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RESUMEN

En ocasiones los propagulos de hongos micorricicos arbusculares (HMA) en los suelos pueden estar en bajo nimero o
éstos no ser eficientes para aumentar el crecimiento de las plantas hospedadoras. La estrategia seria recurrir a la
inoculacion con HMA (nativos o no). Si la inoculacion se realiza con HMA no nativos, debe considerarse que los suelos
difieren en su receptividad a los HMA a ser introducidos. El objetivo del trabajo fue seleccionar algunos indicadores de
presencia, actividad y beneficio de la simbiosis planta-HMA no nativos para ser utilizados como indculos en suelos
moderadamente acidos. Para ello, se evalué como la inoculacion con HMA incidi6 sobre la colonizacion micorricica
y algunos parametros de crecimiento en una planta modelo crecida en dos suelos moderadamente acidos de diferente
origen (Argentina y Francia). En el suelo de la Argentina la inoculacion con Glomus claroideum 'y Acaulospora longula
ocasionaron los mayores grados de micorrizacion total y con actividad fosfatasa alcalina (ALP) asi como las mayores
respuestas micorricicas (RM). En el suelo de Francia, el mayor crecimiento y cantidad de raiz micorrizada se obtuvieron
por la inoculacién con 4. longula. La inoculacion con Scutellospora pellucida presenté adecuada RM en el suelo de la
Argentina, pero nula en el suelo de Francia. G. clarum manifest6 una alta capacidad micotroéfica, aunque una baja
eficiencia de dicho inéculo para ser utilizado en los suelos testeados. Asimismo, la inoculacion con 4. laevins presentd
los mas bajos niveles de colonizacion y las menores respuestas de crecimiento en ambos suelos. El analisis directo de
los parametros, asi como el analisis multivariado entre la RM y los parametros de micorrizacion y crecimiento mostraron
que la combinacion entre los parametros de peso aéreo y de produccion de raices con los de colonizacion micorricica
@ (total y con actividad ALP) resultan adecuadas para identificar de manera rapida las potenciales cepas de HMA a @
introducir. La actividad ALP es un parametro que evidencio la actividad de los HMA y con buena correlacion con la
respuesta de crecimiento. La produccion de raices combinado con el porcentaje de micorrizacién mostrd ser un
parametro de utilidad, sin embargo hay que considerar que en condiciones de campo no es factible cuantificar el peso
seco obtenido por planta. El crecimiento en altura de la planta, puede, en algunos casos, ser un parametro de utilidad.

Palabras clave. Micorrizas - Actividad fosfatasa alcalina - Respuesta micorricica.

INDICATORS TO SELECT EFFICIENT ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI INOCULA
IN MODERATELY ACIDIC SOILS

ABSTRACT

The propagules of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) in soils are sometimes insufficient in number or efficiency to
increase the growth of host plants, a situation which could be resolved by inoculating the soils with indigenous or non-
indigenous AMF, always taking into account that soils may differ in their receptivity to the introduced AMF. The aim
of'this work was to select parameters as indicators of the presence, activity and benefit of plant-symbiotic non-indigenous
AMF which can be used as inoculants in moderately acidic soils. We evaluated how inoculation with AMF affected
mycorrhizal colonization and growth parameters of model onion plants grown in two moderately acid soils of different
origin (Argentina and France). Inoculation with Glomus claroideum and Acaulospora longula in the Argentinean soil
produced the highest AMF colonization of roots, total alkaline phosphatase activity (ALP) and highest mycorrhizal
response (MR). In the soil from France, inoculation with A. longula produced the highest amount of mycorrhizal roots
and plant growth. Inoculation with Scutellospora pellucida produced an appropriate MR in the Argentinean soil but no
significant MR was detected in the soil from France. G. clarum showed a high capacity to colonize roots but low
efficiency for MR. Inoculation with A. laevins produced the lowest levels of colonization and MR in both soils. Direct
and multivariate analysis of the tested parameters showed that the accumulation of dry shoot matter and fresh root matter
combined with mycorrhizal colonization (both total and with ALP activity) is adequate for the rapid identification of
potentially efficient strains for introduction into the tested soils. The ALP efficiently showed tested AMF activities and
good correlation with plant growth responses. Although root growth combined with mycorrhizal colonization could be
a useful parameter, it must be taken into consideration that it is not easy under field conditions to quantify total weight
per plant. Plant height may in some cases be a useful parameter.

Key words. Mycorrhiza - Alkaline phosphatase activity - Mycorrhizal responsiveness.
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INTRODUCCION

