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Los microorganismos del suelo son responsa-
bles de diversas actividades bioquimicas que in-
fluyen en el crecimiento de las plantas (Frioni,
20006). Es el caso de los hongos formadores de mi-
corrizas vesiculo-arbusculares, que colonizan las
raices de las plantas superiores e inferiores, esta-
bleciendo asociaciones simbidticas mutualistas,
en la que los dos componentes son beneficiados.
Estudios realizados en rizomas de plantas como
Orquideas, Psilotum y Tmesipteris demostraron
que estos también pueden ser colonizados por es-
tos simbiontes (Brundett, 2002; Duckett y Ligro-
ne, 2006). Las micorrizas incrementan la superfi-
cie radical para la absorcion de agua y elementos
nutritivos como N, P, K, Mg, Ca, Cu, Mn, y Zn. La
planta provee al hongo de fotosintatos, fitohormo-
nas, y un habitat para su crecimiento (Blanco y
Salas, 1997). Los hongos que la forman, estan
dentro del Phylum Glomeromycota, clase Glome-
romycetes, cuyos integrantes mueren cuando se
les priva de la presencia de raices (son bidtrofos
obligados). Son de reproduccion asexual en su
mayoria (De Souza ef al., 2008). Las investigacio-
nes de la actividad de una clase especifica de mi-
croorganismo del suelo y su influencia en el desa-
rrollo vegetal, requieren de la esterilizacion de los
sustratos empleados. En los estudios sobre mico-
rrizas, la comparacion del crecimiento de plantas
micorrizadas y no micorrizadas es indicadora de la
magnitud del beneficio de la simbiosis (Covace-
vich y Echeverria, 2003). Las esterilizaciones qui-
micas y/o fisicas de suelo lo modifican; por ejem-
plo, el bromuro de metilo se transforma en metanol

e iones bromuro, provocando fitotoxicidad (Cova-
cevich y Echeverria, 2003). Los fungicidas del
grupo de los benzimidazoles (Benomyl), reducen
la colonizacion por hongos micorricicos arbuscu-
lares, pero no los elimina totalmente, ya que actia
sobre hifas en estado vegetativo, sin afectar las es-
poras y sin afectar el crecimiento de las plantas
(Paul et al. 1989). El vapor hiimedo saturado a
presion como agente esterilizante, es uno de los
métodos mas utilizados en las practicas de labora-
torio. Hay antecedentes que registraron que el tra-
tamiento en autoclave de 50 g. de suelo a 120 °C,
durante 90 minutos, lo esterilizé totalmente (Lo-
pez y Barbaro, 1988). Sin embargo, los sustratos
tratados con este método son susceptibles a ser
recolonizados, debido a que, como consecuencia
del método, se forma un vacio biologico que pue-
de ser llenado por organismos saprofitos, patoge-
nos, u organismos presentes en el polvo traslada-
dos por el viento y la lluvia (Centro Internacional
de la Papa, 2008). Smallanthus sonchifolius (ya-
c6n), es un cultivo andino de gran interés debido a
sus propiedades dietéticas y medicinales. Se regis-
tran antecedentes de asociaciones simbidticas mi-
corricicas vesiculo arbusculares en su sistema ra-
dical (85%), Mercado et al., 2013. Ademas, se
comprobo que los canales secretores de las raices
de esta planta contienen acido kaurenoico en mas
de un 90% del exudado (Coll Araoz, 2011); este
acido es precursor de las giberelinas, hormonas
que regulan la germinacion y el crecimiento vege-
tal, y son sustancias de defensa frente a condicio-
nes desfavorables y predadores naturales (Ghisal-
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Tabla 1. Valores promedio de parametros agronomicos, obtenidos a los 202 dias de crecimiento de las plantas de
ambos tratamientos, Tucuman, Instituto de Ecologia Regional, 2013.

Area foliar Peso seco (g.)

Trat. Altura (cm) Vastagos/macetas (n)  Hojas/vastago (n) (cm?) Raices Rizomas Parte aérea
T, 46 2 21,7 24 3,32 7,15
T 50 7 18,8 85,25 15,5 27,65

