ISSN 0373-580 X
Bol. Soc. Argent. Bot. 53 (2): 161-167. 2018

LA INOCULACION CON HONGOS MICORRICICO ARBUSCULARES PROMUEVE

EL CRECIMIENTO DE PLANTINES DE KAGENECKIA LANCEOLATA
(ROSACEAE)

SILVIA E. NAVARRO RAMOS', DANIEL RENISON' y ALEJANDRA G. BECERRA?

Summary: Inoculation with arbuscular mycorrhizal fungi promotes the growth of Kageneckia lanceolata
(Rosaceae) seedlings. Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) increase the survival and biomass production
of host plants and improve nutrient absorption. AMF are very important in the restoration of degraded
soils and in the growth of vegetation in nursery and field conditions. In order to restore populations of
Kageneckia lanceolata, species considered vulnerable by the World Conservation Monitoring Center,
it was proposed to evaluate the effect of inoculation with AMF on the growth, radical colonization and
nutritional content in this species. We performed a greenhouse experiment to test the hypothesis that
inoculation with AMF promotes the growth and nutrition of K. lanceolata. The inoculum used was natural
soil coming from the rhizosphere of a forest with K. lanceolata. After 6 months, plants inoculated with AMF
showed twice more aerial biomass and three more phosphorus than non-inoculated seedlings. This is the
first study that shows the positive effect of AMF on growth and mineral nutrition of K. lanceolata.

Key words: Durazno de campo, greenhouse, natural mycorrhizal soil inoculum, phosphorus, restoration,
vulnerable species.

Resumen: Los Hongos Formadores de Micorrizas Arbusculares (HFMA) incrementan la supervivencia
y produccién de biomasa de las plantas hospedadoras y mejoran la absorcion de nutrientes. Los
HFMA son muy importantes en la restauracion de suelos degradados y en facilitar el crecimiento de la
vegetacion bajo condiciones de vivero y campo. Con el fin de restaurar las poblaciones de Kageneckia
lanceolata, especie considerada vulnerable por World Conservation Monitoring Center, en este trabajo
se propuso evaluar el efecto de la inoculacién con HFMA en el crecimiento, la colonizacién radical y el
contenido nutricional de esta especie. Para poner a prueba la hipotesis de que la inoculacion con los
HFMA promueve el crecimiento y la nutricion de K. lanceolata, se realizé un experimento de invernadero.
Elinéculo utilizado fue suelo natural proveniente de la rizosfera de un bosque con K. lanceolata. Después
de 6 meses, los plantines inoculados con HFMA presentaron dos veces mas de biomasa aérea y tres
veces mas de fésforo que los no inoculados. Este es el primer estudio que muestra el efecto positivo de
los HFMA sobre el crecimiento y la nutricién mineral de K. lanceolata.

Palabras clave: Durazno de campo, especie vulnerable, fosforo, indculo natural de micorrizas del suelo,
invernadero, restauracion.

INTRODUCCION

Los Hongos Formadores de Micorrizas
Arbusculares (HFMA) tienen gran importancia en
la restauracion de suelos degradados facilitando el
crecimiento de la vegetacion bajo condiciones de
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vivero y de campo (Turnau & Haselwandter, 2002;
Smith & Read, 2008). El efecto positivodelos HFMA
se puede observar en las plantas hospedadoras al
incrementarse su reproduccion, supervivencia y
produccion de biomasa (Jayachandran & Fisher,
2008; Smith & Read, 2008). Los HFMA mejoran la
absorcion de nutrientes (principalmente de fosforo)
(Smith et al., 2011), la tolerancia a condiciones de
estrés y la resistencia a los patogenos del suelo,
entre otras funciones (Wehner ef al., 2010; Millar
& Bennett, 2016). En especies lefiosas nativas del
centro de Argentina se ha probado la inoculacion
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micorricica en las especies Acacia caven, Polylepis
australis y Prosopis chilensis, resultando positiva
en las tres especies (Herrera et al., 1993; Pérez &
Urcelay, 2009; Soteras et al., 2013).