Las micorrizas arbusculares constituyen el tipo de
asociacion simbiotica entre raices de plantas vasculares
y hongos del suelo pertenencientes al Phylum Glomero-
mycota (SchiiBler et al., 2001) mas extendida en la na-
turaleza (Harley, 1989, 1991; Schwarzott et al., 2001;
Brun-drett, 2004). Los incrementos de crecimiento en
plantas colonizadas por los hongos formadores de
micorrizas arbusculares (HMA) han sido bien reportados
(Kough & Gianinazzi-Pearson, 1986; Pfleger &
Linderman, 1996; Sylviaet al.,2005; Rilling & Mummey,
2006). Sin embargo, en ocasiones la micorrizacion nati-
va puede presentarse en bajo numero, o puede no ser
eficiente para aumentar el crecimiento (Hamel, 1996;
Pfleger & Linderman, 1996; Covacevich & Echeverria,
2008). En estas situaciones la estrategia seria recurrir a
la inoculacion, esto es, la incorporacién de HMA (nati-
vos 0 no) a efectos de incrementar el crecimiento de las
plantas. En caso en que lainoculacionserealicecon HMA
no nativos, debe considerarse que los suelos difieren en
sureceptividad alos microorganismos a ser introducidos.
En particular para los HMA, la receptividad puede ser
definida como la capacidad de un suelo para favorecer el
desarrollo de la simbiosis luego de la inoculacién
(Plenchette, 2000). De esta manera, la evaluacion de la
receptividad de un suelo, deberia serun factor clave para
la determinacion de las cepas de HM A no nativo a intro-
ducirenunsuelo. Plenchette (2000) estimo lareceptividad
deunsueloirradiado conrayos gamma frente aunainica
especie de HMA por un ensayo de dosis de indculo-res-
puestade crecimiento. Sinembargo, distintas especies de
HMA pueden diferir en su capacidad de estimular el cre-
cimiento de las plantas, asi como distintas especies ve-
getales pueden responder diferencialmente a la inocula-
ciéncon HMA (Vierheiling & Ocampo, 1991; Schweiger
etal.,2007). Varios factores edaficos, tanto del tipo bidtico
(relaciones HMA con bacterias u otros microorganismos)
como abiotico, climaticos y hasta de caracter antropogénico
(particularmente las practicas agricolas como aplicacion
depesticidas, fertilizantes, fungicidas, etc.) pueden afectar
el desarrollo de los HMA y sus relaciones con las plantas
hospedadora (Moreira & Siquiera, 2006). En particular
el pH, el contenido de materia organica, asi como el de
fosforo del suelo son parametros que definen en gran parte
la eficiencia de los HMA que se desarrollan en el mismo
(Williams et al., 1992; Schweiger et al., 2007), por lo que
deben ser considerados en el momento de seleccionar un
potencial in6culo apropiado (Moreira & Siquiera, 2006).

Lacolonizacion deraices por HMA hasido el pardme-
trocominmente utilizado como indicadorrapido delapre-
senciade lasimbiosis micorricica. Sinembargo, la estima-
cion de la biomasa fungica presente en las raices colorea-
das utilizando las metodologias tradicionales con azul
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tripan pareciera no ser suficiente, dado que tanto las es-
tructuras fungicas vivas como muertas son coloreadas con
dichoreactivo (Tisserantetal., 1993; Joner et al.,2000; Van
Aarle et al., 2002). Por dicha razén, se han desarrollado
algunas técnicas de tincion que permiten evidenciar cier-
tas actividades enzimaticas de los HMA como medidas
de su actividad. Tisserant ez al. (1993) han desarrollado
un procedimiento de tincion de raices que pone en evi-
dencia las enzimas fosfatasas alcalinas presentes en las
vacuolas delos tejidos de los HMA (Gianinazzi-Pearson
& Smith, 1993), el cual puede ser una herramienta de
utilidad enanalisis de eficiencia de los HMA (Gianinazzi-
Pearson & Gianinazzi, 1978; Zhao et al., 1997; Joner et
al.,2000; Van Aarle et al., 2002). Ademas de incremen-
tar la nutricién mineral, la simbiosis micorricica afecta
la ecofisiologia de la planta hospedadora. En tal sentido,
sehanreportado alteraciones en la elasticidad de las hojas,
cambios en el potencial agua y turgencia de hojas, varia-
ciones en la tasa de transpiracion entre otros (Moreira &
Siquiera, 2006) como resultado de la formacion de
micorrizas. Asimismo, es probable que otros parametros
del crecimiento vegetal tales como la produccion de
biomasa aérea y radical, asi como la tasa de crecimiento
delaplantapodrian sertambién considerados indicadores
para evidenciar el beneficio que la planta hospedadora
puede obtener de la simbiosis micorricica.

Lossuelosdela Pampa Argentina, particularmente los
del sudeste de la provincia de Buenos Aires son mode-
radamente 4cidos, presentan un elevado contenido de ma-
teria organica y una activa biomasa microbiana (Eche-
verria et al., 1993). Estos suelos, presentan elevada diver-
sidad y riqueza de HMA particularmente en agroecosis-
temas poco degradados (Menéndez et al., 2001; Lugo &
Cabello, 2002; Covacevich et al., 2006; Schalamuk et al.,
2006; Covacevich et al., 2007). Sin embargo, evaluacio-
nes preliminares (Covacevich & Echeverria, 2008) han
puesto en evidencia que los HMA nativos de campos
agricolas de trigo no son eficientes con respecto a la fer-
tilizacion fosfatada, por lo que la inoculacion con HMA
mas eficientes podria ser una alternativa promisoria para
disminuir el uso de fertilizantes.

Resultanecesario definir indicadores que pueden ser
facilmente utilizados para la deteccion de potenciales
indculos a seleccionar en ensayos dereceptividad. El pre-
sente trabajo tuvo por finalidad evaluar la utilidad de al-
gunas técnicas y parametros de cuantificacion de presen-
cia, actividad y beneficio de la simbiosis planta-HMA a
efectos de seleccionar hongos con potencial eficienciaen
incrementar el crecimiento de las plantas hospedadoras
para ser utilizados como in6culos. Para ello, se evalu6 el
efecto de la inoculacion con HMA sobre la respuesta de
crecimiento en una planta modelo crecida en dos suelos
moderadamente acidos con algunas caracteristicas
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edaficas diferentes (para ello se utilizaron suelos agrico-
las de diferentes origenes: Argentina y Francia), y la re-
lacion entre larespuesta de crecimiento obteniday los in-
dicadores que pueden definir una cepa potencialmente
adecuada para ser utilizada como inoculante.

