,29 0,56 6,58 4,65 0,16 1,60
estandar
Promedio P 36,77 60,25 19,17 2,34 2,73 11,31 0,97 6,41 35,96 1,86 121,04 3,18 130,39 90,35 6,76 5,02
Desvio P 1,15 1,49 3,11 0,78 0,87 3,02 0,95 3,33 6,28 0,77 38,55 0,84 78,77 10,01 0,47 1,57
estandar

A: agricola; P: pristino. Se indican entre paréntesis los cultivos incluidos en las rotaciones: Ce= cebada; M= maiz; S1 = soja de primera; 52°= soja de segunda; T= trigo.

Analisis quimicos: 2C | C: capacidad de intercambio cationico; °V: saturacion con bases, <MO: materia organica.

En las dos Ultimas filas se muestran los valores promedio y los desvios estandar globales calculados para los manejos contrastantes, agricola (A) y pristino (P).
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en algunos casos se observaron mayores niveles con el ma-
nejo agricola. Este Ultimo efecto podria interpretarse por el
menor pH observado bajo agricultura, con un incremento
en la disponibilidad en condicion de acidez?. De los micro-
nutrientes analizados, el Zn fue el que disminuyoé mas mar-
cadamente por la agricultura. Por otra parte, también la
MO del suelo disminuyé por el uso agricola, lo que evidencio
un balance de carbono negativo.

Capacidad micotrofica

En todas las localidades y bajo las distintas condiciones de
manejo se comprobé la colonizacion micorricica en la raices
de las planta trampa por observacién de estructuras carac-
teristicas de HMA en las células corticales de la raiz
(figs. 1A, B y C). Al igual que en el trabajo de Nardini et
al.?®, también en este estudio se registro la presencia de
hifas, arbusculos y vesiculas de HMA. El porcentaje de
infeccion vari6 de 4,8 % a 56,7 % entre localidades. El por-
centaje de arbusculos llego6 a un maximo de 35 % en Carlos
Casares, mientras que en la localidad de Madariaga bajo
manejo pristino no se observé presencia de arbUsculos en
las plantas trampa (tabla 2).

El analisis estadistico evidencid interacciones localidad x
manejo para los parametros de capacidad micotroéfica (datos
no mostrados). Por esta razon se analizaron las diferencias
entre manejos para cada localidad, asi como entre localida-
des para cada uno de los manejos. El MA % vario significativa-
mente entre manejos solo en 2 de las 7 localidades evalua-
das: en un caso (Benito Juarez) fue mayor en el pristino y en
otro (Junin) fue mayor en el agricola (tabla 2). Se detectaron

diferencias significativas en el porcentaje de arbusculos
(Ar %) solo en la localidad de Carlos Casares, cuyas plantas
trampa cultivadas en suelo colectado bajo manejo agricola
presentaron un mayor contenido de arbUsculos en sus raices.
En algunos casos (Carlos Casares y Loberia bajo manejo agri-
cola), la mayor capacidad micotroéfica se correspondio con el
menor contenido de P-Bray del sitio agricola evaluado, com-
parando los dos manejos. Sin embargo, esto no ocurrié en
todas las situaciones. Es probable entonces que las diferen-
cias de colonizacion se deban, ademas, a otras caracteristi-
cas del sustrato no consideradas en este estudio.

Al separar por manejo de suelo, tampoco se obtuvo un
patrén uniforme en todas las localidades. Loberia presentd
mayor capacidad micotrofica tanto para la situacion agrico-
la como para la pristina, mientras que Benito Juarez y Car-
los Casares lo hicieron para la situacion agricola y pristina,
respectivamente. Parte de nuestros resultados confirman lo
comunicado por Covacevich et al." para muestras de otros
sitios colectados en las localidades de Benito Juarez (A),
Coronel Dorrego (A), Junin (A) y Trenque Lauquen (P).

Nuestros resultados constituyen la primera comunicacion
de la capacidad micotrofica por HMA nativos en la localidad
de Madariaga.

Capacidad de esporulacién

No se obtuvieron esporas nucleadas a partir de las muestras
de suelo colectadas directamente del campo (datos no mos-
trados). Troeh y Loynachan* informaron resultados simila-
res, con recuentos bajos (< 1 espora/g suelo) en muestras
colectadas en diferentes sitios agricolas de lowa, EE. UU.