Sin embargo, los HFMA pueden tener un efecto
neutro o negativo sobre la planta hospedadora,
dependiendo de las condiciones ambientales y
de las especies asociadas (Jones & Smith, 2004;
Smith & Read, 2008). Tal es el caso de Fragara
moschata y Potentilla reptans, ambas especies
de la familia Rosaceae, que mostraron respuestas
negativas en el crecimierto a la inoculaciéon con
HFMA (Sudova & Vosatka, 2008). Debido a que el
efecto de los HFMA no siempre es positivo, antes
de llevar a cabo inoculaciones a gran escala con
plantines destinados a ser usados en plantaciones,
es conveniente realizar ensayos para determinar si
estas inoculaciones son beneficiosas.

Kageneckia lanceolata Ruiz et Pavon.
(Rosaceae, “durazno de campo”) (de ahora en
adelante Kageneckia) es una especie neotropical
considerada vulnerable por World Conservation
Monitoring Center (1998), siendo sus principales
amenazas el pastoreo doméstico y la deforestacion.
Kageneckia es un arbol pequefio, de copa alargada,
ralay estrecha, sus hojas son caducas, sus flores son
imperfectas y se agrupan en cimas pequeflas y su
fruto es lefioso en forma de estrella. Se distribuye
en Perti, Bolivia y Argentina, encontrandose en el
Chaco serrano y en su transicion con las Yungas
(Demaio et al., 2002). Hasta el momento no se han
estudiado las interacciones Kageneckia-HFMA.
Con el fin de ayudar a restaurar sus poblaciones y
los ecosistemas donde se encuentra esta especie, en
este trabajo se propuso evaluar, bajo condiciones de
invernadero, el efecto de la inoculacion con HFMA
en el crecimiento, la colonizacion radical y el
contenido nutricional en plantines de Kageneckia.
Se pone a prueba la hipotesis de que la inoculacion
con los HFMA promueve el crecimiento y la
nutricion de los plantines del durazno de campo.

MATERIAL Y METODOS

Area de estudio

El distrito Chaquefio Serrano en la provincia
de Coérdoba, Argentina (lat. -31,4°; long. -64,6°),
tiene una precipitacion media anual de 859 mm y
la temperatura media anual es de 15°C. Entre las
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especies vegetales mas representativas del lugar se
pueden citar a Acacia caven, Celtis ehrenbergiana,
Kageneckia lanceolata y Lithraea molleoides
(Giorgis et al., 2005), siendo Kageneckia exclusiva
del estrato arboreo inferior del Chaco Serrano
(Demaio et al., 2002).

Material biologico utilizado

Las semillas de Kageneckia utilizadas para la
produccion de plantines fueron recolectadas durante
los meses de diciembre de 2013 y enero de 2014,
de 9 arboles distribuidos en tres poblaciones de
Cordoba (Argentina): Cuesta Blanca (lat.-31,481°
long.-64,590°), Copina (lat.-31,493°, long.-64,665°)
y Cerro Blanco (lat.-31,338°, long.-64,664°).

Las muestras de suelo utilizado para inocular las
plantulas, se recolectaron de 12 bosques situados en
los alrededores de la localidad de Cuesta Blanca (lat.-
31,459°; long.-64,588°). La recoleccion se realizo
durante el invierno (agosto de 2014) de la rizosfera
de Kageneckia (0-20 cm profundidad). Las muestras
se colocaron en bolsas de polietileno, se mezclaron
y almacenaron a 4°C hasta su procesamiento
en el laboratorio. Las 12 muestras de suelo se
homogenizaron para realizar los siguientes analisis
edaficos: textura, nitrogeno total (%) con el método
de Kjeldahl (Bremner & Mulvaney, 1982), materia
organica (%) (Walkley & Black 1934), pH (25%
en solucion con agua), fosforo extraible (ppm) por
medio del método de Bray and Kurtz I (Jackson,
1964), conductividad eléctrica, y la capacidad de
intercambio cationico (CIC).