MATERIALES Y METODOS

Sitio experimental y tratamiento de los suelos

El experimento se realiz6 en el Laboratoire de Phyto-
parasitologie UMR INRA/Universite¢ de Bourgogne BBCE-IPM,
INRA-CMSE, Dijon, Francia. El suelo de la Argentina fue colec-
tado de un monocultivo de trigo de larga duracion (10 afios) sin
aplicacion de fertilizantes (37° 45° Lat S, 58° 18° Long O, Esta-
cion Experimental Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
Bal-carce, Buenos Aires, Argentina). El suelo de Francia fue co-
lectado de un campo natural (8 afios) sin aplicacion de fertilizan-
tes(45° 27’ LatN,4° 412 LongE, Region Rhone-Alpes, Depar-
tamento Loire, Francia). Los suelos fueron colectados del hori-
zonte superficial (0-20 cm), tamizados (0,5 cm), y tindalizados
(85 °C durante dos periodos de 2 horas, con 48 horas entre trata-
mientos). Después de la esterilizacion los suelos fueron secados
al aire en oscuridad y almacenados en bolsas plasticas a 15 °C
durante un mes. Antes del inicio del ensayo, los sustratos presen-
taron las caracteristicas que se describen en la Tabla 1.

Material biolégico

Se utilizo cebolla (4/lium cepa L. var. Topaze) como planta
"test” dado que es un hospedero altamente micotrofico y que res-
ponde rapidamente a la colonizacion micorricica (Fortin et al.,
2002). Las semillas fueron desinfectadas (hipoclorito de calcio
3,5%, 10 minutos, lavadas 5 veces con agua estéril 2 minutos cada
una),y germinadas en vermiculita estéril en cimara de crecimiento
bajo condiciones controladas (18 h fotoperiodo con luz fluores-
cente, temperatura dia/noche 19/22 °C, 60/70% humedad relati-
va, irradiancia 320 uE m™ s'). Diez dias después de la emergen-
cia, plantas individuales fueron transplantadas a macetas (200 cc)
que contenian uno u otro tipo de suelo.

Los indculos utilizados fueron proporcionados por la Banque
Européene des Glomales (BEG) y seleccionados por provenir de
suelos parcialmente acidos. Los HMA utilizados fueron Acau-
lospora longula Spain & Schenck (aislamiento BEGS), A. laevis
Gerdemann & Trappe (aislamiento BEG13), Glomus claroideum
Schenck & Smith (aislamiento BEG31), G. clarum Nicol. &
Schenck (aislamiento BEG142) y Scutellospora pellucida (Nicol
& Schenck) Walker & Sanders (aislamiento BEG153). Las carac-
teristicas de los sitios donde fueron extraidos, planta hospedadora
en la naturaleza, sustrato y planta hospedadora del in6culo, entre
otros, se presentan en la Tabla 2. Los inoculos consistieron enraices
de las plantas hospedadoras (Tabla 2), esporas, hifas y el sustrato
en el cual crecieron. Los indculos fueron conservados hasta su
utilizacién en el Laboratoire de Phytoparasitologie UMR INRA/
Universite¢ de Bourgogne BBCE-IPM, INRA-CMSE, Dijon, Fran-
ciadeacuerdoalas normasestablecidas porel BEG (indculos secos,
conservados en bolsas plasticas en oscuridad a 4 °C). Antes de la
inoculacion se evaluo la presencia de colonizacion (Trouvelotetal.,
1986) y abundancia de esporas de morfotipos correspondientes a
ladescripciondelaespecie (Schenck & Perez, 1990; INVAM, 2000;
Blaszkowski, 2003; Barreto de Novais, 2009). Sélo se utilizaron
los indculos que presentaron un porcentaje de colonizacion mayor
al 50% y esporulacion mayor o igual a 50 esporas g suelo™. En el
momento de la inoculacion, se colocaron 10 g de indculo por de-
bajo de las raices de cada plantula, las que fueron posteriormente
cubiertas por el sustrato. Para ambos tipos de suelo se utilizaron
controles que consistieron en plantas que recibieron raices de las
mismas plantas hospedadoras utilizadas en cada tratamiento de ino-
culacion (Tabla 2) no inoculadas (con un grado de micorrizacion
del 0%) y el sustrato en el cual crecieron (Tabla 2). Cinco repeti-
ciones de cada tratamiento (inoculados o no inoculado -control-)
fueron distribuidas en bloques al azar en la misma camara de cre-
cimiento donde las plantas germinaron. Las plantas fueron regadas
diariamente con agua destilada y cada 10 dias recibian 20 mL de
solucion nutritiva de Long Ashton (Hewitt, 1966).

Mediciones en planta y raiz

Se realizaron mediciones de altura de las plantas a los 26, 33,
40,47y 54 dias después delainoculacion (DDI). Las plantas fueron
cosechadas a los 54 DDI. En la parte aérea se cuantifico el peso
fresco por gravimetria, posteriormente las plantas fueron dejadas
enestufaa 60 °C durante 72 horas hasta que alcanzaron peso cons-
tante y se cuantifico el peso seco aéreo (PSA).

Tabla 1. Algunas caracteristicas de los suelos de la Argentina y Francia utilizados.

Table 1. Chemical Soil characteristics of soils from Argentina and France.