1

berti, 1997). Se ha demostrado que las giberelinas
influencian la colonizaciébn micorricica, supri-
miendo la formacion de arbusculos e inhibiendo la
colonizacion por micorrizas vesiculo arbusculares
(Foo et. al., 2013). Los objetivos propuestos fue-
ron: evaluar el efecto de la esterilizacion por vapor
saturado a presion, sobre las esporas formadoras
de micorrizas vesiculo-arbusculares, en los para-
metros fisicoquimicos del suelo, y su incidencia
en los agronomicos de las plantas de Smallanthus
sonchifolius crecidas en el sustrato tratado. El tra-
bajo se realizo en el Laboratorio de Control de Ca-
lidad de Inoculantes (LABOCOIN) de la Facultad
de Agronomia y Zootecnia, UNT. Se disenidé un
ensayo en el que se usaron 10 macetas, con una
mezcla de arena y suelo (1:2), provenientes del
campo experimental de Horco Molle. El sustrato
de 5 de ellas fue esterilizado con vapor saturado a
presion en autoclave, a 120°C y 1 atm. de presion
durante 30 minutos. En cada contenedor se planta-
ron rizomas de S. sonchifolius, y se mantuvieron
en invernadero. Se realiz6 un analisis fisicoquimi-
co del sustrato de ambos tratamientos. Durante el
periodo de crecimiento de las plantas se evaluaron
las siguientes variables: altura de parte aérea, can-
tidad de vastagos y hojas, cada 15 dias. Los valo-
res de area foliar, produccion de rizomas, raices
tuberosas y absorbentes, peso seco y peso fresco
de partes aéreas y subterraneas, se determinaron al
finalizar el ensayo. Se realizo el Test de Mann-
Whitney para comparar las distribuciones de altu-
ra y numero de vastagos, y cantidad de hojas pro-
medios por vastago en cada momento de desarrollo
evaluado. Se tomaron muestras de raicillas absor-
bentes a partir de las plantas de ambos tratamien-
tos; se procesaron de acuerdo al protocolo de de-
coloracion y tincion de Phillips y Hayman (1970)
a fin de observar la colonizacién de micorrizas en
sus tejidos. Posteriormente, se prepararon 2 mues-
tras; una a partir de macetas con sustrato sin este-
rilizar, testigo (T,), y la otra (T,), a partir de mace-
tas con sustrato esterilizado. El numero esporas
presente en las muestras de sustrato, se determin6
siguiendo el protocolo de Gerdemann y Nicolson,
1963; se tomaron alicuotas de 50 g y se suspendie-
ron en agua corriente en un bol; se agitaron ma-
nualmente y el sobrenadante se pasé por un juego
de tamices con mallas de medidas: 2 mm, 60, 80 y

230 mallas/pulgada cuadrada. Las suspensiones
de los tamizados se llevaron a un tubo de centrifu-
ga en el cual se estableci6 el gradiente de concen-
tracion compuesto por 25 ml de la suspension 'y 25
ml de una solucion de sacarosa estéril al 60%. Los
tubos se centrifugaron y de la interfase agua-saca-
rosa se extrajeron con pipeta Pasteur las esporas;
se resuspendieron en placa de Petri con agua co-
rriente, se observaron al microscopio oOptico, se
colectaron con micropipeta y se llevaron a cubre-
objetos, en solucion de PVLG (alcohol polivinili-
co en lactoglicerol) y en una solucién con reactivo
de Melzer (PVLG mas iodo). Las identificaciones
se realizaron con claves especificas (Schenck y
Pérez, 1987); se hicieron consultas al sitio web del
INVAM y en antecedentes de otros investigadores
(Brandan de Weht, 2013; Irrazabal et al., 2005). El
analisis fisicoquimico de los sustratos, mostré que
en T, la esterilizacién disminuy0 la materia orga-
nica en un 57% y aument6 a mas del doble el os-
foro disponible; el pH tuvo un leve aumento, re-
sultando neutro para el sustrato estéril, y
ligeramente acido para aquel no esterilizado. El
numero de vastagos fue la tnica variable en la que
se detecto diferencias significativas para el T, res-
pecto de T, en todos los momentos evaluados. Sin
embargo, se observaron valores de cantidad de ho-
jas por vastago, peso fresco y seco de partes aéreas
y subterraneas superiores en T , con respecto a T
(Tabla 1). Las raicillas de T, presentaron un alto
grado de colonizacion de hongos VA en la primera
y segunda coleccion (72% y 86% respectivamen-
te). También se detecto la presencia de hongos VA
en las raicillas de T, en porcentajes menores (32 'y
40 %). En las raicillas de ambos tratamientos, se
observaron canales secretores de acido kaurenoico
(Figura 1b), en menor cantidad en estado vegetati-
vo y en gran cantidad en senescencia de las plan-
tas; estos canales se hicieron mas evidentes en las
raices a medida que avanzaba el ensayo. De la
muestra T se colectaron numerosas esporas y en
menor cantidad esporocarpos; se las identificd
como pertenecientes a los géneros Scutellospora
(Figura 1d), Acaulospora, Glomus y Pacispora.
Se determinaron 4 especies: Acaulospora denticu-
lata, Acaulospora spinosa, Scutellospora pelluci-
da y Glomus clarum. En T, las suspensiones de
los tamices con mallas de mayor tamano eviden-
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ciaron la presencia de 2 esporocarpos (Figura 1c);
el resto de las esporas se encontraban muertas,
producto del tratamiento de esterilizacion y por el
ataque de nematodes.