Figura 1

Panel superior: Las flechas detallan el reconocimiento de hifa (A), de vesicula (B) y de arbusculo (C) de HMA en raiz de

raigras (40X) por tincion de Phillips y Hayman modificada, segin se describe en Materiales y métodos. Panel inferior: Crecimiento
diferencial asociado a la inoculacion en plantas de maiz (D) y de tomate (E). NI: no inoculado; ILA: indculo proveniente de Loberia

agricola; ILP: indculo proveniente de Loberia pristino.
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Tabla 2

Indicadores de capacidad micotrofica y de esporulacion y del potencial micorricico de los suelos a partir de los

resultados obtenidos empleando raigras como planta hospedadora

Localidad Manejo MA %2 Ar 9% Abundancia de esporas Potencial micorricico
(n.° esporas/100 g sustrato) (NMP propagulos HMA/100 g suelo)
Benito Juarez A 26,7 Bb® 13,3 Ab° 180 Nd
P 53,9 Aa 22,2 Aa 518 Nd
Carlos Casares A 56,7 Aa’ 35,0 Aa° 370 Nd
P 23,9 Ab 11,7 Bb 1175 Nd
Coronel Dorrego A 20,6 Ab® 14,4 Ab® 325 Nd
P 22,8 Ab 10,6 Abc 358 Nd
Junin A 20,6 Ab® 5,2 Abc” 130 19
P 6,7 Bc 0,6 Acd 163 3,4
Loberia A 42,5 Aa’ 27,5 Aa’ 320 28
P 47,9 Aa 25,4 Aa 900 36
Madariaga A 16,7 Abc’ 7,8 Abc’ 163 Nd
P 7,5 Ac 0,0 Ad 530 Nd
Trenque Lauquen A 4,8 Ac’ 1,4 Ac’ 120 34
P 14,3 Abc 3,1 Abcd 80 28

A: agricola, P: pristino.

MA %: porcentaje de colonizacion micorricica (infeccion total), calculado segln se indica en Materiales y métodos.
Ar %: porcentaje de arbusculos, calculado segun se indica en Materiales y métodos.

Nd: no determinado.

2 Valores seguidos de letras mayusculas distintas indican diferencias significativas entre manejos contrastantes para la
localidad (p < 0,05); letras minUsculas distintas indican diferencias significativas entre localidades para cada manejo
(p < 0,05); letra con apostrofe: agricola; letra sin apostrofe: pristino.

En nuestro trabajo, si bien el niUmero de esporas a campo
fue bajo, la capacidad micotrofica de las plantas trampa
fue elevada. Es probable, entonces, que los propagulos mi-
corricicos en las muestras de suelo fueran principalmente
segmentos de hifas y raices colonizadas, mas que esporas.

La abundancia de esporas de HMA en el sustrato donde
crecieron las plantas trampa se mantuvo en el rango de 80-
1175 esporas/100 g (tabla 2). Lugo y Cabello?' observaron
valores similares (50 a 2000 esporas/100 g) en muestras de
suelo del sur de Cordoba, Argentina. Sin embargo, estos re-
sultados son menores que los obtenidos por Zangaro et al.“,
quienes obtuvieron valores entre 4000 y 8000 esporas/100 g
suelo. Las diferencias mencionadas podrian atribuirse, en
parte, a la disparidad de los biomas en estudio. Mientras
que en este trabajo se analizaron suelos con aptitud agrico-
la, Lugo y Cabello examinaron suelos provenientes de pra-
deras de gramineas del centro de Argentina, y que Zangaro
et al. estudiaron suelos de ambientes de bosque del sur de
Brasil. Otra posibilidad es que se requieran mas de 10 sema-
nas de multiplicacion para la produccion de esporas de to-
dos los propagulos viables?'.