Conductividad . .
Suelo PH (H,0) P-Bray C MO cléctrica Fraccion mineral (<2 MM)
Arcilla Limo Arena
mg kg suelo™! % mnhos cm’! %
Argentina 5,5 16,7 3,0 52 0,74 18 30 52
Francia 5,2 50,5 3,1 4,6 0,21 15 16,6 68,5
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Elmaterial radical fue recuperado en su totalidad, lavado hasta
eliminar todas las particulas de suelo adheridas a las raices, se-
cado con papel para la cuantificacion del peso fresco radical por
gravimetria. Inmediatamente después, el material radical fue di-
vidido en dos submuestras de similar peso. Una submuestra fue
utilizada para evidenciar la actividad fosfatasa alcalina (ALP)
segtin la metodologia propuesta por Tisserant ef al. (1993). Para
ella, la submuestra fue colocada en una solucion fria de sorbitol
10% durante una hora, de manera tal que la totalidad de las raices
estuvieran cubiertas por la misma (50 mL para cada submuestra
deraiz). Posteriormente fueron adicionados 20 mL de bufferacido
Tris/acido acético (0,05 M, pH 9,2) que contenia 1 mg mL™! -
naphtyl acid phosphate (Sigma), 1 mg mL"! Fast Blue salt, 0,05%
MgCl,y0,05% MnCl,. Lasraices fueron dejadas en dicha solucion
durante 3 horas a temperatura ambiente de manera tal de completar
la tincion. La otra submuestra fue utilizada para evaluar la coloni-
zacion total mediante la tincion con Azul tripan (TB) usando una
modificacion de la metodologia propuesta por Phillips & Hayman
(1970), enlaque sehaomitido lautilizacion de fenol enlos reactivos.
Para ello, las raices fueron clarificadas con KOH 10% (30 min, 90
°C), lavadas con agua, acidificadas (HC1 0,1 N), lavadas con agua
y tefiidas con Azul tripan (0,05%) en lactoglicerol (acido lactico,
glicerol, agua destilada 1:1:1, 5 min, 100 °C). Los segmentos te-
fnidos fueron montados en portaobjetos y se detecto la presencia de
HMA totales registrando los segmentos de raiz colonizados con
estructuras de HMA (hifas, arbusculos o enrollamientos y vesicu-
las) tefiidas de azul por la tincion con TB, asi como de color ptr-
puraporlatincién que pone en evidencialaactividad ALP. El grado
de colonizacién micorricica (TB y ALP) en las raices fue evaluado
por el método descripto por Trouvelot ef al. (1986), y expresado
como intensidad de infeccion (M; MTB y MALP: porcentaje del
cortex radical con infeccion por HMA total y con actividad ALP,
respectivamente), o porcentaje de arbisculos (A; ATB y AALP:
porcentaje del cortex radical con arbuisculos totales y con actividad
ALP, respectivamente). La biomasa radical con actividad ALP por
HMA activos fue calculada a partir de la cantidad de material ra-
dical fresco y de M y A cuantificados luego de la tinciéon con ALP.
De la misma manera, se calcul6 la biomasa radical con HMA total
cuantificado luego de la tincién con TB.

La respuesta micorricica (RM) fue calculada, separadamen-
te para cadatipo de sustrato, de acuerdo a Cavagnaro etal., (2003):

PSA(I) — media PSA(NI)
M= - X100 Eqnl
media PSA(NI)

donde PSA(I) corresponde al parametro individual del
peso seco de las plantas inoculadas con cada una de las
cinco especies de HMA, y media PSA(NI) corresponde
al peso seco promedio de las plantas no inoculadas

Analisis de resultados

Los resultados fueron analizados utilizando el paquete esta-
distico Statistical Analysis Systems (SAS, 1990). El crecimiento
en altura fue analizado utilizando el analisis PROC REG y la
pendiente de las tasas de crecimiento fueron estimadas mediante
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PROC GLM. Losresultados de parametros de la parte aérea y radical
delas plantas fueron analizados con PROC ANOV A y las medias
separadas por el test de Diferencias Minimas Significativas (P=
0,05). Se utilizo el analisis de correlacion de Pearson con el pro-
grama PROC CORR. Se realizo analisis de Componentes Prin-
cipales (ACP) para identificar los indicadores que contribuye-
ron conmayor peso en la combinacion lineal de las dos primeras
componentes principales. Se utiliz6 el programa CANOCO (Ter
Braak, 1988) incluyendo los datos de los indicadores MTB, ATB
MALP, AALP, RaizMTB, RaizATB, RaizMALP, RaizAALP,
PFA, PSA, PFR, con la respuesta micorricica ocasionada por la
inoculacion

RESULTADOS

Todos los indculos fueron infectivos en los dos sue-
los testeados (Fig. 1) y dado que el sustrato utilizado fue
suelo esterilizado, no se detectd presencia de estructuras
de HMA ni de actividad ALP en las raices de las plantas
control. Laactividad ALP, expresada tanto como porcen-
taje de micorrizacion asi como porcentaje de arbtsculos,
se mantuvo por debajo de los porcentajes obtenidos por
latincion con TB. Se obtuvo un amplio rango de porcen-
taje de micorrizacion (Suelo Argentina 0-91% MTB,
Suelo Francia 0-74% MTB) y de actividad ALP (Suelo
Argentina 0-73% MALP, Suelo Francia 0-46% MALP).
Nose detectaron diferencias significativas entre suelos para
el peso aéreo (Tabla 2). Sin embargo, para todos los
indicadores evaluados en las raices de las plantas, los
mayores valores de cada indicador evaluado se detectaron
en las plantas que crecieron en el suelo de la Argentina
(Tabla?2). Asimismo, para cada tipo de suelo, se encontra-
ron claras diferencias en la formacion de micorrizas entre
los tratamientos de inoculacion indculos (Fig. 1). Lasplan-
tas crecidas enel suelodela Argentina, presentaron los ma-
yores grados de micorrizacién y actividad ALP por la ino-
culacion con G. clarum y los menores por la inoculacion
con A. laevis (Fig. 1a). Para el suelo de Francia, la inocu-
lacion con 4. longula 'y G. clarum ocasioné similares y
elevados grados de micorrizacion y actividad ALP. Para
los dos tipos de suelo, las plantas inoculadas con 4. laevis
presentaron el menor grado de micorrizacion y contenido
de arbusculos totales y ALP activos (Fig. 1 b).

