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Resumen

En la provincia de Tucuman el cultivo de frutilla ocupa una superficie de 350 hectareas. El mismo es invernal,
con cosechas periddicas de fines de mayo a noviembre inclusive. Para evitar esta discontinuidad de produccion,
se incorporan al espectro de variedades precoces (Fortuna y Festival), variedades tardias, entre ellas Camino Real.
Los objetivos de este trabajo fueron estudiar las micorrizas vesiculo-arbusculares, los endofitos septados oscuros
y caracterizar la anatomia radical en Fragaria ananassa var. Camino Real en cultivo comercial en la provincia de
Tucuman. El muestreo fue realizado en el INTA-EEA Famailla, Tucuman, Argentina. Se recolectaron los sistemas
radicales correspondientes a un total de 20 individuos; los que fueron tratados con técnicas convencionales. Los
sistemas radicales de la variedad Camino Real presentan las cé€lulas del parénquima cortical colonizadas por
micorrizas vesiculo-arbusculares con dos tipos morfoldgicos simultaneos: Arum y Paris, siendo la morfologia
Arum la de mayor frecuencia. Ademas, el tejido cortical presenta endofitos septados oscuros. La anatomia radical de
la estructura primaria presenta una histologia tipica con estelas de tipo diarca a tetrarca. Mientras que la estructura
secundaria de la raiz muestra diferentes estadios de crecimiento, con restos de epidermis y parénquima cortical
adheridos a la polidermis en formacion. Se describen por primera vez, para Argentina, las micorrizas vesiculo-
arbusculares, los endoéfitos septados oscuros y la anatomia radical en Fragaria ananassa var. Camino Real.
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Abstract

In the province of Tucuman strawberry cultivation occupies an area of 350 hectares. It is a winter crop, with
periodic harvests since late May to November inclusive. To avoid this discontinuity of production, a late variety
(Camino Real) was added to the spectrum of early varieties (Fortuna and Festival). This paper aims to evaluate
the vesicular-arbuscular mycorrhiza, dark septate endophytes and characterize the radical anatomy in Fragaria
ananassa variety Camino Real in the province of Tucuman. The sampling was carried out at INTA-EEA Famailla,
Tucuman, Argentina. The radicals systems corresponding to 20 individuals were collected and treated with
conventional techniques. The root systems of the variety Camino Real, show cortical parenchyma cells colonized
by vesicular-arbuscular mycorrhizae which have two simultaneous morphological types: Arum and Paris. The
Arum morphology is the most frequent. In addition, the cortical tissue has dark septate endophytes. The radical
anatomy of the primary structure presents a typical histology with diarca to tetrarch stela, while the secondary
root structure show different stages of growth with traces of epidermis and cortical parenchyma attached to the
polidermis in development. The vesicular-arbuscular mycorrhizae, dark septate endophytes and radical anatomy
of Fragaria ananassa var. ‘Camino Real’ were described for the first time for Argentina.
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Introduccion

Los hongos formadores de micorrizas vesiculo-
arbusculares (MVA) pertenecen al Phylum Glo-
meromycota. Es frecuente encontrar a estos or-
ganismos en asociaciones simbioticas con plantas
terrestres (Schiibler ef al., 2001). Las MVA me-
joran el crecimiento de las plantas al facilitar la
absorcion de nutrientes limitados en el suelo tales
como N, P, Zn y Cu (Sieverding, 1991). Ademas,
confieren una mayor tolerancia al ataque de pa-
togenos y a la sequia (Newsham et al., 1995). A
cambio, los hongos reciben compuestos carbona-
dos resultantes de la actividad fotosintética de la
planta (Pfeffer et al., 1999). Las MVA se carac-
terizan por presentar dos morfologias diferentes,
una tipo Arum: vesiculas e hifas intercelulares que
forman arbusculos que invaden la célula coloniza-
da, y otra tipo Paris: hifas intracelulares ovilladas
que pueden desarrollar arbusculos (Smith y Smith,
1997; Barker et al., 1998; Smith et al., 2008).