Figura 1. (a) Plantas crecida en T, (flecha delgada) y T,
(flecha gruesa), a los 70 dias de cultivo. (b) Canales de
acido kaurenoico visibles en una raicilla, a los 202 dias.
(c) Esporocarpo obtenido a partir de T,. Son visibles
sus esporas vivas (circulos negros). (d) Scutellospora
sp. viva de T en la que se observa la hifa suspensora
bulbosa (circulo negro).

La esterilizacion altera la disponibilidad de nu-
trientes del suelo para las plantas; algunos auto-
res comprobaron aumentos de fosforo y nitrogeno
disponibles (Lopez y Barbaro, 1988); ello lleva a
un mayor desarrollo de los vegetales cultivados
(Jakobsen, 1984; Covacevich y Echeverria, 2003).
Resultados semejantes se obtuvieron en este ex-
perimento, respecto al aumento en el fosforo dis-
ponible. A pesar del mayor crecimiento de parte
acrea de las plantas crecidas en T1 (Fig.1.a), éstas
no experimentaron tuberizacion, resultado que su-
giere que invirtieron mas recursos en generar rai-
cillas absorbentes en comparacion con las plantas
en TO, debido a su mayor abundancia. Los porcen-
tajes de colonizacion observados en las raicillas de
T, fueron similares a los obtenidos por Mercado et
al. (2013); por el contrario, para las de T, los por-
centajes fueron menores. Estos resultados podrian
indicar una esterilizacion insuficiente del sustrato
utilizado, o una asociacion simbidtica presente en
los rizomas de yacon, segun lo descripto por Brun-
dett, 2002 y Duckett y Ligrone, 2006. EI descenso
en los porcentajes de colonizacién micorricica en
senescencia, observados en T y T, coincidi6 con
un aumento en la notoriedad de los canales secre-
tores de acido kaurenoico, por lo que se deduce las
giberelinas influyeron en la disminucién de la co-
lonizacion por micorrizas vesiculo arbusculares,
en coincidencia con Foo et al., 2013. El proceso
de extraccion de esporas del suelo tratado con el

método fisico, reveld un remanente muy peque-
flo de hongos formadores de micorrizas vesiculo
arbusculares, correspondientes a esporas de gran
tamaio. Es conocido que la resistencia térmica de
estas estructuras aumenta en forma paralela a las
dimensiones de las mismas; a partir de los tamiza-
dos de mallas pequefias no se pudo aislar ningu-
na espora, por lo que se deduce que las primeras
podrian haber sobrevivido a las condiciones de
esterilizacion empleadas en este estudio (120°C,
30 minutos). Los resultados obtenidos y las con-
sideraciones anteriormente realizadas permiten
realizar las siguientes conclusiones: 1. La esteri-
lizaciéon promovio la disponibilidad de nutrientes
del suelo que aparentemente permitieron el mayor
desarrollo de las yemas del rizoma de origen, en
detrimento de la micorrizacion. 2. El descenso
de los porcentajes de colonizacion observado en
la ultima toma de muestra de raicillas se estima
que se debe a la produccion de giberelinas, cuyos
niveles endogenos podrian ser superiores en las
plantas que presentaron en mayor cantidad los ca-
nales secretores de acido kaurenoico, su precursor.
3. La carencia de raices tuberosas se infiere que
se debe a la eliminacion de la microflora autdc-
tona del suelo interviniente en la transformacion
y solubilizacion de nutrientes, importantes en la
nutricion de la planta y su translocacion para la
tuberizacion. 4. La sobreproduccion de raicillas
fibrosas garantizaria la sobrevivencia de la planta
en la condicion de estrés impuesta.

Agradecimientos

Este trabajo fue financiado por los Proyectos
PICT 2011 N° 1781 y CIUNT 26/A 403.

Referencias bibliograficas

Blanco F.A., Salas, E.A. (1997). Micorrizas en la agri-
cultura: contexto mundial e investigacion realizada
en Costa Rica. Agronomia Costarricense. 21 (1): 55-
67.