Las plantas crecidas en suelo de Francia presentaron,
en general, menor peso de raices que las crecidas en suelo
dela Argentina (Tabla 3). Para las plantas crecidas en sue-
lo de la Argentina, el mayor peso fresco de raiz se ob-
tuvo por lainoculacion con G. claroideum, el que se dife-
rencio significativamente de los restantes tratamientos
(Tabla 4). Para las plantas crecidas en suelo de Francia, el
mayor desarrollo radical se obtuvo por la inoculacion
con 4. longula,sin embargo éste fue casilamitad del ob-
tenido por la inoculacion con G. claroideum en suelo de
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Figura 1. Efecto de la inoculacion con hongos formadores de micorrizas sobre la colonizacion micorricica arbuscular en raices de
plantas crecidas en suelo de la Argentina y de Francia.

Para cada tipo de tincion y parametro de colonizacion, valores en columnas con letras iguales no presentan diferencias signi-
ficativas (Test Diferencias Minimas Significativas, P < 0,05, para cada suelo y tratamiento n=5).

Figure 1. Effect of arbuscular mycorrhizal inoculation on root colonization of plants growing in soil from Argentina and from
France.

For each staining procedure and colonization parameter, values on columns with similar letters are not different (Test Least
Significant Diference, P < 0,05, for each soil and treatment n=5).

MTB: intensidad de infeccion en raices tefidas con Azul de tripan

ATB: porcentaje de arbusculos en raices tefiidas con Azul de tripan
MALP: intensidad de infeccion en raices con actividad fosfatasa alcalina
AALP: porcentaje de arbusculos en raices con actividad fosfatasa alcalina

C1. SUELO (ARGENTINA) 28(1): 0-0, 2010

‘ Indicadores para seleccionar.pmd 6 % 22/07/2010, 19:12



S| N | | | |

‘ Indicadores para seleccionar.pmd 7 %

*

[ e (|

INDICADORES DE EFICIENCIA DE HONGOS MICORRICICOS 7

Tabla 4. Peso fresco aéreo y de raices y peso seco aéreo en plantas de cebolla no inoculadas e inoculadas
con hongos micorricicos arbusculares (4. longula, A. laevis, G. claroideum, G. clarum 'y S. pellucida)

creciendo en dos suelos parcialmente acidos.

Table 4. Shoot and root fresh mass, shoot dry mass of uninoculated and inoculated (4. longula, A.
laevis, G. claroideum, G. clarum and S. pellucida) onion plants grown in two acidic-soils.

Suelo Iné6culos Peso fresco Peso seco
Aéreo Raiz Aéreo
(G. maceta™)

Argentina No inoculado 0,17 C 0,07 B 0,03 D
A. laevis 0,19 C 0,06 B 0,03D
A. longula 0,96 B 0,31B 0,22 B
G. claroideum 1,51 A 0,70 A 0,29 A
G. clarum 0,86 B 0,28 B 0,13C
S. pellucida 1,L10B 0,33B 0,21 B

Francia No inoculado 0,22 B 0,05C 0,07 C
A. laevis 0,30 B 0,11 BC 0,09 C
A. longula 2,18 A 0,38 A 0,52 A
G. claroideum 0,90 B 0,18 BC 0,33 AB
G. clarum 0,73 B 0,12 BC 0,24 BC
S. pellucida 0,22 B 0,04 C 0,07 C

Para cada suelo, valores en columnas con letras iguales no presentan diferencias significativas entre
tratamientos de inoculacion (test diferencias minimas significativas, p<0,05; promedios 5 repeticiones).
For each soil, values on columns with similar letters are not different among inoculation treatments
(least significant differences test, p < 0,05, means of 5 repetitions).

la Argentina. La mayor cantidad de raices micorrizadas
totales y con actividad ALP fueron obtenidas para las
plantas crecidas en suelo de la Argentina inoculadas con
G. claroideum, A. longula, G. clarum y parcialmente por
S. pellucida (Fig. 2). Sin embargo, la mayor cantidad de
raices con arbtisculos totales y ALP activos fueron obte-
nidas so6lo por la inoculacion con G. claroideum el que
supero a los restantes tratamientos en mas del 40%. Las
plantas crecidas en suelo de Francia presentaron, en ge-
neral menor cantidad de raices micorrizadas que las plan-
tas crecidas en suelo de la Argentina (Tabla 2). Aunque la
inoculacion con 4. longula ocasiono la mayor cantidad de
raices micorrizadas, con arbusculos totales y con actividad
ALP, éste fue similar al obtenido por la inoculacién con
el mismo in6culo en suelo de la Argentina y aproximada-
mente un 40% menor al obtenido por la inoculacién con
G. claroideum enlas plantas crecidas en suelo de la Argen-
tina. Paralos dos tipos de suelo, las plantas inoculadas con
A. laevis presentaron la menor cantidad de raices mi-
corrizadas y con arbtisculos totales y ALP activos.

Lainoculacién con G. claroideum, A. longula, S. pellu-

ciday G. clarumincrement6 significativamente la altura de
las plantas que crecieron en suelo de la Argentina (Fig. 3).