Otro grupo de hongos que se encuentran fre-
cuentemente en raices de plantas son los endofitos
septados oscuros (ESO), pertenecientes a los As-
comycetes dematidceos que colonizan inter e in-
tracelularmente los tejidos radicales (Jumpponen,
2001; Barrow y Aaltonen, 2001; Barrow, 2003).

La familia Rosaceae incluye varias especies que
son susceptibles a la colonizacion por micorrizas
arbusculares (Ahulu et al., 2005; Menoyo et al.,
2007). En Argentina el género Fragaria esta re-
presentado por 74 especies, muchas de las cuales
son apreciadas por sus frutos comestibles (Zardi-
ni, 1973 y 1999).

En la provincia de Tucuman, importante pro-
ductora de frutilla de Argentina, el cultivo ocu-
pa una superficie de 350 hectareas (Agiiero y
Kirschbaum, 2013). El mismo es invernal, con co-
sechas periodicas desde fines de mayo a noviem-
bre (Kirschbaum y Mamana, 2008). Para evitar
discontinuidad de produccion, se incorporan nue-
vas variedades al espectro cultivado, entre ellas
Camino Real, la que ocupa actualmente el 25%
del area cultivada en la provincia (Kirschbaum,
Comunicacion personal, 2014). El sistema radical
de esta variedad se concentra en los primeros 30
cm del suelo, lo que permite grandes densidades
de plantacion y facilita la recoleccion del fruto
(Angulo, 2009).

Los antecedentes sobre MVA en Fragaria son
referidos fundamentalmente a su inoculacion para
mejorar el crecimiento y desarrollo de la planta
(Niemi y Vestberg, 1992; Williams et al., 1992;
Rivera-Chavez et al., 2012). En la provincia de

Tucuman estudios previos s6lo mencionan la pre-
sencia de MVA en los géneros Duchesnea, Fra-
garia y Potentilla (Brandan de Weht et al., 2002;
Albornoz et al., 2007). Aunque Albornoz et al.
(2014), describe los tipos morfologicos de la aso-
ciacion endomicorricica, la presencia de oscuros
septados y un tercer enddfito en raices de Fraga-
ria vesca, Duchesnea indica y Potentilla tucuma-
nensis, son escasos los antecedentes referidos a la
inoculacion con MVA en distintas variedades de
frutillas (Stewart et al., 2005). Salgado-Barreiro
et al. (2012) evaluaron el efecto del crecimiento
de plantas de la var. Camino Real inoculadas con
Glomus intraradices. Debido a que no se registran
antecedentes para la variedad mencionada en la
provincia de Tucuman ni en el pais, los objetivos
de esta investigacion fueron estudiar las MVA, los
enddfitos septados oscuros y la anatomia radical
en Fragaria ananassa var. Camino Real en la pro-
vincia de Tucuman.

Materiales y métodos
Area de estudio

El muestreo fue realizado en la Estacion Ex-
perimental Agropecuaria Famailla, del INTA, en
Tucuman (27° 03° S; 65° 25’ W, 363 m.s.n.m.), en
un suelo tipo franco limoso con 2,18 % de ma-
teria organica, durante las campafias 2010-2011.
Las plantas fueron cultivadas en suelos sin des-
infeccion (S/D). Dicho suelo tuvo como cultivo
antecesor sorgo durante el periodo estival, rotando
frutilla sorgo frutilla.

Plantacion

Se realizo del 25 al 28 de abril, en camellones de
0,50 m de ancho en la mesada y 0,80 m en la base,
distanciados a 1,30 m entre si. Dentro de cada ca-
mellon, cubiertos por el mulch o acolchado plasti-
co (AP) (Maynard y Hochmuth, 2007), se planto
en doble hilera a tresbolillo, a 0,30 m entre hileras
y 0,30 m entre plantas.

Riego y fertilizacion

Se instalé una cinta de goteo, con cinco goteros
por metro con un caudal de 1 I-h"!, por camellon
para el aporte de agua. La frecuencia de riego fue
de tres a cinco veces por semana, aportando la can-
tidad de agua para mantener el suelo a capacidad
de campo (CC). La fertilizacion fue igual a 120 kg
N-ha' en una relacion de N:P,0,:K 0:CaO:MgO
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(1:0,7:2:0,4:0,2) aplicados a través del riego por
goteo y fertilizacion de base durante el armado de
los camellones con triple 15 (N:P:K).