A fin de conocer la diversidad de HFMA presentes
en el indculo, el suelo se tamizd con una malla de
apertura de 1 cm, para remover hojarasca, piedras y
palos. Se tomaron 100 g de suelo rizosférico fresco
que fue tamizado empleando mallas de distinto
tamafio de apertura (125 y 38 um), siguiendo la
metodologia propuesta por Gerdemann & Nicolson
(1963). El contenido retenido en los tamices fue
centrifugado en sacarosa al 80% (Walker et al., 1982).
Las esporas obtenidas se colocaron en capsulas de
Petri de 9 cm de diametro con base cuadriculada
de 1 cm de lado. Las esporas y esporocarpos
(aparentemente saludables y sin ningln tipo de
ataque) fueron cuantificados ¢ identificados a nivel
de especie cuando fuera posible, bajo microscopio
estereoscopico y microscopio optico (Nikon, E200).
Para cada tipo morfologico, se realizaron preparados
permanentes usando polivinil-alcohol (PVA) y PVA
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+ Melzer (Omar et al., 1979) como medios de
montaje. Las morfoespecies fueron identificadas
siguiendo los manuales de identificacion de INVAM,
Blaszkowski (2003), Schenk & Perez (1990) y
Redecker et al. (2013). Las esporas y esporocarpos de
las morfoespecies fueron examinados y fotografiados
con una camara conectada a un microscopio Axiophot
Zeiss (100 ISO).

Inoculacion de plantines de Kageneckia

Las semillas de Kageneckia recolectadas se
desinfectaron con hipoclorito de sodio al 10%
durante 10 min y se enjuagaron con agua esterilizada.
Posteriormente, se germinaron en bandejas con
arena esterilizada (1h en autoclave a 120°C y 2 atm
de presion). A los 3 meses, las plantulas fueron
trasplantadas a macetas de 450 g con suelo natural
tindalizado (1 h en autoclave a 100°C, por 3 dias
consecutivos con intervalos de 24 h de reposo) y
arena esterilizada en una proporcion 3:1. El suelo
natural tindalizado fue el mismo suelo utilizado para
la obtencion del indculo.

Al momento del trasplante, se inocularon las
plantulas con 100 g de suelo rizosférico fresco,
localizado a 3 cm de la superficie. El tratamiento
control consistio en 100 g de suelo rizosférico
esterilizado, al que se le adicionaron 50 ml de
una solucion de suelo nativo (100 g) previamente
filtrado por un tamiz de 38 pum a fin de excluir el
indculo micorricico (esporas, micelio extraradical
y fragmentos de raices colonizados) y recuperar
la microbiota nativa (Koide & Li, 1989; Pérez &
Urcelay, 2009).

Los tratamientos fueron asignados aleatoriamente
a las unidades experimentales, siguiendo un disefio
completamente aleatorizado con 9 réplicas por cada
uno de los tratamientos (inoculado y no inoculado).

Las condiciones de crecimiento en invernadero
fueron de 25°C, 12h de fotoperiodo y riego tres veces
al dia mediante riego automatico por aspersion.

Respuesta de Kageneckia frente a la inoculacion

Al final del experimento (6 meses) se cosecharon
los 9 plantines de cada tratamiento y se midieron los
parametros de crecimiento vegetal: biomasa aérea y
radical y el contenido de fosforo y de nitrégeno total
en hojas. El contenido de fosforo total (%) de las hojas
se obtuvo por el método de digestion acida (Jones et
al., 1991) y N total (%) de las hojas se obtuvo por el
método Kjeldahl (volumetria acido-base).

La colonizacion micorricica arbuscular (CMA) fue
evaluada siguiendo las técnicas descritas por Phillips
& Hayman (1970) y Grace & Stribley (1991). Se
utilizaron 0,5 g de raices frescas las que se aclararon
con KOH al 10% (15 min, 90°C), posteriormente
se acidificaron con HCL al 1% (1 min, temperatura
ambiente) y tifieron con Azul de Anilina al 0,05% (5
min, 90°C). Se cuantifico el porcentaje de CMA y de
estructuras intra-radicales (arbusculos, vesiculas e
hifas), siguiendo la técnica propuesta por McGonigle
et al. (1990) utilizando un microscopio optico (Nikon,
E200) a 400x de aumento.