Para las plantas crecidas en suelo de Francia, sélo la ino-
culacion con 4. longula increment? significativamente la
tasa de crecimiento en altura de las plantas. Para los dos
tipos de suelo, las plantas inoculadas con A. laevis presen-
taron la menor tasa de crecimiento en altura.

En general, no se obtuvieron diferencias significativas
en el peso aéreo entre las plantas que crecieron en los dos
tipos de suelo evaluados (Tabla 3). Para las plantas creci-
das en suelo de la Argentina, el mayor peso fresco y seco
de la parte aérea se obtuvo por la inoculacion con G.
claroideum, seguido por las plantas inoculadas por 4.
longula 'y S. pellucida (Tabla 4). Las inoculacion con 4.
longula ocasion6 lamayor produccion demateriasecaaérea
de las plantas crecidas en suelo de Francia, el que duplico
al obtenido por el mismo inoculo en el suelo de la Argen-
tina. La mayor respuesta a la micorrizacion fue obtenida
por la inoculacién con G. claroideum, seguido por A4.
longulay S. pellucida enlas plantas que crecieron enel suelo
de Argentina (Fig. 4). Para las plantas crecidas en el suelo
de Francia, solo la inoculacion con 4. longula incrementd
significativamente la respuesta micorricica.

El analisis de componentes principales explico el
96,2% de lavariabilidad total en las dos primeras compo-
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Figura 2. Efecto de la inoculacion con hongos formadores de micorrizas sobre la cantidad de raices colonizadas en plantas
crecidas en suelo de Argentina y de Francia.

Para cada tipo de tinciéon y parametro de colonizacion, valores en columnas con letras iguales no presentan diferencias
significativas (Test Diferencias Minimas Significativas, P < 0,05, para cada suelo y tratamiento n=>5).

Figure 2. Effect of arbuscular mycorrhizal inoculation on amount of colonized roots of plants growing in soil from Argentina
and from France.

For each staining procedure and colonization parameter, values on columns with similar letters are not different (Test Least
Significant Diference, P < 0.05, for each soil and treatment n=5).

RaizMTB: cantidad de raices colonizadas tefiidas con Azul de tripan
RaizATB: cantidad de raices con arbusculos tefiidas con Azul de tripan
RaizMALP: cantidad de raices colonizadas con actividad fosfatasa alcalina
RaizAALP: cantidad de raices con arbuisculos con actividad fosfatasa alcalina
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Figura 3. Efecto de la inoculacién con hongos formadores de micorrizas sobre la altura de plantas crecidas en suelo de la
Argentina y de Francia.

Asteriscos (***) indican que las lineas de regresion en los tratamientos inoculados son significativamente (P <0,001) diferentes
del tratamiento no inoculado. Para cada suelo, dia después de la inoculacion y tratamiento, n=5). Lineas punteadas indican que
la regresion es no significativa.

Figure 3. Effect of arbuscular mycorrhizal inoculation on height of plants growing in soil from Argentina and from France.
Asterisks (***) indicate that regression lines of inoculated treatments are significantly (P <0.001) different from the
uninoculated treatment. For each soil, day after inoculation and treatment, n=5). Dashed lines indicate that regression is not

significant.

Lineas de regresion para tasa de crecimiento en altura (TCA) de Lineas de regresion para tasa de crecimiento en altura (TCA) de
plantas crecidas en suelo de la Argentina: plantas crecidas en suelo de Francia:

DDI: Dias después de la inoculacion TCA No inoculado= -0,02 DDI + 9,03 r> = 0,04

TCA No inoculado= 0,12 DDI + 0,45 r* = 0,89 TCA A. laevis=-0,009 DDI + 9,27 12 = 0,007

TCA A. laevis= 0,13 DDI + 0,50 r* = 0,88 TCA A. longula= 0,53 DDI - 1,71 1> = 0,98

TCA A. longula= 0,42 DDI + 4,52 r* = 0,96 TCA G. claroideum= 0,16 DDI + 6,88 1* = 0,80

TCA G. claroideum= 0,54 DDI + 7,32 rr= 0,90 TCA G. clarum= 0.25 DDI + 3.37 =0 89

TCA G. clarum= 0,40 DDI + 5,54 r> = 0,98

TCA S. pellucida= 0,12 DDI + 3,70 1> = 0,65
TCA S. pellucida= 0,51 DDI + 8,37 2 = 0,99
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Figura 4. Respuesta micorricica en plantas crecidas en suelo de la Argentina y de Francia.

Para cadatipo desuelo, valores en columnas con letras iguales no presentan diferencias significativas (Test Diferencias Minimas

Significativas, P < 0,05, para cada suelo y tratamiento n=5).

Figure 4. Mycorrhizal response of plants growing in soil from Argentina and from France.

For each soil, values on columns with similar letters are not different (Least Significant Diference Test, P < 0.05, for each soil

and treatment n=5).

nentes (C), siendo que el 86,2% estd relacionado ala C1
yel10,0% alaC2. Enla Figura 5 estan representadas las
proyecciones delos indicadores y larespuestamicorricica
obtenida por la inoculacion para los dos primeros planos
factoriales. Se evidencian elevadas correlaciones positi-
vas entre si para las variables relacionadas a la presencia
y actividad de los HMA (MTB, MALP, ALP y ATB),
presenciay actividad delos HMA relativa al crecimiento
de las raices (RaizATB, RaizMTB, RaizAALP, Raiz
MALP y altura) y propias del crecimiento de la planta
(PFA, PFR y PSA). El primer eje (C1) traduce la corre-
lacion positiva entre todas las variables. El segundo eje
(C2) evidencia una oposicion entre los indicadores que
serelacionancon lapresenciayactividad delos HMA con
aquellos relacionados puramente con el crecimiento de
la planta. La proyeccion de los tratamientos en el plano
de los dos primeros ejes permite diferenciar tres grupos:
aquel que no presento relacion con los indicadores cuan-
tificados (grupo A), el que se asoci6 con los mayores
valores de los indicadores de actividad y presencia de los
hongos (grupo B) y el que presentd los mayores valores
en los indicadores referentes al crecimiento de la planta
(grupo C). Por otra parte, los indicadores que considera-

C1. SUELO (ARGENTINA) 28(1): 0-0, 2010
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ron tanto la presencia y actividad del hongo como al
desarrollo radical, asi como también el crecimiento en
altura, presentaron una posicion intermedia.