Muestreo del sistema radical

Se recolectaron, al azar, los sistemas radicales
completos pertenecientes a un total de 20 indivi-
duos, en dos estadios fenologicos: pico de fructi-
ficacion y final del ciclo. El material obtenido se
acondiciono en bolsas de nylon y se conservo en
heladera a 4°C hasta su procesamiento.

Para el estudio de las MVA, en el laboratorio,
las raices correspondientes a 15 individuos fueron
tratadas segliin la técnica de Phillips y Hayman
(1970), posteriormente fueron tefiidas con azul de
tripan en glicerina al 0,05%. La cuantificacion de
las micorrizas arbusculares se realizo siguiendo el
método de interseccion (McGonigle et al., 1990),
utilizando un microscopio 6ptico Olympus con
aumento de 200x. En cada sistema radical se se-
leccionaron al azar 30 fragmentos de 1 cm de lon-
gitud y en cada fragmento se examinaron 5 inter-
secciones (150 intersecciones por cada individuo).

Para el estudio de la anatomia radical se traba-
jo con el sistema completo de 5 individuos pro-
venientes de estolones (raices adventicias) y 5
individuos obtenidos por germinacion de aque-
nios (raices seminales). Se realizaron secciones
transversales a mano alzada de raices seminales
y adventicias, las que fueron coloreadas con una
doble tincion azul astral-safranina (D”Ambrogio
de Argilieso, 1986). Las observaciones se reali-
zaron en microscopio estereoscopico (Olympus)
y Optico (Zeiss, Axiostar Plus). Las fotografias
fueron tomadas con camara digital (Canon A620,
Power Shot 7,1 MP y Olympus SP-350 de SMP).
Los preparados de referencia se encuentran en la
histoteca del Instituto de Morfologia Vegetal de la
Fundacion Miguel Lillo.

Muestreo de suelo

Para cada periodo evaluado se extrajeron 8
muestras de suelo de los primeros 20 cm de pro-
fundidad, las que se almacenaron en bolsas plas-
ticas etiquetadas. Las muestras fueron sometidas
a un analisis fisico-quimico donde se evaluaron
las siguientes variables: pH, Carbono y Nitrégeno
(%), Potasio (meq/100g), Fosforo (ppm), textura,
conductividad eléctrica (dS/m), capacidad de in-
tercambio cationico (meq/L), y relacién absorcion
sodio (RAS) (Tabla 1).

Analisis de datos

Para cada individuo se cuantificd el porcentaje
de colonizacion por MVA (hifas, arbusculos y ve-
siculas) y ESO. Debido a la gran variabilidad en
los porcentajes de colonizacion de cada parametro
se aplico la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis (Quinn y Keough, 2002) para comparar las
MVA y los ESO entre los estadios pico de fructifi-
cacion y final del ciclo.

Resultados
Micorrizas vesiculo-arbusculares

Los sistemas radicales de Fragaria ananassa
var. Camino Real presentan las células corticales
colonizadas por micorrizas arbusculares con dos
tipos morfologicos simultaneos: Arum y Paris.
La morfologia Arum es la de mayor frecuencia y
presenta hifas gruesas con estructuras en “H”, que
recorren paralelas a la superficie radical de manera
intercelular (Figura 1A) y forma arbusculos latera-
les intracelulares (Figura 1B), ademas estas hifas
llevan vesiculas terminales de forma elipsoidales
(Figura 1C). La morfologia Paris es de hifas grue-
sas intracelulares que forma circunvoluciones (Fi-
gura 1D, 1E). El tejido cortical presenta ademas,
endofitos septados oscuros con hifas intercelula-
res (Figura 1F) y microesclerocios intracelulares

Tabla 1. Analisis granulométrico y fisico quimico del suelo rizosférico de lotes pertenecientes a los ensayos colec-
tados en 2010 y 2011, en la localidad de Famailla, Tucuman..