Analisis de datos

Las variables respuesta: biomasa aérea y radicular
y el contenido de nutrientes en las hojas (fosforo
y nitréogeno total) se compararon entre los dos
tratamientos (inoculado y no inoculado) mediante
métodos no paramétricos. En todos los casos se
aplico la prueba de Kruskal-Wallis. La correlacion
entre la biomasa aérea y el fosoforo se realizé con
el coeficiente de correlacion lineal de Pearson, con
un nivel de significancia de 0,05. Todos los analisis
se realizaron utilizando el programa estadistico
Infostat (Di Rienzo et al., 2015).

REsuLTADOS

Inoculo: caracteristicas del suelo y comunidad de
HFMA

El suelo de la rizofera de Kageneckia utilizado
como indculo se caracterizo por presentar una textura
franco arenosa (58,5% arena, 33,2% limo y 8,3%
arcilla), un pH moderadamente acido y una muy alta
capacidad de intercambio cationico. Ademas, una
alta concentracion de fosforo, contenido de nitrogeno
total, porcentaje de materia organica y relacion
carbono:nitrogeno (Tabla 1).

La abundancia de esporas en el inodculo
micorricico fue de 120 esporas/100 g de suelo seco.
Se identificaron 7 morfoespecies pertenecientes
a 6 géneros (Acaulospora, Claroideoglomus,
Funneliformis, Gigaspora, Glomus 'y Scutellospora):
Acaulospora mellea Spain & Schenck,
Claroideoglomus claroideum Schenck & Smith,
Funneliformis mosseae (Nicolson & Gerdemann)
Walker & Schuessler, Gigaspora margarita
Becker & Hall, Glomus brohultii Herrera, Ferrer &
Sieverding, Glomus fuegianum (Spegazzini) Trappe
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Tabla 1. Propiedades edaficas del suelo de la
rizosfera de 12 arboles de Kageneckia lanceolata
utilizado como in6culo.

Clase textural Franco-arenoso
pH 55
Materia Organica (%) 15,44
Carbono organico (%) 8,96
Nitrogeno total (%) 0,63
Relacion Carbono:Nitrégeno 14,2
Foésforo (ppm) 24,5
Conductividad Eléctrica (dS/m) 3,7
Humedad equivalente (%) 32,7
Capagidgd de intercambio 355
catidnico (meqg/100g) ’

& Gerdemann, y Scutellospora biornata Spain,
Sieverding & Toro.

Crecimiento de los plantines y colonizacion
micorricica

Después de 6 meses de crecimiento en invernadero,
los plantines inoculados presentaron dos veces
mas biomasa aérea y tres veces mas fosforo que
los no inoculados (Tabla 2, Fig. 1). Se observé una
correlacion lineal de Pearson con una tendencia
positiva entre el fosforo y la biomasa aérea (r = 0,334;
P = 0,071). Los plantines inoculados presentaron
un 12% mas nitrégeno total que los no inoculados,
mientras que la biomasa radical no difirio entre los
plantines con y sin indculo (Tabla 2, Fig. 1).

Los plantines control (no inoculados) no
presentaron CMA, evidenciando ausencia de
contaminacion en el transcurso del experimento. La
CMA en los plantines inoculados vario entre 80 y
95%. Las estructuras micorricicas presentes en los
plantines inoculados fueron puntos de entrada, hifas,
vesiculas y arbusculos (Fig. 2). La colonizacion de
hifas varié de 47 a 78%, la de vesiculas de 11 a 43%
y la de arbusculos de 0-5%.
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Tabla 2. Biomasa aérea, biomasa radical y
contenido de nutrientes en plantines inoculados
y no inoculados de Kageneckia lanceolata.