DISCUSION

Lareceptividaddeunsueloalainoculacion con HMA
es una importante propiedad segiin Plenchette (2000).
Covacevich & Echeverria (2008) han demostrado que la
seleccion de HMA receptivos a un tipo de suelo consti-
tuye un factor clave para seleccionar indculos potencial-
mente eficientes para incrementar el crecimiento de las
plantas. Enlineas generales, los dos suelos utilizados pre-
sentaron caracteristicas similares en cuanto al pH, con-
tenido de sales y materia orgdnica, mientras que el con-
tenido de P fue mayor en el de Francia que en el de la Ar-
gentina y también difirieron parcialmente en la textura
(Tabla 1). El mayor desarrollo y actividad de los HMA
se evidencio en las plantas crecidas en suelo de la Argen-
tinay variaron en funcion del indculo utilizado. Al testear
la utilidad de los mismos indicadores de desarrollo y efi-
ciencia micorricica en plantas sometidas a las mismas

% 22/07/2010, 19:12
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Figura 5. Analisis de componentes principales para los indicadores cuantificados y la respuesta a la micorrizacién ocasionada
por la inoculaciéon con hongos micorricicos arbusculares en plantas crecidas en suelo de la Argentina (4) y de Francia (F)

Figure 5. Analysis of principal components for the indicators and the mycorrhizal response by the inoculation with arbuscular
mycorrhizal fungi of plants grown in soil from Argentina (4) and from France (F)

MTB: intensidad de infeccion en raices tefiidas con Azul de tripan, ATB: porcentaje de arbtsculos en raices tefiidas con Azul de tripan, MALP:
intensidad de infeccion en raices tefiidas para evidenciar la actividad fosfatasa alcalina, AALP: porcentaje de arbusculos en raices tefiidas para
evidenciar la actividad fosfatasa alcalina, RaizMTB: cantidad de raices colonizadas tefiidas con Azul de tripan, RaizATB: cantidad de raices
con arbusculos tefiidas con Azul de tripan, RaizZMALP: cantidad de raices colonizadas tefiidas para evidenciar la actividad fosfatasa alcalina,
RaizAALP: cantidad de raices con arbuisculos tefiidas para evidenciar la actividad fosfatasa alcalina, PFA: peso fresco aéreo, PSA: peso seco

aéreo, PFR: peso fresco raices.

condiciones (deinoculacion y crecimiento) pero diferen-
tes tipos de suelo, los resultados evidencian que la
receptividad de los suelos a la inoculacion con HMA
depende del tipo de suelo y del indculo de HMA utiliza-
do. De esta manera, la cuantificacion de indicadores que
permitan evaluar la receptividad de un suelo se tornan
factores claves para la eleccion del HM A potencialmen-
te adecuado para introducir en un suelo.

En concordancia con otros reportes, se obtuvo mayor
cuantificacion de los indicadores que evidencian el grado
de micorrizacion por la tincion TB que con la tincién que
pone en evidencia el tejido ALP activo (Kough & Giani-
nazzi-Pearson, 1986; Van Aarle et al., 2002). Nuestros
resultados muestran que la tinciéon con TB sobreestima la

actividad micorricicaenrelacionala ALP. Lainoculacion
con G. clarum ocasiono los mayores niveles de coloniza-
cion y porcentaje de arbusculos totales y ALP activos, tal
como se evidencia en el Grupo B del analisis de compo-
nentes principales (Fig. 5). Sin embargo, la mayor mico-
rrizacion ocasionada por esta cepa no incremento el cre-
cimiento signficativamente en comparacion alos otros ino-
culos, seguin se evidencia en la RM (Fig. 4). Asimismo, el
analisis de componentes principales mostro claramente que
si bien la RM ocasionada por G. clarum se asoci6 a los
indicadores de cuantificacion de porcentaje de mi-
corrizacion y actividad ALP, se mantuvo alejada de los
parametros de crecimiento de las plantas. Esta situacion
pondria en evidencia la alta capacidad micotrofica pero la
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baja eficiencia de G. clarum, que se ha manifestado en
los dos suelos testeados. Walley & Germida (1997) tam-
biénreportaron que lainoculacion con G. clarum NT4no
afectd o deprimid el crecimiento de plantas de trigo en
interaccion con Pseudomonas. Por el contrario, Talukdar
& Germida (1994) y Xavier & Germida (1997) reporta-
ron que lainoculacion con G. clarum NT4 increment6 el
crecimiento del trigo creciendo en un sustrato con pH
neutro y 3% de MO. Covacevich & Echeverria (2008)
encontraron que la inoculacion con G. clarum BEG 142
en un sustrato similar al de Argentina utilizado en esta
experienciano fue efectivo paraincrementar el crecimien-
to de plantas de trigo. Esto pondria en evidencia una alta
capacidad micotréfica, aunque una baja eficiencia de
dicho indculo para ser utilizado en los suelos testeados.