En 6 de las 7 localidades evaluadas, se registr6 mayor
abundancia de esporas en suelos pristinos que en los agrico-
las (tabla 2). Particularmente en Benito Juarez, Carlos Ca-
sares, Loberia y Madariaga, la abundancia de esporas en los
sitios pristinos triplicd a la registrada en los agricolas. En
Coronel Dorrego, la abundancia de esporas fue similar entre

ambas condiciones y en Trenque Lauquen fue levemente su-
perior en el sitio agricola. En todos los casos, la abundancia
de esporas fue el parametro mas elevado de propagulos ca-
paces de formar micorrizas; y se encontraron muestras
(Carlos Casares y Madariaga con manejo pristino) en las
que, aun habiéndose observado abundancia de esporas, se
obtuvieron valores bajos de colonizacion micorricica. La co-
rrelacion entre la abundancia de esporas y la colonizacion
micorricica fue baja (r = 0,37) y sin significancia estadistica
(p = 0,197). Esto coincide con lo comunicado en Argentina
por Becerra et al.3, quienes tampoco encontraron correla-
cion entre el nUmero de esporas y la colonizacion micorrici-
ca. Esto puede deberse a que las hifas se desarrollan mas
rapido que las esporas, acelerando la infeccion en mayor
grado que si esta proviniera de su germinacion. Tommerup*
demostré que la germinacion despareja de las esporas po-
dria estar relacionada con la dormicion que presentan des-
de su formacion, la que varia entre especies de HMA. Por
ejemplo, para Glomus caledonium y Glomus monosporum,
el periodo de dormancia fue de 6 semanas en suelos hime-
dos y de 5 semanas en suelos secos. Para Gigaspora calospo-
ra, fue de 12 y 6 semanas en suelos hiUmedos y secos, res-
pectivamente; mientras que para Acaulospora laevis, en
todas las condiciones de suelo se obtuvieron periodos de
dormancia que alcanzaron los 6 meses.

Luego del periodo de dormicién, bajo condiciones ade-
cuadas de humedad y temperatura, las esporas podrian ser
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capaces de germinar rapidamente y de forma sincronizada.
En nuestro caso, es posible entonces que al momento de
realizar el recuento, gran parte de las esporas se encontra-
ran en periodo de dormancia, por lo que no habrian contri-
buido a la colonizacion micorricica a las 10 semanas de ins-
taladas las plantas trampa. La instalacion de los cultivos
trampa permitié aumentar el nimero de esporas recolecta-
das en comparacion con el suelo proveniente del campo,
donde no se pudieron recolectar esporas nucleadas. Esto
coincide con lo comunicado por Troeh y Loynachan*, quie-
nes utilizando cultivos trampa observaron no solo aumentos
en la abundancia de esporas, sino también aumentos en la
colonizacion por HMA. Es probable entonces que los propa-
gulos micorricicos de los suelos utilizados en este estudio
consistieran en segmentos de hifas y raices colonizadas,
mas que en esporas. Asimismo, es probable también que las
esporas generadas en los cultivos trampa hayan provenido
de las hifas activas de los HMA que colonizaron las plantas
trampa.

La formacién de esporas es una de las fases del ciclo de
los hongos micorricicos que daria cuenta de su llegada a la
madurez’. En general, la esporulacion puede ocurrir entre
la 4.2 y la 8.2 semana de iniciada la micorrizacion bajo la
mayoria de las condiciones®', excepto bajo elevados conte-
nidos de P, lo que puede inhibir la formaciéon de micorri-
zas'>", En este ensayo las determinaciones se realizaron a
la 10.? semana de crecimiento. Por dicha razon, se conside-
ra que el tiempo que permanecieron las raices de las plan-
tas trampa en contacto con los propagulos nativos fue sufi-
ciente para permitir el establecimiento y la estabilizacion
de la colonizacién micorricica.

Si bien se realizaron analisis de correlacion lineal de
Pearson, no se obtuvieron asociaciones significativas entre
los parametros fisicoquimicos y los micorricicos en los sue-
los estudiados (datos no mostrados).