Se muestran las medias * error estandar de 9
muestras. Letras diferentes indican diferencias
significativas (P<0,05) segun la prueba de
Kruskal-Wallis.

valor P Prueba

Biomasa ;5 4 0704 2,34+ 0,62b 0,008 H=679
aérea (g)

Biomasa 4 14,0124 07340192 0114 H=267
radical (g)

F"(f/‘;‘;m 0,17 £0,01a 0,05 +0,01b <0,0001 H=12,79

NItrogeno 4 o4 4 0,09a 1,63+0,05a 0053 H=377
total (%)

DiscusioN Y CONCLUSIONES

La inoculacion de especies lefiosas con HFMA
ha sido puesta a prueba en algunos trabajos a fin de
optimizar la restauracion de zonas degradadas (Allen
et al.,2003; Caravaca et al., 2005).

Los HFMA son importantes en la absorcion
de nutrientes y en el incremento del crecimiento
de muchas especies de plantas (Jeffries et al.,
2003; Smith & Read 2008). En este trabajo la
inoculacion con HFMA de plantines de Kageneckia
bajo condiciones de invernadero resulto ser efectiva.
Esto apoya nuestra hipdtesis y coincide con otros
trabajos llevados a cabo en invernadero (Ouahmane
et al., 2007; Echairi et al., 2008; El Mrabet et al.,
2014). Se observo una alta cantidad de fosforo en
los tejidos de los plantines inoculados con HFMA lo
que puede explicar el aumento de la biomasa aérea,
ademas una correlacion con tendencia positiva entre
ambas variables. Esto coincide con los resultados
obtenidos por El Mrabet ef al. (2014) para plantines
de Argania spinosa. A diferencia de otros ensayos de
invernadero donde el indculo micorricico promovio
un aumento en la biomasa radical de P australis
(Soteras et al., 2013), en este trabajo no se observo
este mismo efecto en las raices de Kageneckia. Esto
coincide con la teoria de asignacion de biomasa que
sugiere que la colonizacidn micorricica disminuye
la relacion raiz/tallo, ya que las plantas micorrizadas



S. E. Navarro Ramos et al. - Crecimiento de Kageneckia lanceolata

a

a
1 _ . 7T7
a
0 | 1 I l_) | |

Biomasa aérea (g) Biomasa radical (g) Fosforo (%) Nitrogeno total (%)

Fig. 1. Biomasa aérea, biomasa radical y porcentajes de nutrientes (fésforo y nitrégeno total) en plantines
inoculados y no inoculados (M: inoculados; [F1: no inoculados) de Kageneckia lanceolata después de
6 meses de crecimiento. Se indica la media * error estandar de 9 muestras. Letras diferentes indican
diferencias significativas (P<0,05) entre los dos tratamientos mediante la prueba de Kruskal-Wallis.

Fig. 2. Estructuras micorricicas en raices colonizadas de Kageneckia lanceolata. A: Punto de entrada (pe).
B: Hifas (h) y vesiculas (v). C: Vesiculas (v). D: Arbusculos (a). Escala A-D: 10 pm.

165



Bol. Soc. Argent. Bot. 53 (2) 2018

asignan menos fotosintatos al crecimiento radical al
adquirir los nutrientes principalmente a través del
micelio extraradical de los HFMA asociados con sus
raices (Johnson 2010; Veresoglou et al., 2011).

Las esporas del indculo micorricico utilizado,
coinciden con los géneros encontrados en la rizosfera
de otras especies de la familia Rosaceae (Blaszkowski,
1994; Soteras et al., 2013). Los indculos de primavera
en general presentan un mayor nimero de esporas
en el suelo (mayor diversidad y riqueza), lo que se
traduce en un mayor crecimiento del arbol (Lugo &
Cabello 2002; Soteras et al., 2014). En este estudio
usamos indculo de invierno que también resultd
exitoso en cuanto al crecimiento y colonizacion
micorricica de Kageneckia.

Este trabajo muestra por primera vez, bajo
condiciones de invernadero, que Kageneckia se
micorriza y que requiere de los HFMA para su
crecimiento y nutricion mineral. A fin de optimizar
practicas en restauracion, resultaria importante
evaluar el crecimiento de plantulas de Kageneckia
con y sin indculo bajo condiciones de campo.
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