Fertilidad Salinidad

CIC (megq/L)
pH C (%) N (%) K (meq/100g) P (ppm) Textura CE dS/m Na K Ca Mg co, HCO, I RAS
Lote 2010 5,9 1,25 0,13 1,0 35 FrL 0,6 L2 08 31 20 0 1,0 2,0 1,9
Lote 2011 5,5 1,15 0,1 1,2 43 FL 08 37 09 44 25 0 21 39 1,99

Referencias: Abreviaturas: C, carbono; N, nitrogeno total; K, potasio; P, fosforo; FrL, franco limoso. CE, conduc-
tibilidad eléctrica; CIC, capacidad de intercambio catidnico; RAS, relacion adsorcion sodio. Lote 2010, muestras
de suelo colectadas en 2010 y Lote 2011 muestras colectadas en 2011.
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(Figura 1G), ambas estructuras de color castafio.
El porcentaje de colonizacion hifal y arbuscular
presentd diferencia significativa en el estadio de
fructificacion en el primer afio de analisis. La co-
lonizacion vesicular no present6 diferencia en los
estadios analizados. Los oscuros septados aumen-
taron al final del ciclo de la planta en los dos afios
evaluados, presentando diferencia significativa al
final del ciclo en 2010 (Tabla 2).

Figura 1. Fragaria ananassa var. Camino Real. En-
dofitos radicales. A. Hifas gruesas intercelulares con
estructuras en “H” (tipo Arum); B. Arbusculos latera-
les (tipo Arum); C. Vesicula terminal; D. Circunvolu-
ciones intracelulares (tipo Paris); E. Circunvoluciones
intracelulares con arbusculos (tipo Paris); F. Enddfitos
septados oscuros con hifas intercelulares; G. Microes-
clerocios intracelulares. Referencias: a, arbusculos; ci,
circunvolucion intracelular; hi, hifa intercelular.

Tabla 2. Porcentaje de MVA y ESO en Fragaria ana-
nassa var. Camino Real en suelo sin desinfeccion (S/D).

Estadio 7o MVA % ESO
Hifal Arbuscular Vesicular

Fructificacion (2010)  32,8a 34,9a 1,2 24,1ab
Final ciclo (2010) 11,1b 20,7b 1,2 32,1a
Fructificacion (2011)  18,6b 9,9¢ 1 11,25¢
Final ciclo (2011) 19,5b 16,5bc 0,9 14,55bc
N réplicas 10 10 10 10
Estadistico H 17,9 24,6 1,0 19,7
Grados de libertad 9 9 9 9
Probabilidad 0,0002  <0,0001 0,7 0,0001

Anatomia de la raiz

En seccion transversal, la estructura primaria
presenta epidermis unistrata; por debajo de ésta se
desarrolla un parénquima cortical formado por 2-4
estratos de células isodiamétricas; se continiia con
una endodermis con bandas de Caspary radiales,
y un periciclo unistrato; internamente el sistema
vascular se organiza en una estela de tipo diarca
(Figura 2A). En algunas secciones se evidenciaron
canales de aire longitudinales en el parénquima
cortical (no se muestra en imagen).

9um

Figura 2. Fragaria ananassa var. Camino Real. Ana-
tomia radical, secciones transversales. A. Raiz con
crecimiento primario; B. Detalle raiz con crecimiento
secundario temprano, estela triarca; C. Raiz con creci-
miento secundario temprano, estela tetrarca; D. Detalle
de granulos de almidén simple con hilo excéntrico; E.
Seccioén transversal de raiz con crecimiento secunda-
rio avanzado, polidermis en formacion. Referencias: a,
almidon; en, endodermis; ep, epidermis; f, floema; pc,
parénquima cortical; pe, periciclo; pol, polidermis; px,
protoxilema.