El analisis de componentes principales (PCA) basado en
las caracteristicas quimicas de los suelos, la capacidad mi-
cotrodfica y la abundancia de esporas de las plantas trampa
que crecieron en dichos sustratos permitio separar los sitios
de estudio seglin su manejo (fig. 2). El analisis explico el
86 % de la variabilidad total en los dos primeros componen-
tes, con un 60 % de la varianza explicada por el componente
principal 1 (CP1, eje horizontal). Asimismo, el CP1 muestra
una asociacion positiva (a la derecha) con el contenido de
Fe y P-Bray, explicada principalmente por los suelos de los
sitios pristinos. En oposicion (a la izquierda), se proyectan
negativamente el parametro de micorrizacion (MA %) junto
con el n.” de esporas (n.°). De esta manera, el CP1 sinteti-
z6 el manejo del suelo separando casi en su totalidad los
sitios bajo agricultura de los pristinos. El CP2 (vertical) ex-
plicé aproximadamente el 26 % de la variabilidad y mostré
proximidad entre el MA % y el n.” de esporas con el pH del
suelo y el contenido de materia organica (MO). En general,
las relaciones entre la capacidad micotroéfica y las propieda-
des del suelo mostraron que solo algunas propiedades tuvie-
ron influencia sobre la infectividad de los HMA. En este sen-
tido, se evidencié asociacion negativa (flechas opuestas)
entre MA % y P-Bray, y entre el nUmero de esporas con el
contenido de Fe. Estos resultados confirman los obtenidos
por Covacevich et al." en suelos de sistemas productivos de
la provincia de Buenos Aires, donde la capacidad de formar
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Figura 2 Analisis de componentes principales (PCA) basado en
las caracteristicas quimicas de los suelos colectados bajo ma-
nejo agricola (A) o pristino (P) en relacion con la capacidad
micotrofica (MA = colonizacion micorricica) y la abundancia de
esporas (n.°) determinada en los cultivos trampa. BJ: Benito
Juarez; CC: Carlos Casares; CD: Coronel Dorrego; J: Junin; L:
Loberia; M: Madariaga; TL: Trenque Lauquen.

micorrizas de los HMA nativos se asoci6 principalmente con
la disponibilidad de P y Fe, y no con el manejo agricola de
los suelos. De igual manera, estos resultados coinciden con
lo publicado por Covacevich et al.'>' y Siddiqui et al.*, al
evidenciar que el P disponible en el suelo se asocia negati-
vamente con la formacion de micorrizas. Sin embargo, es-
tos resultados no coinciden con lo comunicado por Djuuna
et al.” para suelos de Australia, quienes no encontraron
relacion entre la capacidad micotrofica y el contenido de P
en el suelo. Seglin estos autores, solo la elevacion de los
sitios y el C organico (parametro que en ocasiones presento
resultados contradictorios) parecieron modular el grado de
micorrizacion. En nuestro estudio, todas las muestras fue-
ron colectadas de sitios con similar pendiente, y si bien la
MO se asocid con la capacidad infectiva, no se evidenciaron
efectos moduladores tan fuertes como los del contenido de
P o Fe. En nuestro conocimiento, no hay reportes disponi-
bles sobre la relacion entre el contenido de Fe en el suelo y
la capacidad de esporulacion. En este sentido, cabe desta-
car que la asociacion negativa entre el contenido de Fe en
el suelo y la abundancia de esporas de HMA podria conside-
rarse una evidencia de efectos del nutriente sobre los HMA,
y constituiria esta la primera comunicacion puntualmente
referida a suelos de la provincia de Buenos Aires.

Potencial micorricico

Las muestras seleccionadas provinieron del norte, oeste y
sudeste de la provincia de Buenos Aires. Los valores mas
altos de NMP de propagulos capaces de formar micorrizas
en los suelos se registraron en Loberia suelo pristino y en
Trenque Lauquen manejo agricola (tabla 2). En contraste,
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los suelos de Junin, tanto bajo manejo agricola como pristi-
no, presentaron el menor potencial micorricico. Estos valo-
res fueron menores que los informados por Covacevich et
al.", en donde estos se mantuvieron en el rango de 700 a
1400 propagulos/100 g en suelos de pasturas del sudeste de
la provincia de Buenos Aires. Si bien los ambientes no serian
comparables, nuestros resultados serian similares a los ob-
tenidos por Silva et al.¥” en suelos de Brasil (entre 1,1y
36 propagulos/100 g suelo).