Brandan de Weht, C.1. (2013). Estudio de micorrizas en
zonas disturbadas, no disturbadas y en recuperacion,
en el Parque Biologico Sierra de San Javier (PSSJ),
Tucuman, Argentina. Tesis de doctorado. ISBN 978-
950-554-797-5. FAZ, UNT: 117 p.

Brundrett M.C. (2002). Coevolution of roots and my-
corrhizas of land plants. New Phytol. 154: 275-304.
Centro Internacional de la Papa (CIP). Division de Ma-
nejo Integrado de Cultivos. (2008). Alternativas al
uso del bromuro de metilo en la produccion de semi-
lla de papa de calidad. Lima, Pera. 53 p. Documento
de Trabajo 2007-2.

Coll Ardoz M.V. (2011). “Variabilidad interespecifi-



Rev. agron. noroeste argent. (2014) 34 (2): 36-39

ISSN 0080-2069 (impresa)

ISSN 2314-369X (en linea) 39

ca de lactonas sesquiterpénicas en el género Sma-
llanthus. Composicion y estudios morfoanatomicos
de las raices almacenadoras. Tesis doctoral. Facultad
de Bioquimica, Quimica y Farmacia.

Covacevich F., Echeverria H.E. (2003). Utilizacion de
formaldehido para la erradicacion de hongos micorri-
ticos arbusculares de muestras de suelo. Ciencia del
Suelo. 21 (1): 9-17.

De Souza F.A., Da Silva I.C.L., Berbara R.L.L. (2008).
Fungos micorrizicos arbusculares: muito mais diver-
sos do que se imaginava. Biodiversidade do Solo em
Ecossistemas Brasileiros. UFLA, Lavras, 483-536.

Duckett J.G., Ligrone R. (2006) .A comparative cy-
tological analysis of fungal endophytes in the spo-
rophyte rhizomes and vascularized gametophytes
of Tmesipteris and Psilotum. Canadian Journal of
Botany. 83(11): 1443-1456.

Foo E., Ross J.J., Jones W.T., Reidi J.B. (2013). Plant
hormones in arbuscular mycorrhizal symbioses: an
emerging role for gibberellins. Annals of Botany.111:
769-779.

Frioni L. (2006). Introduccion a la Microbiologia. En
“Microbiologia: basica, ambiental y agricola. Lillian
Frioni (Ed.). Ed. Facultad de Agronomia, Universi-
dad de la republica, Montevideo, Uruguay. pp. 11-18.

Gerdemann J.W., Nicolson T.H. (1963). Spores of my-
corrhizal Endogone species extracted from soil by
wet sieving and decanting. Trans. Brit. Myc. Soc. 46:
235-244.

Ghisalberti E.L. (1997). The biological activity of nat-
urally occurring kaurane diterpenes. Fitoterapia. 68:
303-325.

Irrazabal G., Schalamunk S., Velazquez M.S., Cabello
M. (2005). Especies de hongos formadores de mico-
rrizas arbusculares: nuevas citas para la Republica
Argentina. Bol. Soc. Argent. Bot. 40:1-2.

Jakobsen 1. (1984). Mycorrhiza infectivity of soils
eliminated by low dosels of ionizing radiation. Soil
Biol. Biochem. 16: 282-282.

Lopez S.C., Barbaro N.O. (1988). Efecto de la irradia-
cion y el autoclavado sobre el fosforo extractable e
intercambiable de los suelos. Ciencia Del Suelo. 6
(2): 159-161.

Mercado M.1., Coll Ardaoz M.V., Brandan de Weht C.1.,
Ponessa G.I., Grau A. (2013). Arbuscular mycor-
rhizal Associations and dark septate endophytes in
yacon (Smallanthus sonchifolius) and a wild relative
(Smallanthus macroscyphus). Bol. Soc. Argent. Bot.
48 (2): 193-200.

Paul N.D., Ayres P.G.,Wyness L.E. (1989). On the use
of fungicides for experimentation in natural vegeta-
tion. Funct. Ecol. 3: 79-769.

Phillips J.M., Hayman D.S. (1970). Improved proce-
dures for clearing roots and staining parasitic and
vesicular-arbuscular mycorrhizal fungi for rapid
assessment of infection. Trans. Br. Mycol. Soc. 55:
158-161

Schenck N.C., Pérez Y. (1987). Manual for the Iden-
tification of VA Mycorrhiztil Fungi, 3rd Edtn., Syn-
ergistic Publications, P.O. Bo.\ 90066, Gainesville,
Florida, USA, p 245. www.ivam.wvu.edu