En un estadio mas avanzado del desarrollo se ob-
serva un crecimiento secundario temprano, donde
la epidermis es unistrata; internamente la corteza
parenquimatica estad formada por 15-16 estratos
de células que reservan granos de almidon simple
con hilo excéntrico; se mantiene la endodermis; el
sistema vascular presenta el cambium continuo al
igual que el xilema y el floema; internamente se
observan de 3-4 puntos protoxilematicos (estelas
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triarca y tetrarca), lo que indica la variacion estelar
que presentan los estadios primarios (Figura 2B, C
y D). Mientras que un estadio mas avanzado atn,
la estructura secundaria sigue teniendo crecimien-
to temprano con restos de epidermis y parénquima
cortical adheridos a la polidermis en formacion,
internamente se distingue escaso parénquima cor-
tical (3-4 estratos) y el sistema vascular continuo
(Figura 2E).

Discusion

En Argentina, diversos grupos de plantas, inclu-
yendo helechos, mono y dicotiledoneas se encuen-
tran simultaneamente colonizados por micorrizas
vesiculo arbusculares (MVA) y endofitos septados
oscuros (ESO) (Urcelay et al., 2005; Hernandez
et al.,2010; Lugo et al., 2011), lo que sugiere que
esto es mas frecuente de lo esperado como sostie-
ne Lugo et al. (2011).

El sistema radical de F. ananassa var. Camino
Real presenta la co-ocurrencia de las morfologias
Arum-Paris y los ESO, este tipo de asociaciones
fue también observada por Kubota et al. (2005) y
Albornoz et al. (2014); este Gltimo para Fragaria
vesca, especie silvestre emparentada con la culti-
vada aqui estudiada.

Anatémicamente se analizaron raices semina-
les y adventicias, éstas lltimas presentaron varia-
cion en el tipo de estela de diarca a tetrarca, lo
cual estaria relacionado con el origen estolonifero
de algunas de las plantas. Mientras que las raices
seminales siempre presentaron estelas diarcas. La
presencia de canales de aire longitudinales en la
corteza primaria de la raiz responde a la asocia-
cion micorricica arbuscular con morfologia Arum.
Consideramos que la presencia de polidermis y
almidén en las raices adventicias, con diferentes
estadios de crecimiento secundario, son elementos
de valor diagnostico, en concordancia con lo pro-
puesto por Albornoz et al. (2007), para el género
Fragaria.

La disminucion en el porcentaje de MVA y de
ESO en el segundo afio de analisis se correlaciona
con los mayores valores de fosforo (43 ppm) en-
contrados para éste periodo; resultados similares
fueron mencionados por Albornoz et al. (2014).
Es importante mencionar que el contenido de {os-
foro disponible en el suelo es una de las variables,
por la cual una especie vegetal depende de la aso-
ciacion para subsistir; ese valor se estima por de-
bajo de 20 ppm (Barea et al., 2002; Read y Pérez
Moreno, 2003).

Salgado-Barreiro ef al. (2012) inocularon plan-

tas de la variedad Camino Real con MVA, las que
fueron regadas con fertilizantes a distintas concen-
traciones y demostraron que si bien la inoculacion
promueve el crecimiento, la simbiosis se desarro-
lla mejor a concentraciones bajas de fertilizantes
nitrogenados. Resultados similares fueron obteni-
dos por Salazar et al. (2012), quienes inocularon
plantas de la misma variedad sin el aporte de fer-
tilizantes, y lograron una produccion significativa
en relacion a las plantas controles. La baja mico-
rrizacion observada en los sistemas radicales de la
variedad aqui estudiada se deberia al alto conte-
nido de fosforo, sumado a la fertilizacién con ni-
trogeno que se realizo a través de la fertilizacion
de base y fertirriego; y no al tipo de ramificacion
del sistema radical como proponen Smith y Read
(2008).

Conclusiones

Los resultados aportados en este trabajo sugie-
ren que para favorecer la asociacion planta-M VA-
ESO se deberia reducir la cantidad de fosforo y
nitrégeno en el suelo. Ademas, esta reduccion en
el uso de fertilizantes se traduciria en una dismi-
nucion en los costos de produccion y la contami-
nacion ambiental. Se citan y describen por pri-
mera vez para Argentina las MVA, los ESO y la
anatomia radical en F ananassa var. Camino Real.
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