Las correlaciones entre la abundancia de esporas y el po-
tencial micorricico asi como entre este Gltimo y la capaci-
dad micotrofica fueron bajas (r = 0,44 p = 0,378 y r = 0,46
p = 0,356, respectivamente) y no estadisticamente signifi-
cativas. Estos resultados no fueron los esperados y contra-
dicen lo que refieren algunas publicaciones. Azcon-Aguilar
et al.? mencionaron que el nimero de esporas correlacion6
positiva y significativamente con el potencial micorricico de
suelos del sudeste de Espafa. En nuestro estudio, las mues-
tras colectadas en Trenque Lauquen, particularmente en
situacion pristina, aun cuando evidenciaron elevado poten-
cial micorricico, presentaron una baja capacidad micotrofi-
ca y abundancia de esporas en los cultivos trampa (tabla 2).
Si bien el elevado contenido del P-Bray en dicho sitio, con
mas de 200 mg/kg en situacion pristina, podria haber afec-
tado negativamente la capacidad micotrofica y la esporula-
cion, también se hubiera esperado un efecto similar para el
potencial micorricico. Se desconocen las causas de esta dis-
cordancia; deberian dirigirse futuros estudios a dilucidar
este aspecto.

La abundancia de esporas cuantificada en los suelos de
las plantas trampa fue siempre mayor que el potencial mi-
corricico. Lo mismo fue comunicado por Silva et al.?, en su
estudio de suelos provenientes de Brasil. Esto puede deber-
se, por un lado, a que las esporas son estructuras mas resis-
tentes que otros tipos de propagalos y podrian permanecer
por mas tiempo en el suelo si se compara con las hifas o los

restos vegetales micorrizados. Por otra parte, podria haber-
se incurrido en una sobreestimacion de este parametro,
dado que en ocasiones, esporas con nicleos visibles pueden
no germinar (http://www.biomedcentral.com/1471-2148/
11/51). Asimismo, tal vez las esporas se encontraban en
estado de dormancia, por lo que quiza no pudieron formar
micorrizas dentro de las 10 semanas de establecidas las
plantas trampa.

Eficiencia micorricica

Las muestras provenientes de Loberia registraron alto po-
tencial micorricico y capacidad micotrofica en las planta
trampa, y abundancia intermedia-alta de esporas en com-
paracion con Junin y Trenque Lauquen, donde se observaron
menores valores para todos los parametros mencionados
(tabla 2). El suelo-indculo seleccionado de Loberia permitio
un mayor crecimiento de las plantas de maiz, a juzgar vi-
sualmente (fig. 1D), y si bien se registraron incrementos de
MSA por la inoculacion, estos no fueron estadisticamente
significativos. La mayor RM se registré en las plantas inocu-
ladas con suelo de LA: 32 %, en comparacion con las
inoculadas con suelo de LP: 25 % (fig. 3). Como era de espe-
rar, las plantas no inoculadas no evidenciaron colonizacion
micorricica, mientras que la mayor capacidad micotroéfica
en plantas de maiz se registré por la inoculacion con suelo
de LA (tabla 3).

De manera similar a lo mencionado para maiz, también
se observaron diferencias visuales por la inoculacion en to-
mate (fig. 1E). Aun asi, las diferencias en produccion de MSA
fueron estadisticamente no significativas, a pesar de que se
registraron algunos incrementos en la produccion de MSA,
que representaron una RM superior al 90 % y 50 % para las
plantas inoculadas con suelo de LA y LP, respectivamente
(fig. 3). De manera similar a lo mencionado en el caso del
maiz, no se registré evidencia de colonizacién micorricica
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Figura 3 Produccion de materia seca aérea (MSA), colonizacion micorricica (MA) y respuesta micorricica (RM) de plantas de maiz
y tomate a los 15 y 23 DDS, respectivamente, en funcion de la inoculacion. NI: no inoculado, I-LA: inoculado con indculo provenien-
te de Loberia agricola; I-LP: inoculado con indculo proveniente de Loberia pristino. n.s.: no significativo (p > 0,05).
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Tabla 3 Capacidad micotrofica en plantas de maiz y de
tomate en funcion de la inoculacion

Inoculacion MA % maiz? MA % tomate?
NI Ob 0b

I-LA 16,4 a 10,5 a
I-LP 8,2b 3,4b

NI: control no inoculado, I-LA: inoculado Loberia
agricola, I-LP: inoculado Loberia pristino.
MA %: porcentaje de colonizacion micorricica (infeccion
total).