Lasplantas crecidas ensuelo dela Argentina e inocula-
das con G. claroideum presentaron una cantidad de rai-
ces micorrizadas y con arbusculos totales y ALP activos
que practicamente duplicé al obtenido con G. clarum. Por
otra parte, el analisis de componentes principales mostrd
claramente que la RM ocasionada por la inoculacién con
G. claroideum en ambos suelos se asociaron principal-
mente alos pardmetros de crecimiento en peso delaplanta.
Los arbusculos son considerados el principal sitio de
intercambio de nutrientes entre los HMA y las plantas
hospedadoras (Smith & Smith, 1990; Brundrett, 2004;
Fitter, 2006; Bucher, 2007). Esto estaria en corcondancia
con el hecho de que G. claroideum formo6 mas tejido ra-
dical conarbtisculos ALP metabolicamente activos que G.
clarum, lo que se evidenci6 en un mayor crecimiento y
beneficio de la micorrizacién. Aunque la colonizacion
micorricicano necesariamente determina la eficiencia del
HMA como promotor del crecimiento, la abundancia de
arbusculos, y en particular los arbisculos ALP activos
pueden estar asociados a un mayor crecimiento (Joner et
al.,2000; Van Aarle et al., 2002). En los arbusculos, el P
traslocado desde el suelo, y a través de las hifas externas
hacia las internas es almacenado como granulos de poli-
fosfato (poli-P). Ezawaetal. (2001) sugirieron que lasraices
con actividad ALP tienen un rol clave en la hidrolisis y
degradacion de los granulos de poli-P, y por lo tanto en la
liberacion de fosfato inorganico desde los arbuisculos a las
células de la raiz. En este trabajo no se ha cuantificado la
cantidad de P absorbido por las plantas, dado que los sue-
los testeados presentaron bajo contenido de P disponible
nativo y no se testearon tratamientos de fertilizacion
fosfatada. Sin embargo, la absorcion de P, tanto en parte
aérea, como en raices y granos, asi como otros parametros
ecofisiologicos también deben ser considerados como
parametros de importancia a medir a efectos de evidenciar
la eficiencia de los HMA a inocular.

Lainoculacion con 4. laevins presentd los mas bajos
niveles de colonizacion y las menores respuestas de cre-
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cimiento. El analisis de componentes principales mostrod
que,laRMdelos HMA que no beneficiaron el crecimiento
(A4. laevins en los dos tipos de suelo y S. pellucida en el
suelo de Francia) no se asociaron a ninguno de los pa-
rametros cuantificados. Aunque la informacion sobre A4.
laevinshongo es limitada (Tabla2), otras experiencias han
reportado que lainoculacién com 4. laevis en suelos par-
cialmente &cidos incrementaron laabsorcionde Py el cre-
cimiento de plantas de trébol (Jakobsen ef al., 1992),
situacion que no se puso en evidencia en los suelos uti-
lizados en esta experiencia.

La combinacion entre la cantidad de raices produci-
das con el porcentaje de micorrizacion ha sido un indice
que permitié poner en evidencia la cantidad deraices que
se encuentran en simbiosis micorricica. El analisis de
componentes principales ubicd los indicadores de canti-
dad de raices micorrizadas asociados con la RM en una
posicion intermedia entre los indicadores de porcentaje
de micorrizacion y de crecimiento de la planta. De esta
manera, es probable que las diferencias en el desarrollo ra-
dical ocasionado porlainoculacion porlas diferentes cepas
de HMA haya compensado el grado de colonizacion mi-
corricica cuantificado en porcentaje de micorrizacion. Cabe
destacar que para las plantas crecidas en suelo de Francia,
las plantas inoculadas con A. longula fueron las que oca-
sionaron la mayor cantidad de raices micorrizadas, y las
que obtuvieron mayor RM. En tal sentido, pareciera que
la cantidad de raices micorrizadas podria ser un buen
indicador de los efectos micorricicos, particularmente
cuando lainoculacion afecta diferencialmente el desarro-
llo radical de las plantas inoculadas. Sin embargo, esto
presentalalimitacion de que cuando las evaluaciones son
realizadas a campo, es dificil estimar el desarrollo radi-
cal por planta, asi como la respuesta a la micorrizacion,
porlo que estos parametros pueden ser de utilidad en con-
diciones de experimentos en vivero.

El crecimiento en altura mostré ser un indicador par-
cialmente confiable para las plantas crecidas en el suelo
de Francia donde solo las plantas inoculadas con 4. lon-
gula se destacaron por sumayor crecimiento y fueron las
que obtuvieron el mayor beneficio de la micorrizacion.
Sin embargo, para las plantas crecidas en el suelo de la
Argentina no ha mostrado ser un indicador confiable.

CONCLUSIONES

Paraanalisis de receptividad es necesario testear mas
de una cepa de HMA. Una combinacion entre los para-
metros de crecimiento de planta tales como peso aéreo y
deraices conlos de colonizacion micorricicaresulta ade-
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cuada para identificar de manera rapida las potenciales
cepasde HMA aintroducir. Laactividad ALP es un para-
metro que evidencialaactividad delosHMA y conbuena
correlacion con las respuestas de crecimiento. El creci-
miento de raices es un parametro de utilidad, sin embar-
go hay que considerar que en ocasiones no es factible de
realizar.

Ademas de los indicadores mencionados, en futuros
andlisis también deberia considerarse la cuantificacion de
la absorcion de P por la planta. Asimismo, dado que en el
momento de la inoculacion a campo existen interacciones
entre los HMA a introducir con los nativos, deberian tes-
tearse previamente la receptividad en macetas con suelos
sin esterilizar.
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