2 Valores seguidos de letras distintas indican
diferencias significativas entre tratamientos de
inoculacion para esa especie vegetal (p < 0,05).

en las plantas no inoculadas, Aun cuando la capacidad mi-
cotroéfica fue baja para ambos tratamientos inoculados, in-
dependientemente del manejo previo, fue mayor en las
plantas inoculadas con LA (tabla 3).

Las RM positivas por la inoculacion con HMA en maiz se-
rian coincidentes con lo que informa Astiz Imaz’, quien tam-
poco obtuvo incrementos de crecimiento estadisticamente
significativos. En su estudio, Astiz Imaz' también observd
respuestas micorricicas positivas en plantas de maiz a los
45 DDS por la inoculacion con HMA provenientes de dos lo-
calidades de la provincia de Buenos Aires: Loberia, con
otros indculos diferentes de los utilizados en este estudio, y
Coronel Dorrego.

En algunos trabajos realizados en el extranjero también
se hallaron efectos positivos por la inoculacion con HMA?7:38,
Sin embargo, algunas publicaciones son contradictorias.
Blanco y Gutiérrez® encontraron respuesta negativa en maiz
a los 48 DDS por la inoculacion con HMA provenientes de un
ecosistema nativo de Costa Rica (34 mg P/kg, 223 mg Fe/
kg, 6,10 % MO y textura arcillosa). Los citados autores han
atribuido la falta de respuesta a la inoculacion tanto a un
desbalance entre K, Ny P en el sustrato de crecimiento (lo
que podria haber provocado una disminucion del efecto de
las micorrizas) como a la baja efectividad de los HMA nati-
vos utilizados como inoculantes.

Las RM positivas en la produccion de biomasa de tomate
por la inoculacion con HMA obtenidas en este estudio serian
similares a las obtenidas por Mujica Pérez y Fuentes Marti-
no?, quienes obtuvieron en esta especie efectos positivos,
aunque no significativos, por la inoculacion con HMA. Ade-
mas, Subramanian et al.*® informaron que plantas de toma-
te inoculadas presentaban mayor altura que las no inocula-
das, independientemente de la condicion de humedad del
suelo; sin embargo, la RM fue mayor en los tratamientos
sometidos a sequia grave.

En este trabajo, si bien los incrementos de crecimiento
debido a la inoculacion fueron no significativos, las dos espe-
cies mostraron un valor de RM positivo, alcanzando valores
del 95 % de MSA en tomate. Tanto con maiz como con tomate,
la mayor RM se obtuvo por la inoculacion con los indculos
provenientes de LA. Estos inoculos, provenientes de suelos
con elevados contenidos de MO y Fe y con moderados niveles

de P-Bray, fueron los que presentaron mayor capacidad mico-
tréfica, intermedio-alto potencial micorricico y abundancia
de esporas. Asimismo, la mayor micorrizaciéon en maiz y to-
mate se registro por la inoculacion con el suelo-inéculo pro-
veniente de LA. Si bien la micorrizacion fue baja (probable-
mente a consecuencia del corto tiempo de exposicion de las
plantas a los indculos -menos de 30 dias-), se obtuvieron in-
crementos de crecimiento no significativos, en correspon-
dencia con la aln incipiente micorrizacion.

Conclusiones

El manejo de uso del suelo (agricola y pristino) no afecto6 a
los parametros de micorrizacion evaluados (capacidad mi-
cotrofica, potencial micorricico y abundancia de esporas).
Asimismo, los elevados contenidos de P y Fe en el suelo se
manifestaron como depresores de la capacidad micotroéfica
y de esporulacion en asociacion con plantas-trampa de rai-
gras.

La inoculacion con consorcios microbianos (con HMA) na-
tivos de Loberia provenientes de lotes bajo manejo agricola
llevo a una RM positiva en maiz y tomate. Los experimentos
fueron exploratorios, pero los resultados sugieren que los
bajos incrementos de crecimiento serian consecuencia de
una simbiosis micorricica incipiente. La mayor eficiencia
del indculo proveniente del sitio agricola es un hallazgo no-
vedoso, en tal sentido deberian encararse futuros estudios
orientados a establecer los mecanismos involucrados